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RESUMEN

El bioetanol es un combustible complementario a las gasolinas, producido mediante
fermentacién de azlcares simples derivados de sacarosa, almiddn o celulosa. Debido a su gran
abundancia el material celulésico es particularmente atractivo como fuente de combustible. La
hidrélisis de la celulosa puede realizase utilizando métodos quimicos (acidos o bases) o
enzimaticos. La hidrélisis enzimatica genera productos mds puros y consume menos energia;
sin embargo, debido a su bajo rendimiento se requiere usar grandes cantidades de enzima, lo
cual eleva considerablemente los costos de produccidn.

Las endoglucanasas son glicosil hidrolasas que rompen enlaces $-1,4 en polimeros de glucosa.
Actuan sobre enlaces internos de la celulosa amorfa generando su despolimerizaciéon. La
estructura de las celulasas incluye un mddulo catalitico, unido a un dominio que actia como
centro de anclaje a la celulosa, por lo que se le ha denominado Modulo de Unién a
Carbohidrato (CBM por su sigla en Inglés). Estudios previos han demostrado que una alta
afinidad a celulosa se correlaciona con un aumento en la hidrélisis de ésta. En el presente
trabajo se proponen mutaciones en el CBM de la endo B-1,4 glucanasa de Trametes versicolor
(TVEG), que aumenten la adsorcion de la enzima sobre celulosa, buscando de este modo
aumentar la hidrdlisis de ésta.

Se generd un modelo tridimensional del CBM de la endoglucanasa de T. versicolor mediante
modelacién comparativa. La estructura obtenida estd formada por tres hojas beta
antiparalelas unidas entre si mediante dos puentes disulfuro. El modelo generado se utilizé
para llevar a cabo estudios de Docking Molecular, para identificar regiones de interaccion
celulosa—CBM.

Usando los resultados de la simulacion computacional de la interaccién CBM-celulosa, se
identificaron dos zonas de unién. La primera concuerda con la reportada previamente para
CBM'’s de la familia I, mientras que no existen reportes en la literatura sobre interaccion de la
celulosa con la segunda zona identificada. A continuacidon se simuld mediante Docking
Molecular, la interaccion de celulosa con variantes de CBM que contenian diferentes
aminodcidos en las posiciones clave de la segunda zona de interaccidn; los valores de energia
libre de unién entregados por la simulacién permitieron sugerir tres variantes de secuencia de
CBM. Las variantes seleccionadas fueron: variante 1 (G7Y, F10W), variante 2 (G7Y, F10W,
G12Q) y variante 3 (G7Y, G9Q, F10W, G12Q), donde G es glicina, Y tirosina, F fenilalanina, W
triptofano y Q glutamina.

Se generd un sistema de expresiéon recombinante de TvEG mediante clonamiento del gen
silvestre de la enzima en el vector pET22b(+) y transformacion en E. coli BL21(DE3); la proteina
se acumuld intracelularmente en forma activa. Las mutaciones planteadas fueron construidas
exitosamente mediante mutagénesis sitio dirigida, utilizando la metodologia de mutacién por
extensién de superposicion. De esta forma, se deja planteado un sistema de expresion
recombinante de las variantes construidas, de modo de en el futuro -cuantificar
experimentalmente la adsorcién de los CBM mutados y validar los resultados del andlisis
realizado in silico.

Se concluye que la estrategia utilizada permitié simular apropiadamente la interaccion CBM-
celulosa. Los resultados permitieron proponer en base a los estudios de DM, una estrategia de
doble anclaje del CBM a celulosa, que si bien es cierto debe ser comprobado
experimentalmente, resulta ser novedoso. Ademas, permitiéd proponer variantes del CBM de
TVEG que potencialmente se adsorberan con mayor afinidad sobre celulosa. Si bien estas
mutaciones deben ser validadas experimentalmente, fueron planteadas a partir de un disefio
racional lo que aumentaria la probabilidad que éstas presenten mayor afinidad a celulosa.
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1. INTRODUCCION

La problemdtica de los combustibles, su agotamiento y alto costo, han incentivado a indagar
sobre la obtencién de energias alternativas como el biogas, biodiesel y bioetanol, a partir de la
hidrélisis de residuos agroindustriales. Una alternativa de produccién de biocombustibles
corresponde al uso de biomasa lignoceluldsica. Se estima que alrededor de 180 billones de
toneladas de celulosa son producidas por plantas anualmente, por lo que constituye una de las
fuentes de carbono renovables mds importantes que hay sobre la tierra [Martinez-Anaya et al.,
2008]. Sin embargo, una de las dificultades de utilizar estos residuos es que estan formados
por de complejos lignina-celulosa y hemicelulosa los cuales son sumamente dificiles de
degradar y sélo un grupo pequefio de organismos es capaz de llevarlo a cabo [Martinez et al.,
2009].

En la actualidad, las enzimas se han convertido en herramientas fundamentales en la
obtencidn industrial de productos de diversa indole; entre ellas, en la obtenciéon de formas
alternativas de combustibles [Polaina, 2004]. Las celulasas son las enzimas responsables de la
hidrélisis de celulosa y se dividen en tres grandes grupos segln su actividad enzimatica:
endoglucanasas o endo-1,4-B-glucanasas, exoglucanasas o celobiohidrolasas y B-glucosidasas.
Las endoglucanasas, también llamadas carboximetilcelulasas, inician el ataque al azar en varios
sitios internos de la regién amorfa de la fibra de celulosa, abriendo nuevos sitios para el
subsecuente ataque por las celobiohidrolasas que hidrolizan la celulosa cristalina [Martinez et
al., 2009].

Se han llevado a cabo considerables investigaciones para mejorar la hidrdlisis de materiales
lignoceluldsicos. Pretratamientos de la biomasa para remover la lignina y hemicelulosa
pueden aumentar significativamente la hidrdlisis de celulosa [Martinez et al., 2009]. Por otro
lado, la optimizacién de la actividad de enzimas celulasas y de la acciéon puede también
incrementar la hidrélisis [Sun y Cheng, 2002]. Los avances en la ingenieria de proteinas, sin
duda han adquirido un rol fundamental en el desarrollo de mejoras enzimaticas, como la
optimizacion de la actividad o termoestabilidad [Martinez et al., 2009].

Dentro de los métodos para desarrollar nuevas enzimas, una alternativa para mejorar las
propiedades de éstas es el disefio racional. Si se cuenta con el gen y la estructura
tridimensional de una enzima, se puede alterar la secuencia de aminoacidos y, por lo tanto, las
propiedades cataliticas mediante un disefio racional seguido de mutagénesis sitio-dirigida
[Pefia-Montes y Gonzalez-Saravia, 2008]. La mutagénesis sitio dirigida consiste en introducir
una mutacién especifica a una secuencia conocida con el fin de conseguir una mejora en
alguna propiedad de la proteina y con ello, por ejemplo, desarrollar biocatalizadores que se
ajusten a condiciones de trabajo de procesos industriales [Hemsley et al., 1989].

1.1 Descripcion del proyecto y justificacion

El presente trabajo de titulo se enmarca dentro del proyecto “Optimization of the
lignocellulose treatment process for bioetanol production” del programa de investigacidn
Domeyko-Energia de las Académicas M. Elena Lienqueo y Oriana Salazar del Departamento de



Ingenieria Quimica y Biotecnologia de la Universidad de Chile. En este proyecto se estudia la
optimizacidon del tratamiento de lignocelulosas con miras a la obtencién de bioetanol.

La obtencidn de bioetanol a partir de residuos lignoceluldsicos se inicia con un pretratamiento
de la biomasa seguido de la hidrdlisis de celulosa. De este modo se producen monosacaridos
que posteriormente son fermentados en bioetanol. La etapa de hidrdlisis consiste en la
despolimerizacién de celulosa a glucosa y se lleva a cabo por medio de enzimas celulasas. Estas
enzimas presentan un dominio de anclaje a carbohidrato (CBM) el cual promueve un
acercamiento del dominio catalitico al sustrato, facilitando de este modo la hidrdlisis de
celulosa.

El trabajo de memoria se titula “Identificacion de potenciales residuos determinantes de
mayor afinidad a celulosa en una endoglucanasa mediante estudios de docking molecular”.
Tiene como objetivo proponer mutaciones en el dominio de unién a carbohidrato (CBM) de la
endo B 1,4 glucanasa de Trametes versicolor, que aumenten la adsorcion de la enzima sobre
celulosa, y con ello mejorar la hidrdlisis de ésta.

Se incorporé al estudio herramientas computacionales, que permitieron llevar a cabo analisis
in silico de la estructura del dominio en estudio y su comportamiento de anclaje sobre
celulosa. Esto permitié utilizar una estrategia de mutacidn racional, la cual involucra un menor
uso de recursos (econdmicos y tiempo). Al implementar herramientas computacionales se
facilito el analisis de un amplio nimero de casos en estudio, lo que permitié evaluar un mayor
numero de mutaciones.

A partir de modelamiento por comparacién se obtuvo un modelo de la estructura
tridimensional del dominio de unién a celulosa de la endoglucanasa de Trametes versicolor, el
cual se utilizé como base para el analisis de docking molecular. Esta metodologia estudio la
unién de la endoglucanasa de T. versicolor sobre celulosa, entregando informacién para
identificar rasgos estructurales determinantes de la afinidad de la regién CBM de la enzima a
celulosa, con el objetivo de postular posibles cambios en la secuencia de aminoacidos que
mejoren la adsorcidn.

Finalmente, dentro de las mutaciones analizadas computacionalmente, se escogieron 3
mutaciones a implementar de modo experimental. Estas mutaciones se construyeron
mediante una estrategia de mutagénesis sitio dirigida basada en la técnica de mutacién por
extensidn de superposicion. Los genes mutados se clonaron en el vector pGEM®-T Easy.

Se determinaron también las condiciones de expresidon soluble de la endoglucanasa de
Trametes versicolor en Escherichia coli. De esta forma se dejan propuesta las condiciones de
expresion de la enzima, para posteriormente analizar la endoglucanasa nativa y sus
mutaciones, esperdandose encontrar una mayor adsorcidén y actividad para las variaciones
planteadas en el presente estudio.



1.2 Estructura de la celulosa

Los materiales lignoceluldsicos son el principal componente de la biomasa, representando
aproximadamente la mitad de la materia producida mediante fotosintesis. Se compone
principalmente por tres tipos de polimeros: celulosa, hemicelulosa y lignina, los cuales se
encuentran fuertemente entrelazados y quimicamente unidos mediante fuerzas no covalentes
y covalentes [Pérez et al., 2002; Sanchez, 2009]. El porcentaje de cada uno de estos polimeros
varia de planta en planta dependiendo de la especie. Suele encontrarse celulosa en mayor
cantidad (50% p/p), y en menor cantidad hemicelulosa (25-30% p/p) y lignina (20-25% p/p)
[Pérez et al., 2002].

La lignocelulosa o material lignoceluldsico (residuos agricolas, agro-industriales y forestales)
puede presentar en su composicién hasta 50% p/p de celulosa. Dado el alto porcentaje de
celulosa presente en la biomasa, material lighocelulésico ha sido utilizado para la obtencién
del biopolimero y de sus derivados, tanto para la produccién de papeles como compuestos de
elevado valor comercial, tales como glucosa, etanol y otros [Mussatto et al., 2006; Pérez et al.,
2002].

La celulosa es el principal componente de la pared celular en plantas [Lee, 1997] y consiste en
un polimero lineal formado por unidades de D-glucosa, unidas entre si mediante enlaces 1,4 (3-
glucosidicos, formando dimeros conocidos como celobiosa (ver Figura 1). Estos dimeros a su
vez forman largas cadenas unidas entre si mediante puentes de hidrégeno y fuerzas de van der
Waals [Béguin y Aubert, 1994; Pérez et al., 2002; Sanchez, 2009].

Celobiosa

Figura 1. Representacion grafica de la estructura de la celulosa [Hilden y Johansson, 2004;
Pandey, 1999].

En la naturaleza la celulosa generalmente se encuentra en un estado altamente organizado,
conocido como fibra cristalina, acompafiado de pequefias cantidades de celulosa no
organizada, en forma de celulosa amorfa. En esta conformacidn, la celulosa es mds susceptible
a ser degradada [Pérez et al., 2002].



Por otro lado, en los materiales lignoceluldsicos, la celulosa se encuentra asociada con otras
dos fracciones poliméricas, la hemicelulosa y la lignina. La hemicelulosa es un heteropolimero
compuesto principalmente por los azlcares xilosa y arabinosa, aunque también presenta en su
composicion glucosa, manosa, galactosa y algunos acidos glucurdnicos. La lignina es una
macromolécula polifendlica compuesta por diferentes unidades de compuestos fendlicos y
aromaticos, y que tiene como funcién proporcionar rigidez a la pared celular del material
[Mussatto et al., 2006; Pérez et al., 2002].

1.3 Proceso de obtencion de bioetanol

En la actualidad la principal materia prima para la produccién de bioetanol es la cafia de
azucar, ya que su proceso resulta ser mas sencillo y tiene un costo de produccidn bajo. De los
51 mil millones de litros de bioetanol producidos en el afio 2006, la produccidn
estadounidense, a base de maiz, y la brasilefia, a base de cafa, representaron el 70% del total
de produccion de bioetanol [BNDES y CGEE, 2008; Garcia et al., 2011].

Dado la competencia con otros usos del suelo que conlleva la produccién de bioetanol a partir
de productos de origen agricola, se hizo necesario buscar nuevas alternativas para su
produccién. En este dmbito, la biomasa lignoceluldsica (paja de cereal, residuos forestales,
madera) se proyecta como la materia prima del futuro para la produccién de bioetanol, dada
su alta disponibilidad al aprovechar materias consideradas desechos, menor emisidon de
agentes contaminantes y mayor eficiencia energética [Hahn-Hagerdal et al., 2006].

El proceso de produccidn de bioetanol a partir de biomasa lignoceluldsica, y particularmente
de residuos forestales, consiste en cuatro etapas: pretratamiento, hidrdlisis, fermentacién y
destilacion [Balat et al., 2008; Lee, 1997].

El pretratamiento es la primera etapa del proceso y tiene como objetivo alterar o remover
compuestos o estructuras que impidan la hidrélisis [Balat et al., 2008]. Existen numerosos
procedimientos para llevar a cabo el pretratamiento del material lignoceluldsico, sin embargo,
es posible agruparlos en pretratamientos fisicos, quimicos y bioldgicos [Martinez et al., 2009].

Posterior al pretratamiento se lleva a cabo la hidrdlisis, que consiste en obtener los azucares
fermentables a partir de material lignoceluldsico. Para esto, las largas cadenas de celulosa y
ramificaciones de hemicelulosa son cortados hasta obtener mondmeros fermentables. Este
procedimiento, puede llevarse a cabo utilizando tanto métodos quimicos (acidos o bases)
como bioldgicos (utilizando enzimas) [Sun y Cheng, 2002].

Finalmente se realiza la fermentacion de los mondmeros previamente liberados, que consiste
en el crecimiento de microorganismos en azlcares de modo que éstos utilicen los
monosacaridos como sustrato, produciendo etanol. El etanol producido procede a separarse,
por ejemplo, mediante destilacién [Balat et al., 2008; Chang et al., 1981].

1.4 Hidrdlisis enzimatica de celulosa

La hidrdlisis de la celulosa puede ser realizada tanto por métodos quimicos como son los
tratamientos con acidos o bases, como mediante procedimientos bioldgicos, utilizando



enzimas [Balat et al., 2008]. El pequeio tamafio de moléculas tales como acido sulfurico
(hidrdlisis acida) e hidroxido de sodio (hidrélisis alcalina), les permite penetrar profundamente
en la estructura de la celulosa; sin embargo estos métodos presentan desventajas, como
poseer bajo rendimiento, alta formaciéon de subproductos y requerir elevado consumo de
energia (hidrdlisis quimica requiere llevarse a cabo a temperaturas por sobre 1209C) [Mussatto
et al., 2006].

La hidrdlisis enzimatica se ha vuelto una alternativa atractiva frente a la hidrélisis quimica. El
elevado costo de produccién de enzimas ha llevado a la incorporacién de biotecnologia
moderna en el proceso. Esto ha permitido reducir los costos de producciéon y con ello el precio
de las enzimas [Balat et al.,, 2008]. Por otro lado la hidrélisis enzimatica puede producir
productos mds puros, y consumir menos energia. Los costos en la utilizacion enzimatica son
menores, ya que las enzimas requieren rangos de operacion menos drasticos con respecto a
las condiciones estandar de temperatura y presién (20 2C y 1 atm). Al utilizar hidrdlisis
enzimatica ademds se evitan efectos de corrosidn sobre los equipos utilizados en el proceso,
debido a que se trabaja a pHs cercanos al neutro [Balat et al., 2008; Sun y Cheng, 2002].

Entre los factores que afectan la hidrélisis enzimatica de celulosa, se incluye las caracteristicas
y accesibilidad del sustrato, actividad de las celulasas y las condiciones de operacidn bajo las
cuales se lleva a cabo el procedimiento, sobretodo temperatura y pH [Sun y Cheng, 2002].

1.4.1 Celulasas

La hidrdélisis bioldgica de la celulosa se lleva a cabo mediante la accién enzimatica de celulasas,
las cuales corresponden a enzimas glicosil hidrolasa, que son producidas por distintos
microorganismos, incluyendo hongos, levaduras y bacterias [Lee, 1997].

Las celulasas pueden ser clasificadas en distintas familias, basdandose en la similitud de las
secuencias primarias de las glicosil hidrolasas. A partir de esto, se han encontrado enzimas con
numero EC distintos que pertenecen a la misma familia, como enzimas con especificidad de
sustrato similares que pertenecen a familias distintas [Henrissat, 1991].

El proceso de degradacidn de la celulosa parece ser diferente para distintas especies,
especialmente entre microorganismos aerdbicos y anaerdbicos. Microorganismos aerdbicos
como Trichoderma reesei secretan una combinacion de endoglucanasas y celobiohidrolasas,
las cuales atacan su sustrato individualmente pero de forma sinérgica. Por otro lado, bacterias
anaerdbicas como Clostridium cellulovorans, Clostridium cellulolyticum, Clostridium josui, y
Clostridium thermocellum, producen complejos multienzimaticos extracelulares que tienen
alta actividad degradando celulosa cristalina [Ohara et al., 2000].

La produccién microbiana de celulasas esta sujeta a diferentes mecanismos de regulacién. A
partir de los estudios realizados tanto en hongos como en bacterias, se ha propuesto un
modelo general de regulacidn controlado principalmente por dos mecanismos. Por un lado, la
induccion que se lleva a cabo por el sustrato natural celulosa, y por otro la represién por
fuentes de carbono de bajo peso molecular como glucosa y celobiosa. Este modelo sugiere
ademas, la existencia de un nivel basal de enzimas, que inician la hidrdlisis del sustrato y



producen pequefios oligosacdridos que entran a la célula, actuando como inductores que
encienden la transcripcién de los genes [Ponce y Pérez, 2002].

1.4.2 Celulasas Fungicas

El clasico sistema de celulasas de origen flngico corresponde a un complejo de enzimatico, el
cual se encuentra compuesto por endoglucanasa, exoglucanasa y celobiasa. El efecto de este
complejo es expresado por la accidn sinérgica de estas enzimas sobre la celulosa [Lee, 1997].

Las endoglucanasas, también Illamadas endocelulasas, son 1,4-3-D-glucan glucanohidrolasas
gue actuan de forma azarosa sobre las regiones de celulosa amorfa en el interior del
polisacarido. Estas enzimas hidrolizan las cadenas de celulosa de manera aleatoria,
obteniéndose una rapida disminucién en el largo de éstas y en su grado de polimerizacion (ver
Figura 2) [Herndandez-Santoyo et al., 1999]. La configuracién PB-glucosa se conserva,
obteniéndose como producto final una mezcla de glucosa y celobiosa [Martinez-Anaya et al.,
2008].
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Figura 2. Mecanismo de accion de celulasas.

Las exoglucanasas son también conocidas como exocelulasas y actian progresivamente en los
extremos terminales del polimero liberando ya sea moléculas de glucosa (glucohidrolasas) o
celobiosa (celobiohidrolasas) [Hernandez-Santoyo et al., 1999; Martinez-Anaya et al., 2008].



Las celobiasas o B-glucosidasas son enzimas -D-glucésido glucohidrolasas que se encargan de
degradar la celobiosa a monémeros, liberando B-glucosa [Lee, 1997; Martinez-Anaya et al.,
2008].

