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1. RESUMEN

La polimerasa @29 (Polg29) es la replicasa del bacteri6fago @29 que infecta a
Bacillus subtilis. Es una polimerasa muy usada en PCR isotérmica y en técnicas de
secuenciacion de genoma completo (WGA). Ademas es una enzima mesdfila y a
temperaturas elevadas su actividad catalitica disminuye. En este estudio, se
aumenta la termoestabilidad de la polimerasa @29 incrementando las interacciones
entre los residuos de la proteina. Para llevar a cabo este objetivo, se analizan dos
estrategias diferentes: “alanine scanning” y introduccién de un puente disulfuro. Los
valores de energia muestran como el doble mutante Polg29 K371C-A382C es el que
aumenta mas su termoestabilidad en comparacion con la Polg29 wild type (Polp29-
WT) (-366,57 kcal/mol y -124,93 kcal/mol respectivamente). La combinacion de
ambas estrategias en cambio desestabilizan la enzima. La polimerasa mutante que
se presenta en este estudio se podria utilizar en futuros experimentos in vitro para
analizar su estabilidad a temperaturas elevadas para aumentar la eficiencia de la

reaccion en PCR isotérmica.

PALABRAS CLAVE: Ingenieria de proteinas, polimerasa 929, termoestabilidad,

puente disulfuro, interacciones.
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2.INTRODUCCION

Las enzimas son biomoléculas presentes en los organismos vivos. Son
biocatalizadores (normalmente proteicos) que disminuyen la energia de activacion

de una reaccién quimica aumentando su velocidad.

Existen muchas enzimas importantes en el metabolismo de los seres vivos. Una de
las mas estudiadas es la ADN polimerasa replicativa. Esta enzima tiene un papel
clave en la division celular, mas concretamente en la replicacion del genoma. Es la
enzima encargada de la sintesis de una cadena de ADN complementaria a partir de
una cadena molde. De esta forma el genoma de la célula va replicandose cuando
esta entra en divisibn. Las ADN polimerasas replicativas también se llaman
nucleotidil transferasas por su actividad catalitica (Figl). Se clasifican en diferentes
familias segun la homologia de su estructura primaria. Asi pues, las ADN
polimerasas replicativas de eucariotas se encuentran en la familia B, las bacterias en
la familia Ay C y las arqueas en la B y D (Johansson and Dixon, 2013). La mayoria
de polimerasas tienen una estructura terciaria que sigue el modelo conocido como
“mano derecha”, con tres dominios conocidos como “dedos” (fingers), “palma” (palm)
y “pulgar” (thumb). En el dominio de la “palma” se localiza la actividad replicasa. En
él, el extremo 3’ hidroxilo libre de la cadena que se esta sintetizando actua como
nucledfilo que ataca el grupo fosfato del deoxinucleétido (dNTPs) que es
complementario en la cadena molde. ElI dominio “dedo” posiciona los nucleétidos
entrantes en relacién con la hebra patrén y induce cambios conformacionales
cuando el nucledtido se posiciona cerca de dos iones metdlicos divalentes (Mg*?)
gue actian como cofactores. Por ultimo, el dominio “pulgar’ participa en la
procesividad y translocacion del ADN, manteniendo en su lugar el duplex de ADN en
elongacion (Johansson and Dixon, 2013).

Deoxynucleoside triphosphate + DNA(N) = diphosphate + DNA{n+1).

Fig. 1 Reaccion quimica simplificada de las ADN polimerasas. A partir de la cadena simple de ADN y del
sustrato (los deoxinucledtidos trifosfatos 0 dNTPs) se genera difosfato y una cadena de ADN con un
nucleétido incorporado (n+1)que es complementario a la cadena molde (polA - DNA polymerase I,
thermostable - Thermus aquaticus - polA gene &amp; protein, no date)
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Las ADN polimerasas se usan en multiples aplicaciones biotecnologicas en
investigacion basica y en diagndstico. Son muy importantes en las técnicas de
secuenciacion de genomas. En el afilo 1977 Sanger y Coulson usaron la ADN
polimerasa | de Escherichia coli para secuenciar el ADN del bacteriéfago ¢X174
descubriendo lo que se conoce como secuenciacion de Sanger (Aschenbrenner and
Marx, 2017) . A partir de aqui el campo de la secuenciacion ha crecido a pasos
agigantados con la aparicion de las técnicas de secuenciacidn masiva de ultima
generacion (NGS). Estas técnicas permiten obtener la secuencia nucleotidica de
acidos nucleicos en un menor tiempo y con un bajo coste. La mas destacada es la
plataforma I/lumina que utiliza una variante de la polimerasa 9°N que posee
mutaciones en los dominios de la palma y los dedos. Por otro lado, la plataforma
lonTorrent utiliza la Bst ADN polimerasa para la secuenciacibn del genoma
(Aschenbrenner and Marx, 2017).

La técnica mas importante del uso de las polimerasas es la Polymerase Chain
Reaction mas conocida como PCR. Esta aplicacion se basa en el uso de estas
enzimas para obtener multiples copias de fragmentos especificos de ADN a partir de
una muestra pequefia. Con el paso del tiempo surgieron multiples adaptaciones y
mejoras de la técnica inicial como la PCR cuantitativa (QPCR), PCR isotérmica, la
PCR transcriptasa (RT-PCR) y la amplificacién de genoma entre otras. Cada una de
estas variantes se usa para diferentes propoésitos lo que conlleva al uso de
polimerasas con unas caracteristicas especificas (Aschenbrenner and Marx, 2017).
Por ejemplo, para la deteccion de patdégenos se necesitan polimerasas con una gran
sensibilidad para poder detectar cantidades pequefias de acido nucleico del
patdgeno en la muestra. En cambio para procesos de clonaje se necesitan

polimerasas con una tasa de error muy baja (Aschenbrenner and Marx, 2017).

En la PCR transcriptasa, se parte de una molécula de ARN para obtener la cadena
complementaria de ADN (cDNA) mediante la transcriptasa inversa. Posteriormente
se amplifica el ADN por PCR (Farrell and Farrell, 2010). Por ejemplo, esta técnica se
utiliza para estudiar los genes que se expresan en las células en determinadas
condiciones de estrés (Farrell and Farrell, 2010). Por otro lado, la PCR cuantitativa
se basa en el uso de fluorocromos para monitorizar los ciclos de PCR. De esta forma
a la vez que se amplifica se detecta la cantidad de ADN en la muestra. Esta técnica

es muy importante en la deteccién de patbgenos como virus que causan infecciones
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congénitas como el varicela zoster virus, virus del herpes 1 y 2 y virus de la
inmunodeficiencia humana 1 y 2 (Nagy, 2015). También es muy Uutil para el
diagnostico de enfermedades como la deteccién de trisomias usando marcadores de
SNP y la deteccion de deleciones como la AF508 en fibrosis quistica. En una hora se
puede amplificar y detectar la presencia de esta delecion en 32 muestras diferentes
(Nagy, 2015). En la industria alimentaria esta técnica también es muy importante en
la deteccibn de patégenos en los alimentos como Listeria monocytogenes,
Salmonella enterica, Campylobacter jejuni entre otros (Cocolin et al., 2011). Ademas,
la PCR también es muy importante en el analisis forense de muestras bioldgicas, en

cadaveres y en test de paternidad.

De todas las variantes de PCR, la PCR clasica es la técnica mas extendida en los
laboratorios basicos de biologia molecular. El proceso de PCR clasica consta de una
serie de ciclos de temperatura. Cada ciclo consta de 3 pasos a temperaturas
diferentes: 1) desnaturalizacion de la doble hélice de ADN a temperaturas superiores
a 90°C. 2) Se reduce la temperatura para facilitar la hibridaciéon de los cebadores,
gue delimitaran la region a amplificar. 3) Durante la fase de elongacién de la cadena
por parte de la polimerasa, la temperatura dependera de las condiciones 6ptimas de
esta. Este ciclo de temperaturas se produce en los llamados termocicladores. Son
aparatos que permiten calentar y enfriar los tubos de PCR y automatizar asi los
ciclos de temperatura. Tanto la temperatura de los ciclos como el tiempo de
desnaturalizacién son dos factores limitantes que pueden desactivar la enzima
(Terpe, 2013).

