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SUMMARY






Summary

Mimicking the darwinist algorithm of natural selection, through several rounds of random
mutagenesis and/or DNA recombination coupled to massive high-throughput screenings,
directed molecular evolution allows to tailor enzymes more robust, stable, efficient and in
general with many improved features. In this evolutionary scenario, semi-rational analysis -
where researches are taking advantage from protein structural information to create and explore
libraries constructed by saturation mutagenesis- constitutes also a powerful methodology.

Laccases from white-rot fungi are remarkable biocatalysts due to their broad substrate
specificity, with potential applications in bioremediation, lignocellulose processing, organic
synthesis and more. Most of these transformations must be carried out at high concentrations of
organic cosolvents where laccase undergoes unfolding, therefore loosing its catalytic
performance.

We have evolved the thermostable laccase from the Ascomycete Myceliophthora
thermophila to tolerate high concentrations of cosolvents. The genetic product of five rounds of
directed evolution expressed in Saccharomyces cerevisiae, variant R2, was capable to resist a
wide array of miscible cosolvents of biotechnological significance at concentrations as high as
50% (v/v). Intrinsic electrochemical laccase features such as the redox potential at the T1 and
T2/T3 sites and the geometry and electronic structure of the catalytic coppers were altered
during the course of the in vitro evolution experiment. Some mutations located at the surface of
protein contributed to the reinforcement of the protein architecture at different key-denaturation
regions by establishing new hydrogen bonds and salt bridges. Moreover, the mutations
introduced at the C-terminal extension affected the protein folding at the post-translational
maturation steps.

Additionally, we have developed a new methodology named in vivo overlap extension
(IVOE) which is based on the high homologous recombination frequency of Saccharomyces
cerevisiae. This methodology provides a simple manner to build combinatorial saturation
mutagenesis libraries avoiding extra PCR reactions, by-products formation and in vitro ligation
steps. Several positions that seem to be related with the redox potential at the T1 site were
targeted for combinatorial saturation mutagenesis. After exploring over 170000 clones, the best
variant revealed a direct relationship between the highly conserved tripeptide 500VSGsq4, located
in the vicinity of the T1 site, and the C-terminal plug. The K, value of the mutant was
increased 1.5-fold and the electron transfer pathway between the reducing substrate and the T1
copper ion was altered, thus improving catalytic efficiencies about 3- and 8-fold towards non-
phenolic and phenolic substrates, respectively. Although the copper geometry at the T1 site was
perturbed upon mutation, paradoxically the laccase redox potential was not significantly altered.
Taking together, the present study suggests that 5,0VSGsqq tripeptide may play a hitherto-
unrecognized role in regulating the traffic of O, to the T2/T3 copper cluster, in combination with
the C-terminal plug, which is dependent on the binding of the reducing substrate at the copper
TH.
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1.1. EVOLUCION MOLECULAR DIRIGIDA

Las enzimas han evolucionado durante millones de afos adquiriendo diferentes
propiedades para desarrollar funciones metabdlicas muy especificas en contextos celulares
determinados. Estos catalizadores biol6gicos exhiben un poder catalitico exquisito pudiendo
ser altamente quimio-, regio- y estéreo-selectivos y llegando a acelerar las reacciones mas
complejas muchos ordenes de magnitud (hasta 10" veces) (Plou y cols., 1999). En la mayoria
de los organismos las enzimas estan habituadas a funcionar en unas condiciones de reaccion
suaves (en soluciones acuosas, temperatura ambiente y pH neutro) lo que lleva asociado un
impacto medioambiental muy reducido (Cherry y Fidantsef, 2003). Sin embargo, para la
eficiente aplicacién biotecnoldgica e industrial de los biocatalizadores se requieren enzimas
activas y estables bajo las drasticas condiciones del proceso (presencia de disolventes
organicos u otros medios no acuosos, elevadas temperaturas, pHs extremos, etc.) (Schmid y
cols., 2001; Kirk y cols., 2002;). Lamentablemente, la mayor parte de las enzimas -a excepcion
de unas pocas procedentes de ambientes extremos (Ferrer y cols., 2005; Alcalde y cols.,
2006a)- terminan inactivandose o desnaturalizandose bajo las exigentes condiciones
industriales.

Durante los ultimos 25 afios la investigacién en el campo de la ingenieria de proteinas se
ha visto impulsada por los avances en la tecnologia del DNA recombinante, genémica y
protedmica, y mas recientemente por el desarrollo de herramientas de high-throughput (Wahler
y Reymond, 2001) que ha multiplicado el disefio, a nivel molecular, de nuevos biocatalizadores
y procesos biocataliticos (Zhao y cols., 2002; Tao y Cornish, 2002). De esta manera, se han
generado multiples métodos para la creacién o mejora de nuevas actividades y propiedades
enzimaticas de relevancia biotecnol6gica al tiempo que se ha aportado luz sobre la relacién
estructura/funcion de muchas proteinas (Arnold, 2001).

Desafortunadamente, las enzimas son moléculas extremadamente complejas y a
menudo la relacién entre su secuencia, estructura y mecanismo/funcién se escapa al
conocimiento cientifico. El enfoque mas tradicional en el campo de la ingenieria de enzimas se
sustenta en el denominado disefio “racional” (mutagénesis dirigida a posiciones concretas del
catalizador, en base a modelos o estructuras cristalogréficas). Este abordaje, sin embargo,
muchas veces se ha visto limitado por la ausencia de informacién estructural y mecanistica
requerida (Arnold y Volkov, 1999). A pesar del progreso en la resolucion de proteinas por
técnicas de cristalografia de rayos X o espectroscopia RMN, asi como de la disponibilidad de
programas informaticos cada vez mas potentes y el apoyo de bases de datos de genes y
proteinas (Bornscheuer y Pohl, 2001), el disefio “racional” se ve frenado en la préactica por la
complejidad de la funcion proteica. Se debe tener en cuenta que las enzimas son moléculas
dinamicas, plasticas, en las cuales la entrada de sustratos y formacién de productos siempre va
acompanada de cambios locales y/o conformacionales con los correspondientes
establecimientos o rupturas de interacciones que un modelo cristalografico no puede recoger
con exactitud en toda su dimensién. En cierto sentido, un modelo cristalografico representa con
precision tan sélo un momento determinado de la intrincada cinética enzimética, y a pesar del
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esfuerzo por obtener modelos mas completos en presencia de andlogos estructurales y del
desarrollo exhaustivo de herramientas de modelado molecular, la prediccion de la funcién
catalitica sigue siendo limitada (Alcalde, 2003).

La estrategia alternativa mas adecuada para la ingenieria de enzimas en ausencia de
suficiente informacion estructural es la denominada evolucion molecular dirigida o evolucion in
vitro (Arnold, 1998). Se trata de una efectiva herramienta que esta revolucionando la
biotecnologia, permitiendo el disefio de nuevas funciones enziméticas nunca antes requeridas
en ambientes naturales (Zhao y cols., 1999). Esta metodologia recrea en el laboratorio los
procesos claves de la evolucion natural (mutacién, recombinacion y seleccién) de manera que
es posible disefiar enzimas de gran interés cientifico y tecnoldgico. Existen, sin embargo,
diferencias sustanciales entre el simplificado proceso de evolucién dirigida de enzimas y la
evolucion natural postulada por Darwin y sus contemporaneos (Darwin, 1859; Maynard Smith,
1984).

e La evolucion natural puede tener lugar a niveles extremadamente complejos -de
organismos completos- mientras que la evolucion dirigida se limita a un Unico gen,
o en el mejor de los casos a rutas metabdlicas relativamente simples (Schmidt-
Dannert y cols., 2000; Parales y Ditty, 2005).

e En la evolucion natural, las adaptaciones mas sobresalientes aparecen de manera
espontanea durante la reproduccion y supervivencia de los organismos, mientras
que en la evolucion dirigida, la presién selectiva es estrictamente estipulada por el
investigador en busca de una mejora en particular (Zhao y cols., 1999; Affholter y
Arnold, 1999).

e La evolucién dirigida comprime la escala temporal de la evolucion natural desde
miles de millones de afos, hasta tan s6lo meses de trabajo en el laboratorio
(Alcalde, 2003).

En la evolucion in vitro, mediante mutagénesis aleatoria inducida y/o recombinaciones en
el material genético que codifica para una o varias proteinas, se crea una diversidad genética
que posteriormente se expresa y explora bajo las condiciones en las que se quiere mejorar la
enzima (altas temperaturas o medios no convencionales, pHs extremos, etc.) (Williams y cols.,
2004). De esta manera, sometiendo los genes seleccionados a ciclos sucesivos de evolucién
molecular, las diferentes mutaciones puntuales beneficiosas se iran acumulando y combinando
hasta adquirir la propiedad deseada, que se ve mejorada de manera exponencial, generacion
tras generacién (Figura 1.1) (Kuchner y Arnold, 1999; Arnold y Volkov, 1999).
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Figura 1.1. Esquema general de un clasico experimento de evolucion molecular dirigida (Alcalde, 2003).
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Hoy en dia, las enzimas mejoradas por evolucion de laboratorio son cada vez mas
abundantes, incluso ya se comercializan productos desarrollados por esta via. Empresas como
Genencor, Dow Chemical, Maxygen, Diversa o Novozymes entre otras tienen lineas punteras
de evolucion dirigida, al tiempo que el numero de articulos cientificos sobre esta metodologia
crece rapidamente (Figura 1.2) (Alcalde, 2003; Zhao y Zha, 2004).

La mayoria de las caracteristicas enzimaticas -regioespecificidad (Sun y cols., 2002),
enantioespecificidad (May y cols., 2000; Jaeger y Eggert, 2004), quimioespecificidad (Glieder y
cols., 2002), termoestabilidad (Salazar y cols., 2003), estabilidad en disolventes organicos
(Wong y cols., 2004a), expresion génica (Bulter y cols., 2003), incluso la busqueda de
actividades de novo en el caso de anticuerpos cataliticos (Tao y Cornish, 2002)- pueden ser
sometidas a experimentos de evolucion dirigida.

Los tres requisitos mas importantes e indispensables a la hora de desarrollar una
estrategia de evolucién in vitro son:
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e Disponer de un organismo hospedador adecuado para la expresién funcional de la
enzima a evolucionar (generalmente Escherichia coli o Saccharomyces cerevisiae).

e Contar con métodos de generacion de diversidad lo suficientemente variados como
para abordar de manera eficaz el estudio del vasto espacio proteico.

e Disenar un método de screening o exploracion robusto y fiable para mejorar la
caracteristica enzimatica marcada como objetivo evolutivo por el investigador.
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Figura 1.2. Numero de articulos cientificos publicados entre los afios 1990 y 2004 sobre evolucién dirigida. En naranja,
se indica los trabajos en los que se ha mejorado la enantioselectividad mediante evolucion in vitro (Jaeger y Eggert,
2004).

1.1.1. ELECCION DE UN ORGANISMO HOSPEDADOR ADECUADO: S. cerevisiae EN
PROTOCOLOS DE EVOLUCION DIRIGIDA

La expresion funcional heteréloga de los genes que codifican la proteina de interés es el
primer requerimiento para llevar a cabo un experimento de evolucion dirigida.

Los organismos hospedadores més utilizados en experimentos de evolucién dirigida son
E. coliy S. cerevisiae aunque también hay trabajos en los que se ha empleado Bacillus subtillis
(You y Arnold, 1996) o como el caso de la evolucion de una cloroperoxidasa del hongo
Caldariomyces fumago donde la transformacion de las genotecas se realiz6 en el mismo
organismo productor (Rai y cols., 2001).

En cualquier caso, considerando la eficiencia de transformacion, la estabilidad del DNA
plasmidico y la tasa de crecimiento, E. coli es el organismo hospedador mas frecuentemente
utilizado. Sin embargo, la expresion bacteriana de genes eucariéticos puede estar limitada por
la diferencia entre los sistemas de expresidn bacterianos y los nativos. El diferente uso de
codones, y las modificaciones post-traduccionales como el procesamiento proteolitico o las
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glicosilaciones pueden causar bajos niveles de expresion, o un plegamiento inapropiado, con la
consiguiente formacion de cuerpos de inclusién (Romanos y cols., 1992).

Algunos de estos problemas pueden evitarse si estos genes se expresan en
hospedadores eucariéticos cuya maquinaria celular sea mas préxima a la nativa, como es el
caso de las levaduras. En especial, el uso de S. cerevisiae es de gran interés ya que posee la
habilidad de glicosilar y secretar las proteinas al medio extracelular (lo cual evita en muchos
casos pasos intermedios de lisis celular) y tiene una elevada eficiencia de transformacion.
Ademas, haciendo uso de un vector episomico adecuado no integra el plasmido dentro de su
genoma, tal y como hace Pichia pastoris (Vedvick, 1991), facilitando asi su posterior
manipulacién. Otra ventaja muy interesante desde un punto de vista evolutivo es su elevada
frecuencia de recombinacién de DNA, la cual a diferencia de E. coli permite la construccion de
genotecas in vivo a través de la recombinacién homologa de diferentes genes (conocido como
in vivo DNA shuffling o barajeo, ver apartado 1.1.2). Por ultimo, la ligacién de los genes
mutados en vectores de expresion es, en muchos casos, un paso laborioso que requiere un
ajuste fino. En levaduras, el mecanismo reparador de huecos (in vivo gap repair) puede
sustituir la ligacion in vitro de una manera rapida y precisa (Bulter y Alcalde, 2003). Los insertos
de genes mutados son co-transformados con el plasmido linearizado que contiene secuencias
homdlogas (con al menos 15 bases de homologia) con ambos extremos del inserto (Orr-
Weaver y cols., 1981; Muhlrad y cols., 1992). La propia maquinaria celular los recombina
homdlogamente para recrear un plasmido circular de replicacién auténoma (Cherry y cols.,
1999).

1.1.2. GENERACION DE LA DIVERSIDAD

El éxito en la optimizacién de una proteina mediante evolucibn molecular dirigida
depende en gran parte del tamafno de la genoteca (que debe ajustarse a la capacidad de
screening) y de su calidad (la frecuencia y el tipo de mutaciones/recombinaciones
introducidas). En una proteina de 300 aminoacidos existen 5700 maneras diferentes de
cambiar un so6lo residuo, 16 millones de maneras de cambiar dos y mas de 30000 millones de
cambiar tres. Por lo tanto, es imposible investigar todo el espacio proteico con las herramientas
actualmente disponibles (Arnold, 1999). Ademas si tenemos en cuenta que las mutaciones
beneficiosas son muy poco frecuentes (la mayoria son neutras o deletéreas), y mucho menos
las combinaciones de éstas, es preferible desarrollar una estrategia de pasos pequefios,
cambiando aproximadamente de uno a tres o cuatro amino&cidos por generacion (Williams y
cols., 2004). En definitiva, una estrategia en la que mutaciones puntuales beneficiosas se
vayan acumulando y recombinando en generaciones consecutivas hasta adquirir la propiedad
enzimatica deseada.

En general, se suelen emplear dos alternativas para la generacion de diversidad: la
mutagénesis aleatoria a partir de un Unico gen parental, y los métodos de recombinacién de
DNA de varios genes parentales.
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1.1.2.1 Mutagénesis aleatoria

Existen numerosos métodos para producir mutaciones puntuales al azar en el gen que
codifica la enzima de interés. El método mas utilizado es la reaccion de PCR propensa a error
(error-prone PCR o epPCR) que genera mutaciones deliberadamente mediante el empleo de
una DNA polimerasa que carece de actividad correctora o bien induce la aparicion de
mutaciones bajo unas determinadas condiciones de reaccion (Zhao y cols., 1999; Vanhercke y
cols., 2005).

Uno de los factores mas importantes a considerar en las reacciones epPCR es la
frecuencia de mutacién o promedio de mutaciones por gen. La frecuencia de mutacion total es
el producto de tres parametros: la tasa de error (fidelidad) de la DNA polimerasa en las
condiciones de reaccién, el tamafio del gen a mutar, y el nimero de ciclos de duplicacion
efectiva. La fidelidad de la polimerasa también depende de la naturaleza de la secuencia diana,
ya que se pueden observar diferentes tasas de mutacion en secuencias distintas incluso bajo
las mismas condiciones de reaccion.

Para el estudio de la relacion estructura-funcion, una frecuencia de mutacién que induzca
un cambio de un aminoacido por gen parece lo mas deseable. Sin embargo, los estudios de
evolucién dirigida para mejorar actividad o estabilidad de enzimas utilizan frecuencias mayores,
induciendo 1-4 cambios de aminoacidos (2-7 sustituciones nucleotidicas) por proteina.
Sorprendentemente, también se han obtenido proteinas con propiedades mejoradas a partir
genotecas altamente mutagenizadas con mas de 20 mutaciones por gen (Zaccolo y cols.,
1996; Drummond y cols., 2005). Tipicamente, una tasa de error es adecuada cuando el 30-
40% de los mutantes de la libreria presenta menos del 10% de la actividad de la enzima
parental; sin embargo, este valor puede cambiar, dependiendo de la enzima y de la funcién
(Cirino y cols., 2003).

Aunque simples y versatiles, los métodos de epPCR son limitados en su habilidad de
crear diversidad a nivel genético. El mayor de los inconvenientes de la epPCR deriva de la
intrinseca redundancia del codigo genético. Existen 61 codones que se traducen en los 20
aminoacidos esenciales. En términos practicos, Unicamente se puede acceder, de promedio, a
aproximadamente 5.6 aminoacidos de los 20 posibles a través del cambio de una Unica base
por codén (Bloom y cols. 2006).

Otra caracteristica de la estructura del cédigo genético es que un Unico cambio de base
frecuentemente genera sustituciones de aminodcidos conservativas, reemplazando un
aminodcido por otro de propiedades fisico-quimicas similares (Miyazaki y Arnold, 1999). Por
este motivo, los aminoacidos que son traducidos a partir de 4 o 6 codones son més frecuentes
en una coleccién de mutantes que aquellos que sélo codifican por uno o dos codones. Este
desequilibrio es ain mas importante en genotecas con una tasa de error pequefia. Todo esto,
unido a la tendencia mutacional de las polimerasas, especialmente hacia las transiciones
(cambios de bases puricas por puricas y pirimidinicas por pirimidinicas) (Vanhercke y cols.,
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2005), hace que se reduzca significativamente la diversidad de los nucleétidos sustituidos y por
lo tanto una amplia fraccién del espacio proteico quede inexplorado.

Como alternativas mutagénicas a la epPCR algunas de las metodologias que se emplean
son, entre otras: (1) mutdgenos fisico/quimicos (radiacién UV, agentes desaminantes o
alquilantes) (Zhao y Zha, 2004; Wong y cols., 2006); (2) cepas mutadoras (Jaeger y Eggert,
2004); (3) métodos basados en la mutagénesis saturada como la mutagénesis de cassette,
mutagénesis de codon o la mutagénesis de secuencia saturada (Wong y cols., 2004b y 2005);
(4) técnicas que posibilitan la deleccién y posterior insercion de un nimero arbitrario de bases
consecutivas en posiciones al azar (Murakami y cols., 2002); (5) o estrategias mas recientes
como la permutacion circular en la que tras fusionar los extremos N y C terminal de una
proteina y circularizar la construccién, se promueven cortes al azar para conseguir una proteina
con la misma secuencia y estructura en términos generales pero en la que la cadena
polipeptidica empieza y acaba en posiciones muy diferentes (Qian y Lutz, 2005).

1.1.2.2 Métodos de recombinacion del DNA

En la naturaleza, la recombinacion del DNA mediante los procesos de reproduccion
sexual juega un papel muy importante en la supervivencia y evolucién de los organismos vivos
porque permite reparar los genes dafiados y aumentar la diversidad genética de una poblacion
dada (Zhao y Zha, 2004).

En el laboratorio, mediante la recombinacién del material genético de diferentes genes se
acelera el proceso evolutivo facilitando la acumulacion de mutaciones beneficiosas y
eliminando aquellas que se presentan como deletéreas o neutrales (Arnold, 1999).

Es importante tener en cuenta que durante la mutagénesis aleatoria s6lo las mutaciones
del gen seleccionado son transmitidas a la siguiente generacién, descartando otras variantes
posiblemente Utiles y haciendo que sus mutaciones beneficiosas deban ser re-descubiertas
para acumularse en posteriores ciclos de evolucion (Kagami y cols., 2004). Por este motivo, los
métodos de recombinacién de DNA se convierten en herramientas realmente poderosas puesto
que permiten la incorporaciéon de las mejores mutaciones de diversas variantes en un mismo
ciclo.

En 1994 Pim Stemmer desarroll6 el primer método de recombinacion in vitro de DNA
conocido como in vitro DNA shuffling (Stemmer, 1994). Se basa en la fragmentacion aleatoria
del DNA mediante la accion de una DNAsa, seguida de una reaccion de PCR en ausencia de
oligonucledtidos cebadores para el reensamblaje de los fragmentos, la cual gradualmente
produce secuencias recombinadas completas con nuevas combinaciones.

A raiz de los experimentos de Stemmer, se han desarrollado multitud de nuevas técnicas
para la creacion de diversidad mediante la recombinacién de genes (Figura 1.3) (Zhao y cols.,
2002; Williams y cols., 2004; Zhao y Zha, 2004; Kagami y cols., 2004; Bommarius y Riebel,
2004).



Introduccién

a) Métodos in vitro

e Métodos basados en la recombinacién homologa del DNA: StEP (Staggered
Extension Process) (Zhao y cols., 1998) y RACHITT (Random Chimeragenesis on
Transient Templates) (Coco y cols., 2001).

e Meétodos basados en el Family shuffling (Crameri y cols., 1998) o recombinacion de
genes de una misma familia o relacionados con una homologia de secuencia
superior al 60%: DOGS (Degenerate Oligonucleotide Gene Shuffling) (Gibbs y
cols., 2001) y variedades del family shuffling haciendo uso de DNAs de cadena
sencilla o enzimas de restriccién (Kikuchi y cols., 1999 y 2000).

e Métodos basados en la recombinacién de genes con una homologia de secuencia
inferior al 60%: ITCHY (Incremental Truncation for The Creation of Hybrid
enzymes) (Ostermeier y cols.,, 1999), THIO-ITCHY (Lutz y cols., 2001a),
SCRATCHY (combina ITCHY y DNA shuffling) (Lutz y cols., 2001b), SHIPREC
(Secuence Homology-Independent Protein Recombination) (Sieber y cols., 2001) e
in vivo Exon Shuffling (Kolkman y Stemmer, 2001).

b) Métodos in vivo: S. cerevisiae como herramienta para la generacién de diversidad

La mayoria de las técnicas de recombinacién in vitro de DNA requieren una manipulacién
precisa del material genético (fragmentacién, ligacion a vectores de expresion, etc.) y a
menudo resultan ser mutagénicas debido a las diferentes reacciones de amplificacion que se
deben llevar a cabo (Cherry y cols.,, 1999; Wong y cols., 2006). En S. cerevisiae, la
recombinacion in vivo es un método sencillo, rapido y no mutagénico. En efecto, la elevada
frecuencia de recombinacion y la facil manipulacion de S. cerevisiae hace que la recombinacién
homologa in vivo sea una valiosa herramienta para crear genotecas altamente diversas a partir
de genes de la misma familia (Bulter y Alcalde, 2003; Okkels, 2004). Una de las ventajas del in
vivo shuffling es que durante la recombinacién el aparato corrector de errores de la célula de
levadura previene la aparicion de mutaciones adicionales que son comunes en los métodos in
vitro (Cherry y cols., 1999). Ademas, estudios sobre la identidad de secuencia requerida para la
recombinacion homologa en levadura sugieren que secuencias de DNA que compartan de 15 a
30 pares de bases contiguas pueden recombinar (Manivasakam y cols., 1995). Por lo tanto se
antoja factible aplicar el in vivo shuffling para crear genes quiméricos a partir de familias de
genes homologos y asi explotar la diversidad funcional natural.

Otros métodos de recombinacion in vivo empleados con éxito son: CLERY
(Combinatorial Libraries Enhanced by Recombination in Yeast) que hace uso del in vitro DNA
shuffling y la recombinacion in vivo de levadura (Abecassis y cols., 2000); y el Random
Chimeragenesis by Heteroduplex basado en el sistema reparador de errores en el DNA de E.
coli (Volkov y cols., 1999).
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Figura 1.3. Algunos métodos de recombinacion de DNA (Alcalde, 2003).

1.1.3. DESARROLLO DEL METODO DE SCREENING

La puesta a punto de un método eficiente para la deteccién de las propiedades deseadas
es probablemente el elemento méas determinante en un experimento de evolucion in vitro (Zhao
y cols., 1999). Existen dos alternativas ampliamente utilizadas:

La seleccidn bioldgica es la generacion de una funcién que confiere crecimiento o
ventaja de supervivencia al organismo hospedador. La enzima se encuentra vinculada a la
supervivencia del hospedador, de tal forma que s6lo los organismos que posean la
caracteristica deseada podran crecer (Arnold y Volkov, 1999). Normalmente son métodos muy
especificos y dificiles de implementar productivamente. Sin embargo, la seleccion puede ser un
mecanismo muy eficiente de analisis permitiendo una exhaustiva bsqueda de librerias de 10°
e incluso mas variantes. La principal desventaja es que la propiedad o proteina de interés no
puede desacoplarse de la funcion biolégica y que la actividad enzimatica diana no debe
interferir con el metabolismo celular. Por lo tanto, puede ser dificil, incluso imposible, su uso
para explorar nuevas funciones como la actividad/estabilidad en ambientes no-naturales o a
altas temperaturas (Williams y cols., 2004).

11
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La exploracion o screening es un método mas versatil y flexible, donde cada uno de los
miembros de la libreria es analizado individualmente para la propiedad catalitica a estudiar
(Zhao y Arnold, 1997). Al contrario que en los procesos de seleccion, en el screening las
condiciones experimentales pueden ajustarse para satisfacer el criterio deseado. ElI mayor
inconveniente del screening, sin embargo, es que el tamafo de la libreria que puede explorarse
es limitado, normalmente alrededor de 10* clones, aunque con la ayuda de robots se pueden
lograr incrementos de hasta un par de érdenes de magnitud.

El screening de actividad enzimatica normalmente se hace mediante deteccién de la
absorbancia o mediante la emision de fluorescencia (Salazar y Sun, 2003). Los métodos
colorimétricos son menos sensibles y selectivos que los fluorimétricos. Por norma general, los
colorimétricos tienen su limite de detecciéon en 107 g/mL (pocas sustancias pueden ser
detectadas a concentraciones mas bajas), y los fluorimétricos pueden llegar de 10® hasta 10™"°
g/mL.

Algunos métodos de screening se hacen directamente en fase sélida conteniendo el
correspondiente sustrato. En estos casos, las variantes se detectan directamente por
visualizacién de halos en torno a las colonias (coloracién o decoloracién) o la generacion de
color en el interior del hospedador. Estos estudios pueden acoplarse a analizadores digitales,
aumentando la exploracion de las librerias hasta 10°-10° variantes (Turner, 2003). En cualquier
caso, son métodos cualitativos. Por este motivo, el screening en fase liquida es el mas
empleado habitualmente, ya que son métodos cuantitativos, lo que permite valorar los
pequefios cambios en las actividades como consecuencia de las mutaciones introducidas. En
términos generales, este tipo de screening implica la transferencia de colonias individuales a
microplacas -generalmente en formato de 96 o 384 pocillos-, creciendo las células hasta la fase
estacionaria, e induciendo a partir de estos microcultivos la expresion de la proteina (Salazar y
Sun, 2003). Es importante destacar que el screening en fase liquida facilita la inclusion del tipo
parental bajo las mismas condiciones que los clones de la libreria, obteniéndose datos mas
uniformes y fiables al contar cada microplaca con su propio estandar interno (Zhao y cols.,
1999). Si la proteina en estudio es intracelular, se debe hacer un paso adicional de lisis celular
para liberar los contenidos celulares. Finalmente, la actividad enzimatica se cuantifica en un
espectrofotémetro/fluorimetro lector de microplacas, o bien mediante el empleo de técnicas de
cromatografia en high-throughput (Goddard y Reymond, 2004).

El sistema de screening debe permitir high-throughput (HTP) a coste moderado, y ser
fiable y reproducible. En este aspecto, el desarrollo de la tecnologia de robots manipuladores
de liquidos mejora mucho la reproducibilidad, reduce la dispersion de los datos y facilita
sobremanera la labor del investigador (Figura 1.4). Un sistema HTP-screening debe ser lo
suficientemente preciso para detectar las pequenias mejoras (de 1.5 a 4 veces, por norma
general) y lo suficientemente sensible para detectar los bajos niveles de actividad en los
primeros ciclos. Es decir, las condiciones de screening deben asegurar que las pequenas
mejoras esperadas a partir de sustituciones de un Unico aminoacido puedan ser detectadas.
Esto se consigue mediante el ajuste de las condiciones del ensayo en un punto en el que la
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actividad de la enzima nativa o parental esta cerca (y nunca por debajo) del limite de deteccidn.
Si la actividad de la enzima nativa se encuentra por debajo del limite de deteccidn, las
pequefas mejoras no van a ser detectables (Cirino y cols., 2003).

a) b)

Figura 1.4. Equipamiento para HTP-screening. a) Robot picador de colonias. b) Lector de microplacas. ¢) Robot
manipulador de liquidos. d) Inyector automatico HTP para HPLC.

Las reacciones mas convenientes de analizar en HTP son aquellas que implican
sustratos cromogénicos o fluorogénicos. Sin embargo, este tipo de analisis no es posible con
muchos biocatalizadores y por ello en los Ultimos afios ha habido un constante desarrollo de
técnicas para el screening de actividades enzimaticas variadas (Wahler y Reymond, 2001;
Goddard y Reymond, 2004; Williams y cols., 2004;): desde el uso de ensayos basados en el
principio de transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET) acoplado a FACS
(Fluorescente-Activated Cell Sorting); experimentos de compartimentalizacién in vitro; registro
de cambios fisico-quimicos (por ejemplo pH o temperatura); o uso de marcadores isotopicos,

13
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hasta las mas novedosas técnicas que hacen uso de fingerprinting de enzimas y microarrays
(Joo y cols., 1999; Farinas y cols., 2001).

1.2. ESTUDIOS “SEMI-RACIONALES”: MUTAGENESIS SATURADA

Tal como se ha comentado en el apartado 1.1.2.1, las limitaciones derivadas de los
métodos mutagénicos actualmente disponibles son obvias, por lo que se esta realizando un
enorme esfuerzo para ampliar la exploracion del espacio de secuencia proteica mediante los
llamados -coloquialmente- estudios “semi-racionales”. Mediante la técnica de mutagénesis
saturada, donde un Unico coddn que codifica para un determinado aminodacido de interés es
mutado por todos los codones que codifican los 20 amino&cidos naturales, se logra expandir el
namero de sustituciones aminoacidicas accesibles por mutagénesis aleatoria. Ademas,
también puede utilizarse para mutagenizar simultdneamente varios codones (mutagénesis
saturada combinatorial) tanto en bloques contiguos como en posiciones separadas. De esta
forma se exploran todas las posibles combinaciones y permutaciones de aminoacidos de
interés para identificar sus éptimas interacciones y sinergias en el estudio las propiedades
proteicas deseadas (Sun y cols., 2002; Alcalde y cols., 2006b). Sin embargo aparecen de
nuevo limitaciones en la exploracién, y es que la randomizacion de sélo 5 residuos generaria
librerias de hasta 3.2x10° mutantes, inabordables con las actuales tecnologias de HTP-
screening.

Los estudios “semi-racionales” de proteinas son métodos que se situan entre el disefio
“racional” y el evolutivo. Esto se debe a que hacen uso del andlisis estructural de la enzima
para la eleccion de los residuos a estudiar sometiéndolos a mutagénesis saturada
combinatorial y acoplando el estudio a ensayos en HTP-screening. Por ello se llaman métodos
“semi-racionales”, puesto que hacen uso de la estructura (disefio racional) aunque al tiempo
permiten el analisis exhaustivo de un gran nimero de variantes que se comparan con el
parental (tal como sucede en los protocolos de evolucion molecular) (Chica y cols., 2005).

Asimismo, la combinacién experimental de la mutagénesis dirigida con la aleatoria o
saturada puede resultar muy Util en el disefio de biocatalizadores. Dependiendo de la cantidad
y el tipo de informacién estructural y funcional del que se dispone, la estrategia experimental a
seguir puede variar:

e Creacion de librerias combinatoriales: es el caso mas frecuente. Cuando se dispone de
informacién estructural, se puede dirigir la mutagénesis saturada a varios residuos
especificos (por ejemplo, aminoacidos en contacto directo con el sustrato o cerca del
sitio activo).

e Mutagénesis aleatoria y saturada simultdneamente: con este tipo de enfoque se
pretenden potenciar en un sélo paso las propiedades del biocatalizador. Para ello, se
hace mutagénesis saturada en residuos especificos, y el gen se amplifica finalmente
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mediante mutagénesis aleatoria descubriendo nuevas posiciones involucradas en el
proceso catalitico.

e Mutagénesis aleatoria seguida de mutagénesis saturada: se localizan por mutagénesis
aleatoria residuos de interés catalitico y se expande su estudio mediante una posterior
mutagénesis saturada.

En una vertiente paralela, se estan desarrollando novedosos métodos computacionales.
Generalmente son métodos basados en screening in silico (virtual) de librerias del tamafo de
hasta 10% variantes, permitiendo la obtencién de informacién de mutaciones que son
inconsistentes con el plegamiento de la proteina. De esta manera se reduce considerablemente
el trabajo experimental y en especial el espacio proteico susceptible de ser explorado. Los
ejemplos mas destacados son el PDA (Protein Design Automation) (Hayes y cols., 2002) y el
SCHEMA (Voigt y cols., 2002). PDA genera mutaciones a nivel de aminoécido y no de
nucleétido, y permite la prediccion de la secuencia éptima que puede adoptar un plegamiento
deseado a partir del rastreo de secuencias. En principio el PDA permite la exploracién de
librerias de hasta 10?° mutantes, escogiéndose las secuencias 6ptimas en base a la energia
conformacional mas baja. Las mutaciones que aparecen con mas frecuencia son las que se
deben analizar experimentalmente, permitiendo identificar multiples sitios de mutacion y la
evaluacion de sinergismos. Con el SCHEMA se identifican sitios proteicos que son tolerantes a
mutaciones o que toleran entrecruzamientos sin alteraciones significativas. Aparte de los
citados métodos computacionales existen también otros como el Evolutionary Trace Method
(Lichtarge y cols., 1996) donde se escogen los residuos a mutar en base a estudios
filogenéticos con genes relacionados; o métodos que predicen mutaciones que son necesarias
para la introduccion de sitios cataliticamente activos en moldes proteicos no cataliticos (Dwyer
y cols., 2004); y mas recientemente, el analisis estadistico mediante ProSAR (Protein
Sequence Activity Relationships) para aumentar estrategias de recombinacién en protocolos de
evolucion molecular (Fox y cols., 2007).
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1.3. LACASAS
1.3.1. ASPECTOS GENERALES: DISTRIBUCION Y FUNCION BIOLOGICA

Las lacasas (EC 1.10.3.2, bencenodiol:oxigeno oxidorreductasas) son metaloenzimas
que catalizan la oxidacion de una gran variedad de sustratos fendlicos (orto y para difenoles,
polifenoles, fenoles sustituidos); aminas aromaticas e incluso algunos elementos y complejos
inorganicos (Mn‘?*, I, Fe(EDTA)Z'), acoplada a la reduccién del oxigeno molecular a agua, sin
producir peréxido de hidrogeno (Thurston, 1994; Mayer y Staples, 2002).