La mayoria de las endoglucanasas y exoglucanasas fungicas poseen peso de 20 a 100 kDa,
mientras que las celobiasas se encuentran entre 50 y 300 kDa. En general, celulasas flngicas
son dptimamente activas en pH 4 a 6, mientras que las celulasas bacterianas muestran mejor
actividad a pH 6 a 7. Otra caracteristica de las celulasas fungicas es la presencia de
glicosilaciones, las cuales son menos frecuente en celulasas de origen bacteriano [Bhat y
Hazlewood, 2001].

1.4.3 Estructuray caracteristicas de celulasas

Las celulasas presentan como estructura fundamental un dominio catalitico (CD) unido a un
dominio de anclaje a carbohidrato (CBM). Estos dos dominios se encuentran conectados
mediante una secuencia de unién (L) rica en prolinas e hidroxiaminoacidos [Lynd et al., 2002;
Rabinovich et al., 2002].

El dominio catalitico (CD) corresponde al dominio mas grande dentro de la enzima. Se ha
identificado como parte de la estructura donde se lleva a cabo la catalisis enzimatica
[Rabinovich et al., 2002].

En la mayoria de los casos el dominio catalitico y el dominio de unién en celulasas se
encuentran separados por una secuencia de union. Esta secuencia se compone por cadenas
desordenadas, ricas en prolina, treonina y serina, asi como tan bien por glicina y alanina. El
largo de ésta varia entre 20 y 50 residuos, sin embargo, puede llegar alcanzar hasta 100
residuos. En muchas secuencias de unién es posible identificar entre 4 y 6 residuos repetidos
los cuales pueden estar cargados o corresponder a residuos hidrofébicos [Rabinovich et al.,
2002].

La secuencia de unidn provee una separacion espacial entre el CD y el CBM, de modo de
permitir sus funcionamientos de manera auténoma sobre la superficie del sustrato. Un rigido
segmento glicosilado es el responsable de la separacion espacial, mientras que un segmento
flexible permite el funcionamiento independiente de ambos dominios [Rabinovich et al.,
2002].

El dominio de unién (CBM) se puede encontrar tanto en el extremo N-terminal como en el
extremo C-terminal de las celulasas [Linder y Teeri, 1997]. Un ejemplo de esto se observa en
las celobiohidrolasas del hongo Trichoderma reesei, en las cuales la CBHI posee el dominio de
unién en el extremo carboxilo, mientras que la CBHII posee el dominio de unién en el extremo
amino de la enzima [Bray et al., 1996; Gilkes et al., 1991; Kraulis et al., 1989].

La funcion del mdédulo de unidn a carbohidrato ha sido bastamente debatida [Tavagnacco et
al., 2011]. Se ha observado que al encontrarse el sitio activo sin estar acoplado a un CBM es
activo en sustratos solubles, sin embargo presenta menor unién a sustrato y una leve
disminucién en la actividad enzimatica [Linder et al., 1996; Tavagnacco et al., 2011]. En el caso
se sustratos insolubles celulasas sin dominio de unién presentan una clara disminucion en su



actividad [Linder y Teeri, 1997]. Se sugiere entonces que el CBM mejora la actividad enzimatica
sobre celulosa ya sea incrementando la concentracién efectiva de la enzima en la superficie del
sustrato o posiblemente promoviendo la solubilizacién de cadenas de azlcares de la superficie
del polimero. De este modo se facilita la hidrélisis de celulosa a partir de un acercamiento del
dominio catalitico al sustrato [Linder y Teeri, 1997; Lynd et al., 2002].

1.4.4 Clasificacion de mdédulos de unidn a carbohidratos

Asi como existen familias de proteinas, existen agrupaciones mas amplias conocidas como
superfamilias, dentro de las cuales son clasificados los dominios de unién. Una de éstas es la
superfamilia con dominios para la unién de carbohidratos, la cual presenta una estructura de
forma beta en sandwich. Dentro de este grupo se consideran 5 familias [Lynd et al., 2002].

Mientras el nimero asignado a la familia aumenta, el nimero de aminoacidos conservados en
ésta disminuye [Bray et al., 1996]. La gran mayoria de los dominios de unién presentes en
celulasas de origen fungico (incluyendo la endoglucanasa en estudio) se encuentran
clasificadas en la familia | [Martinez-Anaya et al., 2008].

Todos los CBM de la familia I, consisten en 35 a 40 residuos aminoacidicos. Su largo, como la
variabilidad del extremo N-terminal de su secuencia, dependen de su localizacién en el
extremo amino, carboxilo o al interior de la secuencia, ya que al ubicarse el CBM en el extremo
n-terminal, incluye algunos péptidos sefial, mientras que si se encuentra en el extremo c-
terminal incluye péptidos de la secuencia de unién al dominio catalitico. Esta familia, solo
incluye CBM de origen eucariontes, principalmente hongos [Lynd et al., 2002].

La familia Il, incluye CBM de varias enzimas producidas por bacterias aerdbicas y anaerdbicas.
A parte de las celulasas y xylanasas, CBM de la familia Il pueden ser encontrados en otras
enzimas relacionadas con la descomposicion de hemicelulosa, como arabinosidasas y acetil
esterasas. Cabe notar que los CBM de la familia | y I, no sélo difieren en cuanto al organismo
del cual son originarias, sino también presentan distinta especificidad de unién [Lynd et al.,
2002].

Los CBM de la familia Ill, componen un gran nimero de bacterias aerdbicas y anaerdbicas con
cadenas polipeptidicas de largo entre 131y 172 residuos. Este dominio, por lo general se ubica
en el extremo c-terminal de la proteina. La familia IV incluye CBM de bacterias aerdbicas,
anaerdbicas y actinomicetos. Posee un tamafio similar al CBM de la familia Ill, sin embargo
presenta una débil homologia a éstos, ya que posee la habilidad de unirse a celulosa amorfa,
no cristalina. La familia V, representa un Unico CBM de una endoglucanasa de la bacteria gram
negativa E. chrysanthemi. Consiste en 63 residuos y se encuentra en el extremo c-terminal de
la enzima [Lynd et al., 2002].

1.5 Mddulos de unidn a carbohidrato de la familia |

Los dominios de unién a carbohidratos que pertenecen a esta familia son pequefios péptidos
rigidamente plegados, que presentan dos cisteinas conservadas involucradas en la formacion
de puentes disulfuros. Estos puentes disulfuro no sélo permiten un correcto plegamiento del



péptido, sino también estabilizan la estructura, otorgandole rigidez a la superficie de
interaccion a celulosa [Linder et al., 1996; Tavagnacco et al., 2011].

Poseen triptofanos y tirosinas conservados, los cuales generan una superficie hidrofdbica de
union a la celulosa (ver Figura 3) [Lynd et al., 2002; Rabinovich et al., 2002]. Estos aminoacidos
se encuentran espaciados en intervalos regulares, semejantes al espaciamiento de los azlcares
que forman la celulosa [Tavagnhacco et al., 2011]. Ademas de los puentes disulfuros, la
estructura es estabilizada por la presencia de tres hojas beta, las cuales permiten el correcto
posicionamiento de los triptéfanos y tirosinas sobre la celulosa [Linder et al., 1996].

5 13 31 32
CBH I T. reesei -TQHYGQCGGIGYSGPTVCASGTTCAQVLNP Y Y SaCL
CBH I A. bisporus -QS VWGQCGGNGWTGPTTCASGSTCVKQND F YSacClL
CBH I A. aculeatus NVALYGAQCGGQGWTGPTTCASG-TCTKQND ¥ Y SQCL
CBH I F. oxysporum GSVAQWGQCGEGGAN YSGPTTCKSPFTCKKINDEFE Y SaQcCcQ
CBH I A. bisporus PAQMWGQCGGAQGWTGPTACQSPSTCHY INDF Y SQCF
CBH I P. chrysosporium VTIVQWGQAQCGGIGYTGSTTCASPYTCHVLNP Y Y SQCY
CBH I T. harzianum ATQHYGQAQCGGTGWTGPTRCASGYTCQVLNP F Y SaQCL
CBH I T. viride PTQHYGQCGGIGYSGPTVCASGSTCAQVLNP Y Y SQCL
CBH58  P. chrysosporium PTVAOQWGQCGGIGYSGSTTCASPYTCHVYLNP Y Y SQCY
CBH-1I T. reesei ACSVWGQCGGOQNWSGPTCCASGSTCVYSNDY YsaclL
EG-1 T. reesei CTOHWGQCGGIGYSGCKTCTSGTTCQYSNDY Y SsacelL
EG I T. reesei -QQVWGQCGGIGWSGPTNCAPGSACSTLNP Y Y AQCI
EG type F F. oxysporum - - - - -GQCGGNGWTGATTCASGLKCEKINDW Y YQCV
EG3 H. insolens -QG6GAWQQAQCGEGGOGVGOE FSOESTSCVSOGYTCVYLNDW Y 50QCQ
EG I T.longibrachiotum CTQHWGQCGG 1 G Y TGCKTCTSGTTCQYGND Y Y SsacClL
EG4 T. reesei PTQLYGQCGGSGYSGPTRCAPPATCSTLNPY YAQCL

Figura 3. Alineamiento CBM de la familia I. CBH representa Exoglucanasa y EG representa
endoglucanasas. Adaptacion de [Nimlos et al., 2007].

El ndmero de aminoacidos conservados y el espaciamiento entre ellos son factores criticos
para un correcto anclaje sobre el sustrato. Al sustituir los aminoacidos conservados por otros
como alanina o glicina se ha observado una disminucién drastica en la adsorcién a celulosa
[Mattinen et al., 1997, Takashima et al., 2007].

Por otro lado estudios han encontrado configuraciones de aminodcidos conservados que
presentan mejor adsorcion que otras combinaciones de aminodcidos aromaticos. La
configuracién con mayor afinidad se presenta en el caso en que se ubica tirosina en la posicion
central (31) y triptéfanos en ambos extremos (5 y 32). Se observa ademads que un aumento en
la afinidad a celulosa se correlaciona con una alta actividad [Takashima et al., 2007].



1.6 Mecanismo de adsorcion a celulosa

La formacion del complejo enzima celulosa es necesaria para dar inicio a la hidrélisis del
polimero. El dominio de unién CBM se adsorbe sobre los sitios accesibles contenidos en el
sustrato, manteniéndose unido a éste, mediante fuerzas de interaccién no covalentes [Lynd et
al.,, 2002]. Dado esto, las propiedades estructurales de los distintos materiales celuldsicos
poseen una gran influencia en la adsorcion y con ello en la reaccidn de hidrdlisis de celulosa
[Lee et al., 1982].

Dentro de las principales propiedades fisicas de los materiales celuldsicos utilizados en los
modelos de adsorcién se encuentra el indice de cristalinidad, el grado de polimerizaciéon y el
grado de accesibilidad del material [Lee et al., 1982; Zhang y Lynd, 2004].

El indice de cristalinidad (Crl) representa la reactividad del sustrato, el cual es determinado a
partir de la medicion de patrones de difraccién de rayos X [Zhang y Lynd, 2004]. Se ha
reportado que la hidrélisis de celulosa mediada por celulasas fungicas es 3 a 30 veces mas
rapida en celulosa amorfa que en celulosa cristalina [Lee et al., 1982; Lynd et al., 2002].

El grado de polimerizacién (DP) de los materiales celuldsicos representa la abundancia relativa
de enlaces B-glucosidicos del polimero. La cuantificacion de éste se lleva a cabo mediante la
disolucién de celulosa y su posterior medicidn utilizando membranas o microscopia electrénica
[Zhang y Lynd, 2004]. Se ha reportado que la solubilidad de celulosa disminuye drdsticamente
con el aumento del grado de polimerizacidon de ésta, debido a los puentes de hidrégeno
presentes intermolecularmente [Klemm et al., 1998; Miller, 1963; Pereira et al., 1988].

La accesibilidad (SSA) del material representa el area efectiva del polimero a la cual la enzima
puede acceder para iniciar el ataque enzimatico [Zhang y Lynd, 2004]. Algunos valores
reportados para materiales celuldsicos se presentan en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1. Resumen de propiedades fisicas de materiales celuldsicos.

Sustrato Crl SSA (m?/g) DP
Avicel 0,5-0,6 20 300
Algodon 0,81-0,95 nr 1000 - 3000
Papel filtrado 0-0,45 nr 750
Pulpa de madera 0,5-0,7 55-61 500 - 1500

Crl denota indice de cristalinidad, SSA accesibilidad, DP grado de polimerizacion. nr: no reportado.
Fuente: [Zhang y Lynd, 2004]

1.6.1 Modelos de adsorcién

La descripcidon cuantitativa de la adsorciéon de celulasa a celulosa, generalmente incluye
expresiones de concentraciones de complejos enzima-celulosa como funcién de variables
relevantes para la adsorcidn en celulosa, que describen el estado del sistema. La mayoria de
los modelos de adsorcion incluyen pardmetros como la cantidad total de celulasa y sustrato
presente, y pardmetros especificos de la enzima y el sustrato que influyen en la adsorcion,
como lo son la afinidad y capacidad, junto con variables quimicas y fisicas de la operacion,
como la temperatura y fuerzas idnicas participantes [Hong et al., 2007; Lynd et al., 2002].
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La estimacion de la concentracidon de complejo enzima-celulosa es usualmente determinada a
partir de la diferencia entre la enzima total y la enzima no adsorbida, tal como se representa
en la ecuacién 1 [Lynd et al., 2002]:

[Pap 1 = [Pr] — [P,] (Ec.1)

Donde [Pap] representa la concentracién de la enzima adsorbida a celulosa, [P;] corresponde a
la concentracion total de la enzima y [P,] es la concentracién de enzima no adsorbida en la
celulosa [Lynd et al., 2002].

La adsorcién de celulasas es rapida comparada con el tiempo requerido para la hidrélisis de
celulosa. En varios estudios se ha reportado que la adsorcion enzimatica alcanza estado
estacionario a los 30 - 60 minutos [Lynd et al.,, 2002]. La descripcion mds comun para la
adsorcién de celulasas es mediante isoterma de Langmuir, la cual considera que la adsorcion
puede ser descrita mediante una constante de equilibrio y una capacidad especifica de
adsorciéon [Zhang y Lynd, 2004]. La isoterma de Langmuir puede representarse:

VpS[SO]

K

[PAD] = —ps+ [Sol

(Ec.2)

Donde [So] representa la concentracién de celulosa, K,s (mg-celulosa/mL) la constante de
saturacion media y V,s (mg-proteina/mL) la constante de maxima adsorcién. Los pardmetros
de adsorcidn de la ecuacion 2 se determinan a partir del analisis de una regresién no lineal de
los datos experimentales [Lee et al., 1982; Zhang y Lynd, 2004]. La constante de saturacion
media (K,s) es definida como la concentracién de celulosa, a la mitad de la maxima adsorcién
[Lee et al., 1982].
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1.7 Métodos Computacionales utilizados en el disefio racional

Los métodos computacionales utilizados en el disefio racional pueden ayudar a entender
resultados experimentales y desarrollar nuevos estudios de ingenieria. Computacionalmente
puede simularse la evolucién dirigida y de este modo evaluar el efecto de reemplazar, agregar
o eliminar uno o mds aminodcidos de una proteina. La integracion de datos computacionales
focaliza el andlisis, lo que a su vez permite llevar a cabo un estudio mas dirigido y comprensivo
[Lutz y Patrick, 2004].

A esta forma de recreacion de estructuras complejas por medio de computadores se le ha
dado el nombre de modelos in silico haciendo alusién a la estructura interna del computador
gue estd hecho en un 90% de materiales de silice. Cuando se escucha esta palabra se entiende
gue todo el proceso de simulacién experimental ha ocurrido mediante utilizacién de modelos
computacionales [Scior et al., 2007].

1.7.1 Modelamiento de estructuras tridimensionales de proteinas por comparacion

El objetivo de los modelos de estructura de proteinas mediante comparacion es construir un
modelo tridimensional de una proteina a partir de una estructura conocida. La proteina a
modelar recibe el nombre de target, mientras que las proteinas que se utilizan como modelo,
son las plantillas [Sanchez y Sali, 2000]. Es posible llevar a cabo un modelo por comparacion,
ya que pequefios cambios en la secuencia de la proteina usualmente no provoca grandes
cambios en la estructura tridimensional [Marti-Renom et al., 2003].

Tienen que darse dos condiciones para construir un buen modelo: primero, debe existir
similitud entre el target y la plantilla (identidad de secuencias > 40%), y segundo, el correcto
alineamiento entre el target y el la plantilla debe ser generado [Sadnchez y Sali, 2000].

Los modelos por comparacion, siguen 4 pasos: identificacién de estructuras similares
(plantillas), seleccidon de platillas, alineamiento secuencia interés con la o las plantillas
seleccionadas y construccion del modelo para la secuencia de interés [Sanchez y Sali, 2000].
Finalmente, se procede a evaluar el modelo (angulos de torsidn permitidos, colisiones
estéricas, estereoquimica del modelo, etc.). En el caso de que el modelo generado no sea
adecuado, se repite el procedimiento a partir del primer (busqueda plantilla) o segundo
(alineamiento target-plantilla) paso de modelamiento [Marti-Renom et al., 2003].

1.7.2 Docking molecular

El docking molecular es un método utilizado para predecir la orientacidon preferente de una
molécula con respecto a otra cuando éstas forman un complejo estable [Jorgensen, 1991]. El
objetivo del docking consiste en simular computacionalmente el proceso de reconocimiento
molecular, de modo de identificar las estructuras involucradas en la unién receptor-ligando. El
docking molecular permite encontrar la unién mas probable entre el ligando y el receptor, es
decir, la interaccion que menos energia requiere. Permite ademas identificar el sitio idéneo de
unién molecular, responsable del reconocimiento especifico biolégico. Dado esto, se han
incorporado analisis de docking molecular en la industria farmacolédgica y en estudios de
interaccion enzima-sustrato [Kitchen et al., 2004, Scior et al., 2007].
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Actualmente se han implementado diversos programas para llevar a cabo docking molecular
(Tabla 2) [Smith y Sternberg, 2002]. Cada uno de ellos utiliza diversas representaciones tanto
para el ligando como para el receptor, como también varia el algoritmo en que basan su
analisis [Kitchen et al., 2004; Smith y Sternberg, 2002].

Tabla 2. Programas para docking molecular.

Programa Laboratorio Pagina web Referencia

3D-Dock  Imperial Cancer www.bmm.icnet.uk/docking/ [Smith y
Research Sternberg,
Fund/Imperial 2003]
college

HEX Aberdeen www.biochem.abdn.ac.uk/hex/ [Janin et al.,
University 2003]

DOT University of www.sdsc.edu/CCMS/DOT [Ten Eyck et
California San al., 1995]
Diego

BIGGER Universidade Nova  www.dq.fct.unl.pt/bioin/chamera [Palma et al.,
de Lisboa 2000]

MERL University of Engpubl.bu.edu/bioinfo/MERL/software/decoys.html [Camacho et
Boston al., 2000]

DOCK University of www.cmphram.ucsf.edu/kuntz/dock.html [Meng et al.,
California San 1992]
Francisco

AutoDock  Scripps Institute www.scripps.edu/pub/olson-web/download.html [Trott y

Vina Olson, 2010]

Autodock es el software gratuito disefiado para realizar analisis de docking molecular, mas
citado [Chang et al., 2010; Scior et al., 2007]. Los archivos de entrada empleados para la
simulacién de Autodock y Vina poseen el mismo formato, lo cual facilita la utilizacidn de ambos
programas.

Tanto en el caso de Autodock como de Vina se utiliza una caja rectangular para definir el
espacio de busqueda. Esta caja puede estar centrada segun la ubicacidon del receptor o ligando,
mientras que el tamafio y la posicidn exacta de la caja pueden ser definidos manualmente por
el usuario [Seeliger y de Groot, 2010].

Ambos programas requieren representar el receptor y ligando en un formato llamado pdbgt, el
cual consiste en una versién modificada del formato pdb protein data bank [Berman et al.,,
2000]. Este nuevo formato incluye informacidn sobre la carga atdmica, tipo de atomos y, en el
caso del ligando, informacién topoldgica (enlaces que pueden rotar). Una vez definido el lugar
de unidn y preparadas las moléculas, se inicia el proceso de docking [Seeliger y de Groot,
2010].

Autodock utiliza mapas de interaccidn, los cuales son calculados por el programa autogrid. La
energia de interaccion entre los dtomos del ligando y del receptor es calculada en el espacio de
unién, que se considera discreto a través de la asignacion de una grilla [Seeliger y de Groot,
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2010]. Si bien Vina también utiliza mapas de interaccion, los calcula directamente al momento
de llevar a cabo el docking, lo cual resulta mas rapido y automatizado [Trott y Olson, 2010].