Las temperaturas tan elevadas a las que se somete la reaccién, hace necesario el
uso de ADN polimerasas termoestables. Estas enzimas son capaces de mantener
su actividad catalitica a temperaturas muy elevadas. Ademas, tienen un tiempo de
vida medio y una eficacia de amplificacion mayor. Una de las mas utilizadas en PCR
es la Taq polimerasa aislada de la bacteria termdfila Thermus aquaticus (Terpe,
2013). Esta polimerasa posee actividad exonucleasa. Su temperatura 6ptima de
elongacién es entre 75-80°C. Ademas, la vida media de esta enzima a 95°C es de
40 min (Terpe, 2013). La eficiencia de esta enzima es de aproximadamente un 80%
en fragmentos mas cortos que 1kb y con un contenido en CG entre 45-65%. A

medida que el tamafio del amplicon es mayor de 1kb la eficiencia va disminuyendo
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(Terpe, 2013). Por dultimo, la tasa de error (frecuencia de mutacion x bp X

duplicacion) de la Taq polimerasa es de 1.8x10™* — 8.0x107° (Terpe, 2013).

En los ultimos afios, la aparicion de la variante de PCR isotérmica ha ganado
terreno. La PCR isotérmica posibilita que la reaccion de amplificacién se produzca
sin la necesidad de los ciclos de temperatura del termociclador. En definitiva, la
reaccion se realiza a temperatura constante sin la necesidad de ciclos. Muchas
polimerasas son adecuadas para esta variante de PCR pero la ADN polimerasa ¢29
posee unas propiedades muy valiosas y Unicas en comparacion con el resto de
polimerasas comerciales. Esta polimerasa se aislo y se identifico en el bacteriéfago
®29 que infecta la bacteria mesofila Bacillus subtilis (Lovmar and Syvanen, 2006). Es
una polimerasa de la familia B y es una de las mas pequefias que se conocen. Tiene
una tasa de sintesis de ADN muy alta (50-200 bases/s) (Takahashi et al., 2014). A

parte de la actividad de replicasa, también posee actividad 3'—5’ exonucleasa que

permite la alta eficiencia en la sintesis de ADN. Otra caracteristica importante es que
la propia polimerasa tiene actividad helicasa (desplazamiento de la cadena de ADN).
Esta funcion la hace idénea para técnicas de amplificacion isotérmica como rolling
circle amplification (RCA) o multiple displacement amplification (MDA) y puede
usarse en genomas circulares y en moléculas lineales de ADN (Takahashi et al.,
2014). Ademas, esta caracteristica del desplazamiento de cadena permite amplificar
fragmentos muy grandes 10-12kb con un contenido en GC de hasta un 80%. Asi
pues, esta enzima se suele utilizar en técnicas de amplificacion de genomas
completos (WGA). Por ultimo, la tasa de error de esta polimerasa es una de las mas
bajas como consecuencia de las caracteristicas comentadas anteriormente
(<3.0x107°) (Lovmar and Syvanen, 2006).

Si se comparan las dos polimerasas, la @29 tiene una tasa de error menor, tiene
actividad helicasa intrinseca por lo que no se necesita la intervencion de proteinas
accesorias para separar las hebras de ADN. Ademads, tiene una eficiencia de
sintesis mayor y es capaz de amplificar fragmentos mucho mas largos. Sin embargo,
la Taq polimerasa es termoestable y su temperatura 6ptima de actividad como ya se
ha dicho es de 75-80°C. En cambio la temperatura Optima de la polimerasa del fago
¢29 es de 30°C y se inactiva a 65°C (Gadkar and Rillig, 2005).
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La velocidad de una reaccion enziméatica es un factor muy importante y depende de
la temperatura (a mayor temperatura, mayor velocidad de reaccion). Muchos
trabajos han demostrado que aumentando la termoestabilidad de una enzima se
puede trabajar a temperaturas mas elevadas y aumentar asi la vida media de la
enzima. (Le et al., 2012) demostraron que introduciendo un puente disulfuro en los
residuos A162-K308 de la lipasa B de Candida antarctica se aumentaba la
termoestabilidad. Ademas, la vida media a 50°C de la lipasa mutante era 4,5 veces
mas que la wild-type (220 min a 49 min respectivamente). Por otro lado, (Kim et al.,
2011) mutaron los aminoacidos F180Y y A752K de la ADN polimerasa de
Thermococcus celericrescens. La vida media del doble mutante a 94°C fue de 42
min, mucho méas mayor que la del wild-type (wt) (6 min). (Pezeshgi Modarres et al.,
2015) aumentaron la termoestabilidad de la ADN ligasa de Thermococcus sp con las
mutaciones A287K, G304D, S364Il, y A387K. El tiempo de inactivacion a 94°C del
mutante fue mucho mayor que el wt (41 min y 8 respectivamente). Muchas de estas
mutaciones coinciden con residuos que forman enlaces adicionales con los

aminodacidos cercanos.

Como ya se ha comentado, la polimerasa del fago 29 no es termoestable
(temperatura Optima entre 30-35°C). Por lo tanto su estabilidad a temperaturas
elevadas es un aspecto a mejorar. En el 2016, (Povilaitis et al., 2016) desarrollaron
una polimerasa @29 termoestable (7 mutaciones) que catalizaba la reaccion a 40-
42°C de manera oOptima. Ademas, el tiempo de reaccion disminuyé de 16 a 4h
respecto la polimerasa wt.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Un aumento de las interacciones entre los residuos de la enzima podria incrementar
la termoestabilidad de la polimerasa ¢29. A partir de esta hipotesis, los objetivos en

este trabajo son los siguientes:

v Evaluar con programas bioinforméaticos qué mutaciones son idoneas para
aumentar la termoestabilidad de la polimerasa del bacteriéfago @29 y
proponer un mutante final que sea termoestable

v’ Comparar las diferentes estrategias utilizadas y analizar los motivos que
hacen la polimerasa del trabajo de (Povilaitis et al., 2016) mas termoestable

que la wt.

La finalidad de este estudio es desarrollar una polimerasa mutante termoestable
para poder usarla en PCR isotérmica a temperaturas elevadas para aumentar asi la

eficiencia de la reaccion.
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4.MATERIALES Y METODOS

4.1) Busqueda de la estructura de las proteinas e identificacion de la unidad

funcional de la polimerasa ®29

Para obtener los cédigos (PDB ID) y las estructuras de las polimerasas Taqy ¢29 se

consultd la base de datos UniProt [http://www.uniprot.org/; (Bateman et al., 2017)].

En el buscador se introducen las palabras clave “Taq polymerase” y “Bacillus phage
29 polymerase” respectivamente. Se selecciona la entrada que interesa: P19821
para la Taq polimerasa y P03680 para la polimerasa ¢29. En el apartado “3D
structure databases” se muestran numerosos coédigos para las polimerasas. Se
seleccionara aquella que corresponda con la estructura de la polimerasa y no esté
unida a su sustrato o un inhibidor. Las polimerasas con cédigos 1TAQ (polimerasa
Taqg) y 1XHX (polimerasa ¢29) cumplen con los requisitos establecidos. Una vez
obtenidos los cddigos se descargaran sus estructuras de la base de datos Protein
Data Bank (PDB) [https://www.rcsb.org/; (Berman et al., 2000)].