Las lacasas pertecenen a la familia de enzimas “oxidasas multicobre azul”, entre las que
se incluyen la ascorbato oxidasa de plantas, la ceruloplasmina de plasma de mamiferos y la
bilirrubina oxidasa, entre otras (Solomon y cols., 1996; Nakamura y Go, 2005). Desde el
descubrimiento de las lacasas hace mas de un siglo (1883) en el arbol japonés de la laca Rhus
vernicifera, estas enzimas se han descrito en multitud de hongos, plantas superiores, algunas
bacterias e incluso en insectos (Gianfreda y cols., 1999). La actividad lacasa se ha demostrado
en mas de 60 variedades de hongos pertenecientes a Basidiomicetes, Ascomicetes vy
Deuteromicetes (Tabla 1.1). Su presencia en plantas superiores es mas limitada. Ademas de
en la resina de la familia Anacardiaceae (a la cual pertenece Rhus vernicifera), también se han
encontrado lacasas principalmente en tejidos celulares de Acer pseudoplatanus, Pinus tadea,
Aeusculus parviflora y Populus euramericana (Mayer y Staples, 2002). La primera lacasa
procariética se describié en Azospirillum lipoferum y posteriormente se han hallado en bacterias
Gram negativas y positivas incluyendo especies de habitats extremos como Oceanobacillus
iheyensis o Aquifex aeolicus, en Actinomicetes como Streptomyces griseus, en bacterias
marinas como Marinomonas mediterranea o como parte de la endospora de Bacillus subtilis
(Claus, 2004). También se han descrito algunas polifenol oxidasas que muestran “actividad
lacasa”, en cuticulas de insectos como Drosophila melanogaster, Lucilia cupreina, Manduca
sexta y Sarcophaga bullata (Gianfreda y cols., 1999). Recientemente, y haciendo uso de
técnicas metagenomicas, se ha aislado una polifenol oxidasa con actividad lacasa a partir de
muestras de rumen bovino (Beloqui y cols., 2006).

Las funciones biol6gicas atribuidas a las lacasas son muy variadas: respuesta a heridas y
desarrollo de cuerpos frutales en plantas; formacién del humus del suelo, patogénesis (factores
de virulencia fdngica), esporulacion, formaciéon de pigmentos y morfogénesis de hongos en
general; esclerotizacion de las cuticulas de insectos; o sintesis de melanina y resistencia a
factores fisicos en las esporas bacterianas (Thurston, 1994; Gianfreda y cols., 1999). Una de
las funciones biologicas de las lacasas mas discutidas y estudiadas esta relacionada con la
lignina.
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Tabla 1.1. Caracteristicas generales de algunas lacasas flungicas representativas.

Masa Molecular T 6ptima (°C) pH oéptimo Ko (1M) E°

Especie Clase (kDa) (con ABTS) (con ABTS) ABTS (mV) Referencia

siringaldazina

Myceliophthora . (Bulter y cols., 2003;
thermophila Ascomicete 110 60 4.5 290 1.5 465 Berka y cols., 1997)
Melanocarpus Ascomicete 80 65 35 280 1.3 460 (Kiiskinen y cols., 2002)
albomyces

Trametes . )

versicolor Basidiomicete 68 55 25 37 n.d. 780 (Rogalski y cols., 1990)
Pleurotus Basidiomicete 67 35 36 70 36 740 (Hublik y Schinner, 2000;
ostreatus Palmieri y cols., 2003)
Pycnoporus I (Li y cols., 1999; Record y cols.,
cinnabarinus Basidiomicete 70 65 4.0 18 4 750 2002; Sigoillot y cols., 2004)
Trametes L (Shleev y cols., 2004;
hirsuta Basidiomicete 65 52 35 n.d. n.d. 780 Rebrikov y cols., 2006)
Coriolopsis Basidiomicete 84 70 3.0 52 9 nd. (Calvoy cals., 1998;
gallica Tinoco y cols. 2001)
Marasmius L (Farnet y cols., 2004;
quercophilus Basidiomicete 65 80 45 113 4.2 730 Klonowska y cols.,2002)
Rigidoporus Basidiomicete 60 40 3.0 200 40 750 (Gambria y cols., 2000;
lignosus Garzillo y cols., 2001)
gﬂ:ﬁi"m”"" Basidiomicete 66 n.d. 2.7 52 28 710 (Wahleithner y cols., 1996)

L

n.d.: no determinado
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La lignina es el polimero aromatico mas abundante en la Tierra y el segundo compuesto,
detrds de la celulosa, en contribuir a la biomasa terrestre. Se trata de un componente
estructural de la pared celular de las plantas vasculares, un biopolimero polifenélico
heterogéneo muy complejo constituido a partir de la polimerizaciéon de tres precursores (los
alcoholes p-hidroxicinamilicos: p-cumarilico, coniferilico y sinapilico) (Figura 1.5). Mientras que
en los tejidos lefosos de las plantas las lacasas forman parte del sistema sintetizador de la
lignina, la funcion de las lacasas de los hongos de podredumbre blanca es despolimerizar y
mineralizar la lignina. La naturaleza recalcitrante y heterogénea de la lignina hace que el
mecanismo de biodegradacién de los hongos de podredumbre blanca sea el resultado de un
complejo sistema extracelular de naturaleza oxidativa que implica efectos sinérgicos de varias
enzimas y compuestos no enzimaticos (mediadores). Las enzimas ligninoliticas mas
importantes son la lignina peroxidasa, la manganeso peroxidasa y la lacasa, aunque enzimas
como la celobiosa:quinona oxidorreductasa, la celobiosa deshidrogenasa, la glioxalato oxidasa,
la glucosa oxidasa, la veratril alcohol oxidasa y algunas esterasas también actuan durante el
proceso de despolimerizacién (Thurston, 1994; Call y Mucke, 1997; Gianfreda y cols., 1999).
De todas formas, la informacién actualmente disponible no es suficiente para definir el papel
preciso de las lacasas en los procesos de lignificacion/deslignificacion.

]
EpEr et
L gmr .. Celulosa
Crgom ’ “,.

®e 0 o
@ @ooﬂno_ 'ﬁ’@'{?i’:;;:“? Y- m— éy@
LEL Lienm MEMICELLULOSE  MEWICELLULBSE
Figura 1.5. Disposicion relativa y estructura molecular de la lignina, hemicelulosa y celulosa en la pared celular de

plantas vasculares. Figura adaptada por el Prof. A. Martinez (CIB, CSIC) (Bidlack y cols., 1992).
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1.3.2. SISTEMA LACASA-MEDIADOR

El nimero vy tipo de sustratos oxidados por la lacasa puede ampliarse mediante un
mecanismo que implica la participacion de mediadores redox. Los mediadores son compuestos
de bajo peso molecular facilmente oxidados por la lacasa produciendo radicales catiénicos muy
inestables y reactivos; estos ultimos pueden oxidar a su vez compuestos complejos (incluyendo
sustratos no fenodlicos) antes de retornar a su estado original (Torres y cols., 2003). En este
mecanismo los mediadores actian como transportadores difusibles de electrones permitiendo
la oxidacion indirecta de sustratos poliméricos como la lignina, penetrando incluso a las zonas
de su estructura menos accesibles. Ademas, mediante el uso de mediadores la lacasa es
capaz de oxidar compuestos con un mayor potencial redox que la propia enzima -como sucede
en la oxidacion mediada de los hidrocarburos aromaticos policilicos o PAHs- (Riva, 2006).

Desde que en 1990 Bourbonnais demostrara que la inclusion de mediadores expandia la
actividad catalitica de las lacasa hacia sustratos no fendlicos (Bourbonnais y Paice, 1990) se
han descrito mas de 100 mediadores distintos, aunque los mas comunmente usados son el
ABTS (2,2'azino-bis(3-etil-benzotiazolin-6-sulfonato)) y el HBT (1-hidroxibenzotriazol) (Solis-
Oba y cols., 2005). El sistema lacasa-mediador puede aplicarse en la industria del blanqueo de
la pasta de papel (Bourbonnais y cols., 1997; Call y Mucke, 1997) asi como en la
biorremediacién de xenobioticos como los PAHs (Johannes y cols., 1996; Collins y cols., 1996;
Bourbonnais y cols., 1997; Call y Mucke, 1997; Majcherczyk y cols., 1998; Majcherczyk y
Johannes, 2000; Alcalde y cols., 2002). Ademas se ha demostrado que la combinacién de dos
o mas mediadores (por ejemplo, ABTS y HBT) puede producir un efecto sinérgico en la
actividad oxidativa (Pickard y cols., 1999). Sin embargo, el coste econémico de los mediadores
de origen quimico, su elevada toxicidad y la carencia de estudios suficientes sobre los efectos
de sus derivados, ademas de la inactivacion que sus radicales catidnicos ejercen sobre la
lacasa, hace que la aplicacién del sistema lacasa-mediador sea todavia limitada (Baldrian,
2006). El uso de mediadores naturales podria presentar ventajas medioambientales vy
econémicas. Muchos compuestos implicados en la degradacion natural de la lignina que
derivan de unidades de lignina oxidadas o que son secretados por los hongos de podredumbre
blanca pueden actuar como mediadores de manera eficaz. Asi, los mediadores naturales acido
4-hidroxibenzoico, alcohol 4-hidroxibencilico, alcohol veratrilico, siringaldehido, acetosiringona,
vainillina, y &cido p-cumarico, entre otros, se han probado con diferentes lacasas obteniendo
resultados similares a los conseguidos con mediadores artificiales (Figura 1.6) (Johannes y
Majcherczyk, 2000; Camarero y cols., 2005). Un claro ejemplo es el descrito recientemente
para la degradacién de los PAHs benzo[a]pireno, pireno y antraceno por el sistema lacasa-
mediador constituido por la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus y el acido p-cumarico (Canas y
cols., 2007).
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Figura 1.6. Estructuras quimicas de algunos de los mediadores redox de lacasa. (a-d) Mediadores sintéticos. (e-j)
Mediadores naturales, derivados de la oxidacién de la lignina.
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1.3.3. ESTRUCTURA

La lacasa es una enzima monomérica organizada en tres dominios tipo cupredoxina, un
plegamiento caracteristico de oxidasas multicobre azul y otras pequefas proteinas de cobre
como la plastocianina de plantas o la azurina bacteriana (Nakamura y Go, 2005). Normalmente
son glicoproteinas extracelulares con una masa molecular de entre 50 y 140 kDa y con una
gran diversidad tanto en el tamano (10-45% del peso total) como en la composicion de los
carbohidratos covalentemente unidos (Claus, 2004). La mayoria de las lacasas fungicas
contienen un total de 520-550 aminoacidos, sin incluir el péptido sefal de unos 20 residuos en
el extremo amino terminal para su secrecién extracelular (Thurston, 1994).

En las reacciones de oxidorreduccion de las lacasas participan cuatro atomos de cobre
ubicados en zonas muy conservadas de su estructura y que se clasifican en tres clases
diferentes debido a sus caracteristicas espectroscopicas (Solomon y cols., 1996; Claus, 2004):

e El sitio de Cu tipo T1 o cobre azul paramagnético muestra una banda de absorcién
intensa a 610 nm (410 entre 4900 y 5700 M cm™) que es la que confiere el tipico color
azul-verdoso de las lacasas en su estado basal oxidado (Cu2+). La intensa absorcion se
debe al enlace covalente entre el Cu T1 y el azufre de uno de los residuos Cys que lo
coordina. Ademas también exhibe un caracteristico desplazamiento hiperfino paralelo
en el espectro de resonancia paramagnética electrénica (EPR) debido a la transicion
de carga del azufre al Cu™.

e El sitio de Cu tipo T2 o cobre normal paramagnético no absorbe en el espectro visible
pero tiene propiedades paramagnéticas caracteristicas en el espectro de EPR.

e El sitio de Cu T3 o centro binuclear esta formado por dos dtomos de Cu. No muestran
sefial EPR debido al fuerte acoplamiento antiferromagnético de los dos iones metalicos
a través de un grupo hidroxilo. En la forma oxidada muestran un “hombro”
caracteristico a 330 nm en el espectro UV.

El Cu T2 junto con los dos Cu del sitio T3 forman el cluster o agrupamiento trinuclear,
lugar donde se reduce el oxigeno molecular liberandose dos moléculas de agua. La oxidacion
de los sustratos reductores ocurre en el sitio T1 y posteriormente los electrones son
transferidos al cluster trinuclear a través de un tripéptido His-Cys-His, altamente conservado en
las oxidasas multicobre azules.

La resolucién estructural por rayos X de la lacasa bacteriana de Bacillus subtilis (Enguita
y cols., 2003) y cinco lacasas fungicas de Coprinus cinereus (Ducros y cols., 2001), Trametes
versicolor (Piontek vy cols., 2002), Pycnoporus cinnabarinus (Antorini y cols., 2002),
Melanocarpus albomyces (Hakulinen y cols., 2002) y Rigidoporus lignosus (Garavaglia y cols.,
2004) han ayudado a esclarecer la importancia estructural de los sitios de Cu al tiempo que han
aportado informacién relevante sobre la relacién estructura-funcién de este grupo de enzimas.

El Cu del sitio T1 en las lacasas fungicas estd coordinado trigonalmente por dos atomos
N de dos residuos His y un &tomo S de una Cys como ligandos ecuatoriales conservados y una
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posicién axial normalmente variable. Este ligando axial es un residuo de Met en las lacasas
bacterianas, en las lacasas de plantas y en el resto de oxidasas multicobre azul (por ejemplo
ascorbato oxidasa). Sin embargo, es una Leu o Phe en las lacasas fungicas. En este ultimo
caso, el ligando axial esta a distancias superiores a los 3.6 A, por lo que no participa en la
coordinacién. De ahi que la coordinacién del Cu T1 en lacasas fungicas presente una
geometria planar trigonal (Claus, 2004). Por el contrario, el resto de los componentes de la
familia multicobre azul muestra una coordinacién tetragonal, con dos histidinas, una cisteina y
una metionina axial (cuyo atomo de azufre se sitGa a unos 2.9 A, participando en la
coordinacién). El centro mononuclear T1 se encuentra en el dominio 3, en un bolsillo
hidrofébico a unos 6 A de la superficie de la enzima. El sustrato reductor se une a una pequefia
cavidad, junto al sitio T1, cargada negativamente. Estas cargas negativas podrian estabilizar el
radical cationico que se produce durante el ciclo catalitico (Piontek y cols., 2002). Una vez que
el sustrato ha sido oxidado, los electrones se transfieren intramolecularmente desde el Cu T1
hasta el centro trinuclear que se encuentra aproximadamente a 12 A de distancia, a través del
tripéptido conservado His-Cys-His (Figura 1.7) (Kumar y cols., 2003).

T1 ﬁ\

Figura 1.7. Disposicion estructural de los cuatro atomos de Cu (representados como esferas grises) y los residuos que
los coordinan en la lacasa de M. albomyces (figura generada con el programa PDB-Viewer por el Prof. J. Polaina, IATA,
CSIC, Valencia).
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El centro trinuclear se sitla entre los dominios 1 y 3, a unos 12 A de la superficie. Los
tres atomos de Cu forman un triangulo regular perfecto (a una distancia de 3.85 A entre ellos
en la lacasa de T. versicolor) (Piontek y cols., 2002) y se encuentran coordinados por 8 His.
Los dos atomos de cobre del sitio T3 se mantienen unidos por un puente hidroxilo y estan
coordinados por 6 His mientras que las otras dos His coordinan el Cu T2 (Claus, 2004). El sitio
de reduccion del O, en el agrupamiento T2/T3 tiene acceso al solvente por dos canales, uno
ancho y otro estrecho, en las lacasas de M. albomyces, C. cinnereus y T. versicolor, asi como
en la ascorbato oxidasa y la ceruloplasmina. El canal mas ancho accede al sitio T3, facilitando
asi la entrada del oxigeno molecular y la salida del agua (Ducros y cols., 2001; Piontek y cols.,
2002; Hakulinen y cols., 2002).

Una caracteristica estructural importante presente en las lacasas de los Ascomicetes
Neurospora crassa, Myceliophthora thermophila, y Melanocarpus albomyces es la presencia,
en la proteina madura, de una tapa en el extremo C-terminal formada por cuatro residuos (Asp-
Ser-Gly-Leu). Esta tapa es consecuencia del procesamiento C-terminal de una extensién de
unos 14 aminoacidos que es escindida proteoliticamente durante la secrecion de la proteina
(Berka y cols., 1997; Germann y cols., 1988; Hakulinen y cols., 2002).

Diferentes estudios de alineamiento multiple de mas de 100 secuencias de lacasas
revelan una evidente conservacion a nivel de la estructura terciaria de los sitios redox y de la
coordinacién de los sitios de Cu (Kumar y cols., 2003; Valderrama y cols., 2003). Los 8
ligandos de His del cluster trinuclear T2/T3 aparecen en un patrdén altamente conservado de 4
motivos His-X-His. En uno de estos motivos, X es la Cys que se une al Cu T1 mientras que las
His adyacentes se unen a cada uno de los dos Cu del sitio T3. A una distancia de 35-75
residuos hay otro motivo His-X-His y cerca del amino terminal hay otros dos motivos separados
por 35-60 residuos (Solomon y cols., 1996). Los doce aminoé&cidos que sirven de ligandos para
los cuatro atomos de Cu se encuentran localizados dentro de cuatro segmentos de secuencia
separadas y con una longitud de entre 8 y 24 residuos (L1-L4) caracteristicas de las lacasas y
que las diferencia del resto de oxidasas multicobre azul. Ademds existe una homologia
intraproteica entre L1 y L3 asi como entre L2 y L4 que sugiere la existencia de un evento de
duplicacién en la evolucidon de las lacasas. La elevada conservacion del sitio activo de las
diferentes oxidasas de Cu sugiere que la actividad unida a tres sitios diferentes de Cu debi6 ser
un evento evolutivo muy temprano.

1.3.4. MECANISMO CATALITICO

A pesar de la intensa investigacion llevada a cabo, el mecanismo catalitico de las lacasas
todavia no estd completamente definido (Duran y cols., 2002). Sin embargo, hay varios hechos
bien establecidos (Torres y cols., 2003; Alcalde, 2007):
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e La oxidacion del sustrato reductor genera un radical libre tras la transferencia de un
electrén al Cu T1, el cual se encuentra en su estado basal en forma totalmente oxidada
(Cu®). El producto de oxidacion inicial es tipicamente inestable y es susceptible de una
segunda oxidacién (por ejemplo convirtiendo un fenol en quinona) o sufrir reacciones
no enzimaticas como la hidratacién y/o reacciones de polimerizacion (Gianfreda y cols.,
1999).

e Como la oxidacion del sustrato mediante la sustraccion de un electrén esta acoplada
con la reduccién del oxigeno molecular por cuatro electrones, la lacasa debe operar
como una bateria, almacenando los electrones de las oxidaciones individuales para
reducir el O, (Thurston, 1994). Por ello, para la completa reducciéon de una molécula de
oxigeno a dos moléculas de agua, se requiere la oxidacion consecutiva de 4 moléculas
de sustratos reductores.

e (Cada electrén extraido de cuatro oxidaciones mono-electrénicas en el sitio T1 es
transferido intramolecularmente, a través del motivo conservado His-Cys-His, al
agrupamiento trinuclear T2/T3 donde se une el O..

1.3.5. POTENCIAL REDOX

El potencial redox (E°) de las lacasas tiene una relacion directa con la energia requerida
para arrancar un electrén al sustrato reductor, constituyendo una de las caracteristicas clave de
estas enzimas. De hecho, el comportamiento catalitico de las lacasas sobre la mayoria de los
sustratos reductores depende del E° en el Cu T1 (aceptor de electrones). De este modo, las
lacasas con un mayor E°%; son de especial interés en biotecnologia debido a que, a priori,
serén capaces de oxidar sustratos de elevado E° como los componentes no fendlicos de la
lignina, los PAHSs, diversos colorantes poliméricos recalcitrantes, etc. (Shleev y cols., 2005b). El
E° de diferentes lacasas ha sido ampliamente estudiado mediante técnicas
espectroelectroquimicas (principalmente voltamperometria ciclica y valoraciones redox)
haciendo uso de diferentes tipos de electrodos y mediadores redox ( Xu y cols., 1997; Shleev y
cols., 2004, 2005a y 2005b).

El E°del Cu T1 de las lacasas fungicas es mayor (E°ry cercano a +800 mV) que el de las
lacasas de plantas o bacterianas (por ejemplo la lacasa de Rhus vernicifera tiene un E°r=
+400 mV) y otras oxidasas multicobre azul (ascorbato oxidasa E°rj= +340 mV). Sin embargo,
es importante sefalar que también existen marcadas diferencias en los E°; de las diferentes
lacasas fungicas, desde +465 mV de la lacasa de M. thermophila hasta +780 mV de la lacasa
de T. versicolor. En este sentido, se ha realizado un enorme esfuerzo con la intencién de
dilucidar qué factores determinan estas diferencias en los E°r4, sobre todo si se tienen en
cuenta las geometrias de coordinacién de los sitios de Cu, practicamente conservadas.

La coordinacién axial del Cu T1 parece ser uno de los factores que afectan al E° de las
enzimas multicobre azul. Como se coment6 en el apartado 1.3.3, mientras que en la ascorbato
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oxidasa, o en las lacasas de plantas y bacterianas (todas ellas con E°r en torno a +400 mV) la
posicién axial la ocupa un residuo de Met, en las lacasas fungicas son residuos hidrofébicos
(Leu o Phe). Segun las teorias de F. Xu, una disminucion en la densidad electrénica del atomo
de Cu T1 debido a la falta del ligando donante Met puede resultar en un incremento en la
energia de ionizacién y por lo tanto en un mayor E°4 (Xu y cols., 1997). En este sentido, se
han descrito diversas lacasas flngicas de bajo E°; en las que el ligando axial es una Leu y
otras con alto E°4 y una Phe en dicha posicién (Tabla 1.2). Sin embargo, las lacasas de
Rhizoctonia solani y Neurospora crassa tienen un E°y elevado (+710 mV y +780 mV
respectivamente) aunque presentan una Leu como ligando axial. Los diferentes estudios de
mutagénesis dirigida sobre el ligando axial no han producido cambios significativos en el E°r
de las lacasas de M. thermophila, R. solaniy T. villosa (Xu y cols., 1998 y 1999; Palmer y cols.,
2003), pero en el caso de la lacasa bacteriana CotA la sustitucion de la Met axial por Leu o Phe
supuso un aumento en el E°ry de aproximadamente +100 mV, aunque la k., sobre diferentes
sustratos disminuy6 notablemente, asi como la estabilidad de la enzima (Durao y cols., 2006).

Es importante destacar que el ligando axial forma parte de un pentapéptido altamente
conservado (Tabla 1.2), en el que los tres primeros residuos se localizan en la proximidad del
sitio de unién del sustrato al Cu T1, y se cree que puedan estar implicados en el valor del E°r;.
Este tripéptido en las lacasas de alto E° esta formado por LEA (con la excepcion de la lacasa
de N.crassa), mientras que en las de bajo E° es VSG. Xu y colaboradores construyeron un
triple mutante de la lacasa de M. thermophila para sustituir VSG por LEA y aunque no
observaron un aumento en el E°y, los parametros cinéticos si que sufrieron pequenas
variaciones (Xu y cols., 1998).

Tabla 1.2. Alineamiento de secuencias de diferentes lacasas flungicas y de la ascorbato oxidasa. En rojo, los ligandos
del atomo de Cu T3. En verde, los ligandos del Cu T1. Recuadrado en azul el pentapeptido 509-513 altamente
conservado, supuestamente involucrado en la modulacion del potencial redox.

Lacasa Alineamiento de secuencia E°(mV)
Scytalidium thermophilum 506 HCHI AWH|VSGGL| 517 +510
Myceliophthora thermophila 502 HCHI AWH G G L| 513 +470
Neurospora crassa 500 HCHI AWH G G L| 511 +780
Rhizoctonia solani 459 H CHIDWH A G L| 470 +710
Trametes villosa 452 H CHIDF H|L E A G F| 463 +780
Trametes versicolor 5561 HCHIDF H A G F| 462 +790
Ascorbato oxidasa de 506 HCHI EPH|LHMGM|S517 +340
Cucurbita pepo
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Finalmente, el grupo de K. Piontek, mediante el analisis y comparacién de la estructura
cristalografica de las lacasas de T. versicolor y C. cinnereus, propuso otro mecanismo por el
cual las lacasas y posiblemente otras metaloenzimas redox pueden incrementar su E°r
(Piontek y cols., 2002). Segun este estudio, la distancia entre el Cu T1 y los atomos de
nitrégeno que lo coordinan también podria ser un factor importante para la modulacién del
potencial redox.

Sin duda alguna, los factores que afectan al potencial redox de las metaloproteinas son
muy variados y de una gran complejidad. Los efectos de solvatacion, las interacciones metal-
ligando, las interacciones electrostaticas intramoleculares y/o las restricciones del plegamiento
de la proteina que dictan la posicién y orientacion de los ligandos pueden modular los valores
de E° de estas enzimas (Li y cols., 2004).

1.3.6. APLICACIONES INDUSTRIALES Y BIOTECNOLOGICAS

Debido a la baja especificidad de sustrato, las lacasas son capaces de catalizar un gran
nuamero de reacciones oxidativas. Esta versatilidad catalitica hace que estas enzimas tengan
cada vez un mayor interés en aplicaciones biotecnolégicas muy variadas.

e Una de las aplicaciones técnicas més conocidas de las lacasas es la deslignificacién
(blanqueo de la pasta de papel) y el tratamiento de las aguas residuales en la industria
papelera. Desde que en 1990 Bourbonnais demostrara que la lacasa de Trametes
versicolor en presencia de mediadores era capaz de deslignificar la pasta de papel, sin
necesidad de las tradicionales técnicas basadas en el uso de reactivos toxicos
clorados, son muchos los estudios desarrollados para optimizar todo el proceso
(Bourbonnais y cols., 1995; Call y Mucke, 1997; Riva, 2006).

e La biorremediacién enzimatica mediante lacasas es otra de las areas de gran interés.
El sistema lacasa-mediador es capaz de oxidar compuestos téxicos presentes en
zonas contaminadas y efluentes industriales como los PAHs, clorofenoles,
dimetoxifenoles, nitrofenoles, y pesticidas organofosforados entre otros (Rodriguez y
cols., 1999; Alcalde y cols., 2002; d'Acunzo y cols., 2002; Torres y cols., 2003). De
especial interés es la degradacion de PAHs. Los hidrocarburos aromaticos policiclicos
constituyen un grupo de xenobibticos muy peligroso (mutagénicos, carcinogénicos y/o
teratogénicos) que se encuentran distribuidos ampliamente en ambientes terrestres y
acuaticos (Figura 1.8).
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Masa Solubilidad en

PAH molecular agua (mg/L) Genotoxicidad
Naftaleno 128.2 31.7 No genotéxico
Antraceno 178.2 0.07 No genotéxico
S o
QZ) Fenantreno () 178.2 1.3 No genotéxico
= 0
(L) Fluoranteno O‘O 202.3 0.260 Carcinogénico moderado
1))
m Pi ‘O 202.3 0.140 Alteraciones en la sintesis
|.l.| Ireno OO cromosomica
* Q
Carcinogénico, produce
Benzo O‘ 2283 0.002 aberraciones cromosémicas

[alantraceno

Carcinogénico, produce
Benzo OO"O 2523 0.003 aberraciones cromosémicas,
[a]pireno formacion de aductos de DNA

Figura 1.8. PAHs y su toxicidad. El grado de persistencia en el medio ambiente (dependiente de su solubilidad) y su
toxicidad mantiene una estrecha relacién con el incremento en nimero de nlcleos bencénicos y la angularidad en la
estructura de la molécula.

Las principales fuentes de emision proceden de vertidos marinos (por ejemplo, el
52.7% del contenido total del fuel vertido por el buque Prestige estaba constituido por
PAHSs), los motores de los vehiculos, procesos industriales o incendios forestales. Las
ultimas tendencias en eliminacién de PAHs apuntan a la combinacién de métodos
quimicos y biolégicos como tratamiento de choque para la oxidacion de estos nocivos
compuestos. En este sentido, se esta realizando un importante esfuerzo para el disefio
de lacasas eficaces en la oxidacion de PAHs bajo las exigentes condiciones del
proceso (presencia de disolventes organicos, condiciones ambientales extremas, etc.).

e Las aplicaciones en la industria textil van desde el blanqueo de la fibra de algodén y
colorantes textiles hasta la produccién de precursores de colorantes de mayor calidad.
De hecho, la lacasa de M. thermophila se usa desde hace poco para la oxidacion del
colorante indigo en prendas vaqueras (Riva, 2006).

e En la industria alimentaria las lacasas se utilizan para mejorar la estabilidad vy
propiedades organolépticas de zumos de frutas, vino y cerveza. La oxidacion
enzimatica de compuestos fendlicos en las bebidas elimina la turbidez de éstas y
produce mejoras en el color, aroma y sabor. Ademas, el uso de lacasas en panaderia
influye en la calidad de la masa de pan (Minussi y cols., 2002).
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e Las lacasas se incorporan a productos cosméticos y de higiene personal. La tincion y
ondulamiento del pelo tradicional implica el uso de productos quimicos agresivos que
pueden ser reemplazados por tratamientos con lacasas. También se utilizan en
desinfeccién, cuidado de la piel y en desodorantes de cuidado personal. La lacasa es
capaz de oxidar tioles y compuestos amonicos que producen mal olor en casos de
halitosis, bromhidrosis e hiperhidrosis (Xu, 2005).

e La actividad lacasa acoplada a transductores fisicos puede ser Util en el disefio de
biosensores para detectar O, y una gran variedad de sustratos reductores como
fenoles, anilinas y glucosa. Ademas, puede determinar indirectamente la actividad de
otras enzimas (por ejemplo, amilasas, aminopeptidasas, fosfatasa alcalina, celobiosa
oxidasa, quimotripsina o glucosidasa). La enzima de interés cataliza la produccion de
un compuesto cuya subsiguiente transformacion por la lacasa genera cambios fisicos
(Mayer y Staples, 2002; Minussi y cols., 2002; Xu, 2005).

e Una prometedora y futura aplicaciéon de las lacasas reside en en disefio de biopilas de
combustible. Las lacasas pertenecen al exclusivo grupo de enzimas que son capaces
de aceptar electrones directamente desde un electrodo (Call y Mucke, 1997;
Christenson y cols., 2004); ademds, catalizan la reduccién de oxigeno a agua
consumiendo 4 electrones, es decir, la reaccién que tiene lugar en el catodo de las
pilas de combustible. La investigacion se centra en el disefio y obtencién de la
transferencia directa de electrones en el compartimento catédico con lacasas que sean
eficaces cinéticamente.

1.3.7. LA LACASA DE Myceliophthora thermophila (MtL)

La lacasa termoestable del Ascomicete Myceliophthora thermophila (un hongo de
podredumbre blanca) es una glicoproteina monomérica extracelular con una masa molecular
de ~110 kDa, con un contenido en carbohidratos en torno al 40-60%. Los 1860 nucleétidos que
forman el gen de esta lacasa codifican una pre-pro-enzima de 620 aminoécidos. Durante su
maduracién y secrecidn la proteina sufre tres procesamientos: (1) escision del péptido sefal de
22 aminoacidos y (2) de un pro-péptido de 25 residuos en el extremo N-terminal; y (3) la
separacién de una extension de 14 aminoacidos en el extremo C-terminal dando lugar a una
proteina madura de 559 aminoécidos (Figura 1.9). Como consecuencia del procesamiento de
la extension C-terminal, queda una tapa polipeptidica de 4 residuos caracteristica en las
lacasas de Ascomicetes de funcionalidad controvertida. La secuencia de aminoacidos de MtL
comparte una identidad elevada con otras lacasas de Ascomicetes (75%, 65% y 60% con las
lacasas de M. albomyces, P. anserina'y N. crassa, respectivamente) y menos del 30% con las
de Basidiomicetes (por ejemplo, 22% con la lacasa de T. versicolor).
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PROTEINA MADURA
(559 aminoacidos)

—— ——
PEPTIDO SENAL  PRO-PEPTIDO TAPA C-terminal  EXTENSION
(22 aminodcidos) (25 aminoacidos) (556DSGLss0) C-terminal

(14 aminoacidos)

Figura 1.9. Esquema general de la lacasa de M. thermophila. Las tijeras indican los sitios de procesamiento de la
proteina durante su maduracion.

En 1997 se clon6 y expresd heterélogamente ML en Aspergillus oryzae, obteniéndose
hasta 19 mg de enzima por litro de cultivo (Berka y cols., 1997). Sin embargo, A. oryzae no es
un hospedador adecuado para protocolos de evolucién dirigida, ya que integra el DNA foraneo
en su propio genoma. Por ello, el grupo de Frances Arnold cloné MiL en S. cerevisiae y mejoré
su expresion funcional mediante evolucion molecular dirigida (Bulter y cols., 2003). Llevaron a
cabo 10 ciclos de evolucion in vitro del gen completo de MiL, haciendo uso de diferentes
estrategias de generacion de diversidad (epPCR con Mutazima y Taq polimerasa, in vitro StEP
y recombinacién in vivo, entre otras técnicas), explorando mas de 20000 clones. Finalmente, la
mejor variante obtenida, MiLT2, presentd una expresion 8 veces superior (18 mg/L) y la
actividad total mejor6 170 veces con respecto a la MtL parental. MiLT2 se encuentra
hiperglicosilada y contiene 14 mutaciones (12 en la proteina madura y dos en sitios de
procesamiento), la mayoria de ellas en residuos alejados de los atomos de Cu y el sitio de
union del sustrato reductor, en la superficie de la proteina y en lazos periféricos (Figura 1.10).
MtLT2 es la enzima con la que se ha realizado el presente trabajo de Tesis Doctoral.
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Figura 1.10. Modelo estructural del mutante MtLT2. Los residuos que se supone participan en la unién del sustrato
aparecen en azul y las mutaciones en blanco. Los atomos de Cu se representan como esferas amarillas. EI modelo se
ha creado mediante Deep View y Swiss-Model Server a partir de la lacasa de M. albomyces (75% de identidad de
secuencia con MtLT2).

1.4. ENZIMAS EN DISOLVENTES ORGANICOS

Las soluciones acuosas son el entorno natural para la accién y las propiedades
estructurales y dinamicas de las enzimas. Sin embargo, a menudo es beneficioso cambiar a un
medio no acuoso cuando se emplean las enzimas como catalizadores practicos en quimica
organica o en biotecnologia (Adamczak y Krishna, 2004). Por ello, uno de los mayores
enfoques actuales de la ingenieria de proteinas es el desarrollo de enzimas cataliticamente
activas en medios no convencionales (disolventes organicos, fluidos supercriticos, liquidos
i6nicos, etc.) (Roccatano y cols., 2005).

Gracias a los estudios realizados a lo largo de estas dos ultimas décadas, hoy se conoce
que el uso de enzimas en disolventes organicos no sélo es posible, sino que, en estos
ambientes aparentemente hostiles, las enzimas son capaces de catalizar reacciones que no
son favorecidas en un medio acuoso. En un medio orgénico es posible modular la actividad,
especificidad (incluyendo estéreo-, regio- y/o quimioespecificidad) y estabilidad de muchas
enzimas (Dordick, 1992; Klibanov, 2001; Lee y Dordick, 2002; Adamczak y Krishna, 2004). El
uso de disolventes organicos presenta otras ventajas como el aumento de la solubilidad de
sustratos no polares, el desplazamiento del equilibrio termodinamico hacia la sintesis en
detrimento de la hidrélisis o el aumento de la termoestabilidad. Ademas, la recuperacién tanto
de productos como del biocatalizador es mucho mas facil en sistemas que contienen una fase
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organica. Por Ultimo, es importante resefiar que se evitan reacciones secundarias/laterales
dependientes de agua y las posibles contaminaciones microbianas en la mezcla de reaccién
(Laane y cols., 1987; Ogino y Ishikawa, 2001; Schmid y cols., 2001; Roccatano y cols., 2005).