5 @j@’ "

Representacion

maolecular
OH
AutoDock  Vina
- Van der Waals - interacciones hidrofdbicas
Funcion de - electrostética (van der waals)
puntuacion - puentes de hidrégeno - puentes de hidrdgeno
- torsion - torsion
- desolvatacion
Algoritmo busgueda local T
de busqueda estocistica blsgueda local
iterada
algoritmo L bisgueda local
genético basada en gradiente

Figura 4. Comparacion de la metodologia empleada por Autodock y Vina. Ambos programas utilizan el
mismo tipo de archivos de entrada para describir al receptor y al ligando. Las funciones de puntuacion
tienen parametros similares, pero ponderados de manera distinta. Una diferencia clave entre los
programas es el algoritmo de busqueda local. Autodock utiliza bisqueda estocastica que genera
conformaciones al azar. Vina en cambio calcula un gradiente mientras busca un 6ptimo local.
Adaptado de [Chang et al., 2010].

Tanto Autodock como Vina operan de manera similar. Ambos emplean una funcién de
puntuacion ponderada empiricamente y un algoritmo de de optimizacidn global. Sin embargo
las principales diferencias entre ambos programas radican en la funcién de busqueda local y la
parametrizacidn de la funcién de puntuacion (ver Figura 4) [Chang et al., 2010].

Por otro lado Vina funciona a una mayor rapidez que Autodock (dos érdenes de magnitud).
Ademas se ha demostrado que se obtienen mejores resultados en cuanto al acoplamiento de
proteinas y ligandos [Trott y Olson, 2010].
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1.8 Técnicas de Ingenieria de Proteinas

Las proteinas pueden ser modificadas de su forma nativa y de este modo mejorar alguna
caracteristica de interés, como su actividad, termoestabilidad, o capacidad de unién al sustrato
[Bornscheuer y Pohl, 2001]. Las mutaciones, se pueden introducir en la secuencia de
nucledtidos en ubicaciones especificas mediante evolucién dirigida, como a través de disefio
racional.

La evolucion dirigida se basa en la generacion de una genoteca de mutantes (mutacidn
aleatoria), los cuales posteriormente son expresados en un organismo determinado. Las
proteinas producidas generalmente son analizadas en placas con multiples pocillos vy
clasificadas en mutaciones deseadas y mutaciones negativas [Bornscheuer y Pohl, 2001; Peiia-
Montes y Gonzalez-Saravia, 2008].

Si se cuenta con el gen y la estructura tridimensional de una enzima, se pueden disenar
mutaciones en base a la estructura de ésta, lo cual es conocido como disefio racional de
proteinas. Las mutaciones disefiadas son incorporadas utilizando técnicas de mutagénesis sitio
dirigida. El disefo racional, seguido de mutacidn sitio dirigida resulta ser una estrategia muy
efectiva para la obtencién de proteinas mejoradas [Bornscheuer y Pohl, 2001].

En la mutacidn sitio dirigida, la secuencia nucleotidica de fragmentos de ADN clonados puede
ser modificada utilizando oligonucledtidos sintéticos y la técnica PCR [Carter, 1986]. Si bien son
muchos los procedimientos reportados para introducir mutaciones mediante PCR, las dos
técnicas mas reconocidas, por su durabilidad y robustez, son mutagénesis por extensidon de
superposicién y mutagénesis mediante la utilizacion de megapartidores [Sambrook y Russell,
2001].

En la mutagénesis por extensién de superposicion, dos fragmentos que se superponen son
amplificados independientemente mediante PCR. La mutacién de interés se disefia en ambos
fragmentos y dentro de la zona de superposicién. Estos fragmentos son mezclados y en un
PCR son extendidos usando dos partidores que se unen en los extremos de los fragmentos
iniciales [Sambrook y Russell, 2001].

El disefio racional de enzimas, requiere un amplio conocimiento de la estructura y de las
relaciones estructura y funcidn, motivo por el cual, se han desarrollado técnicas
computacionales que ayuden a estudiar las proteinas a mutar.
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2. OBIJETIVOS

2.1 Objetivos

2.1.1 Objetivo General

Proponer mutaciones en la Endo B 1,4 glucanasa de Trametes versicolor, que mejoren la

adsorcion sobre celulosa.

2.1.2 Objetivos especificos

1.

Obtener un modelo tridimensional del dominio de unidn a celulosa de la
endoglucanasa de Trametes versicolor.

Estudiar la unién enzima — sustrato, utilizando técnicas de docking molecular.

Identificar rasgos estructurales determinantes de la afinidad de la region CBM de la
enzima a celulosa, para postular posibles mutaciones que mejoren la adsorcion.

Construir las mutaciones planteadas mediante mutagénesis sitio dirigida.

16



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Microorganismos usados

Para la clonacién del gen de interés se utilizd E. coli DH5a genotipo F- ®80dlacAM15 A(lacaya-
argF) U169 recAl endAl hsdR178rk-,mk+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl, mientras que
para la expresién de la proteina recombinante se utilizé E. coli BL21(DE3) genotipo F- ompT

hsdSB (rB-mB+) gal dcm (DE3).

3.1.2 Reactivos

Los reactivos utilizados y sus respectivos proveedores se detallan en la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3. Reactivos utilizados en el desarrollo experimental.

Reactivos

Proveedor

Azul de bromofenol.

Rojo congo.

Vent DNA Polimerasa, enzima de restricciéon Ndel.

Ampicilina.

Extracto de levadura, agar, medio Luria-Bertani.

Agarosa.

IPTG, Estandar de tamafio molecular de proteinas.

Partidores.

T4 DNA ligasa, estandar de peso molecular 1 kb, dNTPs, cepa E. coli
DH5a, BenchMark™ Protein ladder, EDTA, TEMED, High DNA Mass
Ladder.

Cloruro de Sodio.

CMC.

Sales, acidos, bases, bromuro de etidio y solventes de grado analitico
o de biologia molecular.

pET-22b(+), E. coli BL21(DE3).

Kit Tag DNA polimerasa, kit pGEM®-T Easy, enzima de restriccidn
Xhol, estandar de peso molecular 100 pb.

Kit QlAprep Spin Miniprep (sistema de purificacion de DNA
plasmidial), kit QIAEX Il (extraccion DNA desde geles de agarosa),
resina Ni-NTA Agarosa.

X-Gal, IPTG, BSA.

Acrilamida: Bisacrilamida 29:1, DTT, Tris, SDS, glicerol, Tritdn X-100.

Amersham-
Pharmacia Biotech
Arquimed

BioLab
Calbiochem

Difco

Fermelo
Fermentas

IDT

Invitrogen

J.T. Baker
Megazyme
Merck

Novagen

Promega

Qiagen

Sigma
Winkler
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3.1.3 Vectores usados

El vector de clonamiento pGEM-T Easy se utilizé para la amplificacién de los productos de PCR
desde DNA gendémico. En su forma lineal posee un nucleétido de timina en sus extremos 3’,
que actlan como extremos cohesivos con los fragmentos de DNA amplificados por PCR, los
cuales son generados con un nucleétido de adenina en los extremos 3’ (Figura 5).

Para seleccionar los clones positivos, el sitio de clonamiento multiple del vector interrumpe la
secuencia codificante del péptido a de la enzima [B-galactosidasa, la cual puede hidrolizar el
sustrato X-gal, generando un precipitado de color azul. De esta forma, incluyendo este sustrato
en el medio de cultivo, las colonias que adquieren coloracidon azul se identifican como
negativas, y las blancas como positivas.

En la Figura 5 se muestra un esquema del vector de clonamiento pGEM®-T Easy, y sus
principales puntos de referencia.

Xmnl 2009
17 4
Scal 1890 Nael 2707 Apal Tlsﬁan
\ Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZ| 31
Ncol 37
Amp” BstZl | 43
Notl 43
pGEMP®-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector T T EcoRl | 52
(3015bp)

Spel 64
EcoRlI 70
Notl 77
BstZ| 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstX| 118
Nsil 127
141

T spe

Figura 5. Vector pGEM-T Easy. F1 ori: origen de replicacion de DNA de hebra simple derivado del
bacteriéfago F1. Amp": gen de resistencia a ampicilina; T7: promotor para T7 polimerasa; lacZ,
region codificante para la B-galactosidasa interrumpida por el sitio de clonamiento. Promega.

Para la expresiéon de la Endoglucanasa recombinante en E. coli se utilizé el vector pET-22b(+),
el que posee un sitio de clonamiento multiple bajo el control del promotor T7 promoter.
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Dentro del sitio de clonamiento multiple el vector cuenta con la secuencia sefial pelB. El
fusionar el gen de interés a esta sefial, permite una potencial localizacion periplasmatica de la
proteina. De manera adicional el vector agrega una cola de 6 histidinas al extremo carboxilo
de la proteina recombinante, facilitando su posterior purificacidn. En la Figura 6 se presenta un
esquema del vector pET-22b(+), utilizado en la expresién de la proteina recombinante.

Ava |(158)
Xho 1(158)
Not I(166)
Eag I(166)
Hind 1li(173)
Sal 1(179)
Sac I(190)
EcoR 1(192)
BamH I(198)
Nco 1(220)
Msc 1(225)
BseR 1(260)
BspM I(268)
Nde |(288)
Xba 1(328)

Bpu1102 1(80)

Dra 1l1(5251)

Bgl 11(392)
SgrA 1(433)

Sgh 1(589)

~— P1IM I(696)
ApaB 1(798)

Sca 1(4588)

Pvu [(4478)
Miu I(1114)

Pst 1(4353) Bl I(1128)

BstE 1l(1295)
Bsa l(4169 Bmg 1(1323)
Apa [(1325)

Eam1105 I(4108)

PELZZ™)

BssH 11(1525)
Hpa I(1620)

AlwN 1(3631)
PshA 1(1959)

Pspb5 ll(2221)

BspLU11 1(3215) Bpu10 2321

Sap 1(3099)

Bst1107 1(2986)
Tth111 1(2960) BspG I(2741)

Figura 6. Vector pET-22b(+). F1 ori: origen de replicacion de DNA de hebra simple derivado del
bacteriéfago F1; Ori pBR322(3277): origen de replicacion bacteriano derivado de pBR322; Lacl: gen
que codifica el represor lac; Ap: secuencia codificante para bla contiene la regién codificante para la 8-
galactosidasa interrumpida por el sitio de clonamiento. Novagen.

3.1.4 Enzimas de restriccion

Las enzimas de corte a usadas en este trabajo corresponden a Xhol y Ndel. Ambas producen
extremos de corte cohesivos.

Tabla 4. Enzimas de restriccion utilizadas.

Enzima Sitio de corte
Xhol C/TCGAG
Ndel CA/TATG

/ indica el sitio de corte.
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3.15 Equipos

En la Tabla 5, se presentan los principales equipos a utilizar, junto con su proveedor y modelo.

Tabla 5. Equipos utilizados en laboratorio.

Equipo

Proveedor

Agitador orbital MaxQ 4000

Autoclave

Camara Fotografica Coolpix 4500

Camara horizontal Horizon-58

Fuente de poder Model 500

Electroporador Cell-Porator Electroporationyst
Cémara vertical MiniProtean Il

Fuente de poder Power Pac 1000
Centrifuga Eppendorf 5804 R Rotor F34-63-8
Eppendorf Mastercycler Gradient

Eppendorf Thermomixer confort

Estufa

Centrifuga IEC Modelo MP4R, Rotor 224

Centrifuga preparativa RC-28S, Rotor GS-3 y F-24

Espectrofotdmetro Genesys 6

Espectrofotémetro UV/visible ULtrospec 3000
Lector de placas de 96 pocillos Asys UVM 340
Sistema de Purificacidon de Agua Milli-Q

Sonicador Microson ULtrasonic Cell Disruptor

Balanza Analitica Ohaus Analytical Plus
Balanza Ohaus Precision Estandar
Termociclador PTC-100
Transiluminador UV

Barnstead,
Lab-Line, USA
Orthmann, Chile
Nikon, Japon

GIBCO BRL Life
Technologies, Inc., USA

Bio-Rad
Laboratories Inc., USA

Eppendorf AG,
Alemania

Gallenkamp, UK
International Equipment
Company, USA

DuPont, USA

Thermo Scientific, USA
Pharmacia Biotech Ltd, UK

Biochrom Ltd., UK
Millipore, USA
Misonix, USA

Ohaus, USA

MJ Research, Inc., USA
Vilber Loumat, Francia
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3.1.6 Herramientas computacionales

En la Tabla 6 se presentan las herramientas computacionales a utilizar, su fuente o software
utilizado, y el sitio web donde se encuentran disponibles.

Tabla 6. Herramientas computacionales utilizadas.

Herramienta: . .
Sitio web Referencia
Fuente/software
Modelo por [Saliy
comparacion: http://www.salilab.org/modeller/ Blundell,
Modeller 9v8 1994]
Visualizacion de
lécul http:// | y [Delano,
moléculas: ://www.pymol.or
p py g 2002]

Pymol 0.99rc6

[Morris et al.,

Docking molecular:
http://autodock.scripps.edu

Autodock 4.2 p:// PP / 1998]

Docking molecular: [Trotty
http://vina.scripps.edu
Autodock Vina 1.1.2 p:// PP / Olson, 2010]
Preparacidn archivos
. . [Sanner,

docking molecular: http://mgltools.scripps.edu/downloads 1999]

ADT Tools 1.5.4
Disefio de partidores:

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html | [Kibbe, 2007]

Oligo Calc
Evaluacion modelos .
. [Willard et
3D: http://vadar.wishartlab.com/
al., 2003]
VADAR
Evaluacion modelos
. ) [Chen et al.,
3D: http://molprobity.biochem.duke.edu/ 2009]
Molprobity
3.1.7 Sintesis de oligonucleétidos

Los partidores disefados para la amplificacidn y modificacion de la endoglucanasa, fueron
enviados a sintetizar a Integrated DNA Technologies, IDT.

3.1.8 Constructo molecular utilizado

Para el desarrollo de la metodologia experimental se utilizd6 como material el constructo
formado por el gen codificante para la endoglucanasa de T. versicolor clonado en el vector
pPGEM®-T Easy (tveg_pGEM). La secuencia del gen se incluye en el Anexo B.

21



3.2 Métodos

3.2.1 Metodologia computacional

i.  Obtencidn estructura tridimensional del médulo de unidn a carbohidrato (CBM)

La estructura tridimensional del médulo de unidn a celulosa (CBM) se obtuvo mediante la
realizaciéon de un modelo por comparacion. Se utilizd para esto la secuencia aminoacidica del
dominio [Salinas et al., 2011]:

N-VWRQCGGTGFSGDTTCASGSSCVAVNSYYSQCQ-C
y la metodologia que se describe a continuacién.
Seleccion de la plantilla

Se llevd a cabo una busqueda de secuencias conocidas que presentan un buen alineamiento
con la secuencia objetivo, con el fin de utilizarlas como plantillas para el modelo por
comparacion. Esta busqueda se realizé en la base de datos del software MODELLER (pdb_95)
[Eswar, Webb, et al., 2007] y en la base de datos PROTEIN DATA BANK [Bernstein et al., 1977],
mediante busqueda tipo Fasta.

Alineamiento plantilla y obtencién del modelo

La obtencién de la estructura del CBM se llevé a cabo mediante la utilizacién del software
Modeller, el cual permite obtener modelos tridimensionales de proteinas por comparacién con
estructuras tridimensionales conocidas [Sdnchez y Sali, 2000].

La plantilla utilizada para el modelamiento comparativo fue 1azk (Anexo I), la cual fue alineada
con la secuencia objetivo. Posteriormente se generaron 200 modelos a partir de este
alineamiento (ver codigos empleados en Anexo H). Utilizando el indice DOPE score como
criterio de seleccidn se escogid el modelo con menor indice.

Validacion y refinamiento

El modelo previamente escogido fue validado y refinado. Para evaluar la validez y calidad de la
estructura obtenida se utilizd el servidor en linea VADAR [Willard et al., 2003], con el objetivo
de detectar problemas asociados a los residuos del péptido modelado. Una vez detectados los
errores del modelo, se intentaron reparar con las herramienta loop refinement del software
Modeller.

Se generaron 100 refinamientos y se selecciond el mejor modelo, como aquel que presentd
menor DOPE score.
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Validacion final del modelo tridimensional
La validacion final del modelo se llevé a cabo mediante:

- Construccion de la grafica del DOPE score para el modelo antes y después de ser
refinado, comparando ambos perfiles.

- Validacién mediante el servidor VADAR al modelo refinado. Comparacién de los
problemas presentes en el modelo, antes y después de llevar a cabo el refinamiento.

- Construccién de la grafica de Ramachandram con el servidor MolProbity [Davis et al.,
2004], para determinar si los residuos se ubican en zonas con o sin impedimento
estérico.

ii. Evaluacion de la union del dominio-sustrato del CBM de TVEG con celulosa

Se evalua la orientacién preferente del péptido sobre el sustrato, mediante un analisis de
docking molecular, llevado a cabo con Autodock y Vina. La preparacion de archivo de entrada
es casi la misma para ambos casos, salvo porque en el caso de Autodock se requiere calcular
los mapas de busqueda.

Preparacion de los archivos del ligando (celulosa) y receptor (CBM)

Para la preparaciéon de los archivos se utiliza el programa ADT Tools. En éste, se selecciona el
archivo pdb correspondiente al receptor, en este caso el CBM de TvEG. Una vez abierto el
archivo del receptor, se le agregan los hidrégenos polares y posteriormente las cargas
parciales. Finalizado, se guarda el archivo en formato CBD.pdbqt. Para el caso en que se utiliza
el recetor flexible, se seleccionan los residuos en los cuales se desea introducir movimiento, y
se selecciona los enlaces en los cuales se permitird rotacidn. Finalmente se salvan estos
residuos (flexibles) en un archivo CBD_flexible.pdbqt y el resto de los residuos (rigidos) se
salvan en otro archivo CBD_Rigido.pdbqt.

En el caso del ligando, se carga al programa y luego, se selecciona los enlaces en los que se
permitird rotacion. Para el caso de la celulosa se define como rigida, debido a lo cual fue
importante chequear que el numero de rotdmetros posibles se encuentre en cero. Una vez
definida como rigida, se guarda en formato celulosa_rigida.pdbqt.

Seleccion del tamaio y ubicacion de la caja

La caja empleada definira los limites de busqueda para la unién del ligando al péptido. Esta
debe ser suficientemente grande de modo de permitir la completa rotacién del ligando dentro
de ella. En base a esto, se define que las cajas empleadas seran de al menos 26Ax26Ax26A
(tamafio 26x26x26 con separacion de 1 A), el cual corresponde al tamafio minimo para
permitir la rotacion del ligando.

Para el caso del docking ciego, la caja se definié centrada en el receptor, mientras que en
docking forzado se desplazd el centro de la caja de manera de limitar el espacio de busqueda
al deseado.
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Generacion de los mapas de busqueda (Autodock)

Si bien a Vina le basta con definir el ligando, receptor, tamafio y ubicacién de la caja, en el caso
de Autodock se requiere el cdlculo de los mapas de busqueda, lo cual se lleva a cabo mediante
la ejecucidon del comando “Autogrid”. Para ello, es necesario la generacidn de un archivo en
formato .gpf (grid parameter file), el cual contiene la informacién asociada al ligando, receptor,
tamafio y ubicacién de la caja. Al ejecutar este archivo con Autogrid, se generan los mapas
requeridos para la siguiente etapa de docking molecular.

En el caso de trabajar con un residuo flexible, los mapas calculados por Autogrid deben
generarse a partir de la parte rigida del receptor (CBD_Rigido.pdbqt).

Docking molecular

Para Vina se genera un archivo de configuracion que incluye: el ligando a utilizar
(celulosa.pdbqt), el receptor (CBD.pdbqgt), dimensiones y ubicacidn de la caja y parametros de
configuracién (ver ejemplo en Anexo 0).

Para Autodock se selecciona el algoritmo genético Lamarkiano y se deja el resto los
pardmetros de simulacidn por defecto. Se genera un archivo .dpf (docking parameter file, ver
ejemplo en Anexo 0), el cual es ejecutado con Autodock.

iii.  Obtencidn estructura 3D de las mutaciones planteadas

El procedimiento de obtencidn de las estructuras tridimensionales de las mutaciones, se llevo
a cabo mediante el mismo procedimiento empleado para el caso del CBM de TvEG, detallado
previamente.

iv. Evaluacion de union del dominio-sustrato CBM mutado

La evaluacidon de unién de las distintas mutaciones (dominios mutados) con celulosa, se realizo
mediante analisis de docking molecular, con el software Vina, utilizando para ello el
procedimiento definido anteriormente.
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3.2.2 Metodologia experimental

i Disefio de oligonucleétidos

Se disefian partidores tanto sense como antisense para generar los genes de las enzimas
mutadas, de manera que al utilizar la técnica de PCR, las mutaciones deseadas sean
incorporadas en la secuencia.