Para detectar la unidad funcional a partir de la unidad asimétrica se utiliza el

programa de visualizacion molecular RasMol http://www.RasMol.org. La estructura

de la proteina se visualiza en formato spacefill y se pinta segun la cadena
polipeptidica. A continuacién se restringe la visualizacion de la proteina a aquellos
residuos que estan a una distancia de 3 A y 5 A entre las dos cadenas para analizar
si existe contacto entre las dos. La unidad funcional se puede obtener en el PDB

[https://www.rcsb.org/; (Berman et al., 2000)] en la seccion biological assembly.
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4.2) Andlisis de los factores que contribuyen a la termoestabilidad de una enzima

Para el analisis de los diferentes parametros que figuran en el apartado 5.1 se han
utilizado diferentes programas/servidores bioinformaticos. Para el calculo de los
puentes salinos y los puentes disulfuro se usé el servidor WHAT IF Web Interface
[https://swift.cmbi.umcn.nl/servers/html/index.html; (Hekkelman et al., 2010)]. Los

resultados de los puentes salinos muestran puentes entre los mismos residuos
varias veces. Esto se debe a que hay interacciones entre diferentes atomos de los
residuos, pero todas estas interacciones componen el mismo puente salino. Por eso,

se utilizd el programa Cygwin (https://www.cygwin.com/) para eliminar las

repeticiones. El servidor CAPTURE [http://capture.caltech.edu/; (Gallivan and

Dougherty, 1999)] se utiliz6 para analizar las interacciones cation-pi y para
cuantificar el numero de glicinas se utilizO el programa Swiss-PdbViewer

[http:/www.expasy.org/spdbv/; (Guex and Peitsch, 1997)]

Por dltimo, para el analisis de los residuos hidrofébicos con un empaquetaje
subdptimo se utilizé la base de datos PDB_REDO [http://www.cmbi.ru.nl/pdb_redo/;

(Joosten et al., 2014)]. Para cada una de las polimerasas en el apartado WHAT
CHECK de la base de datos se indica los residuos con un empaquetaje subdptimo.
Se seleccionan aquellos que son hidrofébicos. A continuacion para asegurarse que
estos resultados no son debidos a un mal encaje con el mapa de densidad
electrénica se utilizara el programa Jmol (Jmol: un visor Java de cédigo abierto para
estructuras quimicas en tres dimensiones, no date) para verificarlo. La normalizacion
se hace para asegurarse que los resultados no estén influenciados por la diferencia
de longitud entre las dos polimerasas y se calcula por la siguiente ecuacion:

cantidad (numero)del parametro a estudiar

residuos de la polimerasa
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4.3) Aumento de la termoestabilidad mediante “alanine scanning”

Para el analisis del “alanine scanning” se trabajara con la estructura depositada en la
base de datos del PDB_REDO [http://www.cmbi.ru.nl/pdb_redo/; (Joosten et al.,

2014)] de la polimerasa del fago. Esta base de datos mejora los modelos
estructurales depositados en el PDB [https://www.rcsb.org/; (Berman et al., 2000)]

utilizando programas mas modernos. Por eso, es mejor trabajar con las coordenadas

de esta base de datos puesto que son mas fiables.

Antes de realizar el “alanine scanning” se reparara el archivo del PDB_REDO

[http://www.cmbi.ru.nl/pdb_redo/; (Joosten et al., 2014)] de la polimerasa. Esto

permite optimizar aquellos residuos de la proteina que tienen una energia

demasiado elevada y generar un modelo mejor.

El programa FoldX 3.0 Beta 5.1 (Schymkowitz et al., 2005) permite: realizar la
reparacion del archivo del PDB_REDO [http://www.cmbi.ru.nl/pdb_redo/; (Joosten et

al., 2014)] 1XHX, analizar el “alanine scanning”, mutar los residuos candidatos por el
resto de 19 aminoéacidos, generar el mutante que recoge las mutaciones escogidas y

calcular la diferencia de energia entre la proteina nativa y el mutante generado.

Los resultados de los residuos candidatos mutados por los 19 aminoacidos restantes
después del “alanine scanning” aparecen como valores de energia absoluta. FoldX
3.0 Beta 5.1 (Schymkowitz et al., 2005) funciona muy bien en el calculo de energias
relativas (Energia absoluta del mutante — energia absoluta de la proteina nativa)
pero en cambio no es muy fiable en el calculo de energias absolutas. Por eso, antes

de analizar los resultados se calculara las energias relativas.

Para visualizar la localizacion de los residuos en la estructura tridimensional de la

proteina 1XHX reparada se utiliza el programa RasMol http://www.RasMol.org. Se

visualiza la proteina en forma de esqueleto, se seleccionan los residuos que se

guiere analizar y se visualiza en formato spacefill y de color rojo.

El analisis de las interacciones entre residuos para las 8 mutaciones se realiza con

el servidor Dynamut (Rodrigues, Pires and Ascher, 2018).

12


http://www.cmbi.ru.nl/pdb_redo/
https://www.rcsb.org/
http://www.cmbi.ru.nl/pdb_redo/
http://www.cmbi.ru.nl/pdb_redo/
http://www.rasmol.org/

Alejandro del Rio Garcia Trabajo final de grado

SWISS-MODEL [https://swissmodel.expasy.org/; (Waterhouse et al., 2018)] permite

realizar el modelado 3D por homologia para conocer la estructura del mutante. Se
utiliza como “template” la estructura conocida de la proteina nativa 1XHX. Para la
superposicion de las dos estructuras se descarga el modelo generado por SWISS-

MODEL [https://swissmodel.expasy.org/; (Waterhouse et al., 2018)] y se visualiza

con el programa Swiss-PdbViewer [http://www.expasy.org/spdbv/; (Guex and

Peitsch, 1997)]. Las dos estructuras se visualizan en formato ribbon y se colorea
segun la capa.

4.4) Aumento de la termoestabilidad mediante adicion de un puente disulfuro

Los programas usados para la prediccion de los puentes disulfuro son: MODIP
[http://caps.ncbs.res.in/fiws/modip.html; (Sowdhamini et al., 1989)] y Disulfide by
Design 2.0 v 2.12 [http://cptweb.cpt.wayne.edu/DbD2/; (Dombkowski, Craig and

Dombkowski, 2013)]. El valor del &ngulo de chi3 escogido es el que aparece por
defecto (97°+-30). En el caso de la polimerasa ¢29 MODIP predijo 134 puentes
disulfuro diferentes posibles. Este programa clasifica los posibles puentes en
categorias: A, B, C, D. Agquellos que estdn en la categoria A son los puentes
disulfuro méas probables de producirse. Es por eso que se cogen los que pertenecen
a esta categoria (24 posibles). Por ultimo, de esos 24 posibles pares de residuos
solo se cogeran aquellos que sean predichos simultineamente por Disulfide by
Design 2.0 v 2.12 [http://cptweb.cpt.wayne.edu/DbD2/; (Dombkowski, Craig and

Dombkowski, 2013)] quedando los resultados de la tabla 6.

Los factores de temperatura (B-factor) para cada residuo de la polimerasa @29 se
obtienen del servidor WHAT IF Web Interface
[https://swift.cmbi.umcn.nl/servers/html/listavb.html; (Hekkelman et al.,, 2010)].

Posteriormente, para obtener el B-factor de cada pareja de residuos candidatos
simplemente se hace el sumatorio de los B-factor individuales de cada residuo que
forman la pareja candidata a la mutacion. Para generar el mutante y calcular las
energias de los dobles mutantes y la proteina nativa se utiliza FoldX 3.0 Beta 5.1
(Schymkowitz et al., 2005).
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La situacion de los residuos que forman parte del puente disulfuro se analiza con

Swiss-PdbViewer [http://www.expasy.org/spdbv/; (Guex and Peitsch, 1997)]. Las

estructuras secundarias se muestran en formato ribbon y los residuos que participan

del puente disulfuro en formato esqueleto.