En cualquier caso, la actividad catalitica suele ser menor en medios organicos que en
acuosos (Klibanov, 2001). Existen varios factores que afectan a esta disminucion: la pérdida de
moléculas de agua criticas en la superficie de la enzima, una bajada drastica de la polaridad
del microambiente de la enzima, y la disminucién de la movilidad y flexibilidad conformacional
debida a la pérdida de interacciones no-covalentes (Zaks y Klibanov, 1988; Khmelnitsky y cols.,
1991; Lee y Dordick, 2002).

Para evitar la desnaturalizacién y aminorar la pérdida de actividad en disolventes se han
desarrollado diferentes técnicas (Klibanov, 2001): la inmovilizaciéon en diferentes soportes, la
modificacién quimica con compuestos anfipaticos como el polietilenglicol, la liofilizacién en
condiciones Optimas de pH y en presencia de diferentes compuestos (lipidos, sales,
ciclodextrinas, acidos y bases, excipientes y surfactantes, entre otros), el atrapamiento de
enzimas en micelas inversas o microemulsiones, y el uso de células enteras provenientes de
cepas resistentes a disolventes organicos (Ogino y Ishikawa, 2001; Lee y Dordick, 2002;
Bommarius y Riebel, 2004).

Asimismo, la ingenieria genética de proteinas se ha utlizado para esclarecer los
aspectos mecanisticos del efecto de los disolventes organicos sobre los biocatalizadores y para
el descubrimiento/desarrollo de nuevas enzimas activas y estables en medios no acuosos.
Gracias a estos estudios, se conoce que la eliminacion selectiva de residuos cargados de la
superficie de la enzima, puede favorecer en algunos casos la estabilidad, ya que la enzima
necesitara menos cantidad de agua para solvatar dichos residuos y la superficie se hace mas
hidr6foba. Ademas, la introduccién de interacciones internas estabilizantes como los puentes
disulfuro, puentes de hidrégeno, interacciones hidrofébicas, fuerzas de van der Waals e
interacciones electrostaticas entre otras, pueden conferir estabilidad frente a disolventes
organicos (Arnold, 1990; Klibanov, 2001; Ogino y Ishikawa, 2001; Krishna, 2002; Lee y Dordick,
2002; Adamczak y Krishna, 2004).

La catalisis enzimatica en disolventes organicos esta madurando rapidamente y tanto el
ndmero de procesos sintéticos que se estan desarrollando a escala industrial como el nimero
de publicaciones cientificas al respecto (por lo menos una publicacién por dia) aumenta con
rapidez (Ogino y Ishikawa, 2001; Lee y Dordick, 2002; Krishna, 2002). Sin embargo, la mayoria
de los trabajos hasta el momento se han llevado a cabo con enzimas hidroliticas. El uso de
enzimas mas complejas en disolventes organicos, incluyendo aquellas que requieren
cofactores y especialmente las oxidorreductasas y liasas, no se ha estudiado en profundidad
(Klibanov, 2001).
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1.4.1. LACASAS EN DISOLVENTES ORGANICOS

El estudio de la lacasas en medios no acuosos comenzé en 1988 con la investigacion de
la lacasa de Trametes versicolor en micelas inversas (Rodakiewicz-Nowak, 2000). Desde
entonces se ha analizado el comportamiento de varias lacasas en presencia de diferentes
disolventes organicos, todos ellos miscibles en agua. Los estudios se han llevado a cabo con
lacasas solubles (Luterek y cols., 1998; Rodakiewicz-Nowak y cols., 1999 y 2000; Robles y
cols., 2002), liofilizadas (Milstein y cols., 1989), inmovilizadas en diferentes soportes (Milstein y
cols.,, 1989; Luterek y cols. 1998), en micelas inversas (Rodakiewicz-Nowak, 2000;
Rodakiewicz-Nowak y cols., 2000) y estabilizadas con polietilenglicol (Vandertol-Vanier y cols.,
2002). En todos los casos la actividad catalitica disminuye a medida que la concentracion de
cosolvente aumenta en el medio de reaccion. Aparte del efecto desnaturalizante de los
disolventes organicos, una caracteristica importante de las lacasas es el hecho de que el sitio
de unién del sustrato reductor estad muy cerca de la superficie (a menos de 6 A) y es por tanto
facilmente accesible por el solvente, lo cual puede ser un factor critico en la catélisis efectiva en
presencia de solventes miscibles con agua (Rodakiewicz-Nowak y cols., 2000; Bogdanovskaya
y cols., 2002).

A pesar de la baja actividad y estabilidad de la lacasa en cosolventes, muchas de sus
aplicaciones se llevan a cabo en disolventes organicos que ayudan a solubilizar los sustratos
hidrofobicos sobre los que actian. En efecto, la mayoria de estos sustratos requieren de la
presencia de disolventes organicos, ya que sus valores de K -en el orden de mM- superan el
limite de su solubilidad en agua (Cantarella y cols., 2003; Wong y cols., 2004). Asi, las lacasas
en disolventes pueden ser necesarias en las transformaciones de materiales ligno-celuldsicos y
compuestos derivados (Rodakiewicz-Nowak, 2000; Robles y cols., 2002), en la oxidacién de
xenobidticos (Alcalde y cols., 2002), en la oxidacion de hormonas esteroideas o en las
polimerizaciones enziméticas para la sintesis de resinas fendlicas (poli-a-naftol, poli-pirogalol y
poli-catecol) (Aktas y cols., 2000; Kurisawa y cols., 2003; Intra y cols., 2005).

1.4.2. DISENO DE ENZIMAS RESISTENTES A DISOLVENTES MEDIANTE EVOLUCION DE
LABORATORIO

La evolucién molecular dirigida ha demostrado ser en los Ultimos afios una herramienta
muy util para el disefio de enzimas resistentes a disolventes organicos. Los ejemplos mas
destacados se resumen a continuacion.

e Mediante sucesivos ciclos de mutagénesis aleatoria se obtuvo un mutante de la
subtilisina E con actividades mejoradas en ausencia y presencia de dimetilformamida.
La actividad de dicha variante en dimetilformamida 60% (v/v) fue 256 veces mayor que
la de la enzima nativa (Chen y Arnold, 1993).
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Empleando mutagénesis aleatoria e in vivo DNA shuffling se disefaron varias p-
nitrofenil esterasas con una actividad en dimetilformamida 30% (v/v) similar a la de la
enzima nativa en solucién acuosa. Estas mutaciones y recombinaciones también
consiguieron aumentar el nivel de expresién haciendo que la actividad total fuera
mejorada 50-60 veces (Moore y Arnold, 1996).

En un primer ciclo de mutagénesis aleatoria se aislaron tres mutantes de una
cloroperoxidasa con una actividad y estabilidad mejorada en microemulsiones de
solventes ternarios compuestas por tolueno, isopropanol y agua (Rai y cols., 2001).

Tras varios ciclos de PCR propensa a error y DNA shuffling se creé una fosfolipasa A,
mas activa y estable en 50% (v/v) de dimetilsulfoxido. A pesar de que el screening se
realiz6 en dimetilsulféxido, las propiedades de la variante ensayadas en otros
disolventes organicos también dieron muy buenos resultados (Song y Rhee, 2001).

La citocromo P450 monooxigenasa BM-3 fue evolucionada para mejorar su actividad
en tetrahidrofurano y dimetilsulfoxido. Tras dos generaciones de mutagénesis aleatoria
y saturada se obtuvieron actividades 10 veces superiores en tetrahidrofurano 2% (v/v) y
6 veces superiores en dimetilsulféxido 25% (v/v). Ademas, cuando estos mutantes se
probaron en presencia de otros disolventes, los resultados también fueron
prometedores. Asi pues, la evolucidon para la resistencia a tetrahidrofurano vy
dimetilsulféxido permitié mejoras simultaneas en multiples cosolventes (Wong y cols.,
2004a).

La evoluciéon de la fructosa-bisfosfato aldolasa hacia su termoestabilidad mediante
diferentes ciclos de DNA shuffling, generé paralelamente un mutante con estabilidad en
disolventes organicos tanto polares como apolares. Anteriormente ya se habia
demostrado que la mejora en la termoestabilidad podia estar acompanada de una
mayor tolerancia a los disolventes orgénicos (Hao y Berry, 2004).
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Objetivos

Una lacasa “adaptada” a medios organicos puede resultar de gran utilidad en la
oxidacion de diversos compuestos hidrofébicos. Por este motivo, el objetivo principal de la
presente Tesis Doctoral fue la evolucion molecular dirigida de la lacasa fungica de
Myceliophthora thermophila variante T2 (MtLT2) expresada en Saccharomyces cerevisiae
hacia una mayor actividad y estabilidad en presencia de disolventes organicos. Para ello se
hizo necesario llevar a cabo las siguientes tareas:

e Disefio y validacion de un método de high-throughput screening que permitiese la
exploracion de librerias con un elevado niumero de variantes de forma rapida y precisa.

e Desarrollo de protocolos de generacién de diversidad variados para experimentos de
evolucién molecular. Se presté especial atencién a la utilizacién de la maquinaria
celular de S. cerevisiae para la creacién de nuevas herramientas de recombinacion de
DNA.

e Caracterizacion bioquimica y espectro-electroquimica de las diferentes variantes
obtenidas en el proceso evolutivo.

Como objetivo secundario de la Tesis Doctoral, se plante6 el estudio semi-racional de
residuos involucrados a priori en el valor de potencial redox de las lacasas fungicas. Con este
fin, la Ser510 y el ligando axial Leu513 fueron analizados en primer lugar mediante
mutagénesis saturada combinatorial. La mejor variante de este proceso fue caracterizada y
empleada como parental para la construccién y exploracion de nuevas bibliotecas genéticas en
los residuos del tripéptido altamente conservado 509VSGsq4 ¥ la tapadera C-terminal 55sDSGLssg.
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3.1.REACTIVOS, KITS DE BIOLOGIA MOLECULAR Y ENZIMAS
COMERCIALES
Tabla 3.1. Reactivos quimicos y Kits de biologia molecular.
Nombre Casa Comercial Referencia
Agarosa, biologia molecular Bio-Rad (Espana) 161-3101
Agarosa, bajo punto de fusién Bio-Rad 161-3112
30% Acrilamida/Bis Bio-Rad 161-0158
Bacto Triptona Difco (EEUU) 211705
Bacto Peptona Difco 211677
Extracto de levadura Difco 212750
Bacto agar Difco 214010
Marcador masa molecular DNA, GeneRuler 1kb DNA ladder Fermentas (Canada) SM 0311
DMP (2,6-dimetoxifenol) Fluka (Espana) 38772
Coomasie Brilliant Blue R250 Fluka 27816
Antraceno Fluka 10590
9,10-Antraquinona Fluka 84696
Marcadores de masa molecular de proteinas Novagen (EEUU) 69079
QIAprep spin miniprep QIAGEN (Reino Unido) 27104
Sepabeads FP-EP Resindion SRL (ltalia) SSIP 11/86
ABTS (2,2’azino-bis(3-etil-benzotiazolin-6-sulfonato)) Sigma (Espana) A-1888
Mezcla de desoxirribonucleétidos (ANTPs) Sigma D-7295
Bromuro de etidio, biologia molecular Sigma E7637-1G
Yeast Transformation Kit Sigma YEAST-1
Yeast Nitrogen Base (YNB) Sigma 291940
Complemento de aminoé&cidos sin uracilo Sigma Y-1501
Cloranfenicol Sigma C-0378
Ampicilina Sigma A-9518
D-(+)-Glucosa Sigma G-5767
D-(+)-Galactosa Sigma G-0750
D-(+)-Rafinosa pentahidrato Sigma R-0250
BSA (Bovine Serum Albumin) Sigma A-4378
Zymoprep, Yeast Plasmid Miniprep Zymo Research (EEUU) D2001
Zymoclean Gel DNA Recovery Kit Zymo Research D4001
DNA clean and concentrator TM-5 Zymo Research D4003
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Tabla 3.2. Enzimas comerciales.

Nombre Casa Comercial Referencia
Enzima de restriccién BamH | New England Biolab (Reino Unido) R01365
Enzima de restricciéon Xho | New England Biolab R01465
Taq polimerasa Sigma D-4545
Genemorph random mutagenesis kit (Mutazyme TM) Stratagene (EEUU) 600550
PfuUltra High-Fidelity DNA polimerasa Stratagene 600380
PNGase F Sigma P-7367

3.2. MICROORGANISMOS

Saccharomyces cerevisiae cepa BJ5465 (ATCC 208289, LGC Promochem, Espana).
Genotipo: MATa ura3-52 trp1 leu2-deltal his3-delta200 pep4::HIS3 prb1-deltal.6R canl.
Cepa deficiente en proteasas, adecuada generalmente para la expresion y secrecion de
proteinas heterdlogas (Parekh y cols., 1995). Se utilizé6 como huésped para la expresién de
genes evolucionados artificialmente de la lacasa de Myceliophthora therrmophila, variante
T2 (MtLT2), clonados en el plasmido pJRoC30 (Bulter y cols., 2003).

Escherichia coli cepa XL2-blue (Stratagene, EEUU). Genotipo: recA1 endA1 gyrA96 thi-1
hsdR17 supE44 relA1 lac [F~ proAB lac19ZAM15 Tn10 (Tet) Amy Cam']. Células
ultracompetentes con una eficiencia de transformacion superior a 5x10° transformantes por
ug de DNA. Esta cepa se emple6 para purificar y producir con mayor rendimiento los genes
de lacasas mutadas/recombinadas durante el proceso de evolucion molecular.

3.3. VECTOR PLASMIDICO

44

pJRoC30 (Novc'Ies, EEUU). Vector episomico bifuncional de 10477 pb (12337 pb
incluyendo el gen de la lacasa MtLT2). pJRoC30 contiene el promotor GAL1 (inducible por
galactosa), el gen de resistencia a ampicilina para la seleccién en E. coli y el gen URA3
que confiere auxotrofia para uracilo (las células de S. cerevisiae crecidas con este vector
pueden cultivarse en medio selectivo -sin uracilo-) (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Plasmido pJRoC30.

3.4. GEN PARENTAL DE LACASA (MtLT2)

El gen parental empleado para el desarrollo de esta Tesis Doctoral corresponde a la
lacasa de Mpyceliophthora thermophila mutante T2 (MtLT2), que fue disenado por evolucién
dirigida en estudios previos llevados a cabo en el California Institute of Technology
(CALTECH), para una expresion funcional en S. cerevisiae (Bulter y cols., 2003; Bulter y
Alcalde, 2003). MtLT2 contiene 14 mutaciones introducidas durante 10 ciclos de evolucion
dirigida, lo que le confiere niveles de expresién apropiados para la ingenieria de la lacasa frente
a diversas aplicaciones. MtLT2 posee varias secuencias que flanquean el gen que codifica para
la lacasa madura (1677 pb) y que son procesadas en diferentes estadios en el huésped
eucariota: una secuencia lider o senal (66 pb), una secuencia pro-lider (75 pb), y una cola C-
terminal (42 pb) (ver Figura 1.9 de Introduccién) (Berka y cols., 1997; Zumarraga y cols.,
2007a).

3.5. LACASAS

Las lacasas de Trametes versicolor y de Myceliophthora thermophila fueron donadas por
Novozymes (EEUU); la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus, por la Dra. Susana Camarero
(Centro de Investigaciones Biolégicas, CSIC, Madrid); la lacasa de Trametes hirsuta, por el
Prof. Lo Gorton (Universidad de Lund, Suecia); y las lacasas de Coriolopsis gallica y de
Pleurotus ostreatus, por el Prof. Vazquez-Duhalt (Universidad Nacional Auténoma de México).
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3.6. MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

3.6.1. MEDIOS DE CULTIVO PARA E. coli

e Medio LB/amp (Sambrook y cols., 1989).

Medio para crecimiento selectivo de

transformantes de E. coli que contienen el vector pJRoC30.

Bacto Triptona

Extracto de levadura

NaCl

Ampicilina estéril (100 mg/mL) !

Completar con agua destilada hasta

109

59
10g
1mL

1L

! Esterilizar por filtracién.

Ajustar a pH 7.0 con NaOH. Esterilizar en autoclave durante 15 min a 121 °C. Afadir la

ampicilina cuando el medio se encuentre a ~ 50 °C.

Para medio sélido, afadir agar 20 g/L antes de la esterilizacion.

e Soluciéon SOB (Sambrook y cols., 1989). Solucion stock para transformacion en E. coli.

Bacto Triptona
Extracto de levadura
NaCl

KCI (250 mM)

Completar con agua destilada hasta

29
05¢
0.05¢g
1mL

100 mL

Ajustar a pH 7.0 con NaOH. Esterilizar en autoclave durante 15 min a 121 °C.
Puede prepararse y almacenarse a 4 °C durante largos periodos de tiempo.

e Medio SOC ' (Sambrook y cols., 1989). Solucién de trabajo para transformacién en E. coli.

Medio SOB
MgCl; estéril (2 M) 2

Glucosa (20% p/v) 2

5mL
25 uL
100 pL

! Preparar nuevo para cada transformacion.
2 Esterilizar por filtracion.
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3.6.2. MEDIOS DE CULTIVO PARA S. cerevisiae
e Medio YP (1.55x)

Peptona 209
Extracto de levadura 109
Completar con agua destilada hasta 650 mL

Esterilizar en autoclave durante 15 min a 121 °C.
Una vez preparado, mantener el medio en oscuridad (sensible a la luz) a 4 °C.

e Medio YPD. Crecimiento general de levaduras.

Peptona 2049
Extracto de levadura 10g
Glucosa (20%)' 100 mL
Cloranfenicol (25 mg/mL) en etanol' 1mL
Completar con agua destilada hasta 1L

! Esterilizar por filtracion.

Esterilizar en autoclave durante 15 min a 121 °C la peptona y el extracto de levadura disueltos
en agua. Anadir la glucosa y el antibiético cuando el medio se encuentre a ~ 50 °C.

Para medio so6lido, afadir agar 20 g/L antes de la esterilizacion.

Una vez preparado, mantener el medio en oscuridad (sensible a la luz) a 4 °C.

e Medio Minimo (liquido). Medio selectivo sin uracilo para el crecimiento de transformantes
que contienen el vector pJRoC30.

Medio YNB (67 g/L)' 100 mL
Complemento de aminoacidos (10x)’ 100 mL
Rafinosa (20% p/v)? 100 mL
Cloranfenicol (25 mg/mL) en etanol® 1mL
Completar con agua destilada estéril hasta 1L

''YNB: Yeast Nitrogen Base y Complemento de aminodcidos sin uracilo. Esterilizar por filtracion.
2 Esterilizar por filtracion. Mantener a temperatura ambiente (precipita en frio).
8 Esterilizar por filtracion.

Una vez preparado, mantener el medio en oscuridad (sensible a la luz) a 4 °C.

47



Materiales y Métodos

¢ Medio Minimo soélido (para placas SC drop-out)

Bacto agar 2049
Medio YNB (67 g/L)' 100 mL
Complemento de aminoacidos (10x)’ 100 mL
Glucosa (20% p/v)' 100 mL
Cloranfenicol (25 mg/mL) en etanol’ 1mL
Completar con agua destilada hasta 1L

! Esterilizar por filtracion.

Preparar el agar disuelto en agua para la esterilizacién en autoclave durante 15 min a 121 °C.
Anadir el resto de los ingredientes cuando el medio se encuentre a ~ 50 °C.

e Medio de expresion. Medio para la expresion de lacasa en S. cerevisiae en microplacas
de 96 pocillos.

Medio YP (1.55x)’ 720 mL
Tampén KH.PO,4 (1 M, pH 6.0)" 67 mL
CuSO, (1 M)'? 11.1 pL
Galactosa (20% p/v)' 110 mL
Cloranfenicol (25 mg/mL) en etanol' 1mL
Completar con agua destilada estéril hasta 1L

! Esterilizar por filtracion.
2 Para la produccién de lacasa a mayor escala (litros), se utilizé una concentracion final de CuSO,4 de
5.6 mM (5.6 mL de CuSO4 1 M por litro de medio de cultivo).

¢ Medio minimo en fase sdlida para la expresion y deteccion de lacasa. Medio minimo
con galactosa para la expresion de lacasa en S. cerevisiae (placas SC drop-out
conteniendo ABTS para detectar los halos de actividad).
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Bacto agar 29
Medio YNB (67 g/L)’ 10 mL
Complemento aminoacidos (10x)’ 10 uL
Galactosa (20% p/v)' 10 mL
Cloranfenicol (25 mg/mL) en etanol' 0.1 mL
CuSO, (1 M)’ 1pL
ABTS (20 mM)’ 1mL
Tampén KH.PO, (1 M, pH 6.0)' 6 mL
Completar con agua destilada estéril hasta 100 mL

! Esterilizar por filtracion.

Preparar el agar disuelto en agua para la esterilizacién en autoclave durante 15 min a 121 °C.
Anadir el resto de los ingredientes cuando el medio se encuentre a ~ 50 °C.

3.7. CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS

La cepa silvestre de S. cerevisiae se sembr6 en placas YPD. Tras 48 h a 30 °C, se
transfirieron colonias individuales a tubos de 20 mL conteniendo 3 mL de YPD. Los tubos
se incubaron a 30 °C y 210 rpm (Incubador Micromagmix, Ovan). Cuando los cultivos
alcanzaron densidades 6pticas (DOg) entre 1 y 2, se prepararon suspensiones en glicerol
estéril al 20% (v/v) y se almacenaron a —76 °C.

Las cepas de levadura transformadas con mutantes en el plasmido pJRoC30 se crecieron
en placas SC durante 2-3 dias a 30 °C. Se transfirieron colonias individuales a tubos de 20
mL conteniendo 3 mL de medio minimo. Los tubos se incubaron a 30 °C y 210 rpm.
Cuando los cultivos alcanzaron absorbancias entre 1 y 2, se prepararon suspensiones en
glicerol estéril al 20 % (v/v) y se almacenaron a -76 °C.

Las células E. coli transformadas con mutantes en el vector pJRoC30 se sembraron en
placas LB/amp durante 12 h a 37 °C. Se transfirieron colonias individuales a tubos Falcon
de 15 mL conteniendo 5 mL de LB/amp. Los tubos se incubaron a 37 °C y 210 rpm durante
12 h, y se prepararon las correspondientes suspensiones en glicerol estéril al 20 % (v/v)
para su congelacién a -76 °C.
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3.8. MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS
3.8.1. LINEARIZACION DEL VECTOR pJRoC30

El vector pJRoC30 fue digerido con las enzimas BamHI y Xhol con el fin de eliminar el
gen de la lacasa y poder sustituirlo posteriormente en la transformacién con los
correspondientes genes mutados (Tabla 3.3). Con el objetivo de evitar un excesivo nimero de
falsos positivos en la busqueda (screening), para la linearizacién se empleé el vector pJRoC30,
el cual contenia el gen nativo de la lacasa de Myceliophothora thermophila (ML) y que
practicamente carece de expresion funcional en S. cerevisiae (Bulter y cols., 2003).

Tabla 3.3. Condiciones de la digestion del plasmido pJRoC30 con las enzimas de restriccion BamHI y Xho I.

Componente Cantidad
Tampon de digestion NEBamH | (10x) 2uL
BSA (10 mg/mL) 2uL
Plasmido pJRoC30 conteniendo el gen MtL 4 ug
BamH | 75U
Xho | 75U
Completar con agua destilada hasta 20 pL

La reaccién se incubd a 37 °C durante 5 h y posteriormente las enzimas fueron
inactivadas mediante incubacion a 80 °C durante 20 min.

3.8.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE DNA

La cuantificacién de la concentracion de DNA se estimd espectrofotométricamente
(Sambrook y cols., 1989) y mediante marcadores de masa molecular de DNA.

3.8.3. ELECTROFORESIS ANALITICA Y SEMIPREPARATIVA EN GELES DE AGAROSA

Los geles de agarosa al 0.75% (p/v) (Sambrook y cols., 1989) fueron introducidos en
celdas Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad) con una fuente de alimentacion Power Pac Basic (Bio-Rad).
Los geles se tifieron en una solucién de bromuro de etidio (2 pg/mL) durante 15-20 min y se
analizaron con el software Quantiti one 1-D analysis (Bio-Rad) acoplado a un transiluminador
Gel Doc TM XR (Bio-Rad).

En la purificacién del plasmido lineal y de los distintos productos de PCR, se prepararon
electroforesis semipreparativas en geles de agarosa 0.75% (p/v) de bajo punto de fusion. Los
desarrollos o carreras se llevaron a cabo a 4 °C bajo un potencial de 60 V (menos de 5 V/cm,
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teniendo en cuenta la distancia entre los electrodos) durante 120 min. Las porciones de gel que
contenian los fragmentos a purificar no se trataron con bromuro de etidio ni se expusieron a la
luz ultravioleta. Las bandas de interés fueron detectadas a partir de la comparaciéon con bandas
analiticas -en el mismo gel- cargadas con el DNA de interés, y posteriormente extraidas y
analizadas en el transiluminador para determinar la posicibn exacta de la banda
semipreparativa correspondiente. La extraccion del DNA del gel se realiz6 con el kit
Zymoclean, Gel DNA Recovery.

3.8.4. OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucleétidos fueron disefiados con el software Fast-PCR 3.5.30 (University of
Helsinki, Finlandia) y sintetizados por Sigma-Genosys (Reino Unido).

Tabla 3.4. Oligonucleétidos cebadores.

. Sitio de unién en
Nombre Secuencia

pJRoC30

RMLN directo 5 CCTCTATACTTTAACGTCAAGG 3 pb 5-160-181-3

RMLC inverso 5 GGGAGGGCGTGAATGTAAGC 3 pb 5-2139-2158-3
mtlsq2 directo 5'GAAGGGCACCAACCTGC 3 pb 5'-643-659-3'

mtlsq3 inverso 5'GCACGTAAAAGTCGTGG 3’ pb 5-1657-1673-3
bobf5 directo 5 GTCATCGAAGCCNNSCGAACGCCCGGGAACTACTGG 3 pb 5 1172-1207-3
bobr5 inverso 5 CCAGTAGTTCCCGGGCGTTCGSNNGGCTTCGATGACG 3 pb 5- 1172-1207-3
JAR directo 5 GTCATCGAAGCCAACCGAACGCCCGGGAACTACTGG 3' pb 5 1172-1207-3
JAR inverso 5 CCAGTAGTTCCCGGGCGTTCGGTTGGCTTCGATGACG 3 pb 5 1172-1207-3
3CPO directo 5 ATCGCCTGGCACGTCNNSGGCGGC NNSGGCGTCGTCTACC 3 pb 5'- 1859-1898-3
3CPO inverso 5 GGTAGACGACGCCSNNGCCGCCSNNGACGTGCCAGGCGAT 3 pb 5'- 1859-1898-3
s concTeEonCcTseca s
BOBDIR 5 CCAACCCCAACCCCAAGTCCGACTCGNNSNNS , ,
directo AAGCGCCGCTGGGTCGAGGAGG 3 pb 5~ 1992-2045-3
BOBREV 5 CCTCCTCGACCCAGCGGCGCTTSNNSNN , ,
inverso CGAGTCGGACTTGGGGTTGGGGTTGG 3' pb 5'-1992-2045-3
PLUGDIR 5 CCAACCCCAACCCCAAGTCCNNSNNSNNSNNS , ,
directo AAGCGCCGCTGGGTCGAGGAGG 3' pb 5'-1992-2045-3
PLUGREV 5 CCTCCTCGACCCAGCGGCGCTTSNNSNNSNNSNN , ,
inverso GGACTTGGGGTTGGGGTTGG 3 pb 5 1992-2045-3

Subrayados y en negrita aparecen los codones que fueron sometidos a mutagénesis saturada
y/o dirigida, donde N es (A/T/G/C) y S es (G/C).
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3.8.5. SECUENCIACION DE DNA

Las secuencias de las diferentes variantes evolucionadas de MiLT2 se obtuvieron en el
Servicio de Secuenciacion del Instituto de Investigaciones Biomédicas del CSIC (Madrid) con
un secuenciador fluorescente automatico Applied Biosystems 377. Los oligonucle6tidos
empleados fueron: RMLN y mtlsg2 directos; mtlsq3 y RMLC inversos.

El analisis de secuencias se llevé a cabo con el programa BioEdit 5.0.9 (Hall, 1999).

3.9. PRODUCCION DE LAS LACASAS
3.9.1. EXPRESION DE LAS LACASAS EN S. cerevisiae

Los clones de S. cerevisiae que contenian los genes de lacasas tanto del tipo nativo
como de mutantes fueron cultivados en 3 mL de medio minimo durante 48 h, a 30 °C y 250 rpm
(Micromagmix shaker, Ovan). Una alicuota de este precultivo se inoculé para alcanzar una
densidad 6ptica (DOgq) de 0.25 en un volumen total de 50 mL de medio minimo en un matraz
de 500 mL con tap6n poroso. Cuando se completaron dos ciclos de crecimiento (DOggg = 1, 6-8
h de incubacién), se afadieron 450 mL de medio de expresién conteniendo CuSO,4 5.6 mM y se
incub6 a 30 °C y 250 rpm en un matraz de 2 L de base ancha (20 cm & en la base). El cultivo
se pard tras 38-42 h cuando tanto el crecimiento celular como la actividad lacasa se
estacionaron (DOggq 28-32; actividad lacasa 0.2-0.9 U/mL).

Las células se separaron por centrifugacion a 4 °C durante 10 min a 3000 g en una
centrifuga Sorvall RC-5B (Sorval Instruments, EEUU). El sobrenadante se filtré dos veces con
membranas de fibra de vidrio y nitrocelulosa con un poro de 0.45 um, y se concentré hasta un
volumen final de 20 mL en una celda de ultrafiltracién con una membrana YM de 10 kDa de
corte molecular (Amicon/Millipore, Espafia).

3.9.2. PURIFICACION DE LACASAS

Las lacasas nativa y mutantes fueron purificadas con un equipo de cromatografia liquida
de proteinas FPLC (LC-500 Cl, Amersham Bioscience).

El extracto crudo concentrado se sometidé a una precipitacién fraccionada con sulfato de
amonio al 50% de saturacién (p/v) a 0 °C. Tras equilibrar la muestra durante 30 min se
centrifugé a 17000 g durante 20 min en una centrifuga Sorvall RC-5B (Sorval Instruments,
EEUU).

El sobrenadante filtrado se cargd en una columna de interaccion hidrofébica HiLoad
16/10 Phenyl Sepharose High Performance (Amersham Bioscience, Suecia) previamente
equilibrada con una solucién 1.8 M (NH,).SO, en tampon fosfato potasico 10 mM, pH 6.0
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(tampdén P). La proteina se eluyé con un gradiente lineal de 1.8 a 0 M de (NH,4)>SO4en 90 min a
un flujo de 2 mL/min.

Las fracciones con actividad lacasa concentradas y dializadas en tamp6n P se cargaron
en una columna (150 x 50 mm) de intercambio aniénico DEAE Sepharose CL-6B de 10 mL,
preequilibrada con el mismo tampén. La proteina se eluy6 con un gradiente lineal de 0 a 0.4 M
de NaCl en 90 minutos (flujo 2 mL/min).

Las fracciones con actividad lacasa se concentraron, se dializaron en tampdn P y se
cargaron en una columna de intercambio aniénico MonoQ 5/5 HR (Amersham Bioscience,
Suecia) preequilibrada con el mismo tampén. La proteina se eluyd con un gradiente lineal de 0
a 0.3 M de NaCl en 90 minutos (flujo 0.5 mL/min).

Las fracciones con actividad lacasa se recogieron, se concentraron, y se dializaron en
tampon P hasta 1 mL en concentradores Vivaspin con un corte molecular de 10 kDa
(VivaScience, Alemania, ref. VS2001). Las proteinas puras se almacenaron a -20 °C. La
concentracién de proteina se determiné mediante el método de Bradford (Bradford, 1976) con
el kit de Bio-Rad en un espectrofotometro Uvikon 930 (Kontron Instruments, Italia). La actividad
enzimatica se midié siguiendo la produccion del radical catiénico ABTS®" a 418 nm (g415 =
36000 M'cm™). La mezcla de reaccién contenia 3 mM de ABTS en tampén acetato sédico 100
mM, pH 4.5, y lacasa. Una unidad de actividad lacasa se defini6 como la correspondiente a la
oxidacion de 1 pumol de ABTS por minuto. La pureza de la enzima se estimé mediante
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) en un gel de poliacrilamida al 8% (p/v), segun el
método discontinuo de Laemmli (Laemmli, 1970) y su posterior revelado con plata o azul
Coomasie.

3.10. DESARROLLO DEL ENSAYO DE HIGH-THROUGHPUT (HTP)
SCREENING EN PRESENCIA DE DISOLVENTES ORGANICOS

3.10.1. INMOVILIZACION DE LA LACASA Y GENERACION DEL RADICAL CATIONICO
ABTS""

La lacasa MILT2 se inmovilizé en particulas esféricas de polimetacrilato, Sepabeads FP-
EP (diametro de poro 15-30 nm, area superficial 60 m2/g seco, 110 umol de grupos oxirano/g
himedo) (Resindion SRL, Italia). El soporte y la enzima MtLT2 (proporcién mg de proteina/g de
soporte 1:1) se incubaron durante 48 h en 10 mL de tamp6n fosfato potasico 1.25 M, pH 10.0,
en un agitador rotatorio Movil-Rod (J.P. Selecta, Espafa). El inmovilizado fue lavado tres veces
con 10 mL de tampon Britton y Robinson 10 mM, pH 6.0 (&cido bérico 0.1 M, acido acético 0.1
M y &cido fosférico 0.1 M, ajustando el pH con NaOH). Los grupos epdxido que no habian
reaccionado se bloquearon por incubacién en tampén glicina 2 M, pH 8.0, durante 24 h. El
biocatalizador inmovilizado se lavdé con tampén Britton y Robinson (tampén ByR), se sec6 bajo
vacio y se almacené a 4 °C.
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Para la generacion del radical ABTS®*, 5 mg de lacasa inmovilizada se incubaron en 4
mL de tampén ByR 50 mM a pH 6.0 con ABTS 3 mM. El transcurso de la reaccién se siguio
espectrofotométricamente. Una vez se desarrolld el color verde, indicando que el radical
catiénico ABTS®" se habia formado, se filtré la mezcla (filtro de nitrocelulosa de 0.45 pm) para
detener la reaccion y separar el radical catidénico para los siguientes estudios de estabilidad.

3.10.2. ESTABILIDAD DEL ABTS®* EN DISOLVENTES ORGANICOS

La estabilidad del radical catiénico ABTS®* generado por la lacasa MtLT2 inmovilizada se
estudié en presencia de diferentes disolventes organicos. Sobre un volumen de ABTS®" se
anadié otro volumen de acetonitrilo, etanol, dimetilsulféxido (DMSQO) o dioxano, y se obtuvieron
sus espectros en UV/Vis en un espectrofotémetro UVIKON 930 (Kontron Instruments, Italia).
Después de una hora de incubacion en presencia de disolvente, se volvieron a medir los
espectros de absorcion de cada una de las mezclas.