Para el disefio de los partidores, se toma en cuenta la secuencia nucleotidica del gen del
dominio de unién de la endoglucanasa nativa, de modo que los partidores tengan una
secuencia complementaria de aproximadamente 10 nucleétidos (desde el extremo 3’ del
partidor). Ademas, se disefian de modo tal de incluir en su secuencia las mutaciones deseadas,
junto con sitios de restriccion enzimdatica correspondientes. Estos sitios sirven para introducir
el gen en el sitio de multiple clonamiento del vector.

Otro punto a tener en cuenta para el disefio de los partidores, es que la temperatura de
alineamiento (Tm) sea similar y que no exista alineamiento entre ellos. Para esto, se utiliza el
programa Oligo Calc [Kibbe, 2007].

ii. Clonamiento del gen de la Endoglucanasa TvEG en pET22b
Adicion de los sitios de restriccion

Para la clonaciéon de la endoglucanasa en el vector de expresidon pET22b(+), se debid incorporar
en los extremos del gen los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccidn. Se utilizé
para ello el DNA plasmidial correspondiente a tveg-pGEM.

Se llevé a cabo un PCR a partir del DNA plasmidial, utilizando para ello partidores previamente
disefados de modo de amplificar el gen tveg y adicionar a sus extremos sitios de
reconocimiento para enzimas del sitio de clonamiento multiple del vector. Se agrego el sitio de
Ndel en el extremo 5’, mientras que en el extremo 3’ se incorporé el sitio de la enzima Xhol.

La reaccidn de PCR se llevd a cabo con la enzima Deep Vent, utilizando para la mezcla un
volumen final de 100 pL. La composicién de la mezcla de PCR se detalla en la Tabla 7 a
continuacion.

Tabla 7. Mezcla PCR utilizada para la adicion de sitios de restriccidon al gen de TVEG.

Reactivo Concentracion final

Buffer 10X 1X
Mix dNTPs 0,2 uM
Primer TVEG_PET_For 0,2 uM
Primer TVEG_PET_Rev 0,2 uM
Vent Pol 2U
DNA plasmidial 4Lt

Volumen Total 100 pL

! Se utilizé 4 pL de DNA plasmidial de una extraction de DNA proveniente de 4 mL de cultivo.
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El programa de amplificacion utilizado fue:

- 1cicloa952C por 5 min.
- 25ciclos a: 952C por 30 seg, 642C por 30 seg y 722C por 30 seg.
- 1cicloa722C por 10 min.

Una vez llevada a cabo la reaccion de PCR, se agregd a la mezcla 5U de la enzima Taq
Polimerasa y se incubé 20 min a 722C. El objetivo de esto fue agregar adeninas a los extremos
5’ de la enzima amplificada, para su posterior ligacién al vector de clonamiento pGEM®-T Easy.

Los productos de PCR de la reacciéon de amplificacién del punto anterior fueron analizados en
un gel de agarosa al 1% p/v por electroforesis. La banda de DNA interés fue cortada y
colectada en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente, se utilizé el procedimiento
detallado en el Anexo F para la recuperacién del DNA de interés.

Ligacion Tveg en el vector pGEM®-T Easy

Para ligar los productos del PCR purificados desde el gel de agarosa al 1% p/v al vector pGEM®-
T Easy, se llevd a cabo una mezcla de ligacién de volumen final 10 pL, segin la composicidon
recomendada por el proveedor. La muestra se dejé ligando toda una noche, manteniéndola a
49C. El producto de esta ligacidn se llamo Tveg pGEM vy se utilizé para transformar células de
E. coli DH5a electrocompetentes.

Preparacion de bacterias electrocompetente

Se inoculd 20 mL de medio LB con células stock de Escherichia coli DH5a, conservadas a -80 °C,
y se incubd con agitacidon a 37 2C durante la noche. Se midié la densidad éptica (O.D.) del
cultivo a 600 nm, y se calculd el volumen de inéculo necesario para 1 litro de cultivo con 0.Dggq
final igual a 0,05. A continuacidn, se crecid durante 2 a 4 horas, hasta obtener una 0.Dgy entre
0,6 y 0,8. Se enfrié durante 10 minutos, y luego se colectd las células centrifugando el cultivo a
5000 x g y a 4 2C, por 10 minutos. El pellet se lavd 2 veces con igual volumen de glicerol 10%
v/v estéril, y se resuspendié en el glicerol residual del Gltimo lavado. Luego se alicuotd en
volumenes de 80 L, para ser almacenado a -80 2C.

Transformacion de DH5a con Tveg_pGEM

Se transformd mediante electroporacién 20 plL de células electrocompetentes de E. coli DH5a
con 1 plL mezcla de ligacién. Las condiciones del electroporador fueron: 420 V, 330 pF, baja
impedancia, tasa de carga rapida y tiempo maximo de 2,5 ms. Las bacterias transformadas se
traspasaron a 1 mL de medio LB estéril y se incubaron a 37°C y a 200 rpm durante 1 h.
Posteriormente se centrifugaron a 13.000 rpm durante 1 min y se descarté 900 uL del
sobrenadante. El sedimento de células se resuspendid en el sobrenadante restante y se
plaqued sobre placas LB-Agar estériles suplementadas con Amp 100 pg/mL, X-Gal 50 pg/mL e
IPTG 0,5 mM. Las placas se incubaron a 37°C durante toda la noche, y posteriormente se
mantuvieron a 4°C.
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Obtencion y digestion del DNA plasmidial

Se seleccionan dos colonias blancas y con ellas se inoculan 4 mL de medio de cultivo LB-Amp
estéril, el cual se incuba toda la noche a 372C con agitacién. Para la obtencion del DNA
plasmidial, se utiliza el sistema Qiagen, siguiendo los procedimientos del fabricante (ver Anexo
E).

Una vez obtenida la construccién en vector pGEM®-T Easy se digiere para obtener el DNA
codificante de la Endoglucanasa nativa con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol. El mismo
procedimiento de lleva a cabo con el vector de expresidon, de modo de ser digerido con las
mimas enzimas que el vector de clonamiento.

Tabla 8. Mezcla utilizada en la digestion del DNA plasmidial.

Compuesto Cantidad [uL]
DNA plasmidial* (pGEM o pET22b) 250
Ndel 4
Xhol 4
Buffer D 50
dH20 192
Total 500

Para digerir el DNA plasmidial, se utilizaron las enzimas de restriccién Ndel y Xhol. Se trabajé
con un volumen de digestion de 500 pL (Tabla 8), de modo de contar con una alta
concentracién tanto de DNA inserto como de vector.

El resultado es visualizado en un gel de agarosa 1% p/v.

Los productos generados tras la digestion del DNA plasmidial (tanto Tveg_pGEM como
pET22b), fueron analizados en un gel de agarosa al 1% p/v. Una vez llevado a cabo el gel de
agarosa se utilizo el procedimiento detallado en el Anexo F para la recuperacion del gen de
interés.

Ligacion del gen de la endoglucanasa al vector de expresion pET22b

Una vez purificados los fragmentos de DNA correspondientes al gen que codifica la enzima y al
vector de expresion linealizado, se llevé a cabo un gel de agarosa al 1% p/v con el fin de
estimar la concentracion de DNA contenida en las muestras. Para llevar a cabo la
cuantificacion del DNA se utilizd el reactivo High DNA Mass Ladder (Promega), segun las
indicaciones del proveedor.

La reaccién de ligacion se realizd en volumen final de 10 pL. Se agregd el DNA previamente
cuantificado de modo que la mezcla de ligacidn contuviese 120 ng de vector digerido y 80 ng
de inserto. Ademads se agregd 1 plL de T4 DNA ligasa, 2 puL de tampdn T4 DNA ligasa 5X y agua
Milli-Q hasta completar los 10 uL. La mezcla de reaccién se incubé a 162C por 16 h.

% Se utilizé 250 pL de DNA plasmidial de una extraction de DNA proveniente de 20 mL de cultivo.
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El plasmidio producto de la reacciéon de ligacidon se llamé Tveg_pET22b y se utilizé para
transformar células de E. coli DH5a electrocompetentes.

PCR de colonias

Este método se utilizé para corroborar la presencia del inserto en las colonias seleccionadas
como clones positivos. En el caso de los clones que contenian el plasmidio Tveg pET22b se
seleccionaron las que lograron crecer en la placa. Estas colonias se transfirieron mediante una
punta estéril a tubos Eppendorf con 30 uL de agua Milli-Q estéril, incubandose a 100°C durante
10 min, luego se tomaron 5 uL y se agregaron sobre 15 uL de mezcla de PCR.

Tabla 9. Mezcla utilizada en el PCR de colonias.

Compuesto Concentracion final
Buffer 5X 1X
Mix dNTPs 0,4 uM

Primer TVEG_PET _For 1uM
Primer TVEG_PET_Rev 1uM
Taq DNA polimerasa 1U

MgCl, 4 uM
Volumen Total 10 uL

Para confirmar la presencia de inserto, se utilizaron los partidores correspondientes al
fragmento clonado. Luego, los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% p/v.

Se seleccionaron 2 colonias en las cuales se observo la presencia del inserto. Se dejo indculo de
éstas para posteriormente obtener su DNA plasmidial y enviar a secuenciar a Macrogen S.A.
Las secuencias obtenidas se analizaron para verificar el correcto clonamiento de Ia
endoglucanasa al vector de expresion.
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iiii. Mutagénesis sitio dirigida

La obtencién de las mutantes planteadas se llevé a cabo mediante mutagénesis sitio dirigida,
utilizando para esto la técnica de mutacidn por extensidon de superposicidon (ver Figura 7)
[Sambrook y Russell, 2001].

S
5, 3- 5 _— = 3-
3 : 5 3 : 5
Generacion de los
fragmentos mutados
A B
5 3
3 5
[ A [ B
5 T 3 5 Superposicion
P O — 3 Amplificacion del
3 — fragmento superpuesto

Figura 7. Esquema del procedimiento utilizado en la técnica de mutacion por extension de
superposicion. Mediante una primera reaccion de PCR se generan los fragmentos mutados
(denominados A y B). En una segunda reaccion de PCR se alinean los fragmentos previamente
generados y se amplifican.

PCR para la generacion fragmentos mutados

La generacion de los fragmentos mutados se llevd a cabo mediante la utilizacion de la técnica
de PCR, usando para ésta partidores que incorporen las mutaciones en los aminodcidos
deseados. Los fragmentos generados para la incorporacion de la mutacidn 1 se denominaron
Al y B1, mientras que para las mutaciones 2 y 3 se nombraron A2, B2 y A3, B3
respectivamente.

En el caso de la mutacidn 1, se empled como templado el constructo Tveg pET22b
previamente obtenido. En el caso de las mutaciones 2 y 3 se utilizé como templado el
constructo generado para la mutacion 1.

La reaccion de PCR se llevd a cabo con la enzima Deep Vent, utilizando para la mezcla un
volumen final de 200 uL. La composicién de la mezcla de PCR se detalla en la Tabla 10.
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Tabla 10. Mezcla utilizada en la mezcla de PCR para la generacién de los fragmentos A y B.

Compuesto Concentracion final
Buffer 10X 1X
Mix dNTPs 0,2 uM

Primer Forward 0,2 uM
Primer Reverse 0,2 uM
Vent Pol 4U

DNA plasmidial 10 pL?
Volumen Total 200 uL

Los ciclos de amplificacién para los distintos fragmentos correspondieron a:

- 1 cicloa952C por 5 min.
- 25ciclos a: 952C por 30 seg, T2 alineamiento por 30 seg y 729C por 30 seg.
- 1cicloa722C por 10 min.

Los partidores y temperaturas de alineamiento utilizadas para la generacion de los distintos
fragmentos se resumen en la Tabla 11 a continuacion:

Temperatura de

Mutacion  Fragmento Primer forward  Primer reverse . .
alineamiento

1 Al pET_For Mutl_Rev 62°C
B1 Mutl_For TVEG_PET_Rev 692eC
) A2 pET_For Mut2_Rev 642eC
B2 Mut2_For TVEG_PET_Rev 642eC
3 A3 pET_For Mut3_Rev 62°C
B3 Mut3_For TVEG_PET_Rev 642eC

Tabla 11. Partidores y temperaturas utilizadas en la generacion de los fragmentos mutados.

Los productos de PCR de la reaccion de amplificacidn fueron analizados en un gel de agarosa al
1% p/v por electroforesis, para separar los fragmentos deseados. El tamafio esperado para los
fragmentos amplificados corresponden a 556 pby 1162 pb para Ay B respectivamente.

Una vez llevado a cabo el gel de agarosa se utilizd el procedimiento detallado en el Anexo F
para la recuperacién de los fragmentos Ay B.

PCR superposicion de los fragmentos generados

Para la generacion de las mutaciones fue necesario unir los fragmentos A y B, llevando a cabo
un PCR que los superpusiese y posteriormente, adicionando partidores externos
(complementarios a los extremos externos de cada fragmento) para la amplificacién del
resultado de la superposicién.

La reaccidon de PCR se llevd a cabo con la enzima Deep Vent, utilizando para la mezcla un
volumen final de 100 uL. La composicién de la mezcla de PCR se detalla en la Tabla 12.

* Se utilizé 10 pL de DNA plasmidial de una extraction de DNA proveniente de 4 mL de cultivo.
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Tabla 12. Mezcla utilizada en la mezcla de PCR para la generacién de la unién de Ay B.

Compuesto Concentracion final

Buffer 10X 1X
Mix dNTPs 0,2 uM
A 10 pL
B 10 pL

Vent Pol 2U
Volumen Total 100 plL

Los ciclos correspondieron a:

- 7 ciclos a: 959C por 3 min y 692C por 2 min.

- Pausa.

- 20ciclos a: 952C por 45 seg, 612C por 30 seg y 722°C por 90 seg.
- 1cicloa722C por 5 min.

En la pausa se adiciond 1 uL de los partidores externos (pET_Fory TVEG_PET_Rev) de modo de
amplificar el fragmento previamente superpuesto.

Una vez llevada a cabo la reacciéon de PCR, se agregd a la mezcla 1 uL de la enzima Taq
Polimerasa y se incubd 20 min a 72°C, para agregar adeninas a los extremos 5 de los
fragmentos amplificados.

Los productos de PCR de la reaccion de amplificacidon fueron analizados en un gel de agarosa al
1% p/v por electroforesis para separar el fragmento deseado (peso aproximado de 1,6 kb).
Desde el gel de agarosa se cortd la banda de DNA interés desde el gel y se purificéd segun el
protocolo descrito en el Anexo F.

Para ligar el fragmento purificado al vector pGEM®-T Easy, se llevé a cabo una mezcla de
ligaciéon de volumen final 10 uL, con la composicién recomendada por el proveedor. El
producto de esta ligacidn se utilizé para transformar células de E. coli DH5a
electrocompetentes.

Dos colonias transformadas que presentaron coloracién blanca (en placas LB-amp X-gal IPTG)
se seleccionan e inoculan en 4 mL de medio de cultivo LB-amp estéril, el cual se incuba toda la
noche a 372C con agitacion. Para la obtencidon del DNA plasmidial, se utiliza el sistema
S.N.A.P.™ siguiendo los procedimientos del fabricante (ver Anexo E).

iv. Expresidn y anadlisis de la endoglucanasa recombinante
Transformacion de la enzima nativa a E. coli BL21

Del DNA plasmidial de la enzima nativa se tomé 1 plL y se mezclé con 9 uL de dH,0 estéril. De
cada una de estas mezclas, se tomaron 1 pL y se agregaron 20 pL de células
electrocompetentes de E. coli BL21. Las condiciones del electroporador fueron: 420V, 330 uF,
baja impedancia, tasa de carga rapida y tiempo maximo de 2,5 ms.
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Las bacterias transformadas se traspasaron a 1 mL de medio LB estéril y se incubaron a 37°Cy
a 200 rpm durante 1 h. Posteriormente se centrifugaron a 13.000 rpm durante 1 min y se
descarté 900 uL del sobrenadante. El sedimento de células se resuspendié en el sobrenadante
restante y se plaqued sobre placas LB-Agar estériles suplementadas con Amp 100 pg/mL. Las
placas se incubaron a 37°C durante toda la noche, y posteriormente se mantuvieron a 4°C.

Inducciodn de la sintesis de la endoglucanasa nativa

Para inducir la expresidn del gen de la endoglucanasa nativa, en un 4 tubos de ensayo con 4
mL de LB mas Amp, se colocd una colonia de las células E. coli BL21(DE3) previamente
transformadas. Se incubd toda la noche a 37°Cy 200 rpm.

Se mididé absorbancia a 600 nm, utilizando como blanco medio TB estéril y se determind el
volumen requerido para inocular 200 mL de medio TB estéril, suplementado con Amp, a una
D.O. final de 0,05. El cultivo se crecié a 37°Cy 200 rpm hasta alcanzar una D.O. de 0,6.

Una vez alcanzada la D.O. deseada, se agregd IPTG a una concentracién final de 0,1 mM vy se
incubo por 24 h a18°Cy 200 rpm.

Obtencion de la endoglucanasa

Tras alcanzar 24 h de induccion, el cultivo es centrifugado a 5.000 g por 5 min, de modo de
colectar el pellet. El pellet obtenido se resuspendié en 5 mL de buffer acetato de sodio 50 mM
(pH 5,5).

Como la endoglucanasa se clond sin el péptido sefial, se ubica en el citoplasma, por lo que para
poder obtenerla es necesario romper las células. Para conseguir la lisis, se adiciona a las
muestras 5 mg de lisozima y se incuba en hielo por 30 min. Luego de la incubacién, las
muestras son sonicadas, teniendo cuidado de mantenerlas permanentemente en hielo, y asi
evitar denaturacion de la proteina debido al calentamiento de la muestra. Cada muestra se
sonicé por 10 s, y luego se descansé 10 s adicionales. Este procedimiento se repitié 6 veces a
cada muestra.

Una vez sonicadas las muestras fueron centrifugadas a 10.000 g por 20 min. El sobrenadante
obtenido tras la centrifugacidén se traspasé a tubos eppendorf de 2 mL para su posterior
analisis mediante electroforesis de proteinas (SDS-PAGE), zimograma y medicién de actividad
en medio liquido (Anexo G).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo del presente estudio consiste en proponer mutaciones en la endo 8 1,4 glucanasa
de Trametes versicolor que mejoren la adsorcidn a celulosa. Para esto se llevo a cabo un disefo
racional de las mutaciones, basado en analisis realizados in silico.

Ya que no se conocen cristales de celulosa completos y dado la secuencia (linker) que separa el
dominio de unidn con el sitio activo se puede considerar que estos tienen comportamiento
independiente [Lee, 1997], pudiéndose analizar localmente lo ocurrido en el dominio de unién
a carbohidrato. El analisis se inicié con la obtencion de un modelo tridimensional del CBM de
TVEG, el cual se utilizé en los estudios posteriores de docking molecular (ver Figura 8).

Generacion estructura 3D
del CBM de TVEG

VY

Docking Molecular

Planteamiento posibles mutaciones

Generacion estructura 3D de
las variantes de CBM de TVvEG

Docking molecular para las
variantes de CBM de TvEG

Ranking de las variantes de CBM de TvEG

Seleccion de las variantes de
CBM de TVEG a construir

Figura 8. Pasos seguidos en la metodologia computacional planteada.

A partir de la metodologia computacional planteada se obtuvo el modelo tridimensional del
CBM de la endoglucanasa T. versicolor, basado en modelamiento por homologia. Este modelo
fue evaluado y refinado. Posteriormente se utilizd6 como base para el analisis de docking
molecular.

El andlisis de docking molecular permitié estudiar la interaccion del dominio y la celulosa,
pudiéndose plantear posibles variantes de TvEG a realizar. Una vez planteada las variantes se
generd un modelo tridimensional para cada una de ellas, el cual se utilizdé para el andlisis de
docking molecular de éstas.
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El docking molecular de cada una de las variantes permitié calcular la energia de interaccién de
éstas hacia la celulosa, a partir de la cual se generé un ranking de las posibles variantes a
construir. Basados en la energia de interacciones calculadas se seleccionaron 3 variantes de
TVvEG.

A continuacion de presentan cada una de las etapas anteriormente mencionadas con los
resultados que se fueron obteniendo en cada una de ellas.