4.5) Analisis de la termoestabilidad de la polimerasa @ 29 de (Povilaitis et al., 2016)

Para visualizar la localizacion de los siete residuos escogidos por Povilaitis se utiliza

el programa RasMol http://www.RasMol.org. Se visualiza la proteina en formato

esqueleto, se seleccionan los siete residuos y se visualizan en formato spacefill y de
color rojo. Con FoldX 3.0 Beta 5.1 (Schymkowitz et al., 2005) se genera el mutante
con las siete mutaciones y después se realiza el “alanine scanning” para analizar la

contribucion de estos residuos en la estabilidad de la enzima.

Para el célculo de las interacciones por puentes de hidrégeno de los siete residuos

se utiliza el programa Swiss-PdbViewer [http://www.expasy.org/spdbv/; (Guex and

Peitsch, 1997)]. Se restringe la visualizacion a aquellos aminoacidos que se
encuentran a una distancia maxima de 5 A del residuo mutado y se analizan los

enlaces.

14


http://www.expasy.org/spdbv/
http://www.rasmol.org/
http://www.expasy.org/spdbv/

Alejandro del Rio Garcia Trabajo final de grado

5.RESULTADOS Y DISCUSION

Para este estudio se necesita obtener la estructura de la polimerasa @29. Ademas,
para el primer apartado de los resultados se necesitara también la estructura de la
polimerasa Taq termoestable.

Las estructuras de las polimerasas Taq y ¢29 se obtienen de la base de datos
Protein Data Bank (PDB) [https://www.rcsb.org/; (Berman et al., 2000)] con codigos
1TAQ (Kim et al.,, 1995) y 1XHX (Kamtekar et al., 2004) respectivamente. Las

estructuras depositadas en formato PDB corresponden a la unidad asimétrica que no

tiene por qué coincidir con la unidad funcional. La unidad asimétrica hace referencia
a un concepto cristalografico. En cambio, como biotecndlogo interesa trabajar con
las coordenadas de la proteina biologicamente activa (unidad funcional). Por
ejemplo, una proteina puede estar cristalizada en forma de tetramero (unidad
asimétrica) pero la unidad biol6gicamente activa o (unidad funcional) ser un dimero.
Esto significaria que la unidad asimétrica, en este caso, estaria formada por dos
proteinas iguales o unidades funcionales. Es decir la proteina activa estaria formada

por dos cadenas y en ningan caso por cuatro.

La unidad asimétrica y la funcional coinciden en el caso de la Tag polimerasa (PDB
ID: 1TAQ) pero en la polimerasa @29 (PDB ID: 1XHX) la unidad asimétrica esté
formada por mas de una cadena. Para verificar si la unidad asimétrica es la misma
gue la funcional se analizara si existe contacto y superposicion entre las diferentes
cadenas polipeptidicas de la unidad asimétrica gracias al programa de visualizacion

molecular RasMol http://www.RasMol.org. Los resultados se muestran en la (Fig2).

Fig. 2 Se visualizan los residuos con una distancia de 3,0 A entre las dos
cadenas (izquierda). Residuos con una distancia de 5,0 A entre las dos
cadenas (derecha). Cada color (azul y amarillo) corresponde con residuos
de una cadena diferente. Programa: RasMol http://www.RasMol.org
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Como puede verse en la (Fig2) no existe contacto directo entre las dos cadenas y
los atomos no se superponen entre ellos. Asi pues, se puede afirmar que la unidad
funcional de la polimerasa @29 est4 formada por una cadena polipeptidica ya que si
dos cadenas no estan totalmente en contacto no pueden formar parte de la misma

proteina.

5.1) Analisis de los factores que contribuyen a la termoestabilidad de una enzima

Una de las caracteristicas intrinsecas de las proteinas es su flexibilidad. La
flexibilidad de una proteina juega un papel muy importante en su estabilidad a
temperaturas elevadas. Si una proteina es muy flexible, tendra poca estabilidad y
sera propensa a desnaturalizarse y a inactivarse a temperaturas moderadas. Por el
contrario, una proteina rigida y por lo tanto poco flexible soporta temperaturas mas
elevadas. Cualquier interaccion que exista entre residuos y atomos de la misma
proteina aumenta la rigidez. Por lo tanto, si somos capaces de incrementar las
interacciones entre residuos de la misma proteina podremos aumentar su

termoestabilidad.

Para empezar con la investigacion, se analizara el nimero de estas interacciones en
nuestra polimerasa target mesoéfila @29 y la polimerasa Taq termofila. También se
analizara el niamero de glicinas ya que este aminoacido aumenta la movilidad
localmente. Por dltimo, también se analizard los residuos hidrofébicos con un
empaquetaje suboptimo puesto que un numero elevado provoca una disminucion de
la estabilidad de la proteina. Dada la diferencia considerable en la longitud entre la
polimerasa @29 (575 aminoacidos) (Kamtekar et al., 2004) y la Taq polimerasa (832
aminoacidos) (Kim et al., 1995) se normalizaran los valores para que sean fiables.

Los resultados se presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1 Analisis del nUmero de las diferentes interacciones presentes en la polimerasa ¢29 vy la
polimerasa Tag.

Polimerasagp29 (1XHX)
Resultado | Normalizacién

Polimerasa Taqg (1TAQ)
Resultado | Normalizacién

Numero de puentes 79 0,14 190 0,23
salinos
Numero de interacciones 13 0,023 13 0,016
catién-pi
Numero de puentes 0 - 0
disulfuro
41 0,071 55 0,066

Namero de glicinas
Numero de residuos 0 - 2 0,002
hidrofébicos de la proteina

con un empaquetaje
suboptimo

5.2) Aumento de |la termoestabilidad de la polimerasa ¢29 mediante “alanine

scanning”

Viendo los resultados anteriores es dificil predecir qué estrategia seguir para
continuar con el trabajo. No hay diferencias significativas entre los resultados de las
dos polimerasas. Para seguir con la investigacion se realizara un “alanine scanning”.
Esta estrategia muta todos los aminoacidos de la proteina a estudiar por alaninas y
analiza como varia la energia del mutante respecto a la proteina nativa. Este analisis
permite averiguar como contribuye cada aminoacido en la estabilidad de la proteina.
Una proteina es méas estable conforme su energia total es menor (més negativo). El
resultado del “alanine scanning” se presenta como una diferencia de energias
relativas (Energia del mutante — energia de la proteina nativa). Si esta diferencia
es negativa significa que la energia del mutante es mas negativa y entonces el
mutante es mas estable que la proteina nativa. Por el contrario, si esta diferencia es
positiva significa que la energia del mutante es mayor y por lo tanto el aminoacido
original contribuye en la estabilidad de la proteina. Si queremos aumentar la
termoestabilidad de la polimerasa del bacteriéfago, los residuos candidatos a mutar
seran aquellos que muestren una diferencia de energia mas negativa. Los

resultados simplificados para la polimerasa @29 se presentan en la Tabla 2.

17



Alejandro del Rio Garcia Trabajo final de grado

Tabla 2 Resultado del “alanine scanning” para Pol@29-WT . Se muestran solo los 7
aminoacidos que tienen una diferencia de energia mas negativa. PROGRAMA:
FoldX 3.0 Beta 5.1 (Schymkowitz et al., 2005)

Foldx 3.0 Beta 5.1 (2011}

by the FoldX Consortium

Jesper Borg, Frederic Rousseau, Joost Schymkowitz,
Luis Serranc and Francois Stricher

PDB file analysed: RepairPDB_1xhx_final.pdb
Output type: alascan

ASP 249 to ALA energy change is -2,39019 kcal/mol
ASP 458 to ALA energy change is -1,29263 kcal/maol
THR 368 to ALA energy change is -1,03685 kcal/mol
SER 194 to ALA energy change is -0,969414 kcal/mol
ARG 23 to ALA energy change is -0,866879 kcal/mol
ARG 236 to ALA energy change is -0,774941 kcal/mol
THR 16 to ALA energy change is -0,768795 kcal/mol

La Tabla 2 muestra los 7 aminoacidos con una diferencia de energia menor y por lo
tanto candidatos a ser mutados para aumentar la estabilidad de la enzima. La
mutacion en los aminoacidos
ASP249 y ASP458 es muy
probable que produzca una gran
pérdida en la funcionalidad de la
polimerasa. Estudios han
demostrado que estos residuos
estdn muy conservados porque
tienen un papel critico en la
actividad replicasa de Ila
polimerasa (Blasco et al., 1993;
Kamtekar et al., 2004). Por esta
razébn, estos residuos se

descartan y no seran estudiados.