3.10.3. PROTOCOLO DE HTP-SCREENING EN DISOLVENTES ORGANICOS
3.10.3.1 Transformacion de células de S. cerevisiae

Las genotecas de cada ciclo evolutivo generadas mediante diferentes estrategias (ver
apartado 3.11) se transformaron en células de S. cerevisiae ( Yeast transformation Kit) para una
expresion funcional de los correspondientes clones (Bulter y Alcalde, 2003). Se incubaron
colonias aisladas de células silvestres de S. cerevisiae en 20 mL de medio YPD liquido a 30 °C
y 210 rpm en un agitador (Edmund Bihler GmbH SM-30, Alemania) durante toda la noche
(DOggo > 2). Una cantidad adecuada del cultivo se inoculé en un volumen total de 120 mL de
YPD atemperado para alcanzar una DOgy de 0.3. Se incubd de nuevo durante 4-6 h, hasta
completar dos ciclos de crecimiento y alcanzar una DOgy de 1.2. Las células se transformaron
con las correspondientes genotecas en presencia del plasmido linearizado, en las proporciones
descritas en el apartado 3.11, con el kit de transformacién de levadura. Inmediatamente antes
del choque térmico (42 °C durante 15 min), se afnadi6 DMSO a la mezcla de transformacién
con una concentracion final de 10% (v/v) para aumentar la eficiencia de transformacién
(aproximadamente 20000 clones por reaccion de transformacion).

3.10.3.2 Preparacion de las librerias para el HTP-screening en disolventes organicos
mediante ensayo de punto final

Las células de S. cerevisiae transformadas con la correspondiente genoteca y el vector
pJRoC30 linearizado se sembraron en placas SC y se incubaron a 30 °C. Trascurridos 3-4 dias
se picaron colonias individuales y se inocularon en microplacas de 96 pocillos (Sero-well, Reino
Unido) que contenian 50 pyL de medio minimo por pocillo (Figura 3.2). La columna completa
nuamero 6 de cada placa se inocul6 con el tipo parental (columna de referencia) y uno de los
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pocillos (H1) no se inoculé (control). Las placas se sellaron con parafilm y se incubaron a 30
°C, 210 rpm y 80% de humedad relativa en un incubador con sistema de humidificacion
Minitron-INFORS (Biogen, Espafa). Tras 48 h, se afiadieron 160 yL de medio de expresion a
cada pocillo y se volvieron a incubar a 30 °C y 210 rpm. Después de 24 h, se midi6 la DOggy
para determinar la densidad celular de cada pocillo con un lector de microplacas Versa Max
(Molecular Devices, EEUU). Se centrifugaron las placas (placas maestras) durante 5 min a
3200 gy 4 °C en una centrifuga Eppendorf 5810R (Alemania). 40 yL del sobrenadante de cada
pocillo fueron transferidos desde la placa maestra a dos placas réplica (20 uL del sobrenadante
en cada una) de propileno resistentes a disolventes organicos (Cultek, Espafia), mediante un
robot manipulador de liquidos Quadra 96-320 (Tomtec, EEUU). Ver detalles del programa en el
Anexo Il. Con estas dos placas réplica se llevaron a cabo los screenings de actividad y
estabilidad.

El screening de actividad inicial se realizé6 afadiendo a la primera placa 180 pL de
tampén ByR 100 mM, pH 6.0 con diferentes concentraciones (entre 20 y 60 % (v/v)) de
cosolventes (acetonitrilo o etanol). A continuacién, con la ayuda del robot (ver programa en
Anexo Il), se anadieron 20 uL de ABTS (concentracion final en el pocillo, 3 mM), se agitaron
las placas brevemente y se midié la absorbancia en el lector de placas a 418 nm. Las placas se
incubaron a temperatura ambiente hasta que se desarrollé el color verde del radical catidnico
ABTS® y se midi6 nuevamente la absorbancia (g415 = 36,000 M'1cm'1). Las actividades se
calcularon a partir de la diferencia de la absorbancia final e inicial dividida por las
correspondientes DOggo. Las actividades relativas se normalizaron con la actividad del tipo
parental de la correspondiente placa.

El screening de estabilidad se realiz6 con la segunda placa réplica. A los 20 pL del
sobrenadante se le afnadieron 180 pL de tampdén ByR 100 mM, pH 6.0 con diferentes
concentraciones (entre 20 y 60 % (v/v)) de cosolventes (acetonitrilo o etanol). Las placas se
sellaron (sealplate tape Whatman uniseal 7704-0001, EEUU) y se incubaron durante 24 h a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se afadieron 20 uL de ABTS (concentracion
final en el pocillo, 3 mM) y se sometieron al mismo protocolo descrito anteriormente. La
actividad residual se calculé en base a las actividades iniciales correspondientes del screening
de actividad.
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Figura 3.2. Esquema del ensayo de HPT-screening en disolventes organicos.
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Con los mutantes seleccionados se realizaron dos re-screenings consecutivos:

Primer _rescreening: alicuotas de 5 yL de los clones seleccionados se inocularon en
placas multipocillo con 50 yL de medio minimo. Las columnas y filas de los extremos de la
placa (columnas 1 y 12, filas A y H) no se utilizaron. Tras 24 h de incubaciéon a 30 °C y 210
rpm, se transfirieron 5 pyL a los pocillos adyacentes como se muestra en la Figura 3.3,
incubandose durante 24 h mas. Finalmente se adicionaron 160 yL de medio de expresion y se
incubaron durante 24 h. De esta manera cada clon fue crecido en 4 pocillos y el parental
(estandar interno) se traté del mismo modo (fila D, pocillos 7-11). Las placas se sometieron al
mismo protocolo de screening, con la salvedad de que cada valor de actividad procedié de la
media de 4 microcultivos por clon.

Transferir 5 pL de células
a 4 pocillos adyacentes

123456 789101112 123 4586 789101112
5 uL de células A & e-a-e-6 <) Al-4 =% =
de la placa BlHOOOO0O0O0OO00 P Mg&?:‘:ﬂrl,ﬁ?mioz‘;{"h B oilooo00O0
maestra C POOOOOO0OOOOD 30°0210rpm’c ooooo
Dl®POOOOOI0OO0OOOO ’ > D|® OO oo
EflpOOOO0OI0OO0O00OO0 Eld O0OO0OO0OO0DODOOOO(
Fl® 000000000 O0( Fl® 000 000000 O0(
GlPOoOOOO0O0OOO O O( Gl®P OO0 O0OO0O0 O O(

Crecer en:
- 50 pL Medio Minimo 24 h
- 160 pL Medio de Expresién 24 h

Figura 3.3. Esquema del protocolo del primer re-screening. El recuadro azul corresponde a los pocillos con la lacasa
parental.

Segundo rescreening: alicuotas de 100 pL de los clones méas activos del primer re-
screening se crecieron en 3 mL de medio YPD a 30 °C y 210 rpm durante 24 h. Se extrajeron
los plasmidos de estos cultivos (Zymoprep yeast plasmid miniprep kit, Zymo Research). Como
el producto de las zymoprep no era puro y la concentracion del DNA extraido fue muy baja, se
transformaron los plasmidos en células de E. coli supercompetentes XL-Blue2 segin el
protocolo correspondiente (Stratagene) y se seleccionaron en placas LB/amp. Colonias
aisladas se inocularon en 5 mL de medio LB/amp y se crecieron durante toda la noche a 37 °C.
Se extrajeron los plasmidos (QlAprep spin miniprep kit, QIAGEN). Las células de S. cerevisiae
se transformaron con los plasmidos de los mejores mutantes asi como con el correspondiente
tipo parental, y el screening se llevé a cabo de la misma manera, con la salvedad de que cada
valor de actividad procedi6 de la media de 5 microcultivos por clon.
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3.11. EVOLUCION MOLECULAR DIRIGIDA DE LACASAS EN
DISOLVENTES ORGANICOS

Aspectos generales:

La generacion de diversidad mediante PCR-mutagénica se llevd a cabo en un
termociclador de gradiente (Thermocycler Mycycler, Biorad, EEUU) bajo los siguientes
parametros de reaccion: 95 °C durante 2 min (1 ciclo); 94 °C durante 0.45 min, 53 °C durante
0.45 min, 74 °C durante 3 min (28 ciclos); y 74 °C durante 10 min (1 ciclo). Los oligonucle6tidos
utilizados para la amplificacion mutagénica fueron RMLC directo y RMLN inverso. Para
promover la ligacion in vivo, los productos de PCR se disefiaron conteniendo extensiones con
una homologia de 40 pb y 66 pb para los extremos digeridos con BamH| y Xhol del vector
linearizado, respectivamente.

En cada una de las generaciones, los correspondientes productos de PCR fueron
concentrados (DNA clean concentrador TM-5 kit, Zymo Research, EEUU), cargados en un gel
semipreparativo de agarosa de bajo punto de fusién y purificados con el kit Zymoclean gel DNA
recovery. Los productos de PCR fueron posteriormente clonados in vivo al transformar las
células de S. cerevisiae, tras el promotor GAL1 del vector pJRoC30 previamente linearizado
com BamHI y Xhol tal como se indica en el apartado 3.8.1.

3.11.1. AJUSTE DE LAS CONDICIONES DE PCR PROPENSA A ERROR

Para estimar el indice de mutacion y evaluar los diferentes paisajes de evolucion, se
construyeron pequenas genotecas de 176 clones (2 placas de 96 pocillos) empleando
polimerasas con diferente espectro mutacional.

a) Genotecas Mutazima:

El indice de mutacién se modulé variando la cantidad de DNA molde en la reaccién de
PCR. La concentracién de cada uno de los reactivos, en un volumen final de 50 uL, fue la
siguiente: 370 nM oligonucleétido RMLN, 370 nM oligonucleétido RMLC, 0.8 mM dNTPs, 3 %
(v/v) DMSO, 0.05 U/uL Mutazima DNA polimerasa (Genemorph Random Mutagenesis Kkit,
Stratagene), 4 ng/uL y 13 ng/uL de gen de lacasa molde para las genotecas de bajo indice de
mutacién y 4 pg/uL de gen de lacasa molde para las de alto indice de mutacién. Los
parametros de la PCR fueron, en todos los casos, los descritos en los aspectos generales del
apartado 3.11.

b) Genotecas Taq polimerasa/MnCl,:

En este caso, la tasa de mutacién se control6 variando la concentracién de MnCl,
Adicionalmente también se analizé el efecto de concentraciones equilibradas/desequilibradas
de dNTPs y de la concentracion del DNA molde en la reaccion de PCR mutagénica (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Ajuste de las condiciones de las genotecas Tag/MnCl, con las diferentes variables.

TIPOS DE GENOTECAS Taq/MnCl,

dNTPs desequilibrados

Componente dNTPs equilibrados
Concentracion de DNA alta Concentracion de DNA baja
Oligonucleotidos
90 nM 90 nM 90 nM
(RMLN y RMLC) : : :
DNA molde 1.5 ng/uL 0.1 ng/pL 0.1 ng/pL
dNTPs 0.2 mM dATP, 0.2 mM dGTP, 0.04 mM dATP, 0.04 dGTP, 0.1 0.3 mM (0.075 mM de
0.6 MM dCTP, 0.6 mM dTTP mM dCTP, 0.1 mM dTTP cada uno )
DMSO 3% (V/V) 3% (V/v) 3% (v/v)
MgCl. 0.75 mg/mL 1.5 mg/mL 1.5 mg/mL
Taq polimerasa 0.05 U/uL 0.05 U/uL 0.05 U/uL
; 0mM/0.05mM/0.1 mM/ 0mM/ 0.05mM/ 0.1 mM/  ©/0-002mM/0.005mM/
MnCl, 0.02mM/0.05mM /0.1

0.2 mM 0.2 mM mM /0.2 mM

! Para cada una de las genotecas se analizaron las diferentes concentraciones de MnCl; indicadas.

3.11.2. PRIMERA GENERACION: PCR MUTAGENICA CON MUTAZIMA

Se construyé una genoteca de 1500 mutantes con el kit Genemorph (Stratagene)
ajustando la tasa de mutacion de la polimerasa Mutazima entre 1.1 y 3.5 mutaciones por kb (4
ng/uL de DNA MtLT2 molde).

Se mezclaron 400 ng de productos de PCR mutagénica con 100 ng de vector pJRoC30
linearizado y se transformaron en células de S. cerevisiae competentes con el kit de
transformacioén de levadura.

El screening de punto final se desarrolld6 como se describe en el apartado 3.10.3.2,
preparando placas independientes para valorar la actividad y la estabilidad en presencia de
acetonitrilo 20% (v/v) y en presencia de etanol 30% (v/v).

3.11.3. SEGUNDA GENERACION: CREACION DE DOS GENOTECAS MUTAGENICAS
INDEPENDIENTES CON LAS POLIMERASAS MUTAZIMA Y Taq

En la segunda generacion se disefiaron y exploraron dos genotecas independientes,
cada una de ~1500 clones, usando como parental el mejor mutante de la primera generacién
(variante 6C9).

Las condiciones elegidas para la construccion de la genoteca Mutazima fueron las de
bajo indice de mutacién (4 ng/uL de DNA parental); y en el caso de la genoteca Taq se
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utilizaron las condiciones de genoteca con dNTPs equilibrados y en ausencia de MnCl, tal y
como se describe en la Tabla 3.5.

Las mezclas de transformacién de cada una de las genotecas contenian una relacion
vector linearizado:productos de PCR 1:4 (100 ng de vector y 400 ng de productos de PCR).

Los screening de actividad y estabilidad se realizaron a una concentracién final del 40%
(v/v) de acetonitrilo y 50% (v/v) de etanol siguiendo el protocolo del apartado 3.10.3.2.

3.11.4. TERCERA GENERACION: IN VIVO DNA SHUFFLING DE LOS MEJORES
MUTANTES DE LA SEGUNDA GENERACION PREVIAMENTE MUTAGENIZADOS

Las mejores variantes de la segunda generacion (mutantes 2B10, 9F1, 17C10, 7H9 y
5B9) se tomaron como parentales y fueron sometidos a un nuevo ciclo de evolucion mediante
PCR mutagénica con Tag/MnCl,, para posteriormente recombinar estos productos mediante in
vivo DNA shuffling, se exploraron ~1000 clones. Cada uno de los parentales fue amplificado
mediante PCR propensa a error con dNTPs equillibrados y una concentracién de MnCl, de
0.005 mM tal y como se detalla en la Tabla 3.5.

Los productos mutagenizados por PCR se mezclaron en la misma proporcién (400 ng
totales, 80 ng de cada producto) y se transformaron conjuntamente con el vector linearizado
(relacion vector:producto PCR 1:4).

Los screenings se realizaron a una concentracién final de 50% (v/v) de acetonitrilo y 50%
(v/v) de etanol siguiendo el protocolo del apartado 3.10.3.2 y utilizando los parentales 2B10
(respecto a la actividad en etanol) y 5B9 (respecto a la actividad en acetonitrilo).

3.11.5. CUARTA GENERACION: RECOMBINACION POR ENSAMBLAJE IN VIVO DE
GENOTECAS MUTAGENICAS CON DIFERENTE ESPECTRO MUTACIONAL

Se construyé una genoteca de ~1000 clones a partir del ensamblaje in vivo de dos
experimentos de PCR propensa a error con diferente predisposicion mutacional, usando como
DNA molde el mejor mutante de la tercera generacion (variante 3D1).

La genoteca de Mutazima se preparé segun 3.11.1.a con una concentracién de DNA
parental de 13 ng/ pL. La genoteca de Tag/MnCl, se prepard como se describe en 3.11.4.

Ambas genotecas se mezclaron en la misma proporcién y se recombinaron in vivo tras la
transformacién en S. cerevisiae y reparacion in vivo del vector pJRoC30 linearizado con los
fragmentos mutagenizados. Se estudiaron diferentes relaciones de vector linearizado:genoteca
mixta a partir de 100 ng del vector (relacién vector linearizado:genoteca mixta 1:1, 1:2, 1:4, 1:6,
1:8y 1:10).

Los screenings se desarrollaron a una concentracion final del 60% (v/v) de acetonitrilo y
60% (v/v) de etanol siguiendo el protocolo del apartado 3.10.3.2.

60



Materiales y Métodos

3.11.6. QUINTA GENERACION: MUTAGENESIS DIRIGIDA Y SATURADA

El mutante 2E9, mejor variante de la 42 generacién, fue sometido a mutagénesis dirigida
en la posicién 280 para reemplazar Ser por Asn. La introduccion de dicha mutacién se llevo a
cabo mediante la estrategia de In Vivo Overlap Extension (IVOE) detallada en el apartado 3.12.
Los oligonucleotidos cebadores utilizados fueron: RMLN directo y JAR inverso para la primera
reacciéon de PCR, y JAR directo y RMLC inverso para la segunda.

Posteriormente, esta posicion se explord por mutagénesis saturada, mediante IVOE, en
una genoteca de ~400 clones. La mutagénesis saturada permite mutar un determinado codén
explorando las 20 sustituciones aminoacidicas posibles. Los oligonucleétidos utilizados para la
12 reaccion de PCR fueron RMLN directo y bobaf5 inverso; para la 22 reaccién de PCR, los
oligonucleotidos fueron bobaf5 directo y RMLC inverso.

Las mezclas de reaccion de PCR para ambos casos de mutagénesis fueron las
siguientes: 0.25 uyM de cada uno de los oligonucleétidos cebadores, 2 ng/uL del gen 2E9
molde, 0.25 mM de cada dNTP, 3% (v/v) DMSO y 0.05 U/uL de PfuUltra DNA polimerasa en un
volumen total de 50 L.

Los parametros de la reaccién de PCR tanto para la mutagénesis dirigida como la
saturada fueron los siguientes: 95 °C durante 2 min (1 ciclo); 94 °C durante 0.45 min, 55 °C
durante 0.45 min, 74 °C durante 2 min (28 ciclos); y 74 °C durante 10 min (1 ciclo).

La transformacion en levadura, tanto de la mutagénesis dirigida como de la saturada, se
realiz6 mezclando 400 ng de cada uno de los productos de PCR con 100 ng de vector
pJRoC30 linearizado (relaciéon vector: productos de PCR 1:8), segun el protocolo del apartado
3.10.3.1.

Los screenings se desarrollaron a una concentracion final del 50% (v/v) de acetonitrilo o
50% (v/v) de etanol, siguiendo el protocolo del apartado 3.10.3.2.

3.12. DISENO “SEMI-RACIONAL” DE LACASAS: MUTAGENESIS
SATURADA COMBINATORIAL

La mutagénesis saturada combinatorial permite explorar simultaneamente varios
codones (tanto contiguos como en posiciones separadas) y analizar todas las posibles
combinaciones y permutaciones de los residuos aminoacidicos de interés.

Para la aplicacion de la mutagenésis saturada combinatorial en S. cerevisiae se disend
una nueva técnica que denominamos In Vivo Overlap Extension (IVOE) (Alcalde y cols., 2006).
IVOE consiste en crear dos 0 mas productos de PCR a partir de nucleétidos degenerados en
las posiciones sometidas a estudio, para posteriormente facilitar su recombinacién in vivo
durante la transformacién en S. cerevisiae, junto con el plasmido linearizado.
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3.12.1. MUTAGENESIS SATURADA COMBINATORIAL SOBRE LAS POSICIONES 510 Y
513

El gen de MtLT2 fue sometido a estudios semi-racionales mediante la exploracion de las
posiciones 510 y 513 debido a la implicaciéon en la actividad del biocatalizador (Xu y cols.,
1998). Se cred una genoteca de ~1700 clones mediante mutagénesis saturada combinatorial
por IVOE. La 12 reaccion de PCR se hizo con los oligonucle6tidos RMLN directo y 3CPO
inverso. Los oligonucledtidos para la 22 reaccidén fueron 3CPO sentido y RMLC inverso. Las
reacciones se realizaron en un volumen final de 50 pL conteniendo 0.25 uM de cada
oligonucleotido cebador, 2 ng/pL del DNA molde parental (MtLT2), 0.25 mM de cada dNTP, 3%
(v/v) de DMSO y 0.05 U/uL de PfuUltra DNA polimerasa (Stratagene). Los parametros de las
reacciones de PCR fueron las mismas que las descritas en el apartado 3.11.6.

Se mezclaron 200 ng de cada uno de los dos productos de PCR con 100 ng de vector
pJRoC30 linearizado (relacion vector:producto PCR 1:4) y se transformaron en células de
levadura segun el protocolo descrito anteriormente.

El screening se realizé tal y como se describe en le apartado 3.10.3.2 pero en ausencia
de disolventes organicos. En su lugar se anadieron a cada pocillo 180 yL de tampén acetato
100 mM pH 4.5 conteniendo ABTS 3 mM.

3.12.2. MUTAGENESIS SATURADA COMBINATORIAL SOBRE EL TRIPEPTIDO
CONSERVADO 50VSGs;1

El mejor mutante del anterior apartado (variante 7E1) se empledé como parental para la
exploraciéon mediante mutagésis saturada combinatorial del tripéptido altamente conservado
500VSGsi1 (Xu y cols., 1998) Los oligonucleétidos empleados para las reacciones de PCR
fueron: RMLN directo y TRIR inverso para la primera PCR, y TRIF directo y RMLC inverso para
la segunda. Las condiciones de reaccion fueron las mismas que en el apartado 3.12.1, pero
con el gen de la lacasa 7E1 como DNA molde parental.

Se realiz6 un pre-screening en fase sélida en placas SC con ABTS (alrededor de 20000
clones) (ver apartado 3.6.2). Las colonias transformantes que desarrollaron un halo verde
debido al radical catiénico ABTS**, se seleccionaron y sometieron posteriormente al screening
en fase liquida habitual descrito en el apartado 3.10.3.2 pero en ausencia de disolventes
organicos.

3.12.3. MUTAGENESIS SATURADA COMBINATORIAL DE LOS RESIDUOS Gly558 Y
Leu559

Los residuos Gly558 y Leu559 pertenecientes a la tapa C-terminal (Hakulinen y cols.,
2002; Zumarraga y cols. 2007b) fueron estudiadas adicionalmente en la variante 7E1. Las dos
reacciones de PCR se llevaron a cabo en las mismas condiciones que en el apartado 3.11.6

62



Materiales y Métodos

pero con los siguientes oligonucle6tidos degenerados: RMLN directo y BOBREV inverso para
la primera PCR, y BOBDIR directo y RMLC inverso para la segunda.

El screening de la libreria (3000 clones) se efectud tal y como se detalla en el apartado
3.10.3.2 pero en ausencia de disolventes organicos.

3.12.4. MUTAGENESIS SATURADA COMBINATORIAL DE CUATRO POSICIONES DE LA
TAPA C-TERMINAL (556DSGLs50)

Los cuatro residuos que forman la tapa C-terminal (Asp556, Ser557, Gly558 y Leu559)
fueron sometidos a mutagénesis saturada combinatorial por IVOE. Las condiciones de reaccién
de las PCR fueron las descritas en el apartado 3.11.6, usando como DNA molde parental 7E1 y
los siguientes oligonucleétidos: RMLN directo y PLUGREV inverso para la primera PCR, y
PLUGDIR directo y RMLC inverso para la segunda.

Se exploraron ~150000 clones mediante pre-screening con ABTS y el posterior screening
de los clones seleccionados, tal como se describe en el apartado 3.12.2.

3.13. ENSAYOS BIOQUIMICOS Y CARACTERIZACION ENZIMATICA DE
LAS LACASAS PURIFICADAS

3.13.1. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS

Los parametros cinéticos (Km, Vimax Keat ¥ Kea Km) de€ las enzimas nativa y mutantes se
determinaron en un espectrofotometro UVIKON 930. Se valoraron tanto sustratos no fendlicos
(ABTS, €415 = 36000 M cm'1) (Nikupaavola y cols., 1988) como fendlicos (2,6 dimetoxifenol, €
469 = 26500 M cm™) (Wariishi y cols., 1992) en tampdn acetato soédico 100 mM, pH 4.5 a 25
°C. Los parédmetros cinéticos se obtuvieron mediante un ajuste no lineal por minimos
cuadrados del modelo de Michaelis-Menten utilizando el programa informatico Sigma Plot
7.101. Cada dato experimental se obtuvo a partir de la media de tres experimentos
independientes.

3.13.2. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD EN DISOLVENTES ORGANICOS

Las actividades iniciales de las diferentes lacasas en presencia de disolventes organicos
(acetonitrilo, etanol, dimetilsulféxido, dimetilformamida, dimetilacetamida, acetona, metanol) se
determinaron siguiendo en continuo (en el intervalo 0-60 s) la oxidacién del ABTS en un lector
de placas Versamax. Se prepararon diluciones adecuadas de las enzimas en tampén fosfato
10 mM pH 6.0, de manera que dieran una respuesta apropiada en modo cinético en el lector de
microplacas. Se afnadieron 192 pL de ABTS 3 mM en tampoén acetato 20 mM pH 4.5,
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conteniendo diferentes porcentajes de co-disolventes (de 0 a 60% v/v) en placas de
polipropileno resistentes a los disolventes usados. La reaccién comenzo6 tras la adicion de 8 pl
de la respectiva lacasa. Para cada enzima, concentracion y disolvente, se hicieron al menos
tres medidas independientes.

3.13.3. MEDIDA DE LA ESTABILIDAD DE LAS LACASAS EN DIFERENTES DISOLVENTES
ORGANICOS

Se prepararon diluciones de las lacasas en tampén fosfato 10 mM pH 6.0 de tal manera
que alicuotas de 20 pL permitieran valorar la actividad en el lector de microplacas en modo
cinético. Se mezclaron 100 pL de lacasa con 150 pL de tampon fosfato 10 mM pH 6.0, con
concentraciones finales de disolventes del 30, 40, 50 y 60% (v/v). A tiempos de incubacion de 2
h, 24 h, 48 h y 72 h se extrajeron 20 pyL de cada uno de los ensayos con ayuda del robot
Quadra96 (Tomtec, EEUU). Se mezclaron con 180 pyL de ABTS 3 mM en tampdn acetato 20
mM pH 4.5, registrandose el cambio de absorbancia a 418 nm. Cada punto fue realizado, al
menos, por triplicado.

La actividad residual de las lacasas se expres6 como porcentaje referido a la actividad
inicial de éstas en ausencia de disolventes orgéanicos.

3.13.4. MEDIDA DE LA ESTABILIDAD TERMICA

El estudio de termoestabilidad se realiz6 con ayuda del termociclador Mycycler equipado
con un formador de gradientes (Bio-Rad, EEUU), el cual permite crear gradientes de
temperatura a diferentes intervalos. Se prepararon diluciones de las diferentes lacasas en
tampén fosfato 10 mM pH 6.0 de tal manera que alicuotas de 10 uL dieran una respuesta
adecuada para medir la actividad en el lector de microplacas en modo cinético. Se incubaron
60 pL de lacasa por cada punto del gradiente. El gradiente de temperatura estudiado
comprendié el intervalo 30-80 °C con temperaturas intermedias de 30.0 °C, 31.7 °C, 34.8 °C,
39.3 °C, 45.3 °C, 49.9 C, 53 °C, 55 °C, 56.8 °C, 59.9 °C, 64.3 °C, 70.3 °C, 75.0 °C, 78.1 Cy
80.0 °C. A diferentes tiempos de incubacién (1 h, 2 h, 6 h y 24 h) se extrajeron alicuotas de 10
uL de lacasa y se mezclaron con 190 yL de de ABTS 3 mM en tamp6n acetato 20 mM pH 4.5.
La actividad se valor6 en continuo (oxidacion del ABTS a 418 nm). El tiempo 0 se determiné a
partir de las correspondientes muestras incubadas a temperatura ambiente. Cada valor
procedio de al menos tres medidas independientes.

3.13.5. ENSAYOS DE ACTIVIDAD A DIFERENTES pHs

Los perfiles de pH de la actividad de las diferentes lacasas purificadas se realizaron en
tampdén ByR 100 mM a diferentes pHs (pH 2.0-9.0, ajustados con acido acético o NaOH). Se
prepararon diluciones de las enzimas en tampén fosfato 10 mM pH 6.0 para que alicuotas de
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10 pL dieran una respuesta adecuada en la medida de actividad en el lector de microplacas en
modo cinético. Las lacasas (10 pL) se afadieron por filas y el tampén a diferentes pHs (180 pL)
por columnas. Finalmente, se afadieron 10 yL de ABTS 60 mM y se midieron las actividades
de cada una de las condiciones por triplicado.

3.13.6. OXIDACION DE ANTRACENO

Los experimentos de oxidacién de antraceno por la lacasa 2B10 (22 generacion) se
realizaron en viales de vidrio en un volumen total de 500 pL. La mezcla de reaccion contenia:
20 uM de antraceno, 1 mM de mediador ABTS y 10 U/mL de lacasa 2B10 en tampdn acetato
sédico 10 mM, pH 4.5 con una concentracion final de 20% de acetonitrilo (v/v). Los viales se
sellaron e incubaron en oscuridad a temperatura ambiente en un agitador rotatorio Movil-Rod.
Paralelamente, se realizaron controles de antraceno con y sin mediador en ausencia de lacasa
para analizar la posible autooxidacién del PAH.

A diferentes tiempos de incubacién se tomaron alicuotas de 50 pL de reaccion y se
analizé la degradacién del antraceno mediante HPLC (bomba Varian 9012, EEUU), acoplada a
un inyector automatico (L-2200 Hitachi, Jap6n). La columna cromatografica empleada fue una
Nucleosil C-18 (150 x 4.6 mm, 5 um) de fase reversa (Analisis Vinicos, Espana). La
temperatura de la columna se mantuvo constante en un horno (MFE-01 Anadlisis Vinicos,
Espafia) a 40 °C. La fase movil estaba compuesta por acetonitrilo:agua 60:40, a un flujo de 1
mL/min. Los compuestos se identificaron mediante un detector de fotodiodos (Varian Prostar,
EEUU) en un rango de 200-400 nm, y la integracion de los picos se realizé con el software
Varian Star 6.41.

3.13.7. ESPECTROS UV/Vis DE LOS Cu T1 Y T3 DE LAS LACASAS

Los espectros de absorcion de las diferentes lacasas se realizaron un espectrofotometro
UVIKON 930. Se midi6 la absorbancia de las lacasas puras en el intervalo 200-800 nm.

3.13.8. DESGLICOSILACION

Las proteinas purificadas se desglicosilaron con la péptido-N-glicosidasa F (PNGasa F)
(Sigma), que hidroliza los oligosacaridos unidos a los residuos asparragina. Concretamente, 8
pg de lacasa pura se desnaturalizaron con SDS 0.2% (p/v) y B-mercaptoetanol 100 mM a 100
°C durante 10 min. Posteriormente se anadieron 2.5 Unidades de PNGasa F y la mezcla de
reaccién se incubd toda la noche a 37 °C. La reaccion se par6 a 100 °C durante 10 min. Los
productos se analizaron en un gel de electroforesis (SDS-PAGE) tenido con azul de Coomasie.
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3.13.9. MEDIDAS DE LA ACTIVIDAD DE REDUCCION DEL O,

La actividad de reduccién de O, de las diferentes lacasas se realizé en colaboracién con
el Dr. Antonio Lopez-Lacey y la Lda. Cristina Vaz del ICP, CSIC. Las medidas se llevaron a
cabo en un espectrémetro de masas (cuadrupolo Masstorr 200 DX, VG Quadrupoles Ltd.) con
ABTS 3 mM como donador de electrones en tampén acetato 10 mM pH 4.5, a 27 °C. La celda
de medida tenia un volumen de 10 mL y estaba separada del espectrometro de masas por una
membrana de teflon a través de la cual los gases difunden desde la solucién. La respuesta del
espectrémetro a determinados valores de masa es proporcional a la presion parcial del gas en
la solucién de la celda. El consumo de O, se midié a una masa 16. La calibracion se realizé con
la solucion saturada con O, puro y la sefal base se estim6 con la solucién purgada con Argén
puro. El consumo de O, por parte del espectrometro de masas (medido en ausencia de lacasa
para cada concentracién de O,) se sustrajo de las medidas de actividad, en las cuales se
anadieron 5-25 pg de lacasa.

3.14. CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA
3.14.1. ANALISIS POR EPR DE LOS SITIOS DE Cu T1 Y T2

Los estudios de EPR (Electronic Paramagnetic Resonance) de las diferentes variantes se
llevaron a cabo en colaboracién con el Dr. Arturo Martinez-Arias del Instituto de Catélisis
(CSIC). Se utiliz6 un equipo Bruker ER200D (Alemania) que opera en la banda X (v = 9.6 GHz)
y usando un patron de DPPH (difenil-pycril-hidrazilo) (en una cavidad rectangular doble) para la
calibracion de la frecuencia. Las lacasas purificadas se introdujeron en una celda
espectroscépica de cuarzo. Los espectros se realizaron a 77 K y a una potencia de la radiacién
microondas de 19.5 miliwatt (en experimentos independientes no se observé saturacion de las
sefales en esas condiciones), a 100 kHz de frecuencia de modulacién, 2 G de amplitud de
modulacién, una constante de tiempo de 40 ms, y 1x10° de ganancia. La determinacion de los
parametros EPR mas relevantes de las especies Cu(ll) detectadas se realiz6 mediante
simulacién por ordenador.

3.14.2. POTENCIAL REDOX

Todos los analisis espectro-electroquimicos se realizaron en colaboraciéon con el Dr.
Sergey Shleev, de la Universidad de Lund (Suecia).

El K4[Mo(CN)g] fue sintetizado y purificado de acuerdo al método publicado previamente
(Gercog y cols., 1985). Los mediadores K4W(CN)g] y K4Os(CN)g] fueron amablemente
donados por el Prof. Kenji Kano (Universidad de Kioto, Japén).
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3.14.2.1 Estudios espectro-electroquimicos

La espectroelectroquimica de los diferentes mutantes de MiILT2 se llevo a cabo usando
una celda micro-espectroelectroquimica cuyo electrodo de trabajo es un capilar de oro. La
celda se disend siguiendo el procedimiento descrito por Larsson (Larsson y cols., 2001) .El
potencial del capilar de Au se controlé con un potenciostato BAS LC-3E (Bioanalytical Systems,
EEUU) de 3 electrodos: un electrodo de referencia Ag | AgCl | KCI, un contra-electrodo platino,
y el electrodo de trabajo. Los espectros de absorbancia se monitorizaron con un
espectrofotémetro de fibra 6ptica PC2000-UV-VIS (Ocean Optics, EEUU) con un rango efectivo
de medida entre 200 y 1100 nm. Se hizo un tratamiento previo del electrodo de trabajo (capilar
de oro) que consistid en lavar la celda capilar con una mezcla peroxido de hidrégeno:acido
sulfdrico (1:3) seguido de un enjuague con agua bidestilada.

El potencial redox de los sitios Cu T1 de la enzima se determin6 por valoracién redox
espectroelectroquimica mediada (Mediated Redox Titration, MRT) usando el dispositivo
espectroelectroquimico ya mencionado (Larsson y cols., 2001). Las MRTs se desarrollaron de
acuerdo a la metodologia publicada previamente (Christenson y cols., 2006) utilizando un
sistema medidor complejo que contiene cuatro mediadores diferentes (KiFe(CN)g],
K4W(CN)g], K4JOs(CN)g], y K4f[Mo(CN)g] con unos potenciales redox de 430 mV, 520 mV, 640
mV 'y 780 mV vs. ENH respectivamente).

3.14.2.2 Voltamperometrias ciclicas

Los voltamogramas ciclicos de las distintas lacasas se realizaron en un potenciostato
CV-50W (BAS) de tres electrodos: el electrodo de trabajo consistié en electrodos modificados
con lacasa; el electrodo de referencia fue Hgs | Hg-Cly | KClsy (Saturated Calomel Electrode
SCE, 242 mV vs. ENH) y el contra-electrodo un hilo de Pt. Los electrolitos soporte fueron
tampones citrato-fosfato 0.1 M con pHs 4.0 y 7.0.