4.1 Generacion de un modelo tridimensional del médulo de unién a carbohidrato de
TVvEG

Con el objetivo de poder estudiar la estructura del CBM de la endoglucanasa de Trametes
versicolor, se obtuvo el modelo tridimensional de éste. Tanto para el modelo estructural, como
para los analisis de docking molecular, se utilizé sélo el dominio de unidn a carbohidratos.

4.1.1 Alineamiento CBM de TVEG

El modelamiento por comparacién requiere la seleccion de una plantilla con estructura
tridimensional conocida, sobre la cual se genera el modelo de la secuencia objetivo, en este
caso, el CBM de la endoglucanasa de Trametes versicolor.

En la Figura 9 se muestra el alineamiento seleccionado para el CBM, el cual se utilizd como
plantilla para la realizacién del modelo por homologia. Los otros candidatos a plantilla
descartados y sus alineamientos se encuentran en el Anexo J.

alineamiento 10 20 30

CBM TvVEG —-—-VWRQCGGTGFSGDTTCASGSSCVAVNSYYSQCQ
lazk TQSHYGQCGGIGYSGPTVCASGTTCQVLNPYASQCL
Aminoacidos conservados FRKA K kk ok okokkok ok koK kxk

Figura 9. Alineamiento CBM de la endoglucanasa de T. versicolor, con la plantilla utilizada (1azk).
Porcentaje de identidad 55,1%, porcentaje de similitud 62%, e-value: 0,2E-7. En amarillo se destacan
las cisteinas conservadas y en rosado los aminoacidos aromaticos conservados en médulos de la
familia l.

La molécula seleccionada como plantilla (1azk) corresponde al médulo de unién a celulosa de
una celobiohidrolasa | del hongo Trichoderma reesei (Anexo H). Su mdédulo de unidn pertenece
a la familia | [Lynd et al., 2002; Mattinen et al., 1997] por lo que el largo de su secuencia (36
aminodcidos) es bastante parecido al largo de la secuencia del CBM en estudio (33
aminodcidos).

Dentro de los aminodcidos conservados entre estas dos secuencias podemos encontrar las
cisteinas y aminoacidos aromaticos conservados en los mddulos de la familia |. Estudios
previos realizados al médulo de unién de la celobiohidrolasa | del hongo Trichoderma reesei
han identificado que los aminodacidos conservados tienen funcionalidad clave en la unién del
modulo con el carbohidrato. Las 4 cisteinas presentes son responsables del correcto
plegamiento del péptido, y por consiguiente del correcto espaciamiento de los aminodcidos
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aromaticos, los cuales se han identificado como los residuos que interactian con los azucares
de la celulosa [Linder y Teeri, 1997; Lynd et al., 2002; Mattinen et al., 1997; Takashima et al.,
2007; Tavagnacco et al., 2011].

El alineamiento entre las dos secuencias presenta un alto porcentaje tanto de identidad
(55,1%) como de similitud (62%) con la secuencia objetivo, lo que sugiere que lazk resulta ser
una buena planilla para el modelamiento.

4.1.2 Evaluacidn preliminar del modelo generado por Modeller

A partir de la planilla seleccionada y mediante la utilizacién del software Modeller se obtuvo el
modelo tridimensional del dominio de unidn a carbohidratos de la endoglucanasa de Trametes
versicolor. Es importante la evaluacion del modelo, ya que ésta permite identificar los
aminodcidos con posibles problemas estéricos, los cuales pueden ser corregidos mediante
herramientas del software utilizado. En base a esto, se sometié el modelo generado a una
evaluacidn de su area superficial accesible, volumen fraccional, angulos phi, psi y omega.

La evaluacion del modelo se llevé a cabo utilizando el servidor web VADAR [Willard et al.,
2003], el cual sefiala posibles errores que pueden presentar los distintos residuos del modelo.
Los errores que se pueden identificar con el servidor utilizado son:

: Indica posible problema con ASA? fraccional (fASA > 1.0).
: Indica posible problema con volumen fraccional (fV < 0.8 o fV > 1.2).

A

\

P : Indica posible problema con angulos Phi y Psi [Morris et al., 1992].

O : Indica posible problema con angulo omega (omega > 170 u omega < -170)
C

: Indica enlace peptidico cis (-20 < omega < 20)

En la Tabla 13 se muestra el andlisis de calidad de la primera estructura obtenida con
Modeller, junto con la identificacidn de los residuos con posibles problemas.

* ASA: Area superficial accesible
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Tabla 13. Andlisis estructural del primer modelo tridimensional obtenido para la secuencia del médulo
de union a celulosa (CBM). Los parametros resaltados en rojo indican parametros con problemas.
Evaluacién generada con VADAR.

RES. RES. SCND HBOND BTURN RES. FRAC. RES. FRAC. PHI PSI OMEGA PRBLM
NUM. NAME STRUC HBOND BTURN ASA ASA VOL. VOL. PHI PSI OMEGA PRBLM
1 VAL BCC C 152.9 0.89 137.3 1.01 360.0 -39.2 173.0

2 TRP BCB B 149.2 0.56 209.1 0.91 -134.1 72.2 -172.8

3 ARG BCB B 32,32 129.5 0.53 196.8 1.12 -119.4 129.6 -175.7

4 GLN BCB B 36.5 0.19 153.7 1.11 -73.0 114.8 174.2

5 CYs BCB B 30 26.8 0.19 89.5 0.86 -90.9 -23.4 -177.5

6 GLY BCB B 30 26.0 0.29 57.7 0.92 179.6 144.6 -180.0

7 GLY CCC C 10 II 32.8 0.36 48.9 0.78 155.4 -177.9 -175.5 v
8 THR CCC C 27 II 103.4 0.68 105.2 0.90 -66.6 140.8 176.8

9 GLY CcCC C II 84.2 0.93 49.8 0.79 77.8 18.1 -175.4 v
10 PHE CCC C 7 II 49.5 0.22 159.4 0.81 -119.0 162.3 -179.3

11 SER CCC C 106.1 0.81 80.0 0.88 -128.4 -77.9 -173.0

12 GLY CCC C 14 50.5 0.56 51.5 0.82 169.6 21.0 -179.9

13 ASP CCC C 102.5 0.65 108.2 0.95 -66.0 -10.9 -173.0

14 THR CCC C 12 54.0 0.36 117.6 1.01 -43.5 92.8 175.5

15 THR CCC C 134.7 0.89 104.1 0.89 -98.2 69.2 -176.9

16 C¥s CBC C 44.8 0.31 98.1 0.94 -92.3 171.8 -179.5

17 ALA CBC C 20 82.7 0.67 78.1 0.90 -118.6 163.7 177.9

18 SER CBC C 108.9 0.83 75.1 0.83 -77.0 179.6 -179.0

19 GLY CCC C 91.8 1.01 48.1 0.76 92.6 -30.2 177.3 A,V
20 SER CCC C 17 38.4 0.29 97.0 1.07 -108.3 178.9 -173.3

21 SER BCB B 33 68.5 0.52 84.6 0.93 -130.8 -144.6 173.5

22 CYS BBB B 62.5 0.43 81.9 0.78 -152.8 89.0 -174.2 v
23 VAL BBB B 31,31 71.1 0.41 115.7 0.85 -114.8 156.5 -176.9

24 ALA CBC C 76.8 0.62 73.9 0.85 -72.8 146.7 174.1

25 VAL CCC C 29 87.2 0.51 120.1 0.88 -144.4 -122.9 179.5

26 ASN CCC C 28,29 IIT 73.5 0.44 119.1 1.02 -71.1 166.2 -171.4

217 SER CCC C 8 IIT 100.0 0.76 80.8 0.89 -56.5 -25.6 178.8

28 TYR BCC C 26 IIT 120.8 0.50 161.8 0.85 -70.1 -44.4 -167.2 (o]
29 TYR BBB B 26,25 IIT 67.0 0.28 178.5 0.93 -132.9 128.1 160.6 (]
30 SER BBB B 6,5 35.8 0.27 81.9 0.90 -98.1 115.8 -167.6 (o)
31 GLN BBB B 23,23 0.1 0.00 141.9 1.02 -133.0 165.5 -177.2

32 CYS BBB B 3,3 1.8 0.01 96.7 0.93 -68.4 90.4 173.6

33 GLN BCB B 21 132.7 0.70 138.4 1.00 -89.2 360.0 360.0

A Indica posible problema con ASA fraccional (fASA > 1.0).

v Indica posible problema con volumen fraccional (fV < 0.8 o fV > 1.2).
P : Indica posible problema con angulos Phi y Psi [Morris et al., 1992].
6] Indica posible problema con angulo omega (omega > 170 u omega < -170)
C Indica enlace peptidico cis (=20 < omega < 20)

Los resultados entregados por el analisis mediante el servidor VADAR fueron claves para la
determinacidon de los residuos que presentan problemas espaciales. De este modo, se
identificd que los residuos GLY7, GLY9, GLY19 y CYS22 poseen problemas con su volumen
fraccional (el residuo GLY19 ademds presenta problemas con su area superficial accesible),
mientras que los residuos TYR28, TYR29 y SER30 presentan problemas de angulo omega.

El volumen fraccional es calculado como el volumen ocupado por un residuo definido por su
radio atdmico y sus vecinos mas cercanos [Willard et al., 2003]. Normalmente, si la proteina se
plegd correctamente, sus residuos debiesen presentar volimenes fraccionales cercanos a 1. En
el caso de los residuos 7,9, 19y 22, este valor es menor a 0.8, lo cual indica que estos residuos
se ubican en una regidon comprimida.
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Por otro lado, el angulo omega mide el giro entorno al enlace peptidico. En el caso de los
residuos TYR28, TYR29 y SER30, éstos poseen su dngulo omega fuera de rango (valor es menor
a 170 o mayor a -170), lo cual indica posibles problemas con la conformacién trans de los
enlaces.

Refinamiento con Modeller

Se llevé a cabo el refinamiento del modelo tridimensional obtenido para el CBM de la
endoglucanasa de T. versicolor utilizando la herramienta de refinamiento de Modeller.

Modeller lleva a cabo refinamiento utilizando dindmica molecular con el algoritmo
probabilistico SA (simulated annealing) [Sali y Blundell, 1994]. Una vez llevado a cabo el
refinamiento con Modeller es posible generar el perfil DOPE® del modelo antes y después de
ser refinado. El perfil DOPE corresponde a una funcidn de energiay permite identificar zonas
del modelo con posibles errores [Shen y Sali, 2006].

—0.015 T T T T T T

—0.020 | R

—0.025 1

—0.030 | i

—0.035 8

DOPE per-residue score

—0.040 |

—0.045

—0.0505 5 10 15 70 35 30 35

Alignment position

Figura 10. Perfil de DOPE score antes y con los refinamientos. En rojo se representa el perfil del
modelo preliminar (antes de ser refinado), en verde el perfil del modelo tras ser refinado.

En la Figura 10 se observa que tras llevar a cabo el refinamiento, hubo una efectiva
disminucién en el DOPE score. Se decide entonces volver a evaluar el nuevo modelo para
analizar la calidad de las nuevas estructuras y, de este modo, determinar si el refinamiento
llevado a cabo tuvo un efecto positivo sobre la calidad del modelo.

> DOPE: Discrete optimized protein energy
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4.1.3 Evaluacion del modelo generado y refinado con Modeller

El modelo estructural del CBM de la endoglucanasa de T. versicolor fue refinado con
herramientas de Modeller. Luego del refinamiento es necesario llevar a cabo una nueva
evaluacion, a modo de determinar si los problemas detectados previamente consiguieron

solucionarse.

En la Tabla 14 se muestra el analisis de calidad del modelo de CBM de TvEG después de ser

refinado.

Tabla 14. Analisis estructural del modelo tridimensional refinado obtenido para la secuencia del
dominio de unién a celulosa (CBM). Los parametros resaltados en rojo indican parametros con

problemas.

RES. RES. SCND HBOND
NUM. NAME STRUC HBOND

1 VAL BCC C

2 TRP BCB B

3 ARG BCB B 32,32
4 GLN BCB B

5 CYS BCB B 30

6 GLY BBC B 30

7 GLY BBC B

8 THR BBC B 27

9 GLY CCC C

10 PHE CBC C

11 SER CBC C

12 GLY CBC C

13 ASP CCC C

14 THR CCC C

15 THR CBC C

16 CYS CBC C

17 ALA CBC C

18 SER CBC C

19 GLY cCcCC C

20 SER CCC C

21 SER BBB B 33

22 CYS BBB B

23 VAL BBB B 31,31
24 ALA CBC C

25 VAL CCC C 29

26 ASN CCC C 28,29
27 SER CCC C 8

28 TYR BCC C 26

29 TYR BBB B 26,25
30 SER BBB B 6,5
31 GLN BBB B 23,23
32 CYS BBB B 3,3
33 GLN BCB B 21

A Indica posible problema
v Indica posible problema
P : Indica posible problema
0 Indica posible problema
C Indica enlace peptidico

BTURN RES.

BTURN ASA

IIT
IIT
IIT
IIT

con
con
con
con
cis

115.
53.
80.

112.
87.
44 .
66.
60.
71.
76.
87.
73.

101.

132.

ASA fraccional
volumen fraccional

118.
57.
171.
85.
49.
103.
97.
105.
99.
92.
73.
48.
84.
84.
87.
115.
75.
117.
108.
86.
174.
177.
82.
147.
107.
134.

FRAC. PHI

VOL. PHI

0.96 360.0
0.82 -134.1
0.95 -119.4
1.18 -73.0
0.83 -90.9
0.99 179.6
0.84 -171.5
1.02 -112.7
0.91 97.4
0.87 -101.1
0.94 177.0
0.79 -179.0
0.91 -88.6
0.83 -91.1
0.90 -87.3
0.95 -110.6
1.06 -114.1
0.81 -88.2
0.77 108.6
0.93 -97.2
0.93 -133.9
0.83 -152.8
0.85 -114.8
0.86 -72.8
0.86 -144.4
0.93 -71.1
0.96 -56.5
0.91 -70.1
0.93 -132.9
0.91 -98.1
1.06 -133.0
1.03 -68.4
0.97 -89.2

(fASA > 1.0).

angulos Phi y Psi

angulo omega

(=20 < omega < 20)
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128.
115.
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(omega > 170 u omega < -170)
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Como se puede observar en la Tabla 14, obtenida mediante VADAR, el analisis arrojado indica
mejoras en la calidad de la estructura, especificamente en los residuos GLY7, GLY9, GLY19 y
CYS22, lo cual es consistente con lo obtenido mediante el perfil de DOPE score. Pese a esto, se
incorporé un nuevo problema en el residuo GLY12, el cual pasd a tener un volumen fraccional
0,79. Si bien este valor se encuentra fuera de rango (volumen fraccional >0,8), no se considera
mayormente relevante, al encontrarse levemente (0,01) bajo el limite aceptable. Ademas el
residuo GLY12 no se ubica en el sitio de unidn a celulosa reportado previamente para otros
modulos de la familia I.

Por otro lado, se mantuvo el problema de angulos omega presentes en los residuos TYR28,
TYR29 y SER30. Al comparar los valores antes y después del refinamiento, no se observa
cambios en la magnitud de este dngulo, lo cual indicaria que el refinamiento no tuvo efectos
sobre la conformacién de los angulos omega en el nuevo modelo planteado.

Una posible causa del problema presente en los dngulos omega de los residuos TYR28, TYR29 y
SER30, se deben a un error arrastrado por la plantilla escogida, la cual presenta problema en
varios de sus angulos omega, incluyendo el de los residuos que alinean con el residuo TYR28,
TYR29 y SER30 de la secuencia objetivo.

Para solucionar el problema presente en los dngulos omega, utilizando el software Swiss-pdb
viewer [Guex y Peitsch, 1997; Kaplan y Littlejohn, 2001] se forzé la molécula para que sus
residuos TYR28, TYR29 y SER30 tuviesen sus angulos dentro del rango. Sin embargo, este
cambio provocd un deterioro en la calidad de la estructura, apareciendo problemas en los
residuos VAL1, GLY19, CYS22, VAL23, GLY31, CYS32 y GLY33, por lo que se descartd forzar el
angulo omega de residuos TYR28, TYR29 y SER30 a estar dentro del rango (+170).

Finalmente, se procede a validar el modelo obtenido y refinado con Modeller, utilizando el
servidor Molprobility. Se lleva a cabo un andlisis sobre los angulos phi psi permitidos,
generando el grafico de Ramachandran para el modelo evaluado. Este grafico analiza el valor
phi y psi de los residuos y a partir de éstos determina si los residuos se ubican en zonas con o
sin impedimento estérico.
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Figura 11. Grafico de Ramachandran de la estructura final de la secuencia CBM de TVvEG. Las regiones
delimitadas por lineas celestes corresponden a zonas éptimas, mientras que aquellas delimitadas con
una linea azul son zonas permitidas. Las regiones sin delimitacion corresponden a zonas no
permitidas. Grafico obtenido con MolProbity.

En la Figura 11 se muestra el grafico de Ramachandran para el modelo tridimensional del CBM
de TVEG. Como se observa en la gréfica, la totalidad de los residuos (representados mediante
un punto) se encuentran en areas delimitadas con linea azul, lo cual indica dngulos permitidos.
Por otro lado, un 74,19% de los residuos se ubican en zonas delimitadas mediante lineas
celestes, las cuales representan las zonas éptimas de configuracion dentro de la proteina,
correspondiendo a conformaciones donde no hay impedimentos estéricos.

El grafico de Ramachandran permite también aproximar la estructura tridimensional de la
proteina, a partir de las combinaciones phi-psi presentes. En el caso del CBM de TVvEG la
mayoria de sus residuos presentan -40 < phi < -180 y 60 < psi < 180 (cuadrante superior
izquierdo de la gréfica), indicando una predominancia, en el péptido, de estructuras
secundarias tipo hoja B, lo cual es concordante con antecedentes bibliograficos para este tipo
de estructuras [Bray et al., 1996; Linder y Teeri, 1997; Lynd et al., 2002].
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La Tabla 15 muestra el resumen del analisis de calidad para la estructura final del CBM de
TvEG. Existe un 11,54% de rotdmetros pobres (residuos 3, 26 y 31), es decir, aquellos residuos
poseen problemas en la rotacion de sus cadenas laterales sobre el esqueleto rigido
polipeptidico. Por otro lado un 6,06% (14 y 30) de residuos presentan problemas en sus
angulos.

Tabla 15. Tabla resumen del analisis de calidad de la estructura (realizado con MolProbity).

Parametro CBM de TVEG  Meta
Rotametros pobres 11,54% (3/26) <1%
Ramachandran outliers 0% <0.2%
Ramachandran favorecidos  74,19% (23/31) >98%
Desviaciones Cp >0.25 A 0% 0%
Residuos con malos enlaces 0% 0%

Residuos con malos angulos  6,06% (2/31) <0.1%

La mayoria de los problemas del modelo se encuentran ubicados en las hojas B. Esto sugiere
gue a pesar de los problemas presentes no se ve afectada la formacion de la estructura
secundaria. En el caso de que estos problemas se hubiesen presentado en el loop del péptido
(problema mas habitual en los modelos por comparacidén) podria haber un efecto en el
posicionamiento y espaciamiento de las hojas B. De ser asi podria verse afectado el posterior
anadlisis de docking molecular, sin embargo en este caso los problemas en el modelo no
parecen afectar la conformacion final adquirida por el péptido.

Pese al refinamiento llevado a cabo aun existen problemas con el modelo obtenido. Si bien
éstos son despreciados para los anadlisis desarrollados posteriormente, se aconseja sean
corregidos a futuro, por ejemplo, utilizando técnicas de refinamiento basadas en simulaciones
de dindmica molecular.
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4.1.4 Modelo tridimensional del médulo de unién a carbohidrato (CBM)

En la Figura 12, se muestra el modelo de la estructura tridimensional del CBM de la
endoglucanasa de Trametes versicolor, obtenido por comparacion, utilizando como plantilla el
maddulo de unién a celulosa de una celobiohidrolasa | del hongo Trichoderma reesei (1azk).

Figura 12. Modelo tridimensional para el CBM. En azul se indica el extremo amino y

en rojo el extremo carboxilo. Imagen generada con Pymol.
Como se predijo con la gréfica de Ramachandran, el modelo obtenido para el CBM de TvEG
presenta estructura secundaria, formada principalmente por hojas beta. El CBM de TVEG se
conforma por tres hojas beta antiparalelas, 1, 2 y B3, nombradas desde el extremo amino
hacia el carboxilo (ver Figura 12). Estas se encuentran conectadas entre si mediante /oops,
presentandose uno de mayor tamafio (L1: entre las hojas 1y 32) y uno de menor tamafio (L2:
entre las hojas 32 y 33), formados por 18 y 3 residuos, respectivamente.