Es importante observar si los

residuos candidatos estan

alejados en la estructura Fig- 3 Representacion en esqueleto de la polimerasa ¢29. Se
indica en rojo la situacién de los 5 aminoacidos candidatos a

tridimensional de la proteina. Si |o sermutados: arriba (ARG23, THR16). Abajo y de izquierda a
derecha (ARG236, THR368, SER194). PROGRAMA: RasMol

estdn, los resultados de las htp://www.RasMol.org

mutaciones individuales pueden ser acumulativos y es de esperar que el incremento
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de la termoestabilidad sea mayor. Por el contrario, si estan muy préoximos, las
mutaciones simultaneas podrian no incrementar la estabilidad de la proteina e
incluso afectar su funcionalidad. En la (Fig3) se muestra la localizacion de los cinco

residuos candidatos a ser mutados.

Como se puede observar, los residuos se concentran en 4 areas rojas. ARG23 y
THR16 se encuentran muy proximos. Para evitar los problemas mencionados solo
se elegira ARG23 ya que estabiliza mas la proteina que THR16 (-0,86 y -0,76
kcal/mol respectivamente). Los tres residuos restantes (SER194, ARG236 vy
THR368) estan suficientemente separados para que todos ellos aumenten

simultdneamente la estabilidad de la proteina.

Los cuatro residuos anteriores se escogen para ser mutados. Es importante estudiar
la mutacién de estos residuos por los aminoacidos restantes (aparte de alanina).
Puede ser que alguno de ellos genere una mayor estabilidad en la proteina mutante.
Los resultados muestran que las mejores mutaciones para aumentar la
termoestabilidad de la polimerasa del fago @29 son: ARG23-PHE23 (-1,95 kcal/mol),
SER194-ALA194 (-0,84 kcal/mol), ARG236-ALA236 (-0,71 kcal/mol) y THR368-
MET368 (-2,99 kcal/mol). Se genera el mutante con las cuatro mutaciones (Pol@29
mut) y se calcula la diferencia de energia entre este mutante y el wt (Polg29-WT).

Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Energias totales o absolutas de la polimerasa ¢29 con las mutaciones PHE23, ALA194, ALA236
y MET368 (Pol@29 mut) y la polimerasa wt (Polg29-WT). También se muestra la diferencia de energia
entre el mutante y la wt

ENERGIA TOTAL DIFERENCIA ENERGIA
(kcal/mol) (kcal/mol)
Pol @29 mut -132,12 kcal/mol -5,52 kecal/mol
Polp29-WT -126,60 keal/mel

Como se puede observar en la Tabla 3 la energia total de Pol@29 mut es menor que
la del wt (-132,12 kcal/mol y -126,60 kcal/mol respectivamente). Es decir, las

mutaciones han disminuido la energia del mutante aumentando asi su estabilidad.
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Mas concretamente la estabilidad que provocan las cuatro mutaciones a la vez es de
-5,52 kcal/mol.

Asi pues, queda demostrado que las cuatro mutaciones anteriores estabilizan la
polimerasa de forma notable. A continuacion se analizara si aun se puede aumentar
mas esta caracteristica. Se realizara el mismo procedimiento anterior del “alanine
scanning” pero con el mutante Pol@29 mut que ya ha demostrado ser mas estable
que la wt. De esta forma, se pretende buscar nuevas mutaciones que aun puedan
aumentar mas la termoestabilidad de la polimerasa. La Tabla 4 muestra los 10

residuos candidatos a ser mutados por tener los niveles de energia menores.

Tabla 4. Resultados del “alanine scanning” para Polg29 mut . Solo se muestran
los 10 residuos con valores de energia mas negativos. PROGRAMA: FoldX 3.0
Beta5.1 (Schymkowitz et al., 2005)

FoldX 3.0 Beta 5.1 (2011)
by the FoldX Consortium
Jesper Borg, Frederic Rousseau, Joost Schymkowitz,

Luis Serranc and Francois Stricher

PDB file analysed: MUT RepairPDB lxhx final.pdb
Cutput type: alascan

GLY 191 to ALA energy change is
GLY 197 to ALA energy change is
SER 388 to ALA energy change is
ASP 200 to ALA energy change is
ASP 569 to ALA energy change is
SER 10 to ALA energy change is
GLY 217 to ALA energy change is
ASP 169 to ALA energy change is
GLY 391 to ALA energy change is
LYS 305 to ALA energy change is

-1,05233 kcal/mol

-0,674305 kcal/mol
-0,648973 kecal/mol
-0,624489 kcal/mol

-0,57471 kcal/mol

-0,560519 kcal/mol
-0,558631 kecal/mol
-0,527626 kecal/mol
-0,477778 kcal/mol

-0,47291 kcal/mol

Si se observan los resultados del “alanine scanning” de los residuos que
previamente se ha visto que aumentaban la estabilidad en Pol@29 mut (PHE23,
ALA194, ALA236 y MET368) (data not shown) muestran como su mutacion a Ala no
es favorable para la estabilidad de la proteina. Por ejemplo, en el caso del residuo
23, el cambio de PHE23-ALA23 da un resultado de 1,13 kcal/mol (data not shown).
Esto confirma que la mutacion ARG23-PHE23 predicha antes en Polp29 mut

estabiliza la polimerasa puesto que ahora la diferencia de energia es positiva.
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La localizacion de los 10 residuos candidatos a ser mutados (Fig 4) muestra como
existen 6 areas distintas. Por un lado, los residuos SER388, GLY191, y GLY391 se

encuentran muy proximos en el espacio. Por lo tanto, solo se mutara el residuo

GLY191 por ser aquel que contribuye menos a la estabilidad de la proteina (-1,05

kcal/mol). En el caso del cluster formado por ASP200 y GLY197 se mutara solo este

altimo por tener una menor energia (-0,67 kcal/mol). Por altimo, del cluster formado
por SER10 y ASP200 solo se mutara el residuo 10 (-0,64 kcal/mol). El resto de
residuos estdn separados para poder aumentar todos ellos la estabilidad de la

proteina.

Por lo tanto, los residuos a mutar de
Polp29 mut son: SER10, GLY191,
GLY197, GLY217, LYS305 vy
ASP569 EI analisis posterior de
estos residuos muestra que las
mejores mutaciones para aumentar
la termoestabilidad de Pol@29 mut
son: SER10-VAL10 (-0,71 kcal/mol),
GLY191-GLU191 (-2,25 kcal/mol),
GLY197-LEU197 (-2,62 kcal/mol,
GLY217-PRO217 (-2,06 kcal/mol),
LYS305-PRO305 (-1,35 kcal/mol) y

ASP569-TYR569 (-2,24 kcal/mol). Se
puede observar como la Gly es el

65559.03

Pzad. o
.0

eéé%-c
“(391_[:

gvei?.c

3@5 . CA

Fig. 4 Localizacion en rojo de los 10 residuos candidatos a ser
mutados. PROGRAMA: RasMol http://www.RasMol.org

aminoacido mas comun para ser mutado. Este resultado es de esperar puesto que la

glicina es un aminoacido muy flexible que desestabiliza la proteina (Pace and

Scholtz, 1998).