Los electrodos de trabajo fueron electrodos de grafito espectrogréficos (SPectroscopic
Graphite Electrodes, SPGE) modificados con lacasas. La superficie de los SPGE tipo RW001,
diametro 3.05 mm, 13% porosidad (Ringsdorff Werke GmbH, Alemania) se preparé mediante
pulido en un papel “wet fine emery” (Tufback Durite, P1200). Posteriormente se enjuagé con
agua MilliQ y se dej6 secar. Una vez pulido el electrodo, se deposité un volumen de 10 pL de la
lacasa correspondiente sobre la superficie del electrodo y se dej6é adsorber. Transcurridos 15
min el electrodo se enjuagé de nuevo con agua.
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3.15. MODELADO ESTRUCTURAL DE LACASAS

Los modelos estructurales de los diferentes mutantes se realizaron en colaboracién con
el Dr. Julio Polaina del Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (CSIC). Los
modelos se obtuvieron a partir de un estudio de homologias con estructuras conocidas (Protein
Data Bank). La proteina mas similar a MtLT2 es la lacasa de Melanocarpus albomyces (PDB id:
1GWO0) (Hakulinen y cols., 2002), con la que comparte un 75% de identidad de secuencia. El
alineamiento de secuencias basado en la estructura de ambas proteinas se llevo a cabo con
GenTHREADER (McGuffin y cols., 2004). Este alineamiento se utiliz6 para obtener un modelo
del servidor de modelado de proteinas Swiss-Model (http:/swissmodel.expasy.org), el cual fue
analizado con el programa DeepView/Swiss-Pdb Viewer (Guex y Peitsch, 1997).
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4.1. EVOLUCION DIRIGIDA EN DISOLVENTES ORGANICOS
4.1.1. PREPARACION DE UN METODO DE SCREENING EN DISOLVENTES ORGANICOS

4.1.1.1 ELECCION DEL SUSTRATO

El desarrollo de un ensayo de HTP-screening fiable y reproducible es un requisito
indispensable para hacer evolucién molecular dirigida de enzimas o para explorar genotecas
(meta)genomicas. Un buen método colorimétrico o fluorimétrico debe ser sensible para la
funcién o caracteristica deseada y debe permitir la deteccién de los clones con actividad mas
baja durante los ciclos iniciales de la evolucién in vitro. EI ABTS (2,2’azino-bis(3-etil-
benzotiazolin-6-sulfonato) fue considerado un excelente candidato para poner a punto el
método de screening en disolventes organicos debido a su bajo limite de deteccion y su
estabilidad en soluciones acuosas. La lacasa oxida con alta afinidad el ABTS mediante la
sustraccion de un electrén produciendo un radical catiénico de color verde (ABTS®'; €415 =
36000 M cm™) (Figura 4.1).

CHs CHs LI
HsC— lacasa 7H3C\\N
o I ke el
’ S SO3H S SO3H
ABTS ABTS™

Figura 4.1. Oxidacion del ABTS por la lacasa.

El limite de sensibilidad de este ensayo se sitla alrededor de 5 nU/ml, y el producto
verde de la reaccion es estable durante varias horas en solucién acuosa (Bulter y cols., 2003).
Sin embargo, se conoce muy poco acerca del comportamiento del radical cationico del ABTS
en disolventes organicos. Por ello, se llevd a cabo un estudio preliminar de su estabilidad en
disolventes (Alcalde y cols., 2005). En primer lugar, se gener6 ABTS®* empleando la lacasa
MtLT2 inmovilizada en Sepabeads FP-EP para facilitar la posterior separacion del
biocatalizador, deteniendo asi la reaccion. Sobre la solucién de ABTS®* se afadieron
volumenes iguales de diferentes disolventes organicos y se determinaron sus espectros UV/Vis
(Figura 4.2). Después de una hora de incubacion, no se detectaron cambios significativos en
presencia de acetonitrilo, etanol o dimetilsulféxido. Tal y como se habia observado con
anterioridad (Cantarella y cols., 2003), el dioxano disminuye la estabilidad del ABTS®*" y por lo
tanto el ensayo no es adecuado para este disolvente. También se probaron otros compuestos
como sustratos para esta reaccién (acido 3-hidroxiantranilico, siringaldazina, acido
homovainillinico, 1-naftol, o-fenilendiamina y diaminoantraquinona). En todos los casos la
absorbancia no fue lo suficientemente estable, decreciendo con el tiempo. Ademas se
detectaron interferencias con el medio de expresién que se emplea en los microcultivos de S.
cerevisiae. Por el contrario, el ABTS no muestra interacciones significativas ni con el medio de

71



Resultados

expresion ni con ninguna de las proteinas secretadas por la levadura durante su crecimiento
(Bulter y cols., 2003). Por todos estos motivos, se escogid dicho sustrato para llevar a cabo la
evolucion en disolventes.

2.0

Absorbancia

400 500 600 700 800
longitud de onda (nm)

Figura 4.2. Espectro del radical catiénico ABTS®** en presencia de acetonitrilo 50% (v/v). Linea continua: espectro
obtenido inmediatamente después de anadir el acetonitrilo; linea discontinua: espectro después de una hora de
incubacion. El ABTS® se generd por la lacasa MtLT2 inmovilizada en Sepabeads FP-EP.

4.1.1.2 AJUSTE DE LAS CONDICIONES INICIALES DEL SCREENING
a) Concentracion de disolvente en el ensayo

Se escogieron dos lacasas fungicas con diferente potencial redox (la lacasa parental de
este trabajo MtLT2 y la lacasa de Trametes versicolor como control), con el fin de establecer la
concentracién inicial de disolvente organico con la que llevar a cabo el screening.

Se midi6 la estabilidad de las lacasas bajo diferentes concentraciones de acetonitrilo
(Figura 4.3). Ambas lacasas se comportaron de manera similar, siendo bastante estables bajo
concentraciones inferiores al 20% (v/v) tras 4 horas de incubacién. Sin embargo, a
concentraciones superiores la estabilidad disminuyé considerablemente. La lacasa de T.
versicolor no toler6 concentraciones por encima del 30% (v/v), mientras que MtLT2 fue mas
estable, manteniendo cerca del 70% de la actividad inicial tras 4 horas de incubacién en
acetonitrilo 30% (v/v).

Idoneamente, las condiciones de screening deben asegurar que puedan medirse los
pequefios aumentos esperados debido a sustituciones puntuales en la secuencia de la
proteina. Esto se logra mediante el ajuste de las condiciones del ensayo hacia el punto donde
la actividad de la enzima parental esté cerca del limite de deteccion. Por ello, se evaluaron las
velocidades iniciales en acetonitrilo y en etanol, las cuales disminuyeron apreciablemente a
medida que se aumentaba la proporcion del cosolvente (Figura 4.4, resultados en acetonitrilo).
En acetonitrilo 20% (v/v) o en etanol 30% (v/v), MiLT2 mantuvo aproximadamente el 20% de su
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actividad en solucién acuosa, dando una respuesta reproducible en la microplaca. Estas
concentraciones de cosolventes fueron escogidas para comenzar el proceso evolutivo.

Actividad residual (%)

0 10 20 30 40 50

Acetonitrilo % (v/v)

Figura 4.3. Estabilidad de las lacasas MiLT2 (circulos negros) y T. versicolor (circulos blancos) en presencia de
diferentes concentraciones de acetonitrilo (v/v). El ensayo se llevd a cabo en placas de 96 pocillos conteniendo las
lacasas MtLT2 o de T. versicolor con diferentes concentraciones de acetonitrilo en tampdn acetato sédico 100 mM, pH
4.5. Cada placa se prepard por duplicado, para medir las actividades a tiempo 0 y tras 4 horas de incubacién. A la
primera placa se le afadi6 ABTS (para dar una concentracion final en el pocillo de 3 mM) y se cuantifico la actividad
inicial. La placa réplica fue sellada e incubada a temperatura ambiente. Tras 4 horas, se le anadi6 ABTS 3 mM y se
midio la actividad. La actividad residual fue estimada en base a la relacion de la actividad a tiempo 0 y la registrada tras
las 4 horas de incubacion. Cada punto representa el promedio de 8 experimentos.

Actividad inicial
(unidades arbritarias)

Acetonitrilo % (v/v)

Figura 4.4. Actividad inicial de las lacasas MtLT2 (circulos negros) y de T. versicolor (circulos blancos) a diferentes
concentraciones de acetonitrilo (v/v). Cada punto representa el promedio de 8 experimentos (8 pocillos).
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b) Optimizacion de las condiciones de expresion. Evaluacion de la respuesta del ensayo
para microcultivos

La expresion del gen MLT2 se llevd a cabo en la cepa BJ5465 de S. cerevisiae
(deficiente en proteasas y especialmente indicada para la secrecion de proteinas heterélogas).
El sistema de expresion de la lacasa es altamente dependiente de la concentracién de CuSO,.
Asi, la concentracién de Cu®*" para la mayor producciéon de MtLT2 en microplaca se estimé
alrededor de 6 mM (Figura 4.5). La diferencia entre la actividad secretada con CuSO, 8uM vy
CuS0O, 6 mM fue aproximadamente de 3 veces. A concentraciones superiores a 8 mM, el Cu®*
puede ser téxico para la célula y ademas a esa concentracion puede inhibir la lacasa (Robles y
cols., 2002). Por todo ello, se selecciond para la expresion de MiLT2 en microplaca una
concentracion final de Cu®* de 10 uM. Bajo estas condiciones no hay interferencias con la
respuesta generada por la oxidacién del ABTS y los niveles de expresion son adecuados para
un ensayo tanto en punto final como en modo continuo.

3.5

3.0 §

2.5 1

Actividad relativa
(unidades arbitrarias)

0.61 011 1‘ 1‘0 100
[CuSOy4] (mM)

Figura 4.5. Actividad relativa de MtLT2 en cultivos crecidos con diferentes concentraciones de Cu®* en el medio de
expresion. Las actividades se normalizaron con respecto a la actividad en ausencia de CuSO.. Las células se crecieron
en placas multipocillo segun el protocolo descrito en el apartado 3.10.3.2 de Materiales y Métodos. Cada punto
representa el promedio de 5 experimentos (5 pocillos).

Se evaluo la linearidad del ensayo en funcién de la cantidad de lacasa requerida (Figura
4.6). Para ello, se emplearon diferentes volumenes de sobrenadante (a partir de microcultivos
de MtLT2) en el ensayo de oxidacion de ABTS en presencia de cosolvente. El limite de
deteccion se estimé alrededor de los 15 pg de lacasa/uL, y el ensayo fue lineal y reproducible.
La validacion del ensayo concluyé mediante la evaluacion del coeficiente de varianza (cociente
-expresado en %- entre la desviacién estandar y el valor medio de los puntos sometidos a
estudio) para la oxidacién del ABTS en cosolventes. Para ello se prepard una microplaca que
contuvo en todos sus pocillos microcultivos de MtLT2 sincronizados (todos ellos a partir de
transformantes nuevos sometidos a las mismas condiciones de crecimiento y expresién). El
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coeficiente de varianza del ensayo de punto final fue de 9.9% en acetonitrilo 20% (v/v) y 9.0%
en etanol 30% (v/v) (Figura 4.7).

Absorbancia a 418 nm

0 10 20 30 40

ul de sobrenadante

Figura 4.6. Linearidad del ensayo de screening con ABTS en presencia de etanol 30% (v/v). Cada punto representa el
promedio de 8 experimentos (8 pocillos).
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Figura 4.7. Validacion del ensayo de screening con ABTS en presencia de acetonitrilo 20% (v/v). Las actividades estan
representadas en orden descendente. Para la expresion de la enzima se us6 un medio de expresion con CuSO,4 10 puM.

Una vez ajustadas las condiciones Optimas del ensayo colorimétrico del ABTS en
presencia de disolventes organicos a partir de MtLT2 expresada en microcultivos, se disefiaron
los diferentes protocolos de screening de actividad y de estabilidad (apartado 3.10.3.2 de
Materiales y Métodos) (Alcalde y cols., 2005). Los mejores clones seleccionados en cada
generacion se sometieron posteriormente a dos re-screenings consecutivos para descartar los
posibles falsos positivos. En particular, en el segundo re-screening se hizo uso de
transformantes nuevos con la finalidad de obtener una correcta comparacién entre los distintos
clones. Este segundo re-secreening es altamente fiable ya que confiere sincronizacion al
crecimiento celular de los mutantes.
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4.1.2. AJUSTE DE LAS CONDICIONES DE LAS PCR MUTAGENICAS

Antes de comenzar con los experimentos de evolucidon molecular dirigida, se ajustaron
los indices de mutacién de las DNA polimerasas Mutazima y Taq en las reacciones de
mutagénesis aleatoria. Para ello se construyeron pequenas librerias de lacasas con diferentes
variables que afectaron a la frecuencia de mutacién en el gen diana. Generalmente, en los
experimentos de evolucién in vitro la tasa de error es adecuada cuando el 30-40% de los
mutantes de la libreria contiene menos del 10% de la actividad de la enzima parental (Cirino y
cols., 2003).

A priori, la polimerasa Mutazima introduce mutaciones con una frecuencia de error mas
elevada que la Taq (~3.3x10'4 errores por nucleotido sintetizado), obteniendo unos
rendimientos de PCR mayores, bajo condiciones de reaccion Optimas para la enzima
(presencia de MgCl, y nucledtidos equilibrados). Esto es debido a que la Mutazima posee una
frecuencia de error intrinseca durante la amplificacion del DNA que se puede ajustar facilimente
(Cline y Hogrefe, 2000). Asi, para una misma reaccion de PCR los moldes amplificados a partir
de concentraciones bajas de DNA diana sufrirdn mas duplicaciones que los amplificados a
partir de una mayor concentracion. Por tanto, cuantas més veces la Mutazima replique el
molde, méas errores acumulara el gen. En resumen, los mayores indices de mutacion se
consiguen simplemente disminuyendo la concentracién de DNA molde o mediante mas ciclos
de anillamiento y extensién. En nuestro caso en particular, cuando la concentracion de DNA
molde MILT2 estuvo entre 4 y 13 ng/uL los paisajes de las librerias fueron apropiados (entre
36.8% y 47.1% de clones inactivos) (Tabla 4.1, Figura 4.8).

La Taq polimerasa, aunque carece de actividad correctora de errores exo 3°-57, tiene un
rango de error intrinseco muy limitado (entre 8x10° y 2x10™ errores por nucleétido sintetizado)
dependiendo de las condiciones de reaccioén (Vanhercke y cols., 2005). Sin embargo, su tasa
mutacional puede incrementarse deliberadamente a través de:

e La adicién de MnCl,en el tamp6n de reaccién.

e La variacion de la relacion de los diferentes dNTPs.

e La alteracion de la concentracion inicial de DNA molde.

e Elincremento de la concentracion de MgCls,

e Laintroduccién de mas unidades de Tag polimerasa en la reaccién.
e La ampliacion del tiempo de extension en la PCR.

Se exploraron pequeinas librerias generadas con Taq y Mutazima bajo diferentes
condiciones de reaccion. Cuando se introdujeron concentraciones desequilibradas de dNTPs
en presencia de MnCl,, el indice de mutacion fue menor de lo esperado (s6lo 4.6% de
mutantes con menos del 10% de la actividad del tipo parental en la reaccién con MnCl, 0.2
mM). Cuando se variaron las concentraciones de dNTPs, MgCl, y se redujo la concentracién de
DNA molde se consiguié aumentar el indice de error. Bajo estas condiciones (ver apartado
3.11.1 de Materiales y Métodos) la frecuencia mutacional aumenté considerablemente (un 14%
de los mutantes mostraron menos del 10% de la actividad de MtLT2 en ausencia de MnCl,).
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Adicionalmente, se analizaron librerias con concentraciones equilibradas de dNTPs. En este
caso, la frecuencia de mutacién se ajusto finamente variando la concentracion de MnCl,. Asi se
generaron librerias comprendiendo desde un 34% a un 81% de clones con menos del 10% de
la actividad del parental a partir de concentraciones de MnCl, en el intervalo 0-0.05 mM (Tabla
4.1, Figura 4.8).

Finalmente, se seleccionaron las condiciones de reaccién de las librerias Mutazima-I,
Mutazima-ll, Tag-lll y Tag-V para las posteriores PCR mutagénicas. Estas librerias muestran
una frecuencia de mutacion adecuada que permite identificar las mutaciones beneficiosas al
tiempo que pueden resultar Utiles para evaluar los procesos de recombinacion in vivo.

Tabla 4.1. Condiciones de las diferentes librerias Mutazima y Tag.

Concentracion % de mutantes con menos

[MnCl;] [MgCl.] % clones

Libreria dNTPs (mM) (mg/mL) Dl\(l:gl/rl\ltl)de del 1:;%:?::;?2:;? 1de la inactivos '
Tag-l desequil. 0.2 0.75 1.5 4.6 2.3
Tag-ll desequil. 0 1.5 0.1 14.2 8.1
Tag-lll equilibr. 0 1.5 0.1 33.9 21.8
Tag-IV equilibr. 0.002 1.5 0.1 35.2 29.9
Taqg-V equilibr. 0.005 1.5 0.1 41.3 32.2
Tag-VI equilibr. 0.01 1.5 0.1 471 34.5
Tag-Vil equilibr. 0.05 1.5 0.1 81.1 56.3
Taqg-Vll equilibr. 0.1 1.5 0.1 92.5 81.0
Mutaz-I equilibr. _ _ 13 46.2 36.8
Mutaz-Il equilibr. _— —_— 4 56.3 471
Mutaz-lll equilibr. _ _ 0.004 96.9 92.4

! Calculos basados en el perfil de los paisajes (Figura 4.8).
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2.0
% @ Libreria Tag-lI: dNTPs desequilibrados, DNA molde
o 1.5 ng/uL, 0.2 mM Mn?
o Libreria Tag-Ill: dNTPs equilibrados, 0 mM Mn**
) Libreria Tag-V: dNTPs equilibrados, 0.005 mM Mn®*

Libreria Tag-VIl: dNTPs equilibrados, 0.05 mM Mn®*

o

o

® Libreria Tag-VI: dNTPs equilibrados, 0.01 mM Mn?*
[}

O Libreria Mutazima-II: 4 ng/ul DNA molde.

Actividad relativa
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Figura 4.8. Paisajes de las librerias Tag y Mutazima bajo diferentes condiciones de PCR. Las actividades de los clones
se representan en orden descendente. La linea horizontal continua indica la actividad del parental. Las lineas
discontinuas indican el coeficiente de varianza del ensayo (por debajo del 10%).

4.1.3. CICLOS EVOLUTIVOS EN COSOLVENTES
4.1.3.1 Primera generacion: PCR mutagénica con Mutazima

Se construy6 una libreria de 1500 clones mediante PCR mutagénica (empleando las
condiciones estipuladas para la libreria Mutazima-Il; ver Tabla 4.1). Los screenings se
realizaron en presencia de acetonitrilo 20% (v/v) o etanol 30% (v/v). La mejor variante de este
primer ciclo fue el mutante 6C9; durante el screening mostrdé una actividad alrededor de 3.6
veces mejor que el parental MtLT2 en ambos disolventes organicos sin afectar a su estabilidad.
En el screening, también se obtuvieron otras variantes con aproximadamente el doble de
actividad que el parental MiLT2, aunque finalmente sélo se escogié 6C9 como tipo parental
para la segunda generacion (Figura 4.9). La variante 6C9 mostré una mutacion en el péptido
sefal (P(n20)H), una mutacién silenciosa (S415S) y por dltimo la mutacion L429V responsable
del aumento en la actividad (Tabla 4.2).
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Figura 4.9. a) Paisaje del ensayo de screening en presencia de etanol 30% (v/v). La actividad de los clones de la
libreria de mutantes de MLT2 preparada por mutagénesis aleatoria se representa en orden descendente. La linea
discontinua indica la actividad del tipo parental. b) El screening se llevé a cabo en acetonitrilo 20% (v/v) y en etanol
30% (v/v). Los mutantes con actividades elevadas en ambos disolventes se eligieron para los siguientes re-screenings.
La linea discontinua indica la actividad del tipo parental.

Tabla 4.2. Mutantes de la primera generacion.

s A 1
Lacasas (ii:?laecrls?:a?ie Cambios de nucleétidos Mejora
s Cambios de aminoacidos EtOH AcN
genética
MtLT2 _ -
1 1
parental
A(CCT/CAT 1386A(TCG/TCA 142 TA/GTA
609 Mutazima C59A(CC /CZ )| G1386A( CC:;/ C )| C1426G(CTA/GTA) 36 26
P(n20)H S415S L429V
T(TAC/TAT 1424G(ACC/A
4B2 Mutazima C960T( C/3 ) | C GACC/AGC) 2.4 2.4
Y273Y T428S
G1843A(GAG/AAG
3G10 Mutazima ( > ) 22 1.6
E(c615)K

! Mejoras con respecto a la actividad del tipo parental (MLT2) tras el screening en etanol (EtOH) 30% (V/v) y
acetonitrilo (AcN) 20% (v/v).

2 Mutaciones en el péptido sefal (n) y en la extensiéon C-terminal (c) que son procesados durante la maduracién de la
proteina.

® Mutacién silenciosa.

4.1.3.2 Segunda generacion: creacion de dos genotecas mutagénicas independientes
con las polimerasas Mutazima y Taq

En la segunda generacién, al emplear 6C9 como parental, la presién selectiva pudo ser
incrementada (los screenings se llevaron a cabo en acetonitrilo 40% (v/v) y etanol 50% (v/v)).

Ya que el espectro mutacional de las polimerasas Mutazima y Taq es diferente (ver
Anexo lll), con la finalidad de ampliar la diversidad genética del experimento, se construyeron y
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exploraron de manera independiente dos librerias mutagénicas creadas con Mutazima y Taq
polimerasa (libreria Mutazima-Il y Tag-lll; ver Tabla 4.1). Se realizé el screening sobre un total
de 3000 clones encontrando varios mutantes “adaptados” bajo las estrictas condiciones del
ensayo (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Paisajes de la segunda generacién. a y d) Perfiles evolutivos de los ensayos de screening en etanol 50%
(v/v). La actividad de los clones de ambas librerias estan representados en orden descendente. La linea discontinua
indica la actividad del tipo parental. b y e) Screenings de las librerias en presencia de acetonitrilo 40% (v/v) y en etanol
50% (v/v). Los mutantes con actividades elevadas en ambos disolventes se eligieron para los siguientes re-screening.
La linea discontinua indica la actividad del tipo parental. ¢ y f) Aspecto de las placas multipocillo durante el screening
con ABTS para las librerias Mutazima y Tag.

Tras los dos re-screenings se seleccionaron cinco mutantes con elevada actividad y
estabilidad en ambos disolventes organicos como parentales para el siguiente ciclo evolutivo.
Se encontraron mutantes con mayor preferencia (tolerancia) frente a uno de los dos
cosolventes empleados en el screening. Asi, 2B10 fue 2.2 veces mas activo que 6C9 en etanol
50% (v/v) y 1.7 veces en acetonitrilo 40% (v/v). Por el contrario, el mutante 5B9 se “adaptd”
mejor a la presencia de acetonitrilo. La actividad relativa y las mutaciones de cada uno de ellos
se resumen en la Tabla 4.3.
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Tabla 4.3. Mutantes de la segunda generacion.

Creacion de . . Mejora ’
genética c
6C9 Mutazima _ 1 1
parental
T676C(T
5B9 Taq 676C(TCG/CCG) 1.1 2.7
S179P
G685A(GAG/AAG
7H9 Taq ( ) 1.9 2.4
E182K
A1795C(AAC/CAC) | G980A(AGC/AAC) | G1047A(AGG/AGA
2B10 Mutazima ( ) ( ) | ( 5 ) 2.2 1.7
N552H S280N R302R
. C850A(CAC/AAC) | G895A(GCC/ACC) | C1038G(GGC/GGQ)
9F1 Mutazima 5 1.6 21
H237N A252T G300G
1621 T(GAC/GAT 1781T(TGG/TT!
17C10 Mutazima c1621T(G CZ/G ) | GI781T(TGG/TTG) 1.5 1.5
D494D W547L

! Mejoras con respecto a la actividad del parental (6C9) tras el screening en etanol 50% (v/v) y acetonitrilo al 40% (v/v).
% Mutacién silenciosa.

4.1.3.3 Tercera generacion: in vivo DNA shuffling de los genes parentales previamente
mutagenizados

Cada uno de los cinco mutantes seleccionados en la segunda generacién se sometieron,
por separado, a una nueva reaccion de PCR mutagénica con Tag/MnCl, (condiciones de la
genoteca Tag-V; ver Tabla 4.1) con el fin de introducir nuevas mutaciones puntuales. A
continuacion, los diferentes productos de PCR se recombinaron mediante in vivo DNA
shuffling. De este modo se emplearon dos estrategias de generacion de diversidad genética
diferentes en un solo paso de evolucion (Figura 4.11).

Co-transformacién en

2810 [ Y @

sso NN PCR mutagenica ‘_ células de levadura
(Tag/MnCl,)
H - —————— I —_—
oF 1
Vector de expresion
1710 [ A
Sﬁwl PJROC30 linearizado La recombinaciéon homéloga
Mejores clones de de los genes parentales da
Genes parentales con nuevas lugar a genes quiméricos

la 22 generacion )
mutaciones puntuales

Figura 4.11. Esquema de la estrategia seguida en la tercera generacién de evolucién dirigida. Se hizo una PCR
propensa a error de los cinco mutantes seleccionados en la anterior generacion y posteriormente se llevo a cabo el in
vivo DNA shuffling de todos ellos.
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Se exploré una libreria de aproximadamente 1000 clones y en el screening se
incrementd la presién selectiva hasta concentraciones del 50% (v/v), tanto para acetonitrilo
como para etanol. La mejor variante tras los dos re-screenings resulté ser 3D1, un mutante
que procede de la recombinacion de 7H9 y 2B10. En concreto, incorpora la Unica mutacién de
7H9 (E182K) y una de las tres mutaciones de 2B10 (N552H).

Esta variante se seleccioné como tipo parental para la cuarta generacién, ya que a pesar
de que la actividad (tras los dos re-screenings) en etanol fue muy similar a la del parental 2B10
(1.2 veces), la actividad en acetonitrilo aument6 considerablemente con respecto al parental
5B9 (4.7 veces). Curiosamente, ninguna de las tres variantes secuenciadas presentaron
mutaciones adicionales procedentes del proceso de amplificacién con Tag/MnCl, (Figura 4.12,
Tabla 4.4).

=

a)

Actividad relativa en acetonitrilo 50% (v/v)

Actividad relativa
en acetonitrilo 50% (v/v)

0 200 400 600 800 1000

s . 5 6

clones Actividad relativa en etanol 50% (v/v)
Figura 4.12. a) Paisaje del ensayo de screening en acetonitrilo 50% (v/v). La actividad de los clones de la libreria de
mutantes de la tercera generacion se representa en orden descendente. La linea discontinua indica la actividad del tipo
parental. b) El screening se llevé a cabo en acetonitrilo 50% (v/v) y en etanol 50% (v/v). Los mutantes con actividades
elevadas en ambos disolventes se eligieron para los siguientes re-screenings. Las lineas discontinuas indican la
actividad del tipo parental.

Tabla 4.4. Mutantes de la tercera generacion.

s . 1
Lacasas czit}?laecrlsci)ga%e Combinacién de mutaciones Mejora
genética en el in vivo shuffling EtOH AcN
parentales
5B9, 7H9, Mutazimay Taq 1 1
2B10,9F1, independ.
17C10
3D1 Taq + in vivo incorpora: mutacion E182K del parental 7H9 + 12 47
DNA shuffling mutacion N552H del parental 2B10 :
6B12 2 Taq + in vivo incorpora: mutacion S179P del parental 5B9 + 18 3.1
DNA shuffling mutaciones H237N, A252T y G300G del parental 9F1 : .
4B1 2 Taq + in vivo incorpora: mutacion H237N del parental 9F1 + 13 8
DNA shuffling mutacion D494D del parental 17C10 :
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' Mejoras el screening en etanol 50% (v/v) respecto al parental 2B10 y en acetonitrilo 50% (v/v) respecto al parental
5B9.

2 |Las variantes 6B12 y 4B1 se descartaron finalmente como parentales para el siguiente ciclo puesto que su actividad
tras los dos re-screenings disminuy6 considerablemente.

4.1.3.4 Cuarta generacion: recombinaciéon por ensamblaje in vivo de genotecas con
diferente espectro mutacional

El mejor mutante de la tercer generacién, 3D1, se sometié a dos reacciones de PCR
mutagénicas diferentes con Mutazima y Taq (genotecas Mutazima-l y Tag-V; ver Tabla 4.1)
para posteriormente mezclar ambas genotecas en la misma proporcién y recombinarlas in vivo
tras la transformacién en S. cerevisiae. Se probaron diferentes relaciones de vector
linearizado:genoteca mixta (1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 y 1:10) para analizar la eficiencia de
recombinacion/transformacion. Con mas de 15000 clones por reacciéon de transformacion, el
mejor resultado se obtuvo con la relacion 1:8 (100 ng vector linearizado:800 ng genoteca
mixta), muy similar a la eficiencia obtenida con el plasmido circular.

Tras el screening de ~1000 clones en presencia de 60% (v/v) etanol y de 60% (v/v)
acetonitrilo el Unico mutante seleccionado fue 2E9, el cual mostré una actividad y estabilidad en
ambos disolventes mucho mayor que la del resto de los clones de su generacién (Figura 4.13).
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Figura 4.13. a) Paisaje del ensayo de screening en presencia de etanol 60% (v/v). La actividad de los clones de la
libreria de mutantes de la cuarta generacién se representa en orden descendente. La linea discontinua indica la
actividad del tipo parental. b) Screening de la libreria de la cuarta generaciéon en acetonitrilo 60% (v/v) y etanol 60%
(v/v). ElI mejor mutante, 2E9 (circulo rojo), con actividad elevada en ambos disolventes, se seleccion6 para los
siguientes re-screenings. Las lineas discontinuas indican la actividad del tipo parental.

2E9 contenia dos mutaciones, ambas en codones consecutivos de la extensién C-
terminal (Tabla 4.5).
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Tabla 4.5. Mutante de la cuarta generacion.

. 1
Lacasas Creacion de diversidad Cambios de nucleétidos Mejora
genética Cambios de aminoacidos EtOH AcN
3D1 R —_— 1 1
parental
ia i vi G1841A(GGC/GAC) | G1843A(GAG/AAG
2E9 ensamblaje in vivo de ( ) ( ) o8 3

genotecas mutagénicas G(c614)D 2 E(c615)K 2

' Mejoras con respecto a la actividad del parental (3D1) tras el screening en etanol 60% (v/v) y en acetonitrilo 60%
(VAv).
2 Mutaciones en el extremo C-terminal que es procesado durante la maduracién de la proteina.

4.1.3.5 Quinta generacion: mutagénesis dirigida y saturada

En la tercera generacion, tras el in vivo shuffling de los parentales, el mejor mutante 3D1
perdi6 la mutacion S280N correspondiente al parental 2B10, por lo que su actividad en etanol
apenas aument6 (ver Tabla 4.4). Por ello se decidié reincorporar esta mutacion en 2E9
mediante mutagénesis dirigida. El experimento result6 exitoso, obteniéndose el mutante R2 con
mejor actividad tanto en etanol como en acetonitrilo 50% (v/v) (Tabla 4.6). En vista de la
importancia de dicha posicién en la actividad/estabilidad en cosolventes, se explor6 en mayor
profundidad mediante mutagénesis saturada sobre la variante 2E9.

Se cred una libreria de aproximadamente 400 clones y se seleccion6 el mutante 1D11
con practicamente la misma actividad que R2. El secuenciado de 1D11 revelé que dicho
mutante incorporaba nuevamente la mutacién S280N. Adicionalmente se secuencié una de las
variantes con actividad 0, para verificar que el protocolo de mutagénesis saturada se habia
llevado a cabo de manera correcta, y que 1D11 no suponia ningun artefacto o contaminacion.
En efecto, el mutante 1C2 incorporaba un residuo voluminoso -prolina- en la posicién 280, lo
cual supuso la pérdida de la actividad catalitica (Figura 4.14, Tabla 4.6).
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Figura 4.14. a) Paisaje del ensayo de screening en presencia de etanol 50% (v/v). La actividad de los clones de la
biblioteca de mutantes de la quinta generacién se representa en orden descendente. Las lineas discontinuas indican la
actividad del tipo parental. b) Screening de la libreria de la quinta generacién en acetonitrilo 50% (v/v) y en etanol 50%
(VIv).

Tabla 4.6. Mutantes de la quinta generacién.

Mejora
Lacasas Creacion de diversidad Cambios de nucleétidos d
genética Cambios de aminoacidos EtOH AcN
2E9 Mutazima _ 1 1
parental
R2 mutz.ag.;e’.nesis G980A (AGC/AAC) 13 18
dirigida S280N
G980A (AGC/AAC
1D11 mutagénesis saturada ( ) 14 1.7
S280N
A979C y G980C (AGC/CCC
1C2 mutagénesis saturada y 8280P( ) 0 0

' Mejoras con respecto a la actividad del parental (2E9) tras el screening en etanol 50% (v/v) y en acetonitrilo 50% (v/v).

4.2. PRODUCCION Y PURIFICACION DE LOS MUTANTES
4.2.1. EXPRESION DE LAS LACASAS EN S. cerevisiae

Las diferentes librerias de lacasas obtenidas a lo largo de todo el proceso de evolucion
artificial se crearon usando el gen completo de la lacasa. El gen incluye el péptido sefal, el
propéptido y la extensién del extremo C-terminal, los cuales son procesados por la maquinaria
celular de S. cerevisiae durante la secrecién de la proteina. Para evitar la seleccién de
mutantes de expresién (es decir, mutaciones que aumentan el nivel de expresién sin influir
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directamente en la propiedad a evolucionar), las mejores variantes de cada generacién se
purificaron y se caracterizaron cinéticamente en presencia y ausencia de cosolventes antes de
usarlas como parentales de la siguiente generacion.

La expresion en S. cerevisiae de las lacasas nativa y mutantes clonadas en el vector
pJRoC30 se desarrollé en condiciones adecuadas de temperatura, aireacién y agitacion (ver
Apartado 3.9.1 de Materiales y Métodos) (Figura 4.15).
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Figura 4.15. Crecimiento celular (®) y actividad lacasa (A) durante la expresion en S. cerevisiae de MtLT2 clonada en
pJRoC30.