Este plegamiento se adopta gracias a la presencia de dos puentes disulfuro, formados entre
las cisteinas 16 y 32, 4 y 22 (ver Figura 13), las cuales al quedar enfrentadas, establecen un
enlace (de tipo covalente) entre los grupos —SH de las cisteinas.

En otros CBM de la familia | se ha encontrado que los puentes disulfuro no sélo permiten un
correcto plegamiento del péptido, sino también estabilizan y rigidizan la estructura [Linder y
Teeri, 1997; Tavagnacco et al., 2011]. Las hojas beta, ayudan a la estabilidad de la molécula, y
en conjunto con los puentes disulfuro, permiten el espaciamiento en intervalos regulares, de
los residuos 2, 28 y 29, correspondientes a un triptéfano y dos tirosinas respectivamente.
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Figura 13. Puentes disulfuro presentes en el modelo tridimensional del CBM. En amarillo se indican las
cisteinas que forman puentes disulfuro. Imagen generada con Pymol.

Los residuos 2, 28 y 29 corresponden a aminodacidos conservados en CBM de la familia I, los
cuales se orientarian en un plano enfrentado a la celulosa [Linder y Teeri, 1997; Tavagnacco et
al.,, 2011]. En la Figura 14 se muestra la orientacidn y distancia de los aromaticos de los

residuos anteriormente mencionados.

TYR29
TRP2

Figura 14. Distancia de los aminoacidos aromaticos conservados en el CBM de TvEG. En morado se
destacan los residuos TRP2, TYR 28 y TYR 29 y en linea punteada la distancia entre estos. Imagen
generada con Pymol.

Los residuos 28 y 29 se encuentran distanciados en un intervalo semejante al espaciamiento
de dos azucares que forman la celulosa, mientras que los residuos 2 y 29 se espacian en un
intervalo correspondiente a tres azucares.
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Al comparar el modelo obtenido con el modelo de CBM | de una celobiohidrolasa de
Trichoderma reesei [Beckham et al., 2010 ; Nimlos et al., 2007] se observa que los residuos 2,
28 y 29 no se orientan en un mismo plano, como seria lo esperado seglin el modelo
previamente estudiado (Figura 15).

Figura 15. Comparacion modelo generado con modelo de CBM existente. (a) Modelo existente para
CBM | de Trichoderma reesei. (b) Modelo generado para CBM | de Trametes versicolor. En el caso del
modelo previamente estudiado (a) se observan los aminodacidos conservados orientados en un mismo
plano, mientras que en el modelo generado en este estudio (b) no ocurre lo mismo. Imagen generada
con Pymol.

Un estudio previo (basado en dindmica molecular) sugiere que la celulosa induce un cambio
conformacional sobre el dominio de unién, provocando la rotaciéon de estos residuos [Nimlos
et al.,, 2007]. El modelo generado en el presente estudio no fue sometido a dindmica
molecular, lo que podria explicar la diferencia encontrada en el plano de orientacién de sus
residuos conservados.

Una vez obtenido el modelo para el CBM de TvEG se llevd a cabo analisis mediante docking
molecular, con el fin de estudiar la conformacién adquirida por el mdédulo en presencia de
celulosa.
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4.2 Estudio de la interaccion CBM-celulosa mediante docking molecular

El modelo tridimensional del CBM de la endoglucanasa de Trametes versicolor obtenido
previamente, se utilizd para llevar a cabo un analisis de docking molecular y de esta forma
estudiar la uniéon del péptido a celulosa. Con este fin se utilizaron dos programas para llevar a
cabo el andlisis: Autodock y Vina. Para ambos se emplearon distintos condiciones o casos de
estudio:

- Docking ciego: consiste en definir un espacio de busqueda suficientemente grande de
modo de permitir la unién del ligando en cualquier lugar del receptor.

- Docking forzado: consiste en definir un espacio de busqueda limitado. En este caso, se
limitd el espacio de busqueda al drea de interaccidn observada en otros dominios de
unién de la familia | (entorno a los residuos TRP 2, TYR 28 y TYR 29), basando la
eleccién en antecedentes de estudios previos [Beckham et al., 2010 ; Linder y Teeri,
1997; Mattinen et al., 1997; Tavagnacco et al., 2011].

- Receptor rigido: se define que el receptor no tendra movilidad.

- Receptor flexible: se introduce flexibilidad a las cadenas laterales de los residuos
TRP 2, TYR 28 y TYR 29.

La eleccién del tamano del espacio de busqueda se basd en que ésta fuese suficientemente
grande de modo de permitir la rotacion de la cadena de celulosa (utilizada como ligando) y de
un tamano tal que pudiese contener la totalidad de 4tomos del CBM en estudio (receptor). En
base al primer criterio se definié que la caja de busqueda fuese de al menos 26A x 26A x 26A
(caja de 26 x 26 x 26, con puntos espaciados cada 1A). Para el caso del docking ciego, la caja
de busqueda se centré en el receptor, mientras que en el caso del docking forzado se centrd
de manera tal de limitar el espacio de busqueda a la zona de interés.

Se llevaron a cabo 4 simulaciones, correspondientes a las combinaciones de las condiciones de
docking descritas previamente:

- Docking ciego y receptor rigido.

- Docking forzado y receptor rigido.

- Docking ciego y receptor flexible.

- Docking forzado y receptor flexible.

Cada una de las simulaciones se realizé tanto en Autodock como en Vina. Ambos programas
utilizan el mismo tipo de archivos de entrada para describir al receptor y al ligando, lo que
facilita el uso de ambos programas y la comparacion de sus resultados.

Las funciones de puntuacion tienen parametros similares, pero ponderados de manera
distinta. Una diferencia clave entre los programas es el algoritmo de busqueda local. Autodock
utiliza busqueda estocastica que genera conformaciones al azar. Vina en cambio calcula un
gradiente mientras busca un éptimo local [Chang et al., 2010].
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El objetivo de utilizar ambos programas para el analisis se basa en estudiar la interaccion del
maddulo a celulosa a través de dos metodologias diferentes (distintos algoritmos de busqueda).
De este modo se busca llegar a resultados similares utilizando dos procedimientos
independientes; al utilizar metodologias distintas se busca asegurar validez interna del
modelo.

4.2.1 Conformaciones del complejo CBM-celulosa obtenidas a partir del analisis de
Docking molecular

El andlisis de docking molecular llevado a cabo con Vina permitié determinar la conformacién y
ubicacién que adquiere la celulosa en el CBM de la endoglucanasa de T. versicolor, de manera
rapida y precisa [Trott y Olson, 2010].

En la Figura 16 se muestran los resultados de las distintas conformaciones obtenidas con Vina
para las simulaciones con los parametros previamente descritos. Se observan dos zonas de

interaccidn distintas; una identificada en el caso de llevar a cabo docking ciego considerando
receptor rigido (a) y otra en el caso de forzar el espacio de busqueda (b) o introducir
flexibilidad al receptor (c) y (d).

Figura 16. Interaccion entre CBM | de TVEG mediante Vina. (a) Docking ciego y receptor rigido, (b)
Docking forzado y receptor rigido, (c) Docking ciego y receptor flexible (TRP2, TYR28 y TYR29), (d)
Docking forzado y receptor flexible (TRP2, TYR28 y TYR29). Imagenes generadas con Pymol.
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A partir de la realizaciéon de un docking ciego, considerando al receptor rigido (ver caso (a) de
la Figura 16), se obtuvo que la celulosa interactia con el CBM de la endoglucanasa de T.
versicolor, en un plano distinto al descrito previamente por otros autores para dominios de
unién pertenecientes a la misma familia que el dominio en estudio (familia I) [Beckham et al.,
2010 ; Linder y Teeri, 1997; Mattinen et al., 1997; Tavagnacco et al., 2011]. En base a esto, se
lleva a cabo un nuevo andlisis de docking, esta vez forzando el espacio de busqueda a la zona
de interaccidn esperada (ver caso (b)).

Al limitar el espacio de busqueda, se obtiene que la celulosa se enfrenta al péptido, en el plano
observado para otros dominios de unidn. Si bien la celulosa se posiciona segun lo esperado, no
se observa una orientacién de los grupos aromaticos de las cadenas laterales de los residuos
TRP2, TYR28 y TYR29, debido a que estos mantienen la orientacién obtenida en el modelo
tridimensional generado. Para permitir que los grupos aromaticos se orienten, se incluyé
flexibilidad al modelo y se llevaron a cabo otras dos simulaciones, considerando un docking
ciego con receptor flexible (c) y docking forzado con receptor flexible (d).

En los casos en que se permitid movilidad en las cadenas laterales de los residuos TRP2, TYR
28 y TYR29, se consiguié una mejor orientacion de los aromaticos sobre los anillos de azucar de
la celulosa. En el caso (c) basta incluir flexibilidad en las cadenas laterales de los residuos
conservados para obtener una zona de interaccion consistente con la reportada previamente
por otros autores [Beckham et al., 2010 ; Linder y Teeri, 1997; Mattinen et al.,, 1997;
Tavagnacco et al., 2011].

Se repiten las simulaciones recién planteadas utilizando el programa Autodock, a modo de
comparar si se identifican las mismas zonas de interaccién que las arrojadas tras el analisis con
Vina.
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En la Figura 17 se muestran los resultados de las distintas conformaciones obtenidas con
Autodock para las simulaciones con los pardmetros previamente descritos. Se representa la
cadena de celulosa en naranjo para diferenciarla de las simulaciones llevadas a cabo con Vina.

(c)_ . (d)

Figura 17. Interaccion entre CBM | de TVEG mediante Autodock. (a) Docking ciego y receptor rigido, (b)
Docking forzado y receptor rigido, (c) Docking ciego y receptor flexible (TRP2, TYR28 y TYR29), (d)
Docking forzado y receptor flexible (TRP2, TYR28 y TYR29). Imagenes generadas con Pymol.

Al analizar los resultados de las conformaciones obtenidas con Autodock (Figura 17) vemos
gue éstas son consistentes con las encontradas al llevar a cabo el andlisis de docking molecular
con Vina, encontrdndose conformaciones muy similares en ambos casos. Las zonas de
interaccion identificada en cada una de los casos coinciden con las zonas identificadas con
Vina.

El docking ciego con receptor rigido (Figura 17, caso (a)) nuevamente sugiere que la interaccion
de la celulosa con el péptido ocurre en una zona distinta a la planteada por otros autores
[Beckham et al., 2010 ; Linder y Teeri, 1997; Mattinen et al., 1997; Tavagnacco et al. 2011].
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En la Figura 18 se muestra la orientacién de las cadenas laterales de los aminoacidos
conservados en los CBM de la familia I. Los casos analizados corresponden a una comparacién
de la orientacién de los anillos aromaticos de los aminodcidos conservados tras llevar a cabo
docking ciego (casos | y Ill) y docking forzado (casos Il y IV), considerando para todos los casos
flexibilidad en el receptor (cadenas laterales de los aminodcidos conservados). Los dos
primeros casos (celulosa representada en verde) corresponden a resultados obtenidos
mediante Vina mientras que los casos Il y IV (celulosa representada en naranjo) corresponden
a resultados obtenidos con Autodock.

Docking ciego
receptor flexible
Vina

(1)

Docking forzado
receptor flexible
Vina

(I

Docking ciego
receptor flexible
Autodock

()

Docking forzado
receptor flexible
Autodock

(V)

Figura 18. Orientacidn de los anillos aromaticos de las cadenas laterales hacia la celulosa. En todos los
casos estudiados se consideraron flexibles las cadenas laterales de los aminoacidos aromaticos
conservados (TRP2, TYR 28 y TYR 29). En los casos | y Il se llevé a cabo docking ciego, mientras que en
Il y IV se llevé a cabo docking forzado. Se representa la cadena de celulosa en color verde para los
andlisis desarrollados con Vina y naranjo para los analisis desarrollados con Autodock.
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La Figura 18 representa la orientacién de los residuos (conservados de la familia 1) hacia
celulosa. En todos los casos se observa que la periodicidad de los anillos de los grupos
aromaticos es similar al de los azucares de la celulosa. A pesar que el distanciamiento de los
residuos coincide con el de los azlcares, los aminodcidos no siempre se orientan hacia la
cadena de celulosa.

De los 4 casos analizados sélo en el primero la tirosina de la posicién 29 se orientd frente a la
celulosa. Los residuos triptéfano 2 y tirosina 28 en cambio se orientaron de mejor manera a los
azucares de la celulosa.

Al comprar los resultados entregados por Vina y Autodock se observa una mayor consistencia
en el caso del docking forzado (casos Il y IV). Esto puede deberse a que en el caso de docking
forzado el espacio de busqueda es mas pequeno, por lo que es mas probable llegar a
resultados similares.

Finalmente se concluye que si bien no se obtuvo una orientacién total de los aromaticos como
la planteada mediante andlisis de dinamica molecular, la incorporacion de flexibilidad al
modelo de docking, resulta una buena aproximacion a lo obtenido en las simulaciones de
dindmica. El andlisis mediante docking molecular presenta menor precision, pero tiene la
ventaja de ser mas facil de implementar y requerir menos recursos computacionales para ser
llevado a cabo.
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4.2.2 Energias de interacciéon del CBM de TvEG sobre celulosa

El analisis de docking molecular no sélo permite determinar la conformaciéon que adquiere el
complejo CBM — celulosa, sino también permite cuantificar la interaccién mediante valores de
energia.

Para los cuatro casos analizados anteriormente se exponen las energias de unién del CBM de
TvEG a celulosa, tanto para las simulaciones realizadas con Vina como para las utilizadas con
Autodock. El resumen de estas energias se grafica en la Figura 19.

| Docking forzado y receptor flexible

Docking ciego y receptor flexible

Docking ciego y receptor rigido

_ Docking forzado y receptor rl'gido

Energia de unién del péptido a celulosa [kcal/mol]

[0 Energia Autodock Vina M Energia Autodock

Figura 19. Energias de interaccion calculadas con Autodock y Vina, para los cuatro casos en estudio.

Para el caso inicial de estudio (docking ciego y receptor rigido) la energia calculada fue de -7,9
kcal/mol con Vina y de -5,14 kcal/mol con Autodock. Al analizar la conformacion obtenida se
observa que la interaccién de la celulosa con el péptido ocurre en una zona distinta a la
planteada por otros autores.

En el docking forzado con receptor rigido se obtuvieron energias de -7,5 vy -4,44 kcal/mol
(calculadas con Vina y Autodock respectivamente). Si bien la interaccion de la celulosa fue
consistente con la reportada en la literatura, la magnitud de la energia fue menor a la obtenida
en el caso anterior.

Por otro lado en los casos en que se consideré el receptor flexible no se observa una
consistencia en las energias entregadas por ambos programas. Para el caso de llevar a cabo
docking ciego es donde menos diferencia observamos entre ambas energias, sin embargo para
Vina es el caso menos favorable (en relacidn a los otros estudiados) mientras que basados en
Autodock se podria decir que es el segundo caso mas favorable (en cuanto a energia).
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En el caso en que se llevd a cabo docking forzado con receptor flexible es donde se presenta
una mayor diferencia en las magnitudes de las energias entregadas por ambos programas.
Resulta ser el caso mas favorable si se analiza con Vina y el caso menos favorable si se analiza
con Autodock.

Las diferencias en las magnitudes de energia calculadas por Autodock y Vina se deben a
problemas en el cdlculo realizado por Autodock cuando existen modelamientos dificiles, es
decir, al utilizar un ligando muy grande o al permitir muchas rotaciones [Chang et al., 2010 ;
Dhanik et al., 2011]. En el andlisis llevado a cabo para el CBM de TeVG el ligando corresponde a
una cadena de celulosa compuesta por 5 unidades de glucosa, lo que dificulta el calculo
realizado por Autodock y genera la diferencia de magnitud con la energia calculada con Vina. A
partir de esto se puede inferir que al introducir flexibilidad al analisis y al utilizar un ligando de
gran tamano disminuye la correlacion entre las energias calculadas por ambos programas.

En base a esto se analizan los dos casos en que se considera el receptor rigido, es decir con
docking ciego y forzado. Para estos casos se identifican dos zonas de interaccidn distintas. La
zona identificada tras llevar a cabo un docking ciego es distinta a la reportada previamente por
otros autores. Debido a que esta zona no coincide con la documentada en otros estudios se
designa “zona II”. La zona | en cambio representa la interaccion descrita previamente para
otros médulos de la familia I. Esta zona corresponde a la identificada al llevar a cabo un

estudio de docking forzado (ver Figura 16).

La magnitud de energia de unidn de la zona | es comparable con la energia de unién de la zona
Il, tanto para las energias calculadas por Vina (-7,5 y -7,9 kcal/mol para las zonas | y I
respectivamente) como para las energias calculadas por Autodock (-4,44 y -5,14 kcal/mol para
las zonas | y Il respectivamente). Debido a esto se concluye que la unién en ambos sitios es
igualmente favorable (en términos energéticos), a partir d lo cual se postula que el CBM de la
endoglucanasa de T. versicolor posee dos zonas de interaccién a celulosa; la zona | reportada
previamente por otros autores y la zona |l planteada en el presente estudio.

Zonal

Figura 20. CBM de TVvEG unido a celulosa. A la izquierda se muestra la zona | de interaccion y a la
derecha se muestra la zona Il de interaccion.
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4.3 Identificacion de mutaciones para mejorar la interaccion CBM | de TVEG a celulosa

A partir del analisis previo de las zonas de interaccion a celulosa, se plantearon un total de 24
mutaciones. Para cada una de ellas, se obtuvo un modelo tridimensional de estructura y se
analizé mediante docking molecular, con el fin de seleccionar las mejores candidatas a llevar a
cabo experimentalmente.

4.3.1 Planteamiento de las mutaciones

Estudios previos han determinado que la afinidad de CBM flngicos a celulosa depende de la
combinacion y configuracién de los aminodcidos aromaticos conservados [Beckham et al.,
2010 ; Mattinen et al., 1997; Takashima et al., 2007].

Para el caso del CBM en estudio se han descrito con 4 aminoacidos aromaticos conservados:
TRP2, PHE10, TYR28 y TYR29. Dado esto, en el presente estudio se planted una primera
estrategia de mutacion, la cual consiste en mutar los aminoacidos aromaticos conservados y
de esta forma estudiar el efecto de distintas configuraciones posibles. Estos aminoacidos se
ubican en la zona | de interaccidn, previamente reportada como la zona de interaccion de los
CBM de la familia | a celulosa.

Se excluyé del analisis de planteamiento de mutaciones el efecto de la ubicacién de
fenilalanina, ya que previamente se ha concluido que su interaccién con celulosa es menor y
mas inestable que la observada en el caso de la tirosina y triptéfano [Takashima et al., 2007].

Se plantearon 10 mutaciones en las que se alterna la ubicacidn de triptéfanos y tirosinas en las
distintas ubicaciones de los aminoacidos conservados en la familia | de CBM, los cuales se han
identificado previamente como los responsables de la interaccion del médulo hacia celulosa.

En la Tabla 16 a continuacidn se exponen las mutaciones planteadas, destacando los
aminodcidos involucrados y la mutacion incorporada.

Tabla 16. Mutaciones planteadas en los aminodacidos conservados en la familia | de CBM. En rojo se
destacan los aminoacidos mutados.

Variante Mutacién incorporada

- WFYY Wild type (W2,F10,Y28,Y29)
1 WWWW F10W, Y28W, Y29W

2 WWWY F10W, Y28W,

3 WHYW F10W, Y29W

4 WWYY F10W

5 WYYY F10Y

6  YWWW W2Y,F10W, Y28W, Y29W
7 YWWY W2Y,F10W, Y28W

8  YWYW W2Y,F10W, Y29W

9  YWYY W2Y, F10W

10 YYYY W2Y,F10Y
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Como una segunda estrategia de mutacidn, se decidid incorporar mutaciones en la zona Il de

interaccion a celulosa (ver Figura 20). Para ello se plantea reemplazar residuos de esa zona por

aminodcidos aromaticos (triptéfano y tirosina), junto con residuos que puedan participar en la

formacién de puentes de hidrégeno (como asparragina y glutamina). El principal objetivo de

esto fue repetir el arreglo de aminoacidos presente en la zona | de interaccién e incorporarlo

en la zona Il de interaccién. Para esto, se planteé 14 nuevas mutaciones, las cuales se

muestran a continuacién en la Tabla 17:

Tabla 17. Mutaciones planteadas en la segunda estrategia de mutaciéon. En rojo se destacan los

aminoacidos mutados.