Las seis mutaciones anteriores son las 6ptimas para aumentar la termoestabilidad

del mutante Polp29 mut. Se genera este segundo mutante (Polgp29 mut2) y se

calculan las energias. La Tabla 5 muestra las energias totales para la polimerasa wt

inicial (Pol@29-WT) y Polp29 mut2.
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Tabla 5 Energias totales o absolutas de Polg29 mut2 y Polp29-WT . También se muestra la diferencia de
energia entre este mutante y la wt

ENERGIA TOTAL DIFERENCIA ENERGIA
(kcal/mol) (kcal/mol)
Pol @29 mut2 -140,67 kcal/maol -14,07 kcal/mol
Polg29-WT -126,60 kcal/mol

La diferencia de energia entre Polg@29 mut2 y Pol@29-WT es de -14,07 kcal/mol.
Esto demuestra que las seis mutaciones adicionales aumentan significativamente la
estabilidad de la proteina wt. Ademas, el efecto de las mutaciones es acumulativo
puesto que existe una diferencia de energia entre el mutante Pol@29 mut2 (-140,67
kcal/mol) y Polg29 mut (-132,12 kcal/mol) de — 8,55 kcal/mol.

Las diez mutaciones de Polp29 mut2 que aumentan la estabilidad coinciden con
aminoécidos que forman enlaces no covalentes adicionales por su naturaleza
quimica. En el Anexo 1 se puede ver como la mutacion SER10-VAL10 produce un
incremento en el mutante del ndmero de interacciones con los residuos situados
alrededor. Esto confirma la hipétesis de que al aumentar el nimero de enlaces entre
los aminoé&cidos de la proteina se incrementa la estabilidad de la polimerasa.

Para reforzar los resultados obtenidos se analiza el efecto de las diez mutaciones
con un nuevo servidor: DynaMut (Rodrigues, Pires and Ascher, 2018). Como se
puede observar en el Anexo 2 todas las mutaciones excepto dos provocan un
aumento en la estabilidad de la proteina (AAG>0). Los residuos que estabilizan la
proteina predichos por FoldX 3.0 Beta 5.1 (Schymkowitz et al., 2005) y DynaMut
(Rodrigues, Pires and Ascher, 2018) se sugiere que son mas probables de
producirse. Por eso, los residuos 23 y 236 que desestabilizan la proteina segun

DynaMut (Anexo2) se descartarian.

Por ultimo, se evalla si las 8 mutaciones de Polg29 mut2 afectan en la estructura
tridimensional de la polimerasa. Se realiza un modelado de estructura 3D por
homologia utilizando como “template” la estructura de la proteina nativa 1XHX. Los
resultados muestran un 98,77% de similitud en la secuencia. El valor QMEAN
(Qualitative Model Energy ANalysis) nos da informacion sobre el grado de similitud

estructural entre el modelo (Polgp29 mut2 en este caso) y la estructura “template”
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(IXHX). Valores proximos a cero indican una gran similitud estructural. Los
resultados para Polg29 mut2 da un valor de 0,21 demostrando la semejanza entre la

proteina mutante y la wt.

En la (Fig5) se muestra la superposicion de la estructura predicha para Pol@29 mut2
y la estructura wt (1XHX). Como se observa, las dos estructuras estan
perfectamente superpuestas. El andlisis de los aminoacidos mutados muestra como
estos no desestabilizan las estructuras secundarias. En definitiva, las 8 mutaciones
de Polp29 mut2 no provocan cambios significativos en la estructura tridimensional
de la polimerasa ¢29. Asi pues, las 8 mutaciones encontradas es probable que no

provoguen una pérdida en la funcionalidad de la enzima.

Fig. 5 Superposicion de las dos estructuras: en amarillo
Pol®29 mut2 y en azul wt. PROGRAMA: Swiss-PdbViewer
[http://www.expasy.org/spdbv/; (Guex and Peitsch, 1997)].

En definitiva, las mutaciones finales en el mutante Pol@29 mut2 escogidas son:
SER10-VAL10, GLY191-GLU191, SER194-ALA194, GLY197-LEU197, GLY217-
PRO217, LYS305-PR0O305, THR368-MET368 y ASP569-TYR569.
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5.3) Aumento de la termoestabilidad de la polimerasa @29 por adicién de un puente

disulfuro

Un puente disulfuro es un enlace covalente que se produce entre dos Cys cuando
sus cadenas laterales estan proximas. La introduccion de un puente disulfuro extra
en una proteina provoca un aumento de la estabilidad de forma significativa. (Tan et
al., 2014) aumentaron la termoestabilidad de la lipasa de Penicillium cyclopium
reemplazando los residuos Val248 y Thr251 por cisteinas formandose un puente
disulfuro. La vida media a 35°C de la lipasa mutante fue 12,8 mayor que la wt. En
este apartado se estudiara si la introduccién de un puente disulfuro en la polimerasa

de estudio aumenta la termoestabilidad.

Para la prediccion de los puentes disulfuro se utilizan dos programas que tienen el
mismo objetivo pero que parten de diferente base tedrica. De esta forma, aquellos
puentes disulfuro que son predichos por ambos programas tienen una probabilidad
mucho mas alta de producirse (un total de 12 puentes disulfuro predichos). Para
reducir las parejas de residuos candidatas se us6 otro criterio El aumento de la
termoestabilidad implica que la proteina mutante es mas rigida (menos flexible) que
la wt. Se sugiri6 que aquellos pares de residuos candidatos que fueran mas flexibles
aportarian una mayor estabilizacion de la proteina cuando se creara un puente
disulfuro. Los factores de temperatura (B-factor) nos permiten analizar la flexibilidad

de los pares de residuos. Los resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Se muestran las 12 dobles mutaciones predichas simultAneamente por los dos programas: MODIP
[http://caps.ncbs.res.infiws/modip.html; (Sowdhamini et al., 1989) ] y Disulfide by Design [http://cptweb.cpt.wayne.edu/DbD2/;
(Dombkowski, Craig and Dombkowski, 2013)]. Ademas, se muestra entre paréntesis el valor del factor de temperatura (B-factor) para
cada pareja de mutaciones posibles.

SER10 ALA1T4
[43,84)

LYS18 ASP21
(92,48}

MET30 TYR38
[38,08)

LEUEZ ASP121
(55,44}

LEU253 ASP458
[50,02)

TYR2E81 LY 5352
(48,72)

HIS284 LY 5352
[44,84)

PRO300 TYR315
[56,65)

LEUZ28 LEU333
[49,97)

LY 5371 ALAZE2
[65,38)

LY 5479 TYR482
[78,63)

CY 5530 METS533
[T5,12)

Cuanto mayor sea el valor del B-factor, mayor es la flexibilidad de los residuos y es
de esperar que el incremento en la estabilidad sea también mayor. Por eso, para
continuar con el experimento se elegiran los cuatro pares de residuos con los B-

factor mas altos y uno con el B-factor bajo (control): Lys18-Asp21, Lys479-Tyr482,
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Cysb530-Met533, Lys371-Ala382 y Met30-Tyr38 (control). Se generan los dobles

mutantes y se calculan las correspondientes energias (Tabla7).