4.2.2. PURIFICACION DE LAS LACASAS

Las diferentes variantes fueron purificadas a homogenidad con 4 pasos consecutivos (ver
apartado 3.9.2 de Materiales y Métodos). El extracto crudo (500 mL) se centrifugo, filtré y
concentr6 hasta un volumen final de 30 mL. El concentrado se sometié a una precipitacion
fraccionada con (NH4).SO, al 50% (p/v). Tras el tratamiento, el sobrenadante -con actividad
lacasa (usando ABTS 3 mM como sustrato)- se centrifugd y se cargd en una columna de
interaccién hidrofébica (Figura 4.16). Las fracciones con actividad lacasa se sometieron a dos
pasos consecutivos de purificacion en columnas de intercambio aniénico: primero en una
columna DEAE-Sepharose de intercambio anidonico débil y posteriormente en una columna
MonoQ de intercambio fuerte (Figura 4.17 y Figura 4.18). El rendimiento final fue del ~30% y
se obtuvieron aproximadamente 0.6-1.0 mg totales de lacasa pura. Todos los pasos de
purificacion se llevaron a cabo a temperatura ambiente, dada la alta estabilidad de MtLT2 y sus
variantes. La Tabla 4.7 resume el protocolo de purificacion empleado en esta Tesis.
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Tabla 4.7. Purificacion de MtLT2

Actividad
Volumen Proteina total Actividad especifica Rendimiento Factor de
Paso de purificacion (mL) (mg) total (U) (U/mg) (%) Purificacion

Extracto crudo 455 39.53 134.6 3.40 100 1
Concentracion 28 34.64 133.4 3.85 99.1 1.1
50% (NH,),SO, 31 9.06 118.9 13.1 88.4 3.9
HIC Phenyl Sepharose 9.2 1.85 52.2 28.2 38.8 8.3
DEAE Sepharose CL-6B 1.9 0.95 475 50.0 353 14.7
MonoQ 5/5 HR 14 0.62 40.0 64.7 29.7 19.0
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Figura 4.16. Cromatografia de interaccién hidrofébica (Phenyl Sepharose). Se muestran los perfiles correspondientes a

la actividad lacasa con ABTS (AAbs/min a 418 nm) (——); proteina (Abs a 280 nm) (

) y gradiente de (NH4)>SO4
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Figura 4.17. Cromatografia de intercambio aniénico débil (DEAE-Sepharose). Se muestran los perfiles
correspondientes a la actividad lacasa con ABTS (AAbs/min a 418 nm) (—— ); proteina (Abs a 280 nm) ( )y
gradiente de NaCl (%) (===*==).
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Figura 4.18. Cromatografia de intercambio aniénico fuerte (MonoQ). Se muestran los perfiles correspondientes a la
actividad lacasa con ABTS (AAbs/min a 418 nm) ( ); proteina (Abs a 280 nm) (—— ); gradiente de NaCl (%)
(rreees).
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La electroforesis en condiciones desnaturalizantes (en presencia de SDS) mostrd una
banda mayoritaria de la lacasa pura en torno a ~130 kDa (Figura 4.19). La lacasa migra como
una banda difusa debido a la elevada glicosilacion.
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Figura 4.19. Electroforesis SDS-PAGE de los distintos pasos de purificacién. Gel de poliacrilamida al 8% (p/v), tefido
con plata. Linea 1: marcador de masa molecular de proteinas. Linea 2: extracto crudo. Linea 3: extracto crudo filtrado y
concentrado. Linea 4: precipitaciéon fraccionada con 50% (p/v) de (NH4)>SO,. Linea 5: interaccién hidrofébica (Phenyl
Sepharose). Linea 6: intercambio anionico débil (DEAE-Sepharose). Linea 7: Intercambio aniénico fuerte (MonoQ).

4.3. CARACTERIZACION DE LAS LACASAS PURIFICADAS

Una vez purificadas la lacasa parental MILT2 y los mejores mutantes del proceso de
evolucién molecular dirigida, se procedié a evaluar su comportamiento en presencia de
cosolventes organicos. Asimismo, se llevé a cabo la caracterizacién bioquimica y espectro-
electroquimica de las diferentes variantes.

4.3.1. ESTUDIO DE LOS MUTANTES EN COSOLVENTES
4.3.1.1 Estudio comparativo de los mutantes

La tolerancia a cosolventes organicos de todos los mutantes purificados coincidio
(excepto para 5B9) con un aumento de su actividad en medio acuoso (Tabla 4.8). Durante el
proceso evolutivo también se tuvo en cuenta la estabilidad como factor discriminante,
seleccionando s6lo aquellos mutantes con mas del 80% de la actividad residual tras 24 h de
incubacion en acetonitrilo y en etanol (bajo las concentraciones estipuladas en el screening de
cada ciclo). Entre las lacasas mas estables, cabe destacar 7H9, que mantuvo el 100% de su
actividad en acetonitrilo 10% (v/v) (Figura 4.20, Tabla 4.8).

El mutante final de la evolucion dirigida, R2, mostr6 una tolerancia significativa a
cosolventes con una mejora en la actividad de 19.2 veces en presencia de etanol 50% (v/v) y
33.4 veces en acetonitrilo 30% (v/v) con respecto al parental MtLT2. De hecho, R2 mantuvo el
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33% de su actividad inicial en solucién acuosa cuando se expuso a acetonitrilo 30% (v/v) y el
20% de su actividad inicial en etanol 50% (v/v). De este manera, R2 exhibié casi la misma
actividad en etanol 40% (v/v) y en acetonitrilo 30% (v/v) (1737 U/umol lacasay 1876 U/umol
lacasa, respectivamente) que el tipo parental MtLT2 en medio acuoso (1703 U/umol lacasa).
Bajo las mismas condiciones, MtLT2 retuvo menos del 10% de su actividad (109 U/umol lacasa
en etanol 40% (v/v) y 149 U/umol lacasa en acetonitrilo 30% (v/v)).
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Figura 4.20. Perfiles de actividad relativa de la lacasa tipo parental y los mutantes evolucionados en diferentes
concentraciones de etanol (a) y en acetonitrilo (b). Las actividades se midieron con ABTS 3 mM en tamp6n acetato 100
mM pH 4.5 conteniendo las correspondientes concentraciones de cosolventes. Los perfiles de tolerancia a cosolventes
orgéanicos de los extractos crudos y de las lacasas purificadas fueron equivalentes, lo que indica que no se seleccion6
ningun mutante de expresion.
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Tabla 4.8. Actividad y estabilidad de la lacasa tipo parental MtLT2 y los diferentes mutantes en medio acuoso y en presencia de disolventes organicos
(etanol o acetonitrilo).

Actividad Actividad % Actividad Estabilidad Actividad en % Actividad Estabilidad
Lacasa
(generacion) en medio Mejora 2 en etanol Mejora 2 relativa etanol en etanol acetonitrilo Mejora 2 relativa acetonitrilo en acetonitrilo
g acuoso 1 50% (v/v) 1 50% (v/v) 3 50% (v/v) 4 30% (v/v) 1 30% (v/v) 3 30% (v/v) 4
MtLT2 1703 + 11 1.0 58 + 1 1.0 34 80 149+3 1.0 8.8 86
(parental)
6C9 (1?8) 3579+ 14 2.1 198 +5 3.4 5.5 84 449 + 11 3.0 12.6 86
5B9 (22) 2048 +5 1.2 93 +1 1.6 45 125 31419 2.1 15.3 155
7H9 (2?) 4767 + 32 2.8 222+6 3.8 4.7 110 974 +13 6.5 20.4 138
2B10 (22) 5841 +9 3.4 435+ 8 7.5 7.4 93 600 + 12 4.0 10.3 96
3D1 (39) 4085 + 15 24 524 +3 9.1 12.8 95 780 £ 23 5.4 19.6 92
2E9 (47) 51117 3.0 798 + 30 13.8 15.6 97 1486 + 11 10.0 29.1 98
R2 (59 5619 +18 3.3 1106 £ 5 19.2 19.7 99 1876 £ 6 12.6 33.4 100

1 Actividad (Unidades / pmol lacasa) medida con ABTS 3 mM.

2 Mejora con respecto al parental MtLT2.

3 El porcentaje de actividad relativa se calculd en base a la relacién entre la actividad inicial en presencia y en ausencia de disolventes organicos.

4 Porcentaje de actividad residual (medida con ABTS 3 mM) después de 24 h de incubacién en disolventes organicos.
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4.3.1.2 Tolerancia del mutante final R2 a diferentes cosolventes y comparacion de su
comportamiento con otras lacasas fungicas.

El mutante R2 se estudié en presencia de varios cosolventes de relevancia tecnologica y
diferente polaridad (log P entre -0.23 y -1.3, donde P es el coeficiente de particion de un
solvente en el sistema bifasico agua/n-octanol) (Figura 4.21), con el objeto de evaluar si la
tolerancia mostrada hacia acetonitrilo y etanol podia extenderse a otros disolventes. En efecto,
el mutante R2 mostr6 una elevada “promiscuidad” frente a otros cosolventes, siendo altamente
estable a elevadas concentraciones de dimetilformamida, dimetilsulféxido, dimetilacetamida,
acetona y metanol. De esta forma, R2 mantuvo entre el 85 y 100% de su actividad después de
24 h de incubacion en estos disolventes organicos con concentraciones del 50% (v/v). Esta
elevada resistencia a diferentes cosolventes se puede atribuir a la presion selectiva establecida
durante el protocolo de evolucion, en el que se combinaron e incrementaron las
concentraciones de acetonitrilo y de etanol, generacién tras generacion.
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Figura 4.21. Estabilidad de la variante R2 en presencia de concentraciones crecientes de diferentes disolventes
orgéanicos. Los experimentos se desarrollaron en viales de vidrio sellados que contenian la lacasa R2 en mezclas co-
solvente/tampén fosfato 100 mM pH 6.0. Después de 24 h de incubacion a temperatura ambiente, se tomaron alicuotas
y se evalud la actividad con ABTS 3 mM en tampdn acetato 20 mM pH 4.5. Las actividades residuales se expresaron
como porcentajes de la actividad inicial en la correspondiente concentracién de disolvente organico.

El mutante R2 también se compard con varias lacasas purificadas de hongos de
podredumbre blanca -con potenciales redox oscilando entre +475 y +790 mV-, que
comunmente se emplean en presencia de disolventes organicos (Figura 4.22). R2 mostré
mayor actividad residual y estabilidad en cosolventes que cualquiera de las lacasas evaluadas.
Por ejemplo, en etanol 30% (v/v) mientras la coleccion de lacasas mantuvo en torno al 10% de
su actividad en solucion acuosa, R2 conservé mas del 60%.
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Figura 4.22. a y b) Actividad inicial de la variante R2 y de las diferentes lacasas fungicas en presencia de
concentraciones crecientes de etanol y de acetonitrilo. ThL, lacasa de Trametes hirsuta; MiL, lacasa de Myceliophthora
thermophila expresada en Aspergillus oryzae; TvL, lacasa de Trametes versicolor; PcL, lacasa de Pycnoporus
cinnabarinus; CgL, lacasa de Coriolopsis gallica; PoL, lacasa de Pleurotus ostreatus. ¢ y d) Actividades residuales
después de la incubaciéon durante 24 h de R2 y de las diferentes lacasas fungicas en presencia de concentraciones
crecientes de acetonitrilo y dimetilformamida. Cada punto representa el promedio de tres medidas independientes.

4.3.2. CARACTERIZACION BIOQUIMICA
4.3.2.1 Evaluacion de la glicosilaciéon

Como se indicd en el apartado 4.2.2, la masa molecular de los mutantes expresados en
S. cerevisiae fue aproximadamente de 130 kDa. La N-desglicosilacion de las variantes
purificadas redujo la masa molecular hasta ~65 kDa (Figura 4.23), la misma masa molecular
descrita para la enzima silvestre de Myceliophthora thermophila expresada en Aspergillus
oryzae desglicosilada (Berka y cols., 1997). De estos datos se deduce que MiLT2 se encuentra
hiperglicosilada: aproximadamente el 50% de la masa molecular total son carbohidratos
covalentemente unidos a residuos Asn de la cadena polipeptidica debido a las modificaciones
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postraduccionales en el organismo hospedador. La incorporacién y eliminacion de residuos de
Asn durante la evolucion (S280N, en la 22 y 52 generacién; y N552H en la 22 y 32 generacion)
no alterd el tamano total de la proteina indicando que estos sitios no estaban involucrados en la
unién de glicanos. De hecho, adicionalmente se estimé (con la herramienta de prediccion de
sitios de N-glicosilacion del servidor Expasy, www.expasy.org), que las secuencias
aminoacidicas alrededor de las posiciones 280 y 552 no corresponden a sitios de N-
glicosilacién. También, empleando el mismo servidor, se estim6 en 61183 Da la masa
molecular teérica de la proteina madura de MiLT2, un 6% menos de lo observado
experimentalmente en la lacasa N-desglicosilada. Esta diferencia en la masa molecular puede
ser debida a las O-glicosilaciones durante el procesamiento de la enzima en el aparato de
Golgi.

Se ha sugerido que la hiperglicosilacion puede aumentar la estabilidad de la enzima y
protegerla de la degradacion proteolitica (Bulter y cols., 2003). En nuestro caso, el elevado
porcentaje de carbohidratos indica que el periodo de residencia de la lacasa en el aparato de
Golgi debe ser largo. Por ello, suponemos que el trdnsito desde el Golgi hacia la membrana
citoplasmatica y la posterior exocitosis de MiLT2 o sus variantes son procesos complejos que
limitan la expresion de estas lacasas en S. cerevisiae.

1 2 3 4 5 6

kDa | kDa

220 II
170 ’
i
116
-
7 E
— “ 66
. ‘f
4 —

45

[}
- .

Figura 4.23. Electroforesis SDS-PAGE. Gel de poliacrilamida al 8% (p/v), tefido con azul Coomasie. Las lacasas
MtLT2 y R2 purificadas se desglicosilaron con la N-glicosidasa PNGasaF. Linea 1: marcadores de masa molecular.
Linea 2: lacasa MtLT2 glicosilada. Linea 3: lacasa MtLT2 desglicosilada. Linea 4: lacasa R2 glicosilada. Linea 5: lacasa
R2 desglicosilada. Linea 6: marcadores de masa molecular.
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4.3.2.2 Perfiles de termoestabilidad y pH 6ptimo.

La termoestabilidad en medio acuoso de las diferentes variantes a lo largo de la
evolucion dirigida no varié significativamente, por lo que el mutante final R2 mostr6 unos
perfiles de termoestabilidad equivalentes a los del tipo parental MiLT2 (Figura 4.24).
Generalmente, las mutaciones que confieren estabilidad frente a la temperatura pueden
también ejercer un efecto beneficioso frente a otros factores desnaturalizantes (como la
presencia de disolventes organicos) y viceversa. En nuestro caso, sin embargo, las mutaciones
introducidas durante la evolucién artificial no mejoraron la termoestabilidad.
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Figura 4.24. Termoestabilidad del tipo parental MtLT2 (a) y de R2 (b). Las actividades se midieron a diferentes tiempos
con ABTS 3 mM en tamp6n Britton y Robinson 100 mM pH 4.5. Las actividades se normalizaron con la actividad inicial
a temperatura ambiente antes de la incubacion. Cada punto representa el valor medio de tres experimentos
independientes.

Un efecto lateral del proceso de evolucién in vitro fue que el perfil de pH para la oxidacién
de ABTS se vio alterado (Figura 4.25). El pH 6ptimo del tipo parental MtLT2 cambié de 4.0 a
5.0 en la primera generacion y se mantuvo en 5.0 durante las siguientes generaciones. Es
importante destacar que se detectd un pequefioc aumento en la actividad a pH neutro (3D1
retiene cerca del 70% y 30% de su actividad méaxima a pH 6.0 y 7.0 respectivamente). El pH
optimo descrito para las lacasas se encuentra generalmente en el intervalo 3.0-5.0 (Shleev y
cols., 2004). Este desplazamiento en el pH éptimo de nuestros mutantes, constituye un
interesante punto de partida para disenar por evolucién dirigida lacasas activas a pHs alcalinos
ya que muchas de sus aplicaciones se llevan a cabo bajo dichas condiciones (por ejemplo, en
determinadas etapas del tratamiento de materiales lignocelulésicos, en biosensores, en biopilas
de combustible, en la preparacion de tintes de peluqueria, etc.).
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Figura 4.25. Perfiles de la actividad a diferentes pHs del tipo parental MtLT2 y las variantes 6C9, 3D1 y R2. La
actividad se midié con ABTS 3 mM en tampén Britton y Robinson 100 mM. La actividad lacasa se representa
normalizada con respecto a su valor 6ptimo de actividad. Cada punto representa la media de tres experimentos
independientes.

4.3.3. CARACTERIZACION ESPECTRO-ELECTROQUIMICA

Los diferentes mutantes obtenidos por evolucién dirigida se caracterizaron espectro-
electroquimicamente para evaluar si las mutaciones introducidas ejercieron algun efecto sobre
los atomos de Cu cataliticos. En primer lugar se determinaron los potenciales medios (E°) del
sitio T1 y del agrupamiento trinuclear T2/T3, tal y como se describe en el apartado 3.14 de
Materiales y Métodos. Los pardmetros cinéticos se determinaron a 25 °C variando la
concentracién de ABTS en medio acuoso. Todas las variantes presentaron cinéticas de
Michaelis-Menten (Tabla 4.9).

4.3.3.1 Determinacion de los potenciales redox en los sitios T1y T2/T3

Sorprendentemente, el E° del sitio T1 para MiLT2 (+690 mV), fue muy superior a los
valores descritos en la literatura para la lacasa de Myceliophthora thermophila expresada en A.
oryzae (+465 mV) (Xu y cols., 1997) (Figura 4.26). Por ello, de manera paralela se decidi6
medir con nuestras condiciones experimentales la determinacion del E° del sitio T1 con la
lacasa de M. thermophila expresada en A. oryzae, obteniéndose +690 mV que coincide con el
valor obtenido para MiLT2. En este sentido, es importante resefiar que la estimacién del
potencial redox en esta Tesis Doctoral fue llevada a cabo mediante el empleo de una celda
micro-espectroelectroquimica con un electrodo capilar de oro. La lacasa se deposita en la celda
y mediante un potenciostato se transmiten los diferentes potenciales de manera precisa y de
forma mediada estudiando los diferentes estados de oxido-reduccién en el sitio T1. Los
trabajos anteriores en los que se describe los potenciales redox de la lacasa de M. thermophila
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hacen uso de estrategias de valoraciones redox con mezclas de mediadores parcialmente
reducidos a diferentes concentraciones (Xu y cols., 1997), siendo por tanto métodos indirectos
y menos precisos -son estimaciones bioquimicas y en nuestro caso son medidas
electroquimicas (Shleev y cols., 2005a)-.

Tabla 4.9. Caracterizacion electroquimica y constantes cataliticas (con ABTS en medio acuoso) del tipo parental
MtLT2 y los mutantes del proceso evolutivo. Cada uno de los valores procede de cinco experimentos independientes y
en ninguno de los casos la desviacién estandar super6 el 10%.

Constantes cataliticas con

B ABTS
Lacasa E° cluster T2/T3 (mV, pH 7.0); E°sitio T1
AmV/pH (mV, pH7.0)* Keat K Keatl Kin
(s (uM) (s'"M™)
MILT2 tipo 400; 690 28.3 120 0.23x10°
parental 50
6C9
n.d.? nd.? 60.0 109 0.55 x 10°

(126)
2B10 3 6
22 G) n.d. 700 97.5 105  0.92x10
7H9 390; ]

K 700 80.0 35 2.28 x 10
(22 G) 57 X
3D1 s 6
30) n.d. 680 68.0 55 1.23x 10
2E9 380; ]

2 630 85.0 24 3.55x 10
(42 G) 60
R2 390; .

‘ 700 93.5 16 5.85x 10
(52 G) 57 X

! Valores extraidos de los experimentos de Voltamperometria ciclica.
2 Valores extraidos de los experimentos de valoracion redox.
% n.d.: no determinado.

Respecto a los diferentes mutantes, aunque los E° de ambos sitios se vieron alterados en
el transcurso de la evolucién molecular, finalmente el Ultimo mutante R2 mostré unos E°
similares a los del tipo parental MtLT2, -aproximadamente +700 mV en el sitio T1 y +400 mV en
el agrupamiento trinuclear T2/T3. Como se puede apreciar en la Tabla 4.9, no existe una
relacion directa entre el aumento en la eficiencia catalitica y las variaciones en los E®°.

Se realizaron las voltamperometrias ciclicas tanto de electrodos desnudos como
impregnados con lacasas en soluciones saturadas de aire a pH 4.0 y 7.0. Tal y como puede
observarse en el voltamograma ciclico (VC) (Figura 4.26) la corriente electrocatalitica en los
electrodos modificados con lacasas comenzé en un potencial aproximado de +700 mV vs.
electrodo normal de hidrogeno (ENH), muy cercano al del potencial redox del sitio T1,
confirmando asi el mecanismo recientemente propuesto de la funcién lacasa adsorbida en
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electrodos de carbén (Shleev y cols., 2005b y 2005c). Mas aun, el pronunciado proceso
Faradaico detectado en los VCs podria atribuirse a la transformacién redox de la porciéon de
lacasa conectada a la superficie del electrodo a través del agrupamiento trinuclear T2/T3
(Shleev y cols., 2005a). Las transformaciones redox del cluster T2/T3 fueron casi reversibles (la
diferencia entre los picos anddicos y catédicos no excedié de 20 mV) y altamente dependientes
de pH (50-60 mV/pH).

b
) )
0.28
251
< g 0.24
=2 o
o © o
o ] Em = 400 mV ©
5 Em = 550 mV S
c
o & 016
Ke)
o
251 S
3
< 0.124
-5 T T T T 1 0.08
0 200 400 600 800 1000 400 500 600 700 800 900
Potencial (mV vs. ENH) Potencial aplicado (mV vs. ENH)
c) 157 Em =690 mV

b=165 mV

0.8 4

0.7

Iog[A/(AO-A)]

06 4
500 550 600 650 700 750 800 850 900
05 A Potencial aplicado mV vs. ENH)

0.4 4

Absorbancia

0.3 4

0.2

0.1 4

0

450 500 550 600 650 700 750 800

Longitud de onda (nm)

Figura 4.26. Caracterizacion electroquimica. Em se refiere al potencial redox medio. a) Voltamograma ciclico de la
lacasa tipo parental MtLT2 adsorbida en SPGE (velocidad de barrido: 10 mV/s; potencial de inicio: 1000 mV; segundo
barrido). Tampén citrato-fosfato 100 mM pH 4.0 (1) y pH 7.0 (2). b) Valoracion redox mediada del mutante R2 en
tampodn fosfato 25 mM, pH 7.0 (38 uM de lacasa; aproximadamente 300 uM de cada uno de los mediadores; potencial
de inicio +900 mV). Valoracion reductiva (curva 1) y valoracién oxidativa (curva 2). Inserto: parametros promedio
calculados a partir de ambas valoraciones, reductiva y oxidativa. b: pendiente de la curva. ¢) Espectro de las
valoraciones del mutante R2, correspondientes a (1) la lacasa oxidada (+900 mV); (2) lacasa parcialmente reducida
(+700 mV); (3) lacasa totalmente reducida (+450 mV); (4) lacasa parcialmente reoxidada y (5) lacasa reoxidada
mediante aplicacion del potencial inicial (+900 mV). Inserto: tipica curva de Nernst de la dependencia del potencial
aplicado (E) vs. absorbancia a 610 nm y los parametros promedio calculados a partir de las valoraciones. Para las
caracterizaciones a, b y ¢ también se realizaron valoraciones redox de la lacasa T. hirsuta como control.
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4.3.3.2 Estudio de la geometria y entorno quimico de los cobres T1y T2

Para evaluar el efecto de las mutaciones en la estructura geométrica y electronica de los
sitios de cobre, se llevdo a cabo la caracterizacion mediante resonancia paramagnética
electrénica (EPR) de las variantes purificadas (Figura 4.27). La comparacion de los parametros
gy y Ay del componente paralelo (extraido mediante simulacion por ordenador de los
correspondientes picos hiperfinos) de la sefal del Cu T1 revel6 que Unicamente las mutaciones
introducidas en la 22, 42 y 5% generacién (variantes 7H9, 2E9 y R2, respectivamente)
promovieron cambios pequefos pero apreciables en el entorno quimico de este sitio (Tabla
4.10).

Desafortunadamente, respecto al sitio T2, los espectros sélo permitieron resolver los
rasgos mas externos de la componente paralela hiperfina de la sefial correspondiente, lo que
impidi6 sacar conclusiones definitivas de las modificaciones eventuales que pudieran haberse
producido por las mutaciones en este sitio.

Tabla 4.10. Caracterizacion de EPR de la lacasa parental MtLT2 y
las diferentes variantes del proceso de evoluciéon molecular dirigida.

Lacasa 9y Aj(cm™)
MtLT2 (tipo parental 2.212 8.0x 107
7H9 (22 generacion) 2.204 79x10°
2E9 (42 generacion) 2.210 7.4x10°
R2 (52 generacion) 2.205 8.5x10°

Con la finalidad de aportar informacion sobre posibles cambios eventuales en el
agrupamiento trinuclear T2/T3, adicionalmente se registraron los espectros de absorbancia de
las lacasas tipo parental MtLT2 y mutante R2. Como se muestra en la Figura 4.27, se
obtuvieron espectros tipicos de lacasa con sefales para el sitio T1 (un pico alrededor de 600-
610 nm) y T3 (un hombro alrededor de 330 nm). Sin embargo, se observaron diferencias
significativas en la forma de los espectros y la intensidad de absorbancia en la regiéon de 300-
500 nm, indicando posibles cambios en la estructura del sitio T1 y en el agrupamiento T2/T3.
La relacién Aszp/Ag1o del tipo MILT2 fue mucho menor que en R2: 1.9 y 3.2, respectivamente, a
pesar de que ambos poseen una banda de absorbancia azul de similar intensidad.
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Figura 4.27. a) Espectro EPR a 77 K de las lacasas indicadas. b) Espectro de absorbancia de las lacasas tipo parental
MtLT2 (linea discontinua) y del mutante R2 (linea continua).

4.4. TEST DE OXIDACION DEL ANTRACENO

Las lacasas resistentes a elevadas concentraciones de disolventes organicos pueden
constituir una interesante alternativa para la biorremediacion de PAHs. Por este motivo, se
consideré oportuno hacer un experimento para comprobar si los mutantes obtenidos por
evolucién dirigida eran capaces de oxidar eficientemente PAHs en presencia de cosolventes
organicos. Se escogié como sustrato el antraceno por tratarse de un compuesto modelo que
muestra una orientacion de anillos aromédticos fusionados similar a la de los PAHs
carcinogénicos mas complejos. Se utilizé el sistema lacasa-mediador (Figura 4.28) constituido
por el mutante 2B10 (22 generacion) y el mediador artificial ABTS, en presencia de 20% (v/v) de
acetonitrilo para favorecer la solubilidad del PAH (Zumarraga y cols., 2007d).

(0]
O2 4+ > | |
lacasa +
mediador
(0]
antraceno 9,10-antraquinona

Figura 4.28. Reaccion de oxidacion del antraceno en presencia de lacasa y mediador.
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La biotransformacion del antraceno se analizé6 mediante HPLC observando una completa
oxidacién tras 24 h de reaccion (Figura 4.29).
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Figura 4.29. Cromatogramas a diferentes tiempos de incubacion de la reaccion de oxidacion del antraceno por la
lacasa 2B10 en presencia de ABTS y 20% de acetonitrilo (v/v). Inserto: porcentaje de oxidaciéon del antraceno por el
sistema lacasa-mediador.

4.5. ESTUDIOS “SEMI-RACIONALES”

Consideraciones generales

La puesta a punto del método de crecimiento de S. cerevisiae en microplacas junto con la
expresion funcional de MtLT2 fue aprovechada no sélo para evolucionar MiLT2 en cosolventes
sino para llevar a cabo estudios semi-racionales. De esta manera, se considerd apropiado
evaluar en MtLT2 diferentes residuos implicados a priori en el potencial redox de la enzima y en
su actividad catalitica. Dichos experimentos se llevaron a cabo mediante mutagénesis saturada
combinatorial, donde cada posicion pudo ser sustituida por los 20 aminoécidos naturales para a
continuacion acoplar las genotecas a un método de HTP-screening y seleccionar aquellos
clones con mayor actividad de oxidacién del ABTS.
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4.5.1. CONSTRUCCION DE GENOTECAS MEDIANTE IVOE

Para llevar a cabo la mutagénesis saturada combinatorial, se disefidé una nueva
estrategia que hemos denominado IVOE (In Vivo Overlap Extension) (Alcalde y cols., 2006).
IVOE se basa en el empleo de la elevada frecuencia de recombinacion homoéloga de la
magquinaria celular eucaridtica. De una manera precisa y no mutagénica, la levadura
reensambla fragmentos de DNA (producidos in vitro y mutagenizados en los correspondientes
codones) fusionando el gen reparado con el plasmido linearizado, y evitando asi un paso
intermedio de ligacién in vitro (Figura 4.30).

NNG/C NNG/C

B Ser510 Leu513
5\ 3 PCR 1 S b 3
, ; 3
3 (ko 5 PCR 2 \ 5

G/CNN G/CNN
Ser510 Leu513

Producto PCR 1
M
Producto PCR 2

Vector circular

de replicacién S

autébnoma

vector linearizado

Recombinacién in vivo en S. cerevisae

Figura 4.30. Estrategia de IVOE para la mutagénesis saturada combinatorial en dos codones. Para la primera reaccién
de PCR (PCR 1), se disefi6 una extension en el extremo N-terminal con 40 pb de homologia con el extremo BamHlI del
vector linearizado. Para la segunda reacciéon de PCR (PCR 2), se disefi6 una extension en el extremo C-terminal con
66 pb de homologia con el extremo Xhol del vector linearizado. La mutagénesis saturada combinatorial sobre las
posiciones Ser510 y Leu513 se llevé a cabo usando oligonucleétidos cebadores degenerados (NNG/C para cada
triplete diana) con 15 pb y 13 pb a ambos lados de los sitios de mutacién.

En términos generales, en primer lugar se realizan dos reacciones de mutagénesis
saturada mediante PCR, usando oligonucleétidos cebadores (degenerados en los codones a
mutagenizar) y que comparten secuencias homologas en los extremos 3" y 5” respectivamente.
Los productos de estas reacciones de PCR se emplean directamente para transformar células
de S. cerevisiae. De esta manera, la maquinaria celular de la levadura recombina estos
fragmentos a través de sus areas de homologia dando lugar al gen completo. Ademas, la
recombinacion no solo reensambla los dos fragmentos en un gen reparado, sino que también
“baraja” los codones mutagenizados. Asimismo, los genes completos contienen grandes
extensiones (en torno a 50 pb) que recombinan con los extremos del vector linearizado -
introducido durante la transformacién- formando un pldsmido de replicacion auténoma. En
cualquier caso, es dificil averiguar qué suceso ocurre en primer lugar: el reensamblaje de los
fragmentos de PCR entre si 0 su unién al plasmido linearizado, de hecho, parece factible que
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ambos eventos transcurran simultaneamente. Con este protocolo, se consiguen unas eficientes
transformaciones (similares a las que se pueden producir con un vector circular), por lo que se
puede acoplar facilmente a un protocolo de HTP-screening.

4.5.2. TAMANO DE LA LIBRERIA Y DISENO DEL AREA DE RECOMBINACION

El tamarfo de la libreria de mutagénesis saturada combinatorial depende estrictamente
del codigo genético, del tipo de codén mutagénico y del nimero de residuos elegidos para la
mutagénesis (Arnold y Georgiou, 2003). La mutagénesis saturada de los aminodcidos de
interés se consigue mediante el uso de oligonucledtidos cebadores degenerados en los
correspondientes codones en estudio (representados por NNN, donde N es cualquiera de las
cuatro bases nucleotidicas, A, C, T y G). De este modo, si se somete un Unico codon a este
protocolo, se generarian 64 variantes a nivel de DNA, mientras que si se hace sobre dos o tres
codones simultdneamente, se producirian 4096 y 262144 variantes, respectivamente.
Evidentemente, el numero de variantes incrementa rapidamente cuantos més codones sean
randomizados, excediendo la capacidad efectiva del screening (en nuestro caso por debajo de
10000 clones por generacion).

Por ello, se decidié aplicar restricciones controladas para reducir el numero de variantes
a explorar, manteniendo la calidad de la genoteca. Para ello se prepard una estrategia basada
en una randomizacion NNG/C en lugar de la NNN. De esta forma, el nimero posible de
codones se reduce a 32, la complejidad de la secuencia disminuye y los aminoacidos mas
comunes (Leu, Arg, Ser) son codificados por sélo tres codones en lugar de seis (Tabla 4.11).
Ademas, el tamario de la libreria se reduce a la mitad y el nimero de codones de terminacién a
uno. En resumen, la utilizacion de oligonucleétidos degenerados NNG/C, disminuye
considerablemente el nimero de variantes a explorar, mientras que todos los aminoacidos
posibles siguen siendo accesibles (Sun, 2003; Georgescu y cols., 2003).

Tabla 4.11. Analisis estadistico de las librerias generadas mediante la randomizacion NNG/C.

Numero de codones Numero de variantes Numero de variantes
randomizados generados a nivel de DNA generados a nivel de proteina
1 32 20
2 1024 400
3 32768 8000
4 1048576 160000
5 33554432 3200000
6 1073741824 64000000
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4.5.3. MUTAGENESIS SATURADA COMBINATORIAL SOBRE LOS RESIDUOS 510 Y 513

La validacion del método IVOE se llevé a cabo empleando el gen de MtLT2 como tipo
parental y sometiendo a mutagénesis saturada combinatorial dos posiciones implicadas en el
potencial redox del sitio T1 (E°r) de la lacasa: la Ser510 y la Leu513. El residuo Ser510 es
parte del tripéptido 500VSGsy1 -altamente conservado en las lacasas de bajo potencial redox-,
localizado en las proximidades del sitio de unién del sustrato reductor. La Leu 513 es el ligando
axial no-coordinante del Cu T1 aparentemente esencial para el E°r4 (ver apartado 1.3.5 de la
Introduccién) (Xu y cols., 1998 y 1999; Palmer y cols., 2003). Ambos residuos se sometieron a
mutagénesis saturada combinatorial empleando oligonucleétidos degenerados con codones
NNG/C. Las posiciones 510 y 513 se encuentran separadas en el gen de MtLT2 por sélo 6 pb,
lo cual permitié incluir los dos codones a mutagenizar en el mismo oligonucleétido degenerado.
Los oligonucleétidos degenerados (3CPO directo e inverso) se disefiaron de manera que los
codones NNG/C se localizaran en el centro del oligonucleétido, para que durante el
anillamiento de la PCR estuvieran flanqueados por 15 y 13 pb (Figura 4.30). Los dos
fragmentos de PCR sintetizados tenian una homologia de 40 pb, proveniente del tamafo de los
propios oligonucleétidos degenerados utilizados en su amplificacion, lo cual facilité su
recombinacion in vivo. Empleando secuencias homologas mayores de 50 pb la eficiencia de
clonacion no vari6 significativamente. Las extensiones para la recombinaciéon con el vector
linearizado fueron de 40 y 66 pb. Con extensiones homologas inferiores a 20 pb la eficiencia de
transformacion disminuyé significativamente. Es importante sefalar que durante la preparacion
del experimento, las extensiones y las regiones con homologia de secuencia fueron disefiadas
con el fin de que recombinasen especificamente sin alterar el marco de lectura, lo cual
garantiz6 la calidad de la genoteca. Las caracteristicas de los oligonucleétidos degenerados
utilizados en los diferentes experimentos de mutagénesis saturada combinatorial se detallan en
la Tabla 4.12 (sus secuencias se encuentran en el apartado 3.8.4 de Materiales y Métodos).

Tabla 4.12. Caracteristicas de los oligonucleétidos degenerados utilizados en los diferentes experimentos de
mutagénesis saturada combinatorial.

Homologia entre Distancia entre los Distancia desde el Tamafho de las
Oligonucleétidos ambos codones codon degenerado extensiones homodlogas
degenerados oligonucleétidos randomizados hasta los extremos del con el plasmido
(pb) (pb) oligonucleétido (pb) linearizado (pb)
3CPO directo y
3CPO inverso 40 6 15y 13 40y 66
TRIF directo y 1
TRIR inverso 50 0 22y 20 40y 66
BOBDIR directo y 1
BOBREYV inverso o4 0 26y 22 40y 66
PLUGDIR direct
rectoy 54 0' 20y 22 40y 66

PLUGREYV inverso

! Codones consecutivos
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Bajo estas premisas, se construyd una libreria de 1740 clones que fueron explorados
para su actividad sobre ABTS. Unicamente el 3% de los clones mostraron mejoras respecto al
tipo parental MiLT2 y el 93.1% tuvo menos del 10% de la actividad de MtLT2 (Figura 4.31).