Variante Mutacién incorporada

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

WGTGEG
WWTGWG
WYTNWG
WYTQWG
WGWGWG
WGYGWG
AGTGWG
WGTGWQO
WYTQWQ
WYTNWQ
WYTGWQ
WYTQWN
WYTQWN
WYTGWN
WYTGWG

Wild type (W2,G7,T8,G9,F10,G12)
GTW

G7Y,GON, F10W
G7Y,G9Q, F10W

T8W, F10W

T8Y, F10W

W2A, F10W

F10W, G120
G7Y,G9Q, F10W, G120
G7Y,GON, F10W, G120
G7Y,F10W, G120
G7Y,G9Q, F10W,G12N
G7Y,G9Q, F10W, G12N
G7Y,F10W,G12N
G7Y,F10W

Una vez decididas las mutaciones a analizar in silico, se obtuvo la estructura tridimensional de

éstas, para a continuacién analizar su union a celulosa.
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4.3.2 Analisis mediante docking molecular

Se realizd el andlisis de la afinidad de las distintas mutantes sobre celulosa, a partir de la
evaluacion de docking molecular. Este analisis se llevd a cabo utilizando el software Autodock
Vina, debido a su rapidez, mejor precisiéon en sus predicciones y que no requiere el calculo de
mapas de busqueda, ya que calcula su grilla automatica y rdpidamente [Trott y Olson, 2010].
Dado esto, Vina facilita el screening virtual de un gran nimero de estructuras.

Se llevo a cabo el analisis de docking molecular a las 10 primeras mutaciones planteadas (ver
Tabla 16), correspondientes a las mutaciones localizadas en la zona | de interaccidon (descrita
previamente por otros autores). En la Figura 21 a continuacion se muestran las energias
calculadas con Vina.

-10,5 -10 -9,5 -9 -8,5 -8 -7,5 -7
Energia [kcal/mol]

Figura 21. Energias de afinidad obtenidas con Vina para las mutaciones de la primera estrategia
planteada (cambios en los aminodacidos conservados: W2, F10, Y28 e Y29). En celeste se muestra la
energia de afinidad del CBM de TVEG nativo.

El error asociado al calculo otorgado por Vina corresponde a 2,8 kcal/mol® [Trott y Olson,
2010]. Las diferencias de energia bajo este valor no son estadisticamente significativas, motivo
por el cual se considera que las mutaciones planteadas en la primera estrategia de mutacion
(ver Figura 21) no presentan mejoras considerables. A pesar de esto se encontré concordancia
entre las energias calculadas y antecedentes bibliograficos previos, encontrandose una mejora

6 . . ..
Este error fue calculado por el autor comparando una serie de datos experimentales y predicciones
realizadas con Vina.
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al sustituir la fenilalanina de la posicidn 7 por triptéfano, [Beckham et al., 2010; Mattinen et
al., 1997; Takashima et al., 2007].

En la Tabla 18 se indica la energia de unién previamente graficadas para la primera estrategia
de mutaciéon (cambios en los aminodacidos conservados: W2, F10, Y28 e Y29). En la columna de
la derecha se incluyé la diferencia de energia de las mutaciones con respecto al CBM de TvEG
(nativo).

Tabla 18. Energias de afinidad entregadas por Vina para las mutantes planteadas en la primera
estrategia (cambios en los aminoacidos conservados: W2, F10, Y28 e Y29). En la columna de la derecha
se indica la diferencia de energia de cada una de las mutaciones, con respeto al CBM de TVEG nativo.
Se resalta en rojo las mutaciones con mayores mejoras de afinidad sobre celulosa.

Variante Energia de Afinidad AEnergia de Afinidad

[Kcal/mol] [Kcal/mol]

- WFYY -7,9 -

1 WWWW -8,06 -0,7
2 WWWY -9,1 -1,2
3 WWYW -8, 4 -0,5
4 WWYY -9,1 -1,2
5 WYYY -8,7 -0,8
6  YWWW -8,6 -0,7
7 YWWY -8,6 -0,7
8  YWYW -8,4 -0,5
9 YWYY -8,4 -0,5
10 YYYY -8,1 -0,2

El menor valor obtenido corresponde al caso en que los residuos THR2 y FEN7 fueron
reemplazados por tirosinas, donde la diferencia de energia obtenida (con respecto al CBM
nativo) sélo fue de un -0,2 kcal/mol. Junto con esto, se observé una baja afinidad del dominio
de unién cuando éste posee tirosina en lugar del triptdfano presente en la posicion 2
(variantes 8 y 9).

Ademas se observd que la mejor afinidad se consiguid manteniendo las tirosinas de las
posiciones 28 y 29, es decir, la mejor configuracidn obtenia corresponde a las variantes 2y 4, a
las cuales se incorporan 2 (F7W, Y28W) y 1 mutacién respectivamente (F7W).

Si bien las energias obtenidas concuerdan con comportamientos presentados en los
antecedentes bibliograficos, se procede a analizar las energias de unién obtenidas para las
mutaciones de la segunda estrategia, con el objetivo de encontrar variantes que presenten
mejoras estadisticamente significativas.

En el caso de la segunda estrategia de mutacidn, se utilizd6 como base la mejor mutacién
obtenida previamente, es decir la sustitucién de la fenilalanina de la posicion 7 por triptéfano.
Dado esto, todas las mutaciones planteadas (ver Tabla 17) cuentan con esta mutacion
incorporada.
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En la Figura 22 se muestran las energias de interaccién obtenidas con Vina para las mutaciones
de la segunda estrategia de mutacion. En esta estrategia se decidié mutar los aminodcidos
ubicados en la zona Il de interaccidn, correspondiente a la nueva zona identificada en este
estudio (ver Figura 20).

-10,5 -10 -9,5 -9 -8,5 -8 -7,5 -7
Energia [kcal/mol]

Figura 22. Energias de afinidad obtenidas con Vina para las mutaciones de la segunda estrategia
planteada (cambios en los aminoacidos de la nueva zona de interaccién identificada: W2, G7, T8, G9,
F10, G12). En celeste se muestra la energia de afinidad del CBM de TvEG (nativo).

Al comparar la magnitud de estas energias con las obtenidas en la primera estrategia (Figura
21), se observa que la segunda estrategia generd mutaciones con energia de interaccién mayor
(energia promedio -9,6 kcal/mol) que las obtenidas previamente en la primera estrategia
(energia promedio -8,6 kcal/mol).

En la segunda estrategia de mutacion se planted repetir el arreglo de aminoacidos presente en
la zona | de interaccién (ver Figura 20). El modelo de interaccion fue planteado segln
antecedentes previos: aminoacidos aromaticos acompafiados de aminodcidos que formen
puentes de hidrogeno [Beckham et al., 2010 ; Mattinen et al., 1997; Takashima et al., 2007].

Se incorpord tirosina en las posiciones 7 y 8, sustituyendo glicina y treonina respectivamente.
La seleccion de estas posiciones se basé en la cercania en la cual estos aminodcidos quedan
enfrentados a la cadena de celulosa, como resultado del analisis de docking molecular para
docking ciego con receptor rigido (Figura 16, caso (a)).
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En la Tabla 18 se indica la energia de unidn previamente graficadas para la segunda estrategia
de mutacion (cambios en los aminodcidos de la nueva zona de interacciéon identificada: W2,
G7, T8, G9, F10, G12). En la columna de la derecha se incluyé la diferencia de energia de las
mutaciones con respecto al CBM de TvEG (nativo).

Tabla 19. Energias de afinidad entregadas por Vina para las mutantes planteadas en la segunda
estrategia (cambios en los aminoacidos de la nueva zona de interaccion identificada: W2, G7, T8, G9,
F10, G12). En la columna de la derecha se indica la diferencia de energia de cada una de las
mutaciones, con respeto al CBM nativo. Se resalta en rojo las mutaciones con mayores mejoras de
afinidad sobre celulosa.

Variante Energia de Afinidad AEnergia de Afinidad

[Kcal/mol] [Kcal/mol]

- WGTGFG -7,9 -

11 WWTGWG -9,1 -1,2
12 WYTNWG -9,8 -1,9
13 WYTQWG -10 -2,1
14 WGWGWG -9,1 -1,2
15 WGYGWG -8,5 -0,6
16 AGTGWG -8,6 -0,7
17 WGTGWQ -7,9 0

18 WYTQWQ -10,5 -2,6
19 WYTNWQ -10,4 -2,5
20 WYTGWQ -10,3 -2,4
21 WYTQWN -10,2 -2,3
22 WYTQWN -10,1 -2,2
23 WYTGWN -10,1 -2,2
24 WYTGWG -9,8 -1,9

En el caso en que se sustituyo la treonina de la posicién 8 (variante 15, Tabla 19) se obtuvo una
energia de interaccion de -8,5 kcal/mol, mientras que en el caso en que no se sustituyd, se
obtuvo una energia de -9,1 kcal/mol (variante 4, Tabla 18). La treonina es un aminoacido polar
con cadena alifatica pequefia; si esta cadena adquiere geometria adecuada podria formar
puentes de hidrégeno con los dtomos de la cadena principal. Lo anterior sugiere que el rol de
treonina de la posicion 8 es importante en la conformacién adquirida por el CBM vy por
consiguiente, en la cercania que éste adquiere con la celulosa.

En la Tabla 19 se observa que al incorporar la tirosina en la posicién 7 (reemplazando una
glicina), se obtuvo una energia de -9,8 kcal/mol (variante 24), mejor que en el caso en que no
sea realizé la sustitucion (-9,1 kcal/mol, variante 4). La glicina, debido a que su cadena lateral
consiste sélo en un hidrégeno, suele tener un rol importante en la conformacion de la cadena
polipeptidica, ya que puede adoptar ubicaciéon impedida para otros aminodacidos. Dado esto, y
pese a la mejora obtenida en la energia de interaccidn, es necesario analizar la nueva
estructura adquirida tras la mutacion planteada y determinar si ésta presenta problemas
estéricos debido a la sustitucion de la glicina.

Junto con la incorporacién de un aminoacido aromatico a la zona Il de interaccidn, se planted
reemplazar, a uno y simultdneamente los aminoacidos adyacentes por aminodcidos que
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puedan formar puentes de hidrégeno, y que de este modo, ayuden a la estabilizacion de la
interaccion. Para esto, se planted distintas combinaciones de glutamina y asparragina en las
posiciones 9y 12 del CBM de TVvEG.

Al reemplazar las glicinas presentes en estas posiciones por glutamina y asparragina, se
obtuvieron mejoras en la energia de interaccidon obtenida. En el caso de llevar a cabo dos
sustituciones simultaneas en las posiciones 9 y 12 (variantes 18, 19, 21 y 22, Tabla 19), se
obtuvieron mejores resultados que al llevar a cabo sélo una sustitucién (variantes 12, 13, 17,
20 y 23, Tabla 19). Por otro lado, la mejora obtenida, fue levemente mayor en el caso de
incorporar glutamina en vez de asparragina.

Finalmente, y como se observa en la Tabla 19, la combinacién energéticamente mas favorable
se lograria al reemplazar glicina de la posicidén 7 por tirosina, fenilalanina de la posiciéon 10 por
triptofano y glicinas de la posiciones 9y 12 por glutamina (variante 18).

4.3.3 Seleccion de mutaciones

La zona de interaccién descrita en la literatura corresponde a 3 aminodacidos aromaticos
(tirosinas y triptéfanos) espaciados de tal manera de coincidir con la periodicidad de los
azucares de la celulosa [Beckham et al., 2010; Linder y Teeri, 1997; Mattinen et al., 1997;
Takashima et al., 2007].

En este trabajo los resultados de docking sugieren que existe una segunda zona de interaccion,
localizada entre los aminodcidos 7 y 12 del péptido. Se plantea entonces repetir el modelo de
interaccion del péptido, presente en la zona | de interaccién, hacia la zona Il de interaccidn,
generando de este modo una estrategia de “doble anclaje” a celulosa.

De acuerdo a esto se decide plantear 3 variantes de TVEG a implementar para una posterior
validacién experimental. Las variantes de TVEG elegidas son mostradas en la Tabla 20.

Tabla 20. Resumen de las tres variaciones de TVEG planteadas. En morado se indican los aminoacidos
a mutar en cada uno de los casos seleccionados. En la columna de la derecha se muestra la energia de

interaccion calculada con Vina.

Variante Secuencia Energia de Interaccidn
7 8 9 10 11 12 [Kcal/mol]
Nativa G T G F S G -7,9
Variante 1 WYTGWG | ¥ T G | W S G -9,8
Variante 2 WYTGWQ | ¥ T G | W S Q -10,3
Variante 3 WYTQWQ | ¥ T O W S Q -10,5

El objetivo de la eleccién de éstas consisti6 en plantear mutaciones para validar
experimentalmente lo postulado mediante el andlisis de docking molecular. Se planted evaluar
el efecto de la incorporacion de un aminodcido aromatico, acompafiado por aminoacidos
(glutamina) que estabilicen su interaccidn con celulosa.
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4.3.4 Estructuras tridimensionales de las mutaciones seleccionadas

Para llevar a cabo el analisis de docking molecular previamente expuesto fue necesario
obtener un modelo tridimensional para cada una de las variantes planteadas. Para esto, se
utilizé la metodologia descrita en la seccidon 3.2.1, i.

El modelo tridimensional de las variantes seleccionadas se muestran en la Figura 23, en la cual
se compara la estructura nativa del CBM de la endoglucanasa de Trametes versicolor, con los
modelos tridimensionales obtenidos de las variantes. En el caso del péptido nativo (a), se
indican los aminoacidos a sustituir en las mutaciones (glicinas de las posiciones 7, 9y 12 y
fenilalanina de la posicion 10).

(a)

(c) (d)

Figura 23. Estructuras tridimensionales de las mutaciones seleccionadas a implementar
experimentalmente. (a) CBM de TvEG (nativa), (b) variante 1 (G7Y y F10W), (c) variante 2 (G7Y, F10W
y G12Q) y (d) variante 3 (G7Y, G9Q, FI0W y G12Q). En el caso del péptido nativo (a) se indican los
aminoacidos a mutar. Imagenes generadas con Pymol.
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La primera variante se representa en naranjo. En este caso, fueron sustituidos dos
aminoacidos, glicina de la posicién 7 por tirosina y fenilalanina de la posicidn 10 por triptéfano.
Esta variante posee 2 mutaciones implementadas: G7Y y F10W.

La segunda variante, representada en purpura, incorpora las dos sustituciones planteadas
previamente en la mutacidn 1 y ademas incorpora una glutamina, reemplazando glicina de la
posicién 12. Esta variante posee 3 mutaciones implementadas: G7Y, FIOW y G12Q.

La tercera variante, representada en azul, incorpora las sustituciones de la mutacién 2 y
ademas incorpora una segunda glutamina, reemplazando glicina de la posicién 9. Esta variante
posee 4 mutaciones implementadas: G7Y, G9Q, F1I0W y G12Q.

Al superponer la estructura de las distintas variantes con la estructura del CBM de TvEG nativo,
se puede comparar la divergencia de sus estructuras. En término cuantitativos es posible
analizar sus RMSD’ y con ello comparar la divergencia de las estructuras.

En el caso de la variante 1 se obtuvo un RMSD de 1,3 A, para la variante 2 un RMSD de 1,4 Ay
para la variante 3 un RMSD de 2,4 A, lo cual es consistente con el hecho de que a mayor
numero de mutaciones introducidas, mas se afecta la estructura del péptido.

En la Tabla 21 se resumen las variaciones de CBM de TvEG propuestas a implementar
experimentalmente. Estas variantes corresponden a las seleccionadas previamente tras el
analisis de docking molecular llevado a cabo mediante el programa Vina.

Tabla 21. Resumen variantes de CBM de TVvEG planteadas. Se incluyen los aminoacidos mutados y el
RMSD de las estructuras con respecto al CBM de TvEG nativo.

Mutaciones incorporadas | RMSD

" RMSD: Desviacién de la media cuadriatica.
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Los modelos de las estructuras de las mutaciones, al igual que el de la enzima nativa, fueron
evaluados, con el objetivo de determinar la calidad de los modelos obtenidos. La evaluacién se
llevé a cabo utilizando el sevidor Molprobility. Se analizaron los angulos phi y psi de los
residuos, mediante un grafico de Ramachandran, con el fin de determinar la calidad de los
modelos.

En la Figura 24 se muestran los graficos de Ramachandran de: (a) CBM de TvEG (nativo), (b)
Variante 1, (c) Variante 2 y (d) Variante 3.
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Figura 24. Grafico de Ramachandran de: (a) la estructura final del CBM de endoglucanasa de T.
versicolor, (b) estructura de la variante 1 (G7Y y F10W), (c) estructura de la variante 2 (G7Y, F10W y
G12Q) y (d) estructura de la variante 3 (G7Y, G9Q, FI0W y G12Q). Las regiones delimitadas por lineas
celestes corresponden a zonas dptimas, mientras que aquellas delimitadas con una linea azul son
zonas permitidas. Las regiones sin delimitacidon corresponden a zonas no permitidas. Analisis realizado
con MolProbity.
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Como se observa en los gréficos de la Figura 24 las estructuras obtenidas para las variantes
presentan problemas en el residuo 25 (valina). La variante 2, ademads presenta problemas en el
residuo 7 (tirosina), el cual corresponde a uno de los aminoacidos incorporados en las
mutaciones planteadas. Estos residuos se encuentran fuera del area permitida de la proteina,
lo que indica que probablemente poseen problemas de impedimento estérico.

En la posiciéon 7 de la enzima nativa se encuentra una glicina, la cual se decidié sustituir por
tirosina en las tres variantes planteadas. Al sugerir este cambio, era esperable que las
estructuras presentasen problemas de impedimento estéricos, ya que se reemplazd un residuo
de tamafio pequefio (glicina sélo posee un hidrégeno en su cadena lateral) por un residuo de
un tamafio mucho mayor (tirosina posee un grupo fendlico en su cadena lateral). Sin embargo,
este problema sdlo se presentd en la variante 2, lo que quiere decir que las variantes 1y 3
adquirieron una conformacidon que permite el acomodamiento del grupo fendlico de la
tirosina, dentro de la cadena polipeptidica.

En la posicidn 25 de encuentra el residuo valina, el cual presenta problemas en sus angulos psi
— phi en las 3 variantes planteadas. A pesar de que en el caso de la enzima nativa no se
presenté problemas en este residuo, en las variantes se encuentra este residuo fuera del area
de conformacién permitida. En el caso de las variantes, se vio afectada la forma y ubicacion del
loop que une las hojas Bl y B2, generando una leve torsidn en la hoja B2 de las estructuras
mutadas, lo que probablemente provocd un cambio en la ubicacién de este residuo. Si bien
este residuo se encuentra con problemas en sus dangulos permitidos, se ubica muy cercano al
limite permitido (regidn delimitada en azul en la Figura 24), por lo que se permitira trabajar
con éste en esa posicion.

Para el caso del péptido nativo, se obtuvo que un 74% de sus residuos se ubicaron en la zona
favorecida de conformacién. Al analizar lo ocurrido con las mutaciones se obtienen
porcentajes de 77%, 83% y 80% para las variantes 1, 2 y 3 respectivamente. A partir de esto se
concluye que si bien se generaron problemas puntuales con la valina de la posicidn 25 y
tirosina de la posicion 7 (en el caso de la mutacién 2), en términos generales, y basado en el
analisis de los angulos psi — phi, los modelos de péptidos mutados presentan una mejor calidad
de estructura.
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4.4 Diseino de la estrategia para la construccion de las variantes de CBM TvEG
propuestas

Una vez seleccionadas las 3 variantes de CBM de TvEG a implementar experimentalmente, se
procedid segun los pasos detallados en la Figura 25.

Clonar TVEG en pET22b(+)

N

Disefio de estrategia para la
construccion de las variantes de TVEG

\‘,-'

Construccion de las variantes de TVEG

Estudio de las condiciones
de expresion de TVEG

Figura 25. Pasos seguidos en la metodologia experimental planteada.

Para la construccién de las distintas variantes fue necesario clonar el gen la enzima nativa
(TVEG) en el vector de expresion pET22b(+), ya que se utilizé como base para la mutagénesis
sitio dirigida. Una vez clonado el gen en el vector de expresidn, se desarrollé una metodologia
para la construccion de las variantes planteadas. La construccidon de las variantes se basé en
reacciones de PCR, utilizando la metodologia de mutacidn por extensién de superposicién.

Finalmente, se procedid a realizar pruebas de expresién de la enzima nativa (TVEG), con el
objetivo de evaluar la factibilidad de obtener la enzima soluble y activamente.

A continuacién de presentan cada una de las etapas anteriormente mencionadas con los
resultados que se fueron obteniendo en cada una de ellas.