Tabla 7 Energias de los cinco dobles mutantes y de la polimerasa wt

ENERGIA TOTAL
(kcal/mol)

Polp29 K18C-D21C -366,56 kcal/maol
Polg29 K479C-Y482C -366,52 kcal/maol
Polg29 C530-M533C -366,53 kcal/maol
Polgp29 K371C-A382C -366,57 kcal/maol
Polg29 M30C-Y38C (control) -366,50 kcal/mal
Polg29-WT -124,93 kcal/mol

Como se puede observar en la tabla 7 todos los dobles mutantes tienen un valor de
energia mucho mas negativo (3 veces mas aprox) que la Polg29-WT. Es decir,
cualquier doble mutante con el puente disulfuro es mas termoestable que la
polimerasa wt confirmando asi la hipotesis inicial. La localizacién de los nuevos
puentes disulfuro muestra como los dos residuos del puente 18-21 forman parte de
tiras-p antiparalelas que se unen mediante las nuevas cisteinas (Fig6). De igual
forma ocurre con el puente 30-38 (data not shown). Las cisteinas del puente 371-
382 unen dos hélices a (Anexo3). En el caso del puente 479-482 el primer residuo
es una cisteina libre y el segundo forma parte de una tira-B (Anexo3). Se sugiere
gue la introduccién extra de los puentes disulfuro estabilizan la unién entre las tiras-f3
y las hélices a lo que se traduce en un aumento en la termoestabilidad de la

polimerasa. El puente 530-533 no forma parte de ninguna estructura secundaria.
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Fig. 6 Situacion de las Cys del puente disulfuro (28-21). En rojo Cys21.
En verde Cys18. El enlace que se forma se muestra con la linea verde
discontinua. PROGRAMA: Swiss-PdbViewer
[http://www.expasy.org/spdbv/; (Guex and Peitsch, 1997)].

Cabe esperar que cuanto mas alejados en la estructura primaria estén los pares de
residuos el incremento en estabilidad sea mayor. En este caso, todos los residuos
que generan el puente disulfuro estan muy proximos en la estructura primaria de la
proteina (18-21, 479-482, 530-533, 371-382 y 30-38). En cambio, el incremento es
significativo. Existen estudios en los que los residuos involucrados en un puente
disulfuro estan préximos en la estructura primaria de la proteina. (van Beek et al.,
2014) diseifaron un puente disulfuro L323C-A325C para aumentar la
termoestabilidad de la ciclohexanona monooxigenasa. Asi pues, los resultados son

fiables.

Por otro lado, no hay diferencias entre los dobles mutantes y el control. Esto sugiere
gue en este caso, la flexibilidad de los residuos candidatos no influye mucho en el
resultado final. El puente disulfuro por si solo genera una gran estabilidad en la
proteina aun cuando los residuos candidatos no son muy flexibles (control). Ademas,
hay que tener en cuenta las mutaciones en los que uno de los dos residuos a mutar
es acido o base. El motivo es que podria formar parte de un puente salino que al
producirse la mutacion se romperia. Como ya se ha mencionado el puente salino es

una interaccion que estabiliza una proteina. En este caso, la Lys479 forma un
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puente salino en la proteina nativa (data not shown) por lo que se descartaria el

doble mutante Lys479-Tyr482 en futuros experimentos in vitro.

5.4) Combinacién de ambas estrategias: Pol@29 mut2+puente disulfuro

En este trabajo, se han visto dos estrategias fiables para aumentar la
termoestabilidad de la polimerasa @29. En este apartado se analizara si la
combinacion de ambas incrementa la termoestabilidad. Como puede verse en el
Anexo4 las diferencias de energia entre los mutantes y Pol@29 mut2 son positivas.
Es decir, las energias de los mutantes son mayores y en consecuencia son
proteinas mas flexibles que no incrementan su termoestabilidad respecto Polp29

mut2.

Estos resultados confirman que las dos estrategias conjuntas desestabilizan la
proteina. Se sugiere que la introduccion de los diferentes puentes disulfuro en la
estructura de Pol@29 mut2 generaria impedimentos estéricos con los atomos
cercanos que desestabilizaria la enzima. Por otro lado, si se comparan las dos
estrategias, la energia total de los dobles mutantes es menor que la del mutante
Polp29 mut2 (-366 kcal/mol y -140,67 kcal/mol respectivamente). Es decir, los
dobles mutantes son méas estables y mas rigidos y en consecuencia los que mas
han incrementado la termoestabilidad de la polimerasa. Un enlace covalente es
dificil de romper y produce una gran rigidez en la estructura de una macromolécula.
Es por esta razén que el caracter covalente del puente disulfuro adicional produce
un mayor incremento en la termoestabilidad de la proteina que aquellas
interacciones no covalentes (enlace mas débil) que se producen en el “alanine

scanning”.

En definitiva, el mutante Polp29 K371C-A382C es el que se escoge en este trabajo.
De todos los mutantes analizados es el que mas aumenta la termoestabilidad (-
366,57 kcal/mol).
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5.5) Andlisis de la termoestabilidad de la polimerasa @ 29 de (Povilaitis et al., 2016)

En el articulo de Povilaitis las mutaciones M8R, V51A, M97T, G197D, E221K,
Q497P y F526L aumentan la termoestabilidad de la polimerasa ¢29. Primero, se
analizo la situacion de estos 7 residuos elegidos por (Povilaitis et al., 2016) . Como
se puede ver en la (Fig7), estos residuos no se concentran en un tnico dominio si no
gue estan distribuidos por toda la estructura tridimensional de la proteina. Esto
también sucede con las diez mutaciones de Polg29mut2 (Fig3 y 4) de este estudio.
Asi, se demuestra que el mayor incremento en la termoestabilidad de la polimerasa
se produce cuando las mutaciones no se concentran en una zona de la proteina sino

cuando estas estan distribuidas por sus diferentes dominios.

Fig. 7 . Situacién de las 7 mutaciones del trabajo de (Povilaitis et al.,
2016) para aumentar la termoestabilidad de la polimerasa.
PROGRAMA: RasMol http://www.RasMol.org

Los resultados del “alanine scanning” para los siete residuos mutados se visualizan
en la Tabla 8. Si estos residuos aumentan la termoestabilidad de la polimerasa, su

mutacion a Ala provocara una disminucion en la rigidez de la proteina y la diferencia
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de energia sera positiva. Esta suposicion coincide con los resultados (Tabla 8)
excepto con los residuos THR97 y ASP197 (-0,55 kcal/mol y -2,24 kcal/mol
respectivamente). Para estos residuos, el programa no predice un incremento en la
estabilidad:

- El residuo THR97 se encuentra en el dominio exonucleasa de la proteina muy
proximo al sustrato de ADN. Esta mutacidn provoca una mayor interaccion entre el
complejo proteina-ADN pero no incrementa la termoestabilidad respecto a la
proteina wt (Povilaitis et al., 2016). Por eso, los resultados del “alanine scanning”
para este residuo no predicen un incremento en la termoestabilidad de la

polimerasa.

- En el caso del residuo 197 la mutacién G197D estabiliza la hélice a (Povilaitis et al.,
2016). Como se ha comentado anteriormente, la glicina es una aminoacido muy
flexible que disminuye la estabilidad de la proteina (Pace and Scholtz, 1998). Por lo
tanto, es previsible que la mutacion de este residuo aumente la termoestabilidad. Sin
embargo, los resultados del “alanine scanning” no detectan este incremento en la
estabilidad (-2,2 kcal/mol). Hay que tener en cuenta que los resultados de los
programas bioinformaticos son predicciones. Ademas, no son perfectos y son mas

fiables los resultados de un experimento in vitro que in silico.

Tabla 8 Resultados del “alanine scaning” de los siete residuos mutados que
aumentan la termoestabilidad de la polimerasa en el articulo de (Povilaitis et al.,
2016). PROGRAMA: FoldX 3.0 Beta 5.1 (Schymkowitz et al., 2005)

FoldxX 2.0 Beta 3.1 (2011)

by the FoldX Conscrtium

Jesper Borg, Frederic Rousseau, Joost Schymkowite,
Luis Serranoc and Francois Stricher

Output type: alascan

LRG & to RLA energy change is 1.62788 kcal/mol
T2 51 to ALE energy change iz 0 kcal/mol

THR 957 to ALL energy change iz -0,355208 kecal/mol
LSP 1%7 to ALA energy change is -2,243%2 keal/mol
LYS 221 to ALL energy change is 0,816%68 kcal/mol
ERO 497 to ALA energy change is 2,22078 kecal/mol
LEU 326 to ALA energy change is 1,2%371 keal/mol
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Por ultimo, se analiz6 como afectaba al entorno de la proteina las siete mutaciones
descritas en el articulo. En el Anexo 5 se muestran las interacciones de cada uno de
los siete residuos mutados. De todos los rotameros disponibles para cada residuo se
ha escogido aquel que encaja mejor en la estructura de la proteina. Como se puede
ver, todas las mutaciones del articulo son favorables y forman interacciones por
puentes de hidrégeno. Estos enlaces estabilizarian la proteina lo que se traduce en

un aumento en la termoestabilidad.