Tras dos re-screenings consecutivos so6lo un mutante (7E1) presentd mejoras
significativas (1.7 veces mayor actividad que MiLT2). La secuencia de 7E1 revel6 mutaciones
en los dos codones sometidos a estudio: la posicién 513 sufrié una mutacién silenciosa, y en la
510 se produjo una mutacion beneficiosa -por ello Unica responsable del aumento de la
actividad catalitica- (Tabla 4.13).

Actividad relativa

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
clones

Figura 4.31. Paisaje del experimento de mutagénesis saturada combinatorial sobre las posiciones Ser510 y Leu513. La
actividad de los clones de la libreria de mutantes se representa en orden descendente. La linea continua horizontal
indica la actividad del tipo parental. Las lineas discontinuas representan el coeficiente de varianza del ensayo (inferior
al 10%).

Tabla 4.13. Mutante seleccionado en la libreria de mutagénesis saturada combinatorial/I[VOE
sobre las posiciones 510 y 513.

Cambios de nucleétidos

. 1
Lacasas Cambios de aminoacidos Mejora
MtLT2 1
parental
E (TCG/GGG) (CTG/TTG)
7E1 S510G L513L 2 1.7

' Mejoras con respecto a la actividad del parental (MtLT2) tras el screening con ABTS 3 mM
en tampén acetato 100 mM pH 4.5.
2 Mutacién silenciosa.
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Curiosamente, la mutacion (¢ S510Geeg NO se puede conseguir mediante la
sustitucién de un Unico nucleodtido. El hecho de que ocurran dos cambios de nucleétidos
consecutivos mediante las técnicas convencionales de PCR mutagénica es altamente
improbable, lo cual indica que dicho cambio no podria haber sido descubierto mediante
evolucién dirigida convencional (Tabla 4.14).

Tabla 4.14. Comparacion entre la mutaciéon conseguida mediante IVOE en la
posicion 510 y los posibles cambios dependientes de una Unica base nucleotidica.

Mutacion beneficiosa Aminoacidos accesibles mediante
de la variante 7E1’ la sustitucion de una tnica base
S510G L(TTGz72); P(CCGss); T(ACGso);
(TCGig.s/ GGG 0) A(GCGs2); W(TGGi0.4)

' Los ntmeros del subindice indican el uso de los correspondientes codones en S. cerevisiae (frecuencia de
uso/1000).

4.5.4. MUTAGENESIS SATURADA COMBINATORIAL SOBRE EL TRIPEPTIDO
CONSERVADO 50,VSGs11 Y SU RELACION CON LA TAPA C-TERMINAL 55sDSGLsse

El incremento de actividad observado en 7E1 debido a la mutacion (t¢cgS510Ggag) indicod
la importancia de dicho residuo en el comportamiento catalitico de la lacasa. Como se sefal6
anteriormente, el residuo 510 forma parte del segmento 5,VSGsi1 de MiILT2. La composicién
de aminoacidos de dicho tripéptido en las lacasas flngicas parece tener relacion con diferentes
valores de E°ry (Xu y cols., 1998), por lo que se considerd apropiado someter a mutagénesis
saturada combinatorial el tripéptido completo 500VGGsiy de la variante 7E1. Como se ha
explicado previamente, realizar mutagenésis saturada combinatorial en tres 0 mas posiciones
eleva considerablemente el nimero de variantes a explorar (ver Tabla 4.11), lo cual complica
sobremanera su estudio mediante métodos de screening en fase liquida. Por ello, decidimos
incorporar un pre-screening en fase solida con ABTS como sustrato. Teniendo en cuenta que la
mayor parte de la libreria seria inactiva (tal y como sucedié en el caso de la libreria sobre
Ser510 y Leu513), la incorporacion de este pre-screening discriminaria la mayor parte de los
mutantes inactivos. Por este motivo, el posterior screening en fase liquida se limité anicamente
a aquellos clones con actividad equivalente o superior a la del parental 7E1 en placa Petri
(detectada mediante la aparicién de un halo alrededor de la correspondiente colonia (apartado
3.6.2 de Materiales y Métodos) (Figura 4.32).
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Figura 4.32. Pre-screening en fase sélida en placas SC drop-out con ABTS empleado en la exploracion de la libreria
500VSGsi1. Las colonias que presentaron un halo verde — purpura se seleccionaron para el posterior screening en fase
liquida (microcultivo en placas de 96 pocillos).

Durante el pre-screening en fase solida de méas de 20000 colonias, aproximadamente
400 clones (2% de la libreria) mostraron una actividad cercana a la del parental 7E1. Dichos
clones fueron seleccionados y explorados en fase liquida. Las mejores variantes fueron
secuenciadas, redescubriendo en todos los casos Unicamente la mutacion S510G de la
variante 7E1.

Por este motivo, se decidié construir un modelo tridimensional con el fin de localizar las
interacciones de la posiciéon 510. Para ello, se emple6 la estructura de la lacasa de
Melanocarpus albomyces (Hakulinen y cols., 2002) -con una homologia de secuencia del 75%
con MtLT2-.

En MtLT2, la Ser510 enlaza con el Asp556 a través de un puente de hidrégeno (Figura
4.33). El residuo Asp556 forma parte de la tapa C-terminal s5DSGlLssg, una estructura
altamente conservada en las lacasas de Ascomicetes (ver apartado 1.3.3 de Introduccion).
Recientemente, se ha sugerido que esta tapa C-terminal podria afectar la funcion del
agrupamiento trinuclear T2/T3 mediante cambios conformacionales desconocidos hasta el
momento, pero que parecen regular la entrada de oxigeno y la salida de agua del sitio T2/T3 a
través de un canal que conecta con el exterior (Hakulinen y cols., 2002). En la variante 7E1, la
interaccién entre la Ser510 y el Asp556 se rompe y como consecuencia se ensancha el tinel
que conduce al sitio trinuclear T2/T3, debido a la eliminacién de la cadena lateral de la Ser510
(Figura 4.34).
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Figura 4.33. Interacciones locales en la posicion 510 en (a) la lacasa tipo parental MiLT2 y (b) tras la mutaciéon S510G
(variante 7E1).

Figura 4.34. a) Posicién relativa de la Ser510 (en amarillo) y el Asp556 (en rojo) en lacasa parental MtLT2. b) Tras la
mutacién en la variante 7E1, la Gly510 (amarillo) aumenta el tamafo del tunel de acceso al agrupamiento trinuclear.

En vista de esta informacion, se consideré apropiado inspeccionar todas las posibles
interacciones de la tapa C-terminal con los residuos circundantes. El examen del modelo
molecular revel6 una compleja red de interacciones mediante puentes de hidrégeno de la tapa
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C-terminal, no solamente con la Ser510 sino también con otros residuos proximos (Ser142,
[le382 y Val509) (Tabla 4.15, Figura 4.35).

Tabla 4.15. Interacciones (puentes de hidrégeno) de la tapa C-terminal de MtLT2.
En negrita los residuos de la tapa C-terminal.

Tapa C-terminal Interacciones
D556 S142 S510 G558
S557 1382 V509 S510 L559
G558 S142 D556
L559 S557
a) MtLT2 b) 7E1
$142 FCC L ‘ 1382 142 1382

D556 D556

$557

’
[

'}
~\'\M-v509

Figura 4.35. Interacciones de la tapa C-terminal (sssDSGLsse) en (a) MtLT2 y (b) en la variante 7E1. Las esferas azules
representan los atomos de cobre del agrupamiento trinuclear y las lineas de puntos verdes los enlaces de hidrégeno.

Es importante destacar que en MILT2 la tapa C-terminal va seguida de una extensién C-
terminal de 14 aminoacidos que es escindida durante la maduracién de la proteina en los
procesos post-traduccionales, y cuya funcién tampoco se conoce (Kiiskinen y Saloheimo,
2004). El alineamiento parcial de la secuencia de aminodcidos de la lacasa MtLT2 con otras
lacasas de Ascomicetes indica que el extremo C-terminal puede o no contener esta extension
que precede a la tapa C-terminal (Figura 4.36). Este tipo de homologias en el extremo C-
terminal no estan descritas para las lacasas de Basidiomicetes.
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Sc.minor BN CHIAWH 5 SESSIA-—IGMKETQIFDNT@KNRNENY 8- - —————————————— 580
Sc.sclero 525 [eEwNisl 5 SESSIA--IGMKTEIFDNTOKNGRNESY er-——————————————— 580
Mo.fruct BV CHIAWH 5 SQSSIA--VRMKETAIFEDT@SNENEYY er-——————————————— 584
Bo.fuc 504 |zleazmwNul 3 SESSILPTIGT Jer-——————————————— 561

MtLT2 LM HCHIAWH RADDLRGAVSD DDFDRL@AD M e KRR-WVEEG-EWLVKA 620
7E1 548 A RADDLRGAVSD DDFDRL{@AD /| BRI KRR-WVEEG-EWLVKA 620
Me.albomy 551 SEG RPADLRQORISQEIBREDDFNRV@DE BleéL KRRRWVEES-EWLVR- 623
Po.anser 547 SEG RPNDLRNGEF SQAIBKNQHNNN[@N. Je K VKKWVGEHPDWYIKN 621
Ne.crass 547 ke \ SEG RAQDLRNSTSPARKKAFNDN@D €1 RSG--VKAR-EVKMKW 619

Cr.parasi 532 : OPSAFVAGLNTNBVNQLNSQEK SINESY eV —————— 591
Ga.gramin 526 z RVQDIPSAFP---LSAIEPT@SOWTENY e ————————— 581
Co.lagena 534 [lejae: SG RKDEITSALK---LETLDQT@QTKDM e ————————— 589
Ho.acido 547 Kle \ Srely VST NP ———————————— e 594

Figura 4.36. Alineamiento parcial de la secuencia de aminoacidos de la lacasa MtLT2 y la variante 7E1 con otras
lacasas de Ascomicetes con el mismo tipo de extremo C-terminal (con o sin extension). La secuencias se alinearon con
el programa Clustal W multi-sequence alignment (Thompson y cols., 1994). Recuadrado en rojo, los cuatro residuos
que forman la tapa C-terminal. Sc. minor, lacasa de Sclerotinia minor Lacc2 (ABM21603); Sc. clero, lacasa de
Sclerotinia sclerotiorum Lacc2 (ABM21604); Mo. fruct., lacasa de Monilinia fructigena Lacc2 (ABM21605); Bo. fuc,
lacasa de Botryotinia fuckeliana Lacc1 (Q12570); Me. albomy, lacasa de Melanocarpus albomyces (Q70KY3); Po.
anser, lacasa de Podospora anserina (P78722); Ne. crass, Neurospora crassa (AAA33591); Cr. parasi, lacasa de
Cryphonectria parasitica (Q03966); Ga. gramin, lacasa de Gaeumannomyces graminis var. (CAD10749); Co. lagena,
lacasa de Colletotrichum lagenarium (BAB32575); Ho. acido, lacasa de Hortaea acidophila Lacc1 (AAY33970).

El procesado del extremo C-terminal en MiLT2 junto con el incremento de actividad tras
la mutacién en la posicion 510, sugieren que la tapa C-terminal debe tener una funcién
importante en la funcionalidad de las lacasas de Ascomicetes. Por esta razén se consider6
interesante investigar adicionalmente la tapa C-terminal mediante mutagénesis saturada
combinatorial.

4.5.5. MUTAGENESIS SATURADA COMBINATORIAL DE LOS RESIDUOS G558 Y L559

En primer lugar, y ya que el aminoacido en la posicion 559 es el menos conservado de
los cuatro que forman la tapa C-terminal (pudiendo ser lle/Leu/Val, ver Figura 4.36), la Leu559
se sometié a mutagénesis saturada combinatorial junto con el residuo vecino Gly558. Partiendo
de 7E1, se cred una libreria de 3000 variantes en la que el 96% de los clones retuvieron menos
del 10% de la actividad del tipo parental (Figura 4.37). Esta elevada inactivacion indica que los
aminoacidos mutagenizados son esenciales para la funcionalidad de la enzima.
Aproximadamente el 0.7% de los clones mostraron una actividad similar a la del tipo parental
7E1, pero en ningun caso superior. La Tabla 4.16 recoge las variantes secuenciadas.
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Figura 4.37. Paisaje de la libreria construida mediante mutagénesis saturada combinatorial sobre las posiciones 558 y
559. La actividad de los clones de la libreria de mutantes se representa en orden descendente. La linea discontinua

indica la actividad del tipo parental.

Tabla 4.16. Mutantes de la libreria sssGLsso.

Cambios de nucleétidos

Lacasa Cambios de aminoacidos Mejora '
7E1 parental 1
2D8 (GggggﬁC) (AE%/SSC) .
8C1 (GgggggG) (C[%/SIQG) 05
18D9 (Gggéggc) (C[géggc) 0
o7 CGssse . Lssea 0

' Mejora en la actividad con respecto a la lacasa parental 7E1.

4.5.6. MUTAGENESIS SATURADA COMBINATORIAL DE LAS CUATRO POSICIONES DE
LA TAPA C-TERMINAL (55sDSGLss0)

Finalmente, los cuatro residuos que componen la tapa C-terminal fueron sometidos a
mutagénesis saturada combinatorial. Se realizé el pre-screening de 150000 clones de los
cuales sélo el 1.9% fueron activos y ninguno de ellos mostré, tras el screening en fase liquida,
mayor actividad que el parental 7E1.
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4.6. ESTUDIO DE LA VARIANTE 7E1

Después de explorar mas de 170000 clones a lo largo de cuatro experimentos
consecutivos de mutagénesis saturada combinatorial, en todos los casos las mejores variantes
incorporaron exclusivamente la mutacién S510G, que fue determinada preliminarmente en la
variante 7E1 durante el primer experimento de mutagénesis saturada. Asi pues, se procedid a
purificar y a caracterizar bioquimica- y espectro-electroquimicamente el mutante 7E1.

4.6.1. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA VARIANTE 7E1

La termoestabilidad de 7E1 se redujo tras la mutacion y su perfil de pH se vio alterado en
la region &cida, en particular a pH 3.0 (Figura 4.38).

a) b)
MtLT2 7E1
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—~ —— —
g 8 —.— 24hh g 80

= =
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3 3
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g 40 T 40
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Figura 4.38. Termoestabilidad de MtLT2 (a) y de 7E1 (b). Las actividades se midieron con ABTS 3 mM en tampdn
Britton y Robinson 100 mM. Las actividades se normalizaron con la actividad inicial a temperatura ambiente antes de la
incubacion. Cada punto representa el valor medio de tres experimentos independientes. ¢) Perfiles de actividad a
diferentes pHs de MtLT2 y la variante 7E1. Las actividades se midieron con ABTS 3 mM en tampon Britton y Robinson
100 mM pH 4.5. La actividad lacasa se representa normalizada con respecto a su valor éptimo de actividad. Cada
punto representa el valor medio de tres experimentos independientes.
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Los diferentes parametros cinéticos del mutante 7E1 frente a un sustrato fenodlico (2,6-
DMP) y otro no fendlico (ABTS) se resumen el la Tabla 4.17. 7E1 muestra eficiencias
cataliticas (k.a/Km) 3.3 y 8.4 veces mayores que las del parental MtLT2, con ABTS y 2,6-
dimetoxifenol (2,6-DMP) respectivamente. La drastica reduccion de la K, para el 2,6-DMP
podria indicar que la mutacion S510G permite un mejor ajuste para las estructuras fendlicas en
el sitio de unién T1.

Tabla 4.17. Constantes cataliticas de sustratos reductores no fenélicos (ABTS) y fendlicos (2,6-DMP).

Constantes cataliticas con ABTS Constantes cataliticas con 2,6-DMP
Keat Kn Keat/ Kim Mejora Keat Kn Keat/ Kin Mejora
Lacasa (s7) (um) (s M) (s (um) (s M)
MtLT2 283 120 2.3x10° 1 258 175 1.4x10° 1
7E1 96.7 125 7.7x10° 3.3 65.9 56 11.7 x10° 8.4

Se puso a punto un nuevo método para estimar con precision los valores cinéticos en
funcién del consumo de O, en reacciones catalizadas por la lacasa. Para ello, se conectd una
celda de reaccion a un espectrémetro de masas con el fin de estimar el consumo directo de O,
en presencia del sustrato reductor ABTS. La velocidad de consumo del O, en la celda se pudo
medir a diferentes concentraciones de gas, determinando asi la Km02 (Figura 4.39). Como se
puede apreciar en la Tabla 4.18, los valores de K" aumentaron significativamente en 7E1.

Figura 4.39. Dispositivo para la medida de la K,>2. 1) Celda de reaccion. 2) Entrada de las muestras. 3) Entrada de los
gases. 4) Salida al espectrometro de masas. 5) Entradas para la termostatizacion de la celda. 6) Tapa de la celda de
reaccion.
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Tabla 4.18. Constantes cinéticas basadas en el consumo de oxigeno molecular para la oxidacién del ABTS.

Cinéticas basadas en el consumo de O,

Lacasa

Kear () Kn®2 (M) Keat/ Kn2 (87 M)
MtLT2 39.2 160 0.25 x 10°
7E1 49.8 240 0.20 x 10°

4.6.2. CARACTERIZACION ESPECTRO-ELECTROQUIMICA DE 7E1

Para evaluar el efecto de la mutacion S510G en el transito de electrones se realizaron
diferentes estudios espectroelectroquimicos (Tabla 4.19, Figura 4.40). En primer lugar se
obtuvieron los correspondientes espectros de EPR, apreciandose ligeros cambios en la sefal
del Cu T1. Como sucedié con los mutantes evolucionados en disolventes, no se pudo
conseguir una sefal adecuada para el Cu T2, lo que impidié extraer conclusiones acerca de
posibles alteraciones de este atomo.

Paralelamente, se llevaron a cabo experimentos de estimacion de potenciales redox (E°)
en los sitios T1 y T2/T3. El E° del sitio T1 no varié significativamente en 7E1. Estos resultados
concuerdan con trabajos de caracterizacién electroquimica previos de la lacasa de
Myceliophthora thermophila, en los que el triple mutante 500VGGs11/509LEAs11 N0 mostré una
alteracién significativa del potencial redox en T1 aunque si que varid su comportamiento
cinético (Xu y cols., 1998).

Tabla 4.19. Caracterizacion espectro-electroquimica.

Lacasa E°cluster T2/T3 (mV, pH7.0); E° sitio T1 EPR del sitio T1
1 2
AmV/pH (mV, pH 7.0) g A (cm™)
MTLT2 400; 50 690 2.212 8.0x10%
7E1 390; 55 700 2.207 7.7x10%

' Valores extraidos de los experimentos de Voltamperometria ciclica.
2 Valores extraidos de los experimentos de valoracion redox.
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Figura 4.40. Caracterizacion espectroscopica y electroquimica. E, se refiere al potencial redox medio. Como control
también se realizaron valoraciones redox de la lacasa de T. hirsuta. a) Espectro EPR a 77 K de la lacasa parental
MtLT2 y la variante 7E1. b) Espectro de las valoraciones redox del mutante 7E1, correspondientes a (1) la lacasa
oxidada (+900 mV); (2) lacasa parcialmente reducida (+700 mV); (3) lacasa totalmente reducida (+450 mV): (4) lacasa
parcialmente reoxidada y (5) lacasa reoxidada mediante aplicacion del potencial inicial (+900 mV). Inserto: tipica curva
de Nernst de la dependencia del potencial aplicado (E) vs. absorbancia a 610 nm, y parametros promedio calculados a
partir de las valoraciones.
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5.1. EVOLUCION DIRIGIDA DE LACASAS EN DISOLVENTES
5.1.1. DISENO DE LA ESTRATEGIA EVOLUTIVA

Una lacasa resistente a disolventes organicos debe ser activa y al mismo tiempo estable
en presencia de elevadas concentraciones de medio organico. Estas caracteristicas conferirian
un valor afnadido al catalizador ya que en una transformacién dada, donde fueran necesarios
cosolventes, se podrian alcanzar velocidades de reaccion apropiadas.

Por ello, la estrategia de evolucion dirigida de este trabajo se planted cuidadosamente
siguiendo las siguientes premisas (Zumarraga y cols., 2007c):

e El ensayo de HTP-screening se llevo a cabo en presencia de dos cosolventes de
diferente naturaleza -acetonitrilo y etanol- con el fin de encontrar mutantes
activos en ambos disolventes, lo cual podria eventualmente conferir
“promiscuidad’ hacia otras mezclas agua/disolvente.

e Para mejorar la actividad y estabilidad en disolventes, so6lo aquellos mutantes
que aumentaran su actividad y retuvieran la estabilidad se seleccionarian para
los siguientes ciclos de evolucién.

e La exigente presion selectiva -incrementando las concentraciones de cosolventes
en el screening generacion tras generacién (desde un 20% hasta un 60% (v/v))-
aceleraria el proceso evolutivo siempre y cuando los parentales de cada ciclo
tolerasen las condiciones del ensayo de screening.

e Se purificarian a homogeneidad y se haria un exhaustivo estudio espectro-
electroquimico de cada una de las variantes de la evolucién artificial, para
posteriormente valorar la influencia de las adaptaciones conferidas por las
mutaciones sobre el transito de electrones en la estructura de la lacasa.

La lacasa termoestable MtL mutante T2 (MtLT2) fue el tipo parental adecuado para el
experimento de evolucion molecular por varias razones. MLT2 tiene un elevado nivel de
expresién en S. cerevisiae, un requisito indispensable a la hora de hacer evolucion in vitro de
lacasas (Bulter y cols., 2003). Ademas, ya poseia una buena estabilidad en disolventes
organicos, tal y como se comprobé durante la validacion del método de HTP-screening (Alcalde
y cols., 2005). Por ultimo, MtL constituia un excelente punto de partida para el disefio evolutivo:
esta enzima altamente termoestable fue previamente sometida a diez ciclos de evolucién
dirigida culminando en la variante T2, que contiene mutaciones beneficiosas en la proteina
madura con un aumento de hasta 170 veces de la actividad total con respecto a la de la enzima
nativa (Bulter y cols., 2003). Este hecho esta relacionado con la novedosa teoria que postula
una relacion directa entre la termoestabilidad, la robustez mutacional y la capacidad evolutiva
de las proteinas: en principio, las enzimas termoestables pueden ser mas “evolucionables’
porque son capaces de tolerar en mayor grado las mutaciones beneficiosas pero al mismo
tiempo desestabilizantes (Bloom y cols., 2006).
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5.1.2. OPTIMIZACION DEL EXPERIMENTO DE EVOLUCION MOLECULAR Y RESUMEN DE
LA RUTA EVOLUTIVA.

La Figura 5.1 resume el proceso de evolucién dirigida llevado a cabo en esta Tesis
Doctoral, una combinacién de diferentes estrategias de mutagénesis aleatoria, dirigida y
saturada junto con metodologias de recombinacién in vivo del DNA.

En primer lugar se ajusté la expresion heterdloga de la lacasa en S. cerevisiae de modo
que la produccién de la enzima -dependiente del consumo de cobre- no fuera toxica para el
hospedador eucariético, lo cual podria haber limitado el proceso evolutivo (Alcalde y cols.,
2005). Por otro lado, los microcultivos de S. cerevisiae en microplaca -asociados a la expresién
funcional de la lacasa- se ajustaron para conseguir una respuesta reproducible y adecuada
durante los ciclos de evolucion dirigida. De esta manera, los coeficientes de varianza del
ensayo con ABTS no superaron el 10% en ningln caso, garantizando la fidelidad del screening.

La diversidad genética a lo largo de las diferentes generaciones se promovié mediante
diversas estrategias, y en su mayor parte haciendo uso de la elevada recombinacién homéloga
ofrecida por las células de S. cerevisiae (Cherry y cols., 1999; Bulter y Alcalde, 2003). De esta
manera, a lo largo del experimento de evolucion in vitro, tanto la clonacién como los diferentes
procesos de recombinacion in vivo del DNA fueron optimizados para conseguir una elevada
eficiencia de transformacién (en torno a 15000-20000 clones por reaccion de transformacion).
Para ello se disefiaron secuencias homadlogas con areas de solapamiento de aproximadamente
30-50 pb sin alterar el marco de lectura abierto.

Con el fin de facilitar una exploracion amplia del gen de MtLT2, durante la ruta evolutiva
artificial se alternaron metodologias de PCR mutagénica con procesos de recombinacién in
vivo del DNA. Respecto a las técnicas de mutagénesis aleatoria, en todos los casos se ajusté
el indice de mutacion para introducir de 1 a 3 cambios de aminoacidos por proteina. Las
metodologias basadas en la recombinacién in vivo del DNA fueron variadas, y en concreto para
la presente Tesis Doctoral se prepararon especificamente dos nuevas herramientas de
creacion de diversidad: el ensamblaje in vivo de librerias mutagénicas con diferente espectro
mutacional (42 generacién) y el IVOE (in vivo overlap extension) para los experimentos de
mutagénesis saturada (combinatorial) (52 generacion y experimentos semi-racionales, apartado
5.2).
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Figura 5.1. Esquema general del proceso de evolucion artificial desarrollado en este trabajo.
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En orden cronolégico, la primera generacién fue creada mediante el empleo de una Unica
polimerasa (Mutazima). Sin embargo, en funcion de la polimerasa utilizada, la predisposicion
mutacional puede variar considerablemente (ver Anexo lllI). Por este motivo, en la segunda
generacion se construyeron y exploraron de manera paralela dos librerias procedentes de dos
polimerasas con diferente espectro mutacional.

Para la 32 generacion se decidio realizar in vivo DNA shuffling de los mejores parentales
del ciclo anterior. En este caso, cada gen parental fue amplificado y mutagenizado mediante el
uso de Tag/MnCl,, y posteriormente recombinado in vivo en S. cerevisiae. Por lo tanto, no fue
una recombinacion de parentales per se sino previamente mutagenizados, ya que se ha
comprobado en trabajos previos que dicho enfoque puede ser beneficioso para obtener
mejores adaptaciones (Bulter y cols., 2003). Los tres mutantes seleccionados y secuenciados
en este ciclo presentaron genes quimera con mutaciones procedentes de los diferentes
parentales, sin detectarse la incorporacion de nuevas mutaciones generadas por PCR
mutagénica. Teniendo en cuenta que las condiciones de la mutagénesis aleatoria fueron
ajustadas para generar una tasa de error baja, la ausencia de nuevas mutaciones indica que en
este caso en particular, solamente se pudieron seleccionar clones conteniendo mutaciones
barajadas de los parentales. Es probable que en la exploracién de una libreria de mayor
tamario se hubieran podido descubrir nuevas mutaciones beneficiosas.

Para la 42 generacion se crearon dos genotecas con dos polimerasas diferentes y se
recombinaron in vivo generando un espectro mutacional inesperado. En efecto, el mejor
mutante de esta generacion tuvo dos mutaciones beneficiosas en codones consecutivos. La
probabilidad de introducir dos cambios aminoacidicos consecutivos mediante PCR mutagénica
convencional es muy pequeria. De hecho, no se ha publicado este fenédmeno en ninguna otra
investigacién de evolucion dirigida hasta el momento. Mas que por azar, estos resultados
sugieren que la recombinacion in vivo en S. cerevisiae de librerias de mutantes con diferentes
tendencias mutacionales puede proporcionar otras alternativas a los protocolos estandar in
vitro.

Por dltimo, la 5% generacién supuso, primero, la mutagénesis dirigida y, después,
saturada -mediante IVOE- sobre una posicién que se perdié tras el DNA shuffling de la 32
generacion.

5.1.3. MUTACIONES DEL PROCESO EVOLUTIVO EN DISOLVENTES ORGANICOS

Las mutaciones de cada una de las variantes de la evolucidén dirigida en disolventes
organicos de la lacasa de MtLT2 se resumen en la Tabla 5.1. Tras 5 generaciones y alrededor
de 13000 clones explorados, la mejor variante (R2) acumula un total de 8 mutaciones: una en
el péptido sefal, cuatro mutaciones beneficiosas y una silenciosa en la proteina madura, y dos
mutaciones consecutivas en la extensién C-terminal (un pequefio polipéptido de 14 residuos
que se escinde en los estadios post-traduccionales).

122



gcl

Tabla 5.1. Mutaciones del proceso de evolucion molecular dirigida en disolventes organicos. e Mutacién nueva; ¢
Mutacién acumulada; subrayadas se muestran las mutaciones silenciosas.

Mutantes Mutaciones

(generacion) Pn20)H | E182k | s179P | H237N | A252T | S280N | G300G | R302R | s4158 | L420v | D494D | ws47L | N552H | G(c614)D [ E(c615)K
6C9 (12) o . R

2B10 (22) 0 . . o . -

7H9 (22) 0 . o R

5B9 (2%) 0 . o o

9F1 (22) 0 o . . o R

17C10 (29) 0 o R . .

3D1 (32) 0 0 o . ,

2E9 (49) 0 0 o R S . .
i ° ° * 0 0 0 0 0

uoIsnosiq
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Con el objeto de localizar las mutaciones en la estructura de la lacasa, se construyeron
modelos moleculares haciendo uso nuevamente de la lacasa de Melanocarpus albomyces cuya
estructura cristalografica esta resuelta (Hakulinen y cols., 2002) y comparte una identidad de
secuencia con MILT2 en torno al 75%. para una mayor claridad se explicaran, en orden
cronolégico, el papel de las mutaciones que posee la variante final R2 (Figura 5.2).

Asn280

Figura 5.2. Modelo estructural de la lacasa R2 madura. En verde las mutaciones introducidas durante el proceso de
evolucién dirigida. En amarillo los &tomos de Cu.

La mutacion ccnP(n20)Hcaty que aparece en el mutante 6C9 de la primera generacion,
se encuentra en el péptido senal que es escindido junto con el pro-péptido y la extensién C-
terminal durante el procesamiento de la proteina madura. Una de las mutaciones beneficiosas
encontradas en el trabajo que dio lugar a la lacasa MtLT2 (Bulter y cols., 2003) estaba en el
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mismo coddn (mutacion A(n20)P) y aumentd la actividad total de la lacasa 1.5 veces. Parece
plausible que el residuo en la posicién 20 desempefie alguna funcion durante la secrecion,
descartandose cualquier efecto sobre la tolerancia de la lacasa en cosolventes, puesto que no
forma parte de la proteina madura y la secuencia lider en la que se localiza Gnicamente posee
una funcion secretora.

La mutacion c1aL429V gra), también procedente del variante 6C9, se localiza cerca del
sitio T1 (Figura 5.3). De acuerdo con Hakulinen y cols. (2002), la Leu429 esta implicada en la
unién del sustrato reductor en la lacasa de M. albomyces, la cual tiene un bolsillo de unién al
sustrato mas estrecho que el de otras lacasas. El cambio de Leu a Val en esta posicién
representa una sustitucién de un residuo hidrofobico por otro que también lo es pero que tiene
menor tamano. A pesar de que nuestros resultados experimentales corroboran esta sustitucion
como principal responsable de la mejora en este ciclo (12 generacién), es dificil encontrar
argumentos que permitan explicar dicho comportamiento puesto que aparentemente no se
establecen nuevas interacciones que puedan favorecer o reforzar la estructura de la proteina
frente a agentes desnaturalizantes.

a)

Figura 5.3. a) Entorno del residuo L429 (azul) en MtLT2. b) mutacion L429V en R2. Las esferas azules representan los
atomos de Cu.

La variante 3D1 de la tercera generacion, se obtuvo mediante in vivo shuffling de la
mutacion gagE182Kaagy del parental 7H9 y una de las mutaciones beneficiosas
((aac)NB52H cac)) de la variante 2B10, procedentes de la segunda generacion. La modificacion
en la posicién 182 supuso una mayor estabilidad en medios organicos (Tabla 4.8 de
Resultados) junto con un pequefio cambio en la sefial de EPR del sitio T1 (Figura 4.27.a de
Resultados). El residuo 182 se localiza en la superficie de la proteina, en una lamina beta
bastante alejada de los cobres cataliticos. Es probable que esta region forme parte de un
entorno 1abil en la estructura global de la lacasa, siendo un punto susceptible al
desplegamiento/desnaturalizacion. La sustitucién del Glu182 por una Lys permitiria la
formacién de un puente salino entre los residuos Lys182 y Glu55, reforzando dicha regién
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(Figura 5.4) y por lo tanto aumentando la tolerancia de la proteina frente a los disolventes. De
hecho, se ha descrito en varios trabajos previos que los pares idnicos superficiales pueden
aumentar la resistencia de las proteinas al calor y otros agentes desnaturalizantes incluyendo
los disolventes organicos (Arnold, 1990; Lopez-Camacho y cols., 1996).

a) b)

Figura 5.4. a) Residuo E182 en MtLT2. b) Mutante E182K. El residuo K182 forma un puente salino con E55.

Respecto a la mutacion N552H, aparte de conferir una elevada actividad en ambos
disolventes, suprime la actividad a pH 3.0 (la variante 7H9 sélo retiene el 3% de su actividad a
este valor de pH). Esta mutacién se encuentra localizada en la superficie de la proteina, muy
cerca de la tapa C-terminal que cierra el canal que da acceso al agrupamiento trinuclear T2/T3
(Figura 5.5). Nuestro modelo molecular indica que la sustitucion de Asn por His puede variar la
entrada al cluster trinuclear, lo que quizas afecte al transito de O, hacia el sitio T2/T3.

a)

Figura 5.5. a) Residuo de Asn552 en la lacasa parental MtLT2. b) Mutaciéon N552H en R2. Las esferas azules
representan los atomos de cobre del agrupamiento trinuclear T2/T3.

El mejor mutante de la cuarta generacién 2E9, presenta dos nuevas mutaciones
beneficiosas en codones adyacentes: (ceg)G614Dacy ¥ (@agE615Kang. Como se ha
comentado anteriormente (apartado 5.1.2), la aparicion de dos cambios aminoacidicos

126



Discusion

consecutivos es producto de la estrategia de creacién de diversidad usada en esta generacién
(el ensamblaje in vivo de librerias con diferentes espectros mutacionales).

Estas dos mutaciones se localizan en la extension C-terminal, un polipéptido de 14
aminoacidos que es procesado por la proteasas KEX2 y KEX1 en el aparato de Golgi (Figura
5.6) y que por lo tanto no forma parte de la proteina madura (Shuster, 1991; Bulter y cols.,
2003). A dia de hoy, la funcionalidad de la extension C-terminal en las lacasas de Ascomicetes
es objeto de controversia. Hakulinen y cols. (2002) estudiaron la expresién de la lacasa del
Ascomicete M. albomyces en S. cerevisiae, concluyendo que el aparato celular de la levadura
no era capaz de procesar el C-terminal correctamente. Por el contrario, Bulter y cols. (2003)
describieron un correcto procesado en S. cerevisiae de la lacasa MtL mediante la introducciéon
por evolucién dirigida de una diana de restriccién para la proteasa KEX2, lo que hace suponer
que el proceso de evolucién ajusté la secuencia de MtL a las diferentes especificidades de las
proteasas de S. cerevisiae (Bulter y cols., 2003). Recientemente el Dr. Bulter confirmé
(comunicacion personal) dicha especificidad mediante andlisis del C-terminal del dltimo
mutante de dicho trabajo, MiLT2 (que es el parental de la presente Tesis Doctoral).

MiLwt 556 DS G L 573
MLT2 55 DS G L T 573

KEX2

Figura 5.6. Procesamiento de la cola C-terminal de la lacasa MtLT2 por las proteasas KEX1y KEX2 en S. cerevisiae.
En rojo la tapa C-terminal y en verde los 14 aminoacidos de la extension C-terminal. La lacasa nativa MtLwt carece de
secuencia de reconocimiento de la KEX2. En la variante MtLT2 Bulter y cols. introdujeron la mutacion H561R. La
endopeptidasa KEX2 reconoce la secuencia Lys-Arg y corta entre la Arg561 y Arg562. Posteriormente la carboxi-
peptidasa KEX1 elimina los residuos Lys560 y la Arg561 para dejar la Leu559 como ultimo residuo de la proteina
madura.