4.4.1 Clonamiento del gen de la endoglucanasa de T. versicolor en el vector de
expresion pET22b(+)

Una vez planteadas las mutaciones a implementar experimentalmente se procedid a clonar la
endoglucanasa nativa al vector de expresion pET22b(+), para posteriormente utilizarla como
templado en la construccién de las mutaciones.

La endoglucanasa de Trametes versicolor se encuentra clonada en el vector pGem®-T Easy.
Para su amplificacién y posterior ligacion a pET22b(+) se requirié llevar a cabo el disefio de
partidores.
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Diseio de los partidores utilizados en la amplificacion del gen de TVEG

Se disefid un partidor sense y uno antisense para amplificacidon del gen la endoglucanasa de
Trametes versicolor (ver Figura 26).

Hdel Xhol
G CAR CAJT ATG ACC GCR GIC TGGE CGG CA GAG TIC CGC RAG GIC GAG CT/C GCG
CCC GCG TIC TICG ACC GCA GIC TIGG CGG CAG .. AIC CIC CCG GCG CIC ARG GCG TIC CAG
P A F s T A v W R Q I L P A L K A F [v]
Sense 5t G CRA CA/T ATG ACC GCA GIC TGG CGG CR

Entisense 3' GAG TTIC CGC RAG GIC GAG CT/C GCG
5' GCG C/TC GAG CTIG GAR CGC CIT GAG

Tm [°C] Largo [pb] P.M. [KkDa]
Sense 64 27 8,3
AEntisense 64 24 7,4

Figura 26. Disefio de partidores para la amplificacion del CBM de la endoglucanasa de T. versicolor.

En el diseio del partidor sense se decidid incorporar 9 pb correspondientes a 3 aminoacidos
conservados en los dominios de unidn a carbohidrato de la familia | y no secuenciados al
momento de obtener el gen de la enzima en estudio. Se considerd que lo mas probable es que
estos aminodcidos estén presentes también en este dominio y no hayan sido clonados
previamente debido a algin error experimental en la obtencién del gen. Dado esto, se
incorporaron en la secuencia 3 aminoacidos conservados.

Se agregd también un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién Xho! en el partidor
antisense (regidon 3’ de la secuencia codificante), mientras que en el partidor sense se
incorpord un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion Ndel (regién 5 de la
secuencia codificante). La eleccion de los sitios de reconocimiento a incorporar se basé en que
estos estuviesen presentes en el vector de expresion, y que permitiesen clonar la enzima en un
lugar tal que la produccidn de ésta tuviese unida en su extremo 3’, una cola de histidina, para
facilitar su purificacién, y que la endoglucanasa se expresase en el compartimiento intracelular
de la célula.

Ampilificacion y clonamiento de tveg en pET22b(+)

El gen de la endoglucanasa fue modificado con el fin de introducir los sitios de reconocimiento
para las enzimas de restriccion Ndel y Xhol, de manera de permitir su posterior clonamiento al
vector de expresién pET22b(+).

La incorporacidn se llevd a cabo mediante la técnica de PCR, para la cual se usé como
templado el DNA plasmidial de la endoglucanasa nativa y como partidores TVEG_PET_For y
TVEG_PET_Rev. El resultado del PCR llevado a cabo se visualizé en un gel de agarosa al 1%
(Figura 27)
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Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del gen de la endoglucanasa de T. versicolor,
amplificado en la reaccion de PCR. En esta reaccion se utilizdé como templado Tveg_pGEM vy los
partidores especificos para T. versicolor. M: marcador de peso molecular 1kb (Invitrogen).

En la Figura 27 se muestra el resultado de la amplificacidon del gen de la endoglucanasa. Como
se observa en la figura, al utilizar una temperatura de amplificacién (642C) cercana a la teodrica
(662C), se obtuvo una buena cantidad de DNA, lo que verifica el buen disefio de los partidores
gue amplifican el gen. Ademas al llevar a cabo la reaccion de PCR y su posterior electroforesis
en gel de agarosa, permite validar el correcto tamafio del gen (1179 pb).

Luego de generar el fragmento que contenia el gen de la endoglucanasa de T. versicolor
modificada, fue ligado al vector de clonamiento pGem®-T Easy, para posteriormente
electroporar E. coli DH5a. Estas bacterias fueron crecidas en placas LB-Agar con Amp, X-Gal e
IPTG. De las colonias identificadas como positivas (blancas), se seleccioné una, la cual fue
crecida para su posterior analisis y verificacién de la correcta incorporacién de los sitios de
restriccion.

La colonia identificada como positiva, se crecid para luego extraerle el DNA plasmidial, el cual
fue digerido con las enzimas de restriccion Xhol y Ndel. En paralelo con la digestién del vector
pGem®-T Easy que contenia ligada la endoglucanasa de T. versicolor, se digirié con las mismas
enzimas de restriccion el vector de expresion pET22b(+), con el fin de linealizarlo. Las
digestiones realizadas para cada caso, las que se muestran en la Figura 28.
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Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la digestion de tveg_pGEM vy del vector de
expresion. A la izquierda, digestion del vector pGem®-T Easy que contiene el gen de la endoglucanasa
de T. versicolor. A la derecha, digestion del vector de expresion pET22b(+). M: marcador de peso
molecular 1kb (Invitrogen).

Se observan 2 bandas, donde la banda superior corresponde al vector de clonamiento pGem®-
T Easy de 3015 pb y la inferior al gen de la endoglucanasa (1179 pb). A la derecha se observa 1
sola banda, correspondiente al vector de expresién pET22b(+) linealizado (5493 pb). Se
purificaron las bandas correspondientes al gen de la endoglucanasa de T. versicolor y al vector
pPET22b(+) linealizado, para luego ligarlos.

Se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 29), con el fin de cuantificar el DNA
purificado y de este modo determinar la composicidon de la mezcla de ligacién a utilizar. En el
segundo y tercer carril (de izquierda a derecha) se cargaron 1 uLy 2 pL de High mass ladder, el
cual a partir de la intensidad de sus bandas permite estimar la cantidad de DNA contenida en
un volumen dado. En este caso, se concluye que para el caso de la endoglucanasa se poseen
40 ng/ulL y para el vector linealizado se poseen 30 ng/uL.

A modo de asegurar la ligacién se emplean 120 ng de vector linealizado, y en base al largo del
inserto, se decide agregar 80 ng de éste (para mantener una relacion 3:1 de los nanogramos
normalizados por el largo del segmento).
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M HML HML

Figura 29. Cuantificacion del DNA correspondiente al gen de la endoglucanasa de T. versicolor y al
vector de expresion linealizado. M: marcador de peso molecular 1kb (Invitrogen). HML: High mass
ladder (invitrogen). Carril 1: endoglucanasa de T. versicolor. Carril 2: pET22b(+) linealizado.

En base a la cuantificacidn anterior se llevé a cabo la ligacién del gen de la endoglucanasa de T.
versicolor al vector de expresion pET22b(+). La mezcla de ligacién se usd para electroporar
células E. coli DH5aq, las que fueron crecidas en placas LB Agar con Amp. A las 9 colonias que
crecieron se les realizd PCR de colonias para verificar la presencia del inserto.

Figura 30. Verificacion del clonamiento de Tveg a pET22b(+). A la izquierda, PCR de colonias. A la
derecha digestion del DNA plasmidial de colonias positivas en el PCR. M: marcador de peso molecular
1kb (Invitrogen).

De las colonias analizadas mediante la técnica de PCR de colonias, se seleccionaron las
correspondientes a las 1, 2, 5 y 9 como positivas. Estas se crecieron para luego extraerles el
DNA plasmidial, el cual se digirié con el fin de verificar el correcto clonamiento de la enzima.
Como se observa en la Figura 30, las cuatro colonias seleccionadas tras el PCR de colonias,
resultaron ser positivas.

Los plasmidios obtenidos se mandaron a secuenciar a Macrogen para verificar que las
construcciones estuviesen correctas tanto en tamafio como en secuencia nucleotidica. Tras el
andlisis de las secuencias obtenidas, se concluye que se consiguidé clonar con éxito la
endoglucanasa de Trametes versicolor, en el plasmidio de expresidn pET22b(+).
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4.4.2 Estrategia desarrollada para la construccion de las variantes de TVEG

La construccién de las mutaciones seleccionadas a partir del andlisis in silico requirid
desarrollar una estrategia para la construccién de éstas. Los criterios tomados en cuenta para
el disefio de la estrategia fue minimizar el nimero de partidores requeridos, minimizar el
numero de reacciones de PCR para la construccion de las mutaciones y simultdneamente
evitar el disefio de partidores que contuviesen sectores con muchas bases a mutar. En base a
eso, se desarrollé la estrategia representada en la Figura 31.

IR
. ‘

\

o R

\

}
!

a2
‘}

o

IR Mut2 Tveg NI  Mut3_Tveg

e

Figura 31. Estrategia desarrollada para la construccion de las variantes de TvEG. La variante 1 se llevé
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a cabo utilizando como templado el gen de la enzima, previamente clonado en pET22b(+). A su vez, la
variante 1 sirvié de templado para la generacion de las mutaciones 2 y 3.
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La estrategia desarrollada utiliza 3 pares de partidores mutagénicos, 1 par de partidores
externos y 3 reacciones de PCR.

El partidor antisense utilizado como partidor externo corresponde al que amplifica desde el
extremo terminal del gen de la endoglucanasa. El partidor sense empleado corresponde a un
partidor auxiliar que alinea con pET22b(+) 500 pb rio arriba promotor T7. La utilizacién de este
partidor, en vez de aquel que amplifica desde el extremo inicial de la endoglucanasa, se debe a
que las mutaciones planteadas se encuentran muy cerca (30 pb) del inicio del gen, lo cual
generaria un fragmento mutado de tan sdélo 30 pb, haciendo inviable su visualizacidn en geles
de agarosa y su posterior purificacion.

La primera reaccion de PCR utiliza como templado la enzima nativa clonada en pET22b(+). Para
la amplificacién emplea los partidores que introducen las mutaciones en el sector del gen que
codifica para los aminodacidos 7 y 10. Para la extension final del fragmento amplificado se
utilizé los partidores externos. El fragmento generado mediante la mutacidn por extension de
superposicion se denomina Mutl_Tveg, y consiste en 500 pb del vector pET22b(+) unido al gen
que codifica para la endoglucanasa mutada. Este fragmento se liga al vector de clonamiento
PGEM vy el producto de esta ligacidon fue denominado Mutl_Tveg pGEM.

Si bien el constructo generado incluye la amplificacién de un fragmento del vector de
expresién unido al gen de la endoglucanasa, esto no genera posteriores problemas para el
clonamiento del gen en el vector de expresion, ya que la liberacion del inserto se lleva a cabo
mediante la digestion con enzimas de restricciones cuyos sitios de reconocimiento se
encuentran en ambos extremos del gen de la endoglucanasa.

El constructo obtenido previamente (Mutl_Tveg pGEM) se utiliza como templado para las
reacciones de PCR de la variante 2 y 3. Para la construccion de la variante 2 se emplean los
partidores que introducen las mutaciones en el sector del gen que codifica para el aminoacido
9. Andlogamente, para el caso de la variante 3 se utilizan partidores que introducen
mutaciones en los aminoacidos 9 y 12. Los fragmentos generados se denominaron Mut2_Tveg
y Mut3_Tveg vy se ligan al vector de clonamiento pGEM.

Con la estrategia planteada en las variantes 2 y 3 se incorporan 1y 2 aminodcidos mutados con
respecto a la variante 1, mientras que con respecto a la enzima nativa, se consigue incorporar
3 y 4 aminoacidos mutados.

La incorporacion simultanea de los 4 aminoacidos mutados en un mismo par de partidores
resulta muy dificil de implementar. La estrategia desarrollada, plantea una alternativa, en la
gue sin requerir un mayor nimero de partidores o reacciones de PCR se consigue construir las
mutaciones planteadas. Esta estrategia tiene la ventaja de ser mucho madas sencilla de
implementar en términos experimentales, sin embargo tiene la desventaja de que las
mutaciones deben realizarse en serie, lo cual requiere de mas tiempo y cualquier problema
presentado en la obtencidon de la primera mutacién, afecta la construccién de las otras
mutaciones.
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Una vez desarrollada la estrategia para la obtencidn de las variantes, se procedié a diseiar los
partidores que introducen las mutaciones. Para el disefio de éstos se tomd en cuenta la
secuencia nativa de la enzima, de manera tal que los partidores tuviesen una secuencia
complementaria de entre 30 y 36 pb con la enzima nativa.

En el disefio de los partidores (ver Figura 32) también se tomd en cuenta que la Tm de ambos
fuese similar, se minimizd el alineamientos entre ellos y la formacién de hairpin internos en un
mismo partidor.

Sense 1 a CA CCA  ATA TGG GTT ACC AGA GTT CTG TGA TGGE ACA C
Antisense 1 g Ch o GGT AGT GTC TTG AGA CCA TTG GGT ATA ACC ACA G

Sense 2 g TGG CCG ACC AGA GTT CTG TGA TGG ACA CG
Artigense 2 g GC ACA  GGT AGT GTC TIG AGA CCA GCC GGT

Sense 3 ) CC GTC ACA CCA ATA TGG CCG ACC AGA CCA CTG TGA
Arntisense 3 g AGT GTC ACC AGA CCA GCC GGT ATA ACC ACA CTG CC

Tm [*2] Largo [pk] P M. [kDa Hairpin Complementary Self-annealing
Sense 53] 36 11 Mo Ma 2
Artisense 1 (4]3] 36 11,49 Si Mo 2
Sense 2 (414} 29 9 ] ] K]
Artizense 2 (415 24 9 0] Mo o
Sense 3 5] L] 10,7 Si Mo 2
Artisense 3 o] 35 10,7 Si Mo 2

Figura 32. Diseio de partidores utilizados en la incorporacién de las mutaciones planteadas para las 3
variantes de TVEG propuestas.
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4.5 Construccion de las variantes de TVEG planteadas

4.5.1 Obtencion de los fragmentos mutados

La construccidon de las variantes planteadas se lleva a cabo con la implementacién de la
estrategia desarrollada. En la técnica de mutacidon por extensidon de superposiciones, es
necesario generar los fragmentos mutados que seran superpuestos. En este caso los
fragmentos a superponer se nombraron A1, A2, A3 (de largo 556 pb) y B1, B2 y B3 (de largo
1162 pb).

Si bien la construccién de las variantes no se llevd a cabo en paralelo (ya que la variante 1 sirve
de templado para la obtencién de las otras dos), en la Figura 33 se muestra un resumen de los

fragmentos generados.

Figura 33. Electroforesis en gel de los fragmentos mutados. A la izquierda, se muestran los
fragmentos A1, A2 y A3 generados. A la derecha se muestran los fragmentos B1, B2 y B3 generados.
M: marcador de peso molecular 1kb (Invitrogen).

Como se observa en la Figura 33, los fragmentos obtenidos poseen tamafios segun lo esperado
(556 pb y 1162 pb). Dado esto, fueron superpuestos utilizando la técnica de PCR y utilizando
partidores externos. Al producto de estas amplificaciones se les agregd extremos de adenina,
para su posterior ligacién a pGem®-T Easy.

4.5.2 Ligacion de los fragmentos mutados a pGem®-T Easy

Luego de generar los fragmentos que contenian el gen de la endoglucanasa de T. versicolor
mutado, fueron ligados al vector de clonamiento pGem®-T Easy, para posteriormente
electroporar E. coli DH5a. Estas bacterias fueron crecidas en placas LB-Agar con Amp, X-Gal e
IPTG. De las colonias identificadas como positivas (aquellas blancas), se analizaron dos por
cada mutaciéon (mediante PCR de colonias), a modo de validar la presencia de la
endoglucanasa mutada de T. versicolor.
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De las colonias analizadas mediante la técnica de PCR de colonias, todas fueron identificadas
como positivas, dado esto, se crecieron para luego extraerles el DNA plasmidial, el cual se
digirié con el fin de verificar el correcto clonamiento de la enzima mutada. Como se observa en
la Figura 34, las colonias 2, 3 y 5 seleccionadas tras el PCR de colonias, resultaron ser positivas.

Figura 34. Verificacion de la ligacidon de las variantes del gen de la endoglucanasa de T. versicolor al
vector pGem®-T Easy. A la izquierda PCR de colonias. A la derecha digestion del gen de la
endoglucanasa mutada clonada en el vector pGem®-T Easy. En ambos casos los carriles 1 y 2
corresponden a colonias de la mutacion 1, los carriles 3 y 4 a colonias de la mutacion 2 y los carriles 5
y 6 a colonias de la mutacion 3. M: marcador de peso molecular 1kb (Invitrogen).

Los plasmidios obtenidos se mandaron a secuenciar a Macrogen para verificar que las
construcciones estuviesen correctas tanto en tamafio como en secuencia nucleotidica. Tras el
andlisis de las secuencias obtenidas, se concluye que se consiguid clonar con éxito las tres
mutaciones de endoglucanasa de Trametes versicolor, en el plasmidio de clonamiento pGem®-
T Easy (ver secuencias Anexo C).
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4.6 Estudio de las condiciones de expresion de la endoglucanasa de T. versicolor en E.
coli BL21 (DE3)

Los sistemas bacterianos no suelen ser eficientes para expresar celulasas de hongos debido a
qgue la formacién de puentes disulfuro no se lleva a cabo y el plegamiento no es correcto, o
porque las proteinas quedan atrapadas formando cuerpos de inclusién [Martinez-Anaya et al.,
2008]. Si bien no se encuentra dentro de los objetivos del presente trabajo llevar a cabo la
expresién recombinante de la endoglucanasa de Trametes versicolor en E. coli, se realizaron
experimentos para evaluar el efecto de la temperatura en la produccién soluble de la enzima,
de modo de dejar propuesto condiciones de expresidn para una futura produccién de la
endoglucanasa en E. coli.

4.6.1 Analisis de expresion a distintas temperaturas de induccion

La cepa escogida para el analisis de la expresion fue E. coli BL21(DE3), la cual se cultivo en el
medio TB. La metodologia de induccion utilizada corresponde a la detallada previamente en la
seccion 3.2.2, iv.

Una vez inducida la produccion de la proteina, se recuperé la endoglucanasa desde el espacio
intracelular, separando las fracciones solubles e insolubles y analizandolas mediante un gel de
poliacrilamida de 10% (Figura 35).

35

Figura 35. Gel de poliacrilamida al 10%. Expresién de la endoglucanasa de T. versicolor a tres
temperaturas distintas. Carril 1: induccion a 372C, fraccidn insoluble. Carril 2: induccion a
372C, fraccion soluble. Carril 3: induccion a 252C, fraccion insoluble. Carril 4: induccion a
252C, fraccion soluble. Carril 5: induccion a 182C, fraccion insoluble. Carril 6: inducciéon a
182C, fraccion soluble.

Como se puede ver en la Figura 35, se observa una banda correspondiente al tamafio esperado
de la endoglucanasa (38 kDa). Esta se ve mucho mas intensa en la fraccion insoluble que en la
soluble, lo cual sugiere la formacién de cuerpos de inclusion. Por otro lado, se observa que a
medida que se disminuye la temperatura de induccidn, disminuye la cantidad de proteina
insoluble. Esto puede deberse a que al inducir el cultivo a una temperatura menor, se esté
produciendo menor cantidad de proteina, pero también puede deberse a que se produzca
menos proteina insoluble y mas proteina soluble. Dado que no se nota diferencia entre la
intensidad de las bandas en la fraccion soluble, se lleva a cabo un zimograma a modo de
evaluar si existe actividad en las fracciones solubles.

74



Al analizar las bandas obtenidas en el zimograma se observa que la mayor actividad ocurre en
los casos en que la induccién se lleva a cabo a 372C y a 189C. Al realizar la induccidn a una
menor temperatura se produce una menor cantidad de proteina total, sin embargo, la
proteina soluble producida presenta mayor actividad, lo cual indicaria que si bien la proteina
total disminuye, la proteina soluble aumenta.

Figura 36. Zimograma de las fracciones solubles inducidas a diferentes temperaturas. Carril 1: fraccién
soluble obtenida tras la induccion a 372C. Carril 2: fraccion soluble obtenida tras la induccion a 252C.
Carril 3: fraccion soluble obtenida tras la induccion a 182C.

Junto con el zimograma a diferentes temperaturas, se llevd a cabo otro en que se compard la
actividad de la fraccién soluble con la fraccién insoluble, en una induccién a 372C. Se obtuvo
que pese a que la fraccién insoluble habia sido denaturada (con urea 8M), presenté una mayor
actividad con respecto a la proteina producida solublemente. A partir de este resultado se
propone que la cantidad de proteina insoluble es mucho mayor