(Povilaitis et al., 2016) sugieren gue el aumento de la termoestabilidad de la
polimerasa @29 de su estudio se debe a diversos mecanismos moleculares: La
sustitucion de M8 por un residuo con carga positiva podria estabilizar el complejo
proteina-ADN. La mutacién V51A incrementaria la estabilidad de la hélice a. El
cambio E221K introduciria un enlace iénico adicional entre este residuo y GLU272.
Por otro lado, la sustitucion Q497P incrementaria la rigidez del esqueleto de la
proteina. Por ultimo, el residuo F526 es un residuo hidrofobico que se encuentra en

la superficie de la proteina desestabilizando asi la proteina.

Viendo estos resultados se demuestra que una forma para aumentar la
termoestabilidad de la polimerasa consiste en incrementar el numero de
interacciones entre los residuos de la proteina, tal y como se habia propuesto en el
presente estudio.
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6.CONCLUSIONES

Las conclusiones finales del presente estudio son las siguientes:

v" Un aumento de las interacciones entre los residuos de la proteina provoca un

incremento en la termoestabilidad de la polimerasa ¢29.

v' Las dos estrategias estudiadas han aumentado la termoestabilidad de la
polimerasa: mediante “alanine scaning” se han desarrollado 8 mutaciones
para Pole29 mut2 (SER10-VAL10, GLY191-GLU191, SER194-ALA194,
GLY197-LEU197, GLY217-PR0O217, LYS305-PRO305,THR368-MET368 vy
ASP569-TYR569). Por otro lado, se han obtenido cinco dobles mutantes con
un puente disulfuro extra y que han aumentado de forma significativa la

termoestabilidad de la polimerasa ¢29.

v De todos los mutantes estudiados Polg29 K371C-A382C es el que mas ha
incrementado su termoestabilidad (-366,57 kcal/mol) y por lo tanto es el

mutante final escogido.

v' El analisis de ambas estrategias ha demostrado que la introduccién de un
puente disulfuro ha incrementado mas la termoestabilidad de la polimerasa
por su caracter de enlace covalente. Ademas, la combinacién de las dos
estrategias conjuntas desestabiliza la polimerasa. El andlisis de la polimerasa
termoestable de (Povilaitis et al., 2016) muestra como las mutaciones estan
distribuidas por todos los dominios de la proteina y forman interacciones con

los residuos de alrededor.

Este estudio cuenta con algunas limitaciones: Al ser un trabajo in silico puede que
los resultados obtenidos no sean satisfactorios una vez se reproducen en el
laboratorio. Hay que tener en cuenta que los programas bioinformaticos nos realizan
predicciones fiables pero puede que no coincidan con los resultados in vitro. Por otro
lado, habria que hacer un estudio mas exhaustivo del efecto de las mutaciones en la

estructura y la funcionalidad de la enzima.
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. AUTOEVALUACION

La realizacion del presente estudio ha sido muy gratificante. Por un lado, he
entendido lo importante que es realizar una busqueda bibliogréfica previa a la
realizacion de un proyecto de investigacion. Ademas, a nivel teérico he podido
profundizar en el campo de la ingenieria de proteinas que habia estudiado durante el
grado en Estructura y Funcion de Biomoléculas, Ingenieria de Proteinas y

Bioinformética.

Durante el proceso experimental he utilizado una gran cantidad de recursos
bioinformaticos que ya conocia: Protein Data Bank (PDB), UniProt, SWISS-MODEL
etc. Por otro lado, también he aprendido nuevos programas como DynaMut. He
sabido recopilar toda la informacién que los servidores daban para obtener los
resultados de mi experimento. Sin embargo, he tenido ciertas dificultades en el uso y
en la interpretacion de los resultados de algunos programas bioinformaticos que he

podido solucionar con éxito.

Este estudio pone de manifiesto la gran importancia de la bioinformética. Ahora, soy
mas consciente de la repercusion de este campo en un proyecto de investigacion.
Las herramientas computacionales sirven de guia para poder llegar al éxito en el
laboratorio. En mi caso, este estudio in silico mostraria las mutaciones mas idoneas

para aumentar la termoestabilidad de la polimerasa @29 en futuros estudios in vitro.

En definitiva, este estudio ha sido muy enriquecedor de cara a mi vida profesional
como biotecnélogo ya que he elaborado y realizado mi propio proyecto de
investigacion. Ademas, he desarrollado aptitudes que creo que son necesarias para

mi futuro como la capacidad critica y el razonamiento cientifico.
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9.ANEXOS

Anexo 1. Interacciones en el residuo 10 (pintado de azul claro). Izquierda: wild type (SER10). Derecha : mutante (VAL10). Las
lineas discontinuas de colores indican diferentes interacciones entre el residuo y los aminoacidos de su alrededor.

Anexo 2. Andlisis del efecto de las 8 mutaciones en
Pol29 mut2. PROGRAMA: DynaMut (Rodrigues, Pires and
Ascher, 2018).

SER10-VAL10 AAG: 1.724 kcal/mol (Stabilizing)

ARG23-PHE23 AAG: -0.344 keal/mol (Destabilizing)
GLY191-GLU191 AAG: 1.135 kcal/mol (Stabilizing)
SER104-ALA194 AAG: 1.267 kcal/mol (Stabilizing)

GLY197-LEU197 AAG: 2.392 kcal/mol (Stabilizing)

GLY217-PRO217 AAG: 0.357 kcal/mol (Stabilizing)

ARG236-ALA236 AAG: -0.667 kcal/mol (Destabilizing)

LYS305-FRO305 AAG: 0.382 kecal/mol (Stabilizing)

THR368-MET368 AAG: 2.036 kcal/mol (Stabilizing)

ASPSEO-TYR569 AAG: 0.835 keal/mol (Stabilizing)
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Anexo 3 Situacién de los puentes disulfuro. El enlace se muestra en lineas discontinuas. Izquierda: CYS371 (rojo)-CYS382(verde).
Derecha: CYS479-CYS482. PROGRAMA: Swiss-PdbViewer [http://www.expasy.org/spdbv/; (Guex and Peitsch, 1997)]

Anexo 4 Andlisis del efecto de las dos estrategias
conjuntas. Se muestra la diferencia de energia de los
mutantes respecto a Pol @29mut2. PROGRAMA: FoldX
3.0 Beta 5.1 (Schymkowitz et al., 2005)

DIFERENCIA

ENERGIA
Pol 929 mut2

Pol ¢29 mut2 K18C-D21C 0,06 kcal/mol
Polp29 mut2 C530-M533C 3,41 kcal/mol
Polgp29 mut2 K371C-A382C 1,45 keal/mol
Polg29 mut2 M30C-Y38C 4,67 kcal/mol
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Anexo 5. Interacciones por puentes de hidrégeno (lineas verdes puenteadas)
que se producen para cada una de las siete mutaciones (residuo en rojo) del
articulo de (Povilaitis et al., 2016) PROGRAMA: Swiss-PdbViewer
[http://www.expasy.org/spdbv/; (Guex and Peitsch, 1997)]

M8R V51A

MO7T G197D
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E221K Q497P

F526L
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