La proteasa KEX2 se localiza en el aparato de Golgi, donde procesa polipéptidos cuando
reconoce secuencias Lys-Arg (un fendmeno extensamente descrito, por ejemplo, para el
procesado de la secuencia prepro-lider del factor a) (Shuster, 1991). Las dos mutaciones
consecutivas del mutante 2E9 se encuentran en la zona media de la extension C-terminal (en
el octavo y noveno aminoacido de este polipéptido). Ya que la extension C-terminal es
procesada y por lo tanto no es parte de la proteina madura, no se puede saber directamente
cémo estos cambios han podido influir en el comportamiento de la lacasa 2E9 madura en
presencia de disolventes organicos (Zumarraga et. al., 2007a).
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Para evaluar si las mutaciones en la extensién C-terminal influyeron de algin modo en la
estructura geométrica y electrénica de los sitios T1 y T2 de la proteina madura, se estudio el
mutante mediante EPR. Se pudieron apreciar diferencias en el entorno quimico del sitio T1, lo
cual indica que el procesado de la extension C-terminal afecta de alguna forma al plegamiento
de la proteina madura. En vista de estos resultados, es probable que la red de interacciones
que conforman la geometria del cobre T1 paramagnético se haya visto perturbada durante el
plegamiento debido a los procesos de modificacién post-traduccionales. Este hecho podria
relacionarse con la disminucion del E° del sitio T1 (de +680 mV a +630 mV, ver Tabla 4.9 de
Resultados).

Anteriormente ya se habia descrito que el caracter extremadamente basico de la cola C-
terminal jugaba un papel importante durante la maduracién de la proteina (Germann y cols.,
1988). Esta hipodtesis se sustenta en el elevado caracter basico inherente a la extension C-
terminal para las lacasas de Ascomicetes (en MILT2, 4 de los 14 residuos del polipétido son
bésicos -dos Lys y dos Arg-, confiriendo un punto isoeléctrico (pl) de 8.59 a la extensién). Este
valor es considerablemente mas alto que el pl de la proteina madura (5.29). Segun esta teoria,
la extensién C-terminal se pliega a modo de lazo sobre el armazén del bolsillo activo,
modulando la incorporacion de los atomos de cobre cataliticos.

Por este motivo se considerd oportuno calcular teéricamente los pl de la extension C-
terminal y de la proteina madura en las diferentes variantes del proceso de evolucién artificial
(para ello se empled el programa disponible en el Servidor www.expasy.org para determinacion
de pl). Estos calculos indican que el pl de la extension C-terminal se desplaza de 8.59 a 9.70
tras la introduccion de las dos mutaciones consecutivas (Tabla 5.2). Suponemos que estas
mutaciones contribuyen a una unién més fuerte entre la cola C-terminal y el ndcleo enzimatico
(p! 5.46) estableciendo interacciones electroestaticas mas intensas durante el procesado de la
proteina, lo que eventualmente podria afectar al plegamiento. De todas maneras, Unicamente
el andlisis comparativo cristalogréfico del tipo parental y 2E9 podria corroborar esta hipotesis.
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Tabla 5.2. Secuencias de la extensién C-terminal del tipo parental MtLT2 y los diferentes mutantes. En rojo los
cambios de aminoacidos introducidos durante la evolucion dirigida. Se subraya el sitio de procesado de KEX2
introducido por Bulter y cols. (2003). Los valores de pl se calcularon usando el servidor Expasy Proteomics
(www.expasy.org), con el programa para analisis de estructuras primarias.

Lacasas Secuencia cola C-terminal  pl de la cola C-terminal  pl de la lacasa madura
MtLwt ' KHRWVEEGEWLVKA 6.76 5.13
MtLL1 ' KRRWVEEGEWLVKA 8.59 5.13
MtLT2' KRRWVEEGEWLVKA 8.59 5.29
6C9 (12 generacién) KRRWVEEGEWLVKA 8.59 5.29
2B10 (22 generacion) KRRWVEEGEWLVKA 8.59 5.34
7H9 (22 generacion) KRRWVEEGEWLVKA 8.59 5.41
3D1 (32 generacion) KRRWVEEGEWLVKA 8.59 5.46
2E9 (42 generacion) KRRWVEEDK WLVKA 9.70 5.46
R2 (52 generacion) KRRWVEEDKWLVKA 9.70 5.46

! Mutantes procedentes de un experimento previo de evolucién molecular para expresion funcional de MtL en S.
cerevisiae (Bulter y cols., 2003).

En la dltima generacion se recupero6 la mutacion (aacyS280Naac) del mutante 2B10 de la
segunda generacién (mutacion perdida durante el in vivo shuffling de la tercera generacion)
mediante mutagénesis dirigida. La mejora fue significativa, por lo que adicionalmente se
investigd esta posicion por mutagénesis saturada mediante IVOE para analizar todos los
posibles aminoacidos. Sorprendentemente, el nivel de adaptaciéon obtenido en la segunda
generacion era el 6ptimo, ya que se obtuvo el mismo tipo de mutacion después de los
experimentos de saturacion sobre la posicion 280 de R2. A pesar de que este aminoécido se
encuentra en la superficie de la proteina, bastante alejado de los sitios de cobre, su
introduccién en la ultima generacién aumenté el potencial redox del Cu T1 +75 mV y también
dio lugar a diferentes parametros espectrales (Figura 4.26 de Resultados). El modelo proteico
sugiere que la mutacion S280N permite la formacién de tres puentes de hidrogeno adicionales,
que dan lugar a una mayor estabilidad de la estructura de la proteina en esa region (Figura
5.7). La energia libre de tres puentes de hidrogeno es similar a la de un puente salino, y tal
como ocurre con la mutacion E182K, supone un robustecimiento estructural en una zona que a
priori puede ser mas labil. Esta fortificacion estructural puede traducirse en una mayor
resistencia a la desnaturalizacion bajo la presion de factores externos agresivos como los
disolventes organicos.
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Figura 5.7. a) Residuo de Ser280 en MtLT2. b) Mutacién S280N en R2. El nuevo residuo Asn280 permite la formacién
de puentes de hidrogeno adicionales con residuos periféricos.

5.2. ESTUDIOS “SEMI-RACIONALES”: PAPEL DE LA TAPA C-TERMINAL Y
SU INTERACCION CON EL TRIPEPTIDO ALTAMENTE CONSERVADO
500V SGs11

5.2.1.CREACION DE GENOTECAS MEDIANTE MUTAGENESIS SATURADA
COMBINATORIAL CON IVOE

Para la realizacion de los estudios “semi-racionales” de esta Tesis Doctoral, se empleé la
técnica de mutagénesis saturada combinatorial sobre varias posiciones importantes en MtLT2.
Ya que se disponia de S. cerevisiae como organismo hospedador, se consider6 interesante el
desarrollar un nuevo protocolo de mutagénesis saturada combinatorial, como alternativa a los
métodos estandar, en el que se hiciera uso de la recombinacién in vivo como caracteristica
més atractiva.

La construccién de librerias de mutagénesis saturada combinatorial se lleva a cabo
normalmente mediante la metodologia SOE (Sequence Overlap Extension) (Ho y cols., 1989;
Arnold y Georgiou, 2003). SOE es un método de PCR para facilitar la recombinacion de
secuencias sin la necesidad de sitios de restriccion, produciendo finalmente fragmentos de
DNA mutados in vitro (Figura 5.8). En primer lugar se preparan dos reacciones de PCR
independientes en las que se amplifican dos fragmentos de la secuencia del gen diana. Cada
reaccién utiliza un oligonucleétido flanqueante que hibrida en un extremo de la secuencia
molde y otro oligonucledétido interno degenerado que hibrida en el sitio/s de la mutacion/es y
contiene las bases de interés mutadas (NNN o NNG/C). Por ello, se deben disefar
oligonucledtidos degenerados de manera que los extremos de los productos de PCR
resultantes contengan secuencias complementarias.
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SOE IVOE
a a Cc
5 3 5\ 3 5 opm) 3
5 3 5 P — 3 ‘5
b d b d
PCR 1
PCR 1 PCR 2 (a+b) 233)2
(a+b) (c+d)
Producto PCR 1
lallll
Producto PCR 2
vector linearizado
a S .
5 3 Recombinacion in vivo en S. cerevisae
*
*
3 5
d
PCR 3
(a+d) ;
* Producto
recombinante
v

1) Ligacion in vitro con el vector

2) Transformacion

Figura 5.8. El solapamiento de secuencias mediante SOE (Sequence Overlap Extension) es un método de
mutagénesis que recombina secuencias de DNA que contienen las mutaciones mediante varias reacciones de PCR
consecutivas, y ademas también requiere un paso adicional de ligacién in vitro para clonar el fragmento completo en el
vector. Como alternativa, el IVOE (In Vivo Overlap Extension) suprime un paso de PCR y el proceso de ligacién in vitro
con el plasmido linearizado. Para ello es indispensable hacer uso del aparato celular eucariota de S. cerevisiae y el
diseno de oligonucleétidos degenerados con extensiones apropiadas.

Asi pues, primero hay que amplificar los fragmentos de DNA en dos reacciones de PCR
independientes dando lugar a dos productos de PCR que solapan en una regién especifica, la
region sometida a mutagénesis. Posteriormente, se debe realizar una tercera reaccién de PCR,
donde los dos productos de PCR son mezclados, anillando uno con otro a través de la regién
de los oligonucledtidos internos degenerados. Esto se debe a que las secuencias de sus
extremos 3 son complementarias y actian como oligonucleétidos cebadores, dando al final de
la PCR una nueva version de la secuencia original completa.

Aparte de la ligacién in vitro indispensable, el mayor factor limitante de la mutagénesis
saturada combinatorial mediante SOE deriva de las reacciones de PCR consecutivas, las

131



Discusion

cuales pueden dar lugar a rendimientos de reaccion relativamente bajos y a la formaciéon de
subproductos no deseables (Arnold y Georgiou, 2003). Para superar estos inconvenientes, en
la presente Tesis Doctoral se prepar6 una metodologia in vivo alternativa, mas rapida y
eficiente y que ademas no es mutagénica (el aparato corrector de errores de la célula de S.
cerevisiae previene la aparicién de mutaciones adicionales que son comunes en los métodos in
vitro). En un simple experimento, IVOE recombina fragmentos de PCR, “baraja’ codones
mutagenizados y repara el vector linearizado y los productos de PCR para dar un vector
circular de replicacion autbnoma mediante unos extremos solapantes especificamente
disefiados. En SOE, la dltima reaccibn de PCR y la ligaciébn in vitro son requisistos
fundamentales. Sin embargo, IVOE evita estos pasos, simplemente haciendo uso de la propia
magquinaria celular y la elevada frecuencia de recombinacion homdloga de S. cerevisiae
(Alcalde y cols., 2006b).

5.2.2. MUTAGENESIS SATURADA COMBINATORIAL SOBRE MtLT2

En primer lugar se decidié explorar dos posiciones de MiLT2 involucradas en el potencial
redox del sitio T1 y que habian sido anteriormente estudiadas por mutagénesis dirigida, pero
nunca antes se habian sometido a estudios saturantes. En concreto, la Ser510 forma parte del
tripéptido 509VSGs14, que es comun a las lacasas de bajo potencial redox. Por el contrario, el
tripéptido LEA aparece en las lacasas de alto potencial redox. El tripéptido VSG/LEA se localiza
en las proximidades del cobre T1 y del sitio de union para el sustrato reductor. Respecto a la
Leu513, como se explicod en el apartado 1.3.5 de la Introduccion, constituye el ligando axial no
coordinante que parece estar implicado en los distintos valores de E°r descritos para
diferentes lacasas fungicas, de plantas o bacterianas. Este ligando axial suele ser una Leu o
una Phe en las lacasas fangicas, y una Met en las lacasas de plantas y bacterianas (Tabla
5.3).

Tabla 5.3. Potencial redox del sitio T1 de diferentes enzimas multicobre azul y el residuo en posicién axial (Alcalde,
2007).

Especie Organismo Enzima E°CuT1 (mV) Ligando axial
Trametes versicolor Basidiomicete lacasa +790 Phe
Trametes villosa Basidiomicete lacasa +790 Phe
Neurospora crassa Ascomicete lacasa +780 Leu
Rhizoctonia solani Deuteromicete lacasa +710 Leu
Coprinus cinereus Basidiomicete lacasa +550 Leu
Scytalidium thermophilum Basidiomicete lacasa +510 Leu
Homo sapiens Mamifero ceruloplasmina +490 Met
Myrothecium verrucaria Hongo mitospérico bilirubina oxidasa +480 Met
Myceliophthora thermophila Ascomicete lacasa +470 Leu
Rhus vernicifera Planta lacasa +430 Met
Cuburbita pepo Planta ascorbato oxidasa +340 Met
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Debido a la relevancia de estas posiciones (510 y 513) y a su proximidad en el espacio
de secuencia (s6lo hay 6 pb entre ellas), ambos codones se sometieron a IVOE. La variante
7E1 fue el tnico mutante positivo con diferencias significativas respecto al parental, mostrando
Unicamente un cambio aminoacidico en la posicion 510 (rcgS510Geag) Y una mutacion
sinénima para el ligando axial (crq)L513Lrq). En este sentido, es importante destacar que es la
primera vez que el ligando axial es sometido a mutagénesis saturada. Anteriormente, el grupo
del Prof. Xu (Xu et al., 1997 y 1998) reemplazé el ligando axial de MiL mediante mutagénesis
dirigida sin mejorar las propiedades de la lacasa. En un trabajo mas reciente, se mut6 el
ligando axial de la lacasa bacteriana CotA de Bacillus subtilis, y aunque el potencial redox se
incrementd, la modificacion afecté negativamente a la estabilidad del biocatalizador (Durao y
cols., 2006). Segun nuestros datos experimentales, el ligando axial del sitio T1 en MtLT2 es un
residuo altamente conservado (o0 en otros términos, probablemente haya alcanzado su nivel
mas alto de evolucién o adaptacion) y cualquier cambio por otro residuo diferente no daria
lugar a una mejora significativa en la actividad del biocatalizador.

Respecto a la sustitucion (tcgS510Ggaq), tal y como se sefialo en el apartado 4.5.4 de
Resultados, se trata de una mutacién que no es posible alcanzar a través de sustituciones de
una unica base -es decir, mediante experimentos de mutagénesis aleatoria- (ver Tabla 4.14 de
Resultados). Teniendo en cuenta que las tasas de mutacion deben ser bajas en los
experimentos de evolucion molecular de genes completos, y que las metodologias de PCR
propensa a error estan limitadas a mutaciones puntuales y predisposiciones especificas,
siempre quedara una amplia fraccién del espacio de secuencia sin explorar. En este caso, la
utilizacion de IVOE permiti6 descubrir una mutacién que parece ser fundamental para la
funcionalidad de MiLT2. De hecho, y como se mostrd en el apartado 4.5.4 de Resultados, la
mutacién S510G interrumpe la conexién con la tapa C-terminal s5sDSGlLssg, €l tetrapéptido
altamente conservado de las lacasas de Ascomicetes que esta involucrado en el procesado de
la extension C-terminal mencionada anteriormente.

5.2.3. MUTAGENESIS SATURADA COMBINATORIAL SOBRE 7E1

La variante 7E1 fue sometida a nuevos ciclos de mutagénesis saturada combinatorial, en
primer lugar sobre el tripéptido altamente conservado 5,9VSGsq; y posteriormente sobre la tapa
C-terminal s5sDSGLssg. Tras explorar méas de 170000 clones en experimentos independientes,
en todos los casos se redescubrié la variante 7E1 con la Unica mutacién S510G. La
caracterizacién bioquimica y espectro-electroquimica de la variante 7E1 aport6é informacién
relevante (Zumarraga y cols., 2007b):

1.  7E1 mostro eficiencias cataliticas 3.3 y 8 veces superiores para sustratos fendlicos y no
fendlicos respectivamente, sin presentar alteraciones significativas en los valores de
potencial redox en el sitio T1, a pesar de las perturbaciones detectadas en el ambiente
quimico de dicho sitio (ver Figura 4.39 de Resultados).
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El importante aumento en la k.4 (ver Tabla 4.17 de Resultados), indica que la
mutacién S510G afectd a la etapa de transferencia de electrones y no al cambio de
energia libre. Debido a que los E° del sitio T1 no se modificaron significativamente (690
mV = 10 mV), lo més probable es que el principal parametro afectado por la mutacién
fuera el coeficiente de transmisién de electrones (k.4), es decir, la probabilidad de que
un electrén sea transferido, la cual depende del elemento matriz de acoplamiento
electrénico (Hpa) (Xu y cols., 1998). Por lo tanto, el aumento en la k. se debe, al
parecer, al efecto de esta mutacion en la ruta de transferencia de electrones entre el
donador de electrones (el sustrato reductor) y el atomo de Cu T1.

Por el contrario, la reduccién del oxigeno en el agrupamiento trinuclear T2/T3 asi
como la transferencia electronica intra-proteica no son etapas limitantes (> 1000 s'1)
(Solomon y cols., 1996; Lee y cols., 2002). En este caso, s6lo se podrian visualizar
cataliticamente cambios draméticos del cluster T2/T3 o de la ruta His-Cys-His. De
acuerdo con nuestros datos espectroelectroquimicos, estos cambios no ocurrieron, por
lo que el potencial redox del cluster fue muy similar en ambas lacasas, MiLT2 y 7E1
(400 £ 10 mV).

2. Se alteraron notoriamente los valores para la K. 2. Este fenomeno es de especial
interés, ya que enlaza con hipotesis previas acerca de la funcion de la tapa C-terminal.
Hakulinen y cols. (2002) destacaron el posible papel de la tapa en la regulacién de
entrada y salida de O, y H,O desde el agrupamiento trinuclear T2/T3 a través de un
canal en la lacasa de Melanocarpus albomyces. Sin embargo, hasta la fecha nunca
antes se habia establecido una funcion determinada para el tripéptido 509VSGsy1. En
7E1, como se ha explicado con anterioridad, la interaccion entre la Ser510 y Asp556 se
rompe, ampliando el canal que conduce al cluster trinuclear T2/T3 (Figura 5.9). Una
estructura mas relajada tras la mutacion parece afectar al ajustado trafico de oxigeno y
de agua en el canal, con el consecuente aumento en la K22,

En vista de esta informacién, se podria suponer que la tapa C-terminal funciona como
una “bisagra” molecular que comunica con la region donde el sustrato reductor interacciona,
estableciendo una conexién directa entre la unién de sustratos al sitio T1 y la entrada de
oxigeno al agrupamiento trinuclear T2/T3.

Las lacasas son enzimas que catalizan la oxidacion (mediante la sustraccion de un
electrén) del sustrato correspondiente, oxidacion que va acoplada a la reduccién del oxigeno
molecular (que requiere de cuatro electrones para completarse). De alguna manera, la lacasa
opera como una bateria, almacenando electrones de reacciones de oxidacion individuales, con
el objetivo ultimo de reducir el oxigeno molecular a dos moléculas de agua. Por consiguiente,
parece probable que la sincronizacién entre la unién del sustrato reductor en el sitio T1 y el
oxigeno molecular en el cluster T2/T3 sea altamente dependiente de la interaccién existente
entre la tapa y el tripéptido 509VSGis11.
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Figura 5.9. Canal de acceso al agrupamiento trinuclear T2/T3 en MtLT2. En azul, el cluster de cobres; en rojo la tapa
C-terminal:en verde otros residuos circundantes que interaccionan con la tapa; en amarillo los residuos del tripéptido
500VSGs11 (ver también Figuras 4.33 y 4.34 de Resultados). La mutacion en la posicion 510 amplia el tunel tras la
ruptura de la interaccion entre el tripéptido conservado s0VSGs1+ Y la tapa C-terminal.
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Se ha desarrollado un método de HTP-screening en fase liquida que permite la
exploracion rapida y precisa de librerias complejas de lacasas expresadas en S.
cerevisiae. Dicho protocolo esta basado en la oxidacién especifica del sustrato reductor
ABTS por la lacasa presente en los sobrenadantes celulares. Este método puede ser
aplicado tanto en un ensayo de punto final como en modo continuo, en presencia o
ausencia de cosolventes (etanol o acetonitrilo), mostrando coeficientes de varianza
inferiores al 10%. La incorporacién de dos re-screenings consecutivos garantiza la
fidelidad de los mutantes seleccionados.

La combinaciéon de genotecas mutagénicas creadas con diferentes polimerasas (en
generaciones sucesivas o independientemente dentro de un mismo ciclo evolutivo) y
las técnicas de recombinacion in vivo en levadura empleadas en esta Tesis Doctoral
permiten la creacién de genotecas con una diversidad funcional adecuada para
experimentos de evolucién molecular. En particular, el ensamblaje in vivo de genotecas
mutagénicas con diferente espectro mutacional supone una alternativa valida a la
utilizacion convencional de la mutagénesis aleatoria.

Se han completado 5 ciclos de evolucion dirigida hacia una mayor actividad y
estabilidad de la lacasa MiLT2 en presencia de disolventes organicos. El mutante R2
es la ultima variante de dicho proceso. R2 muestra una mejora en la actividad de 19
veces en presencia de etanol 50% (v/v) y de 33 veces en acetonitrilo 30% (v/v), sin
merma en su estabilidad. Asi, el mutante R2 es altamente estable en dimetilformamida,
dimetilsulféxido, dimetilacetamida, acetona, acetonitrilo, etanol o metanol.

La elevada tolerancia a altas concentraciones de diferentes disolventes organicos
mostrada por R2 se debe al disefio del protocolo evolutivo, en el que se combinaron
dos disolventes en cribados independientes para conferir adaptacion a medios
organicos, al tiempo que se aumento la presidn selectiva, es decir la concentracion de
cosolventes, generacion tras generacion.

El mutante R2 acumula 6 mutaciones beneficiosas (4 en la proteina madura y 2 en la
extension C-terminal). Tres de las mutaciones presentes en la lacasa madura se
encuentran en zonas periféricas, alejadas de los cobres cataliticos. En particular, el
establecimiento de nuevos puentes de hidrégeno y puentes salinos parecen contribuir
al robustecimiento estructural del catalizador frente a agentes desnaturalizantes. Las
mutaciones localizadas en la extensién C-terminal sugieren un plegamiento diferente
de la lacasa a través de nuevas interacciones electrostaticas, lo cual parece repercutir
en la funcién de la enzima en presencia de disolventes.

Se han realizado estudios “semi-racionales” mediante la utilizaciéon de la mutagénesis
saturada combinatorial a través de IVOE. El método IVOE permite, mediante un Gnico
paso, la creacion de genotecas saturadas y combinatoriales en S. cerevisiae.
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La mejor variante de los diferentes estudios “semi-racionales”, 7E1, muestra una Unica
mutacién beneficiosa. La mutacién S510G interrumpe la conexién establecida mediante
un puente de hidrogeno entre la Ser510 y el Asp556 de la tapa C-terminal, aumentando
el tunel que da acceso al agrupamiento trinuclear T2/T3.

De las cinéticas de consumo de oxigeno y los estudios espectro-electroquimicos se
deduce que la sincronizacién entre la unién del sustrato al sitio T1 y la entrada de
oxigeno al agrupamiento trinuclear T2/T3 ha sido alterada, perturbando por
consiguiente las constantes cataliticas tanto para el sustrato reductor como para el O..

Proponemos un nuevo papel para la tapa C-terminal en la funcionalidad global de las
lacasas de Ascomicetes. Sugerimos su funcionamiento como una “bisagra” molecular
que sincroniza la union del oxigeno molecular al sitito T2/T3 con la entrada de sustratos
en el sitio T1. El mecanismo sugerido se apoya adicionalmente en el hecho de que,
aparte del cambio en la afinidad por el O,, el principal pardmetro afectado por la
mutacién es el coeficiente de transmision electronica entre el sustrato reductor y el sitio
T1.
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ANEXO |

Secuencia completa del gen MtLT2:

péptido-sefial (22 aminoacidos);
(559 aminoécidos); extension C-terminal (14 aminoacidos).
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ANEXO I

Figura A.1. Fotografia del robot manipulador de liquidos, con placas multipocillo en sus diferentes estaciones.

a)

Los screenings de las diferentes generaciones se llevaron a cabo con la ayuda de un
robot manipulador de liquidos Quadra96 (Tomtec, EEUU) (Figura A.1).

Los programas disefiados para la transferencia de sobrenadantes de microcultivos y
adicion de reactivos en esta Tesis Doctoral se detallan a continuacion.

Fle Edt Quadra Add Select ShutflePositons Transfer Help Utiities
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Tips } Wash

Pause

Loop

Goto Program

Run Stacker

5 e B MO 3 E B HE
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WZ: Dispense 20.0 uL, @1900 to MASTER PLATE IN 6, 0.0 uL Blowout d ﬂ d
m& Dispense 20.0 uL, @1917 to actividadACN IN 2, 0.0 uL Blowout
mm Dispense 20.0 uL, @1917 to EstabilidadACN IN 5, 0.0 uL Blewout F ﬂ d

ms: Dispense 20.0 uL, @1900 to MASTER PLATE IN 6, 50.0 uL Blowout, @1
WB: Flow Wash 120.0 uL at Refill Reservoir Station in 1 450

W?: Wash for 2 seconds at Refill Reserveir Station in 1, @1200 M
|ﬁ8: Go To DUPLICAR1PLACA . prg after PAUSE Q
Move Down
-90
Run Step
o

AUN ‘ STOP ‘

Shuttle Positions jTransfer,
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b) File Edit Quadra Add Select Shuttle Positions Transfer Help Utilities
‘ REPLICAR2PLACAS
I spirate
B [ =1
Dispense 2 3
6 ‘ 5-| =

Empty / Quit
-450

Move Up

Tips / Wash

Move Down
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Copy Step

EEEEEERERE

Loop
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=
=
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=
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=
=
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)
)
=]
b

_Shunle Positions jTransfer/
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‘ ‘ adicionreactivos ‘
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el
= 1 2 3
g Dispense
o | 8| =
Empty / Quit
-450

Tips { Wash el

Move Down
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Copy Step
Loop

Delete
Goto Program
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el

Options

=
=
=
)
)
°
b

_Shuille Positions jTransfer/

Figura A.2. a) Duplicar una placa: a partir de la placa maestra (estacién n® 6 del robot) crear 2 placas réplica
(estaciones 2 y 5) con 20 pL cada una. b) Réplicar dos placas a la vez: a partir de dos placas maestras diferentes
(estaciones 2 y 3) crear una placa réplica de cada una de ellas (estaciones 4 y 5, respectivamente). ¢) Adicion de 180
uL de reactivo (reservorio en estacion 2) a dos placas réplica independientes (estaciones 4 y 5).
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ANEXO 1ll

PCR mutagénica: Taq polimerasa vs. Mutazima

Una manera ampliamente aceptada de evaluar la tendencia en los espectros
mutacionales es analizar la relacion de transiciones (Ts, sustituciones de purinas por purinas o
pirimidinas por pirimidinas) y transversiones (Tv, sustituciones de purinas por pirimidinas y
viceversa). Como hay 4 posibles transiciones y 8 posibles transversiones, la relacion Ts/Tv de
un espectro mutacional no predeterminado sera 0.5 y la relaciéon AT->GC/GC—AT igual a 1.

Sin embargo, tanto Mutazima como la Taq polimerasa muestran una tendencia elevada
hacia las transiciones, con una relacién Ts/Tv que puede variar de 2.9 a 0.8 (Tabla A.1).
Ademas, Mutazima tiende generalmente a mutar Gs y Cs con una relacion AT->GC/GC—AT
~0.2, lo que facilita la mutagénesis de moldes DNA ricos en GCs, como es el caso del gen de la
lacasa de MLL (65 % del total de nucledtidos). Por el contrario, Tag es 2-3 veces mas propensa
a introducir mutaciones A—N o T—N (con relaciones AT—>GC/GC—AT superiores a 1).

El espectro mutacional complementario de ambas polimerasas hace que compensen
mutuamente la tendencia inherente de cada una de ellas, obteniendo genotecas con un perfil
de mutacién mas equilibrado. Es decir, la combinacién de diferentes polimerasas alternandolas
en generaciones sucesivas de evolucion o creando librerias de mutantes independientes en
una Unica generacién, incrementa la exploracion del espacio proteico y por tanto, las librerias
tendran una representacion de mutantes mas variada que las librerias creadas mediante una
Unica polimerasa. Estos enfoques se han visto plasmados en la 12 y 22 generacion.

Ademas, en la 42 generacion se buscé una variaciéon del perfil mutacional mediante el
ensamblaje in vivo de librerias con diferente tendencia mutacional, obteniendo una variante
(2E9) con dos mutaciones en codones consecutivos (gecG614Dgac Y cacE615Kaag) como se ha
sefialado anteriormente. En ambas mutaciones, se producen dos transiciones A—G. Aunque
este tipo de cambios son mas frecuentes con la Mutazima que con la Taqg (43.7% frente a
13.6%), tampoco se puede descartar la participacion de la Tag/MnCl, en estas mutaciones.
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Tabla A.1. Espectro mutacional de las polimerasas Tag y Mutazima.

Tipo de mutacion (MnCIZ/-agNeroll?c?;:::uilib.) (MnCIJgﬂTPIg;i?;t:ialis:rados) Mutazima polimerasa
Ts/Tv 0.8 2.9 1.2
AT-GC/GC—AT 1.9 6.6 0.2
A-N, TN 75.9 % 83.3 % 25.6 %
G-N, C>N 19.6 % 14.2 % 72.5 %
Transiciones
A-G, T-C 27.6 % 63.2 % 10.3 %
G-oA, C>T 13.6 % 9.5% 43.7 %
Transversiones
A>T, T-HA 40.9 % 16.1 % 111 %
A—C, T-G 7.3% 4.0% 4.2%
G—C, C—»G 1.4% 1.4 % 8.8%
G-T,C->A 45% 3.3% 20.0 %
Inserciones 0.3% n.d. 0.8 %
Deleciones 4.2 % 1.5% 1.1%
Referencias (Shafikhani y cols., 1997) (LinGoerke y cols., 1997) (Cline y Hogrefe, 2000)
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ANEXO IV

La presente Tesis Doctoral ha dado lugar a las siguientes publicaciones y trabajos

presentados en congresos:

Publicaciones cientificas:

Alcalde, M., Zumarraga, M., Garcia-Arellano, H., Mencia, M., Plou, F.J., y Ballesteros, A.
(2005) Screenning mutant libraries of fungal laccases in the presence of organic solvents.
Journal of Biomolecular Screening. 6:624-631.

Alcalde, M., Zumarraga, M., Polaina, J., Ballesteros, A., y Plou, F.J. (2006) Combinatorial
saturation mutagenesis by in vivo overlap extension for the engineering of fungal
laccases. Combinatorial Chemistry & High Throughput Screening 9:719-727.

Zumarraga, M., Plou, F.J., Garcia-Arellano, H., Ballesteros, A., y Alcalde, M. (2007)
Bioremediation of polycyclic aromatic hydrocarbons by fungal laccases engineered by
directed evolution. Biocatalysis and Biotransformation (en prensa, Ref. GBAB244321).

Zumarraga, M., Bulter, T., Shleev, S., Polaina, J., Martinez-Arias, A., Garcia-Arellano, H.,
Plou, F.J., Ballesteros, A. y Alcalde, M. (2007) In vitro evolution of a highly active and
stable fungal laccase in organic cosolvents. Segunda revisién en Chemistry and Biology
(Ref. CHEMBIOL-D-07-00072).

Zumarraga, M., Camarero, S., Martinez-Arias, A., Ballesteros, A., Plou, F. J., y Alcalde,
M. (2007) Exploring laccase functionality by in vivo assembly of mutant libraries with
different mutational spectra. Aceptado en Proteins: Structure, Function, and
Bioinformatics (Ref. PROT-00243-200).

Zumarraga, M., Shleev, S., Polaina, J., Martinez-Arias, A., Vaz, C., Lépez-De Lacey, A,
Fernandez, V.M., Ferrer, M., Plou, F.J., Ballesteros, A. y Alcalde, M. (2007) Structural
study of the Mpyceliophthora thermophila laccase: role of the C-terminal plug and its
interaction with the highly conserved tripeptide 500VSGs15. Enviado a Journal of Biological
Chemistry (Ref. M7:02985).

Trabajos presentados en Congresos:

1.

Alcalde, M., Garcia-Arellano, H., Zumarraga, M., Plou, F. J. y Ballesteros, A. “Oxidation of
polycyclic aromatic hydrocarbons by native and evolved fungal laccases. The usage of
polymeric dyes for enzyme-biodegradation screening assays’. Congreso de la Sociedad
Espanola de Catdlisis, SECAT 03 (Mélaga, 22-25 de Junio 2003). Péster.
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Alcalde, M., Garcia-Arellano, H., Zumarraga, M., Plou, F. J. y Ballesteros, A. “High-
Throughput assay for the directed evolution of a fungal laccase in organic media’. Current
Challenges in Biomolecular Screening (Madrid, 13-14 de Noviembre 2003). Péster.

Alcalde, M., Zumarraga, M., Garcia-Arellano, H., Plou, F. J. y Ballesteros, A. “Evolucion
Dirigida de Enzimas”. Congreso Nacional de Biotecnologia BIOTEC 04 (Oviedo, julio
2004). Conferencia invitada y Péster.

Zumarraga, M., Garcia-Arellano, H., Pastor, E., Plou, F.J., Molina, M.J., Ballesteros, A. y
Alcalde, M. “Degradacion de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos con enzimas: diserio
combinatorial de catalizadores activos en presencia de disolventes”. Congreso de la
Sociedad Espafiola de Catalisis, SECAT 05 (Madrid, 27-29 de Junio de 2005). Poster.

Zumarraga, M., Garcia-Arellano, H., Molina, M. J., Plou, F. J. y Alcalde, M. “Evolucion de
laboratorio de lacasas termoestables para su actividad y estabilidad en presencia de altas
concentraciones de co-solventes”. Congreso de la Sociedad Espafola de Bioquimica y
Biologia Molecular SEBBM 05 (Zaragoza, 12-15 de Septiembre de 2005). Asistencia y
Péster.

Zumarraga, M., Alcalde, M., Polaina, J., Molina, M. J., Ballesteros, A. y Plou, F. J.
“Combinatorial saturation mutagenesis by in vivo overlap extension for the engineering of
fungal laccases”. Internacional symposium on ENVIRONMENTAL BIOCATALYSIS: from
remediation with enzymes to novel green processes (Cordoba, 23-26 de Abril de 2006).
Asistencia y Péster.

Lépez-Cortés, M., Zumarraga, M., Beloqui, A., Ferndndez-Arrojo, L., Torres, P., Ghazi, .,
Kunamneni, A., Pastor, E., Alcalde, M., Ferrer, M., Plou, F. J. y Ballesteros, A. “Obtencidn
y mejora por evolucion dirigida de enzimas nativas y metagenomas extremos. Su
aplicacion a procesos de interés industrial’. Reunion de la Red Nacional de “Plegamiento,
Estabilidad e Ingenieria de Proteinas” (Bilbao, Junio 2006). Comunicacién oral.

Zumarraga, M., Bulter, T., Shleev, S., Polaina, J., Garcia-Arellano, H., Martinez-Arias, A.,
Plou, F. J., Ballesteros, A. y Alcalde, M. “Evolucién de laboratorio de una lacasa fungica
altamente activa y estable en presencia de disolventes organicos’. Biospain-Biotec 2006
(Madrid 18-20 de Septiembre de 2006). Poster.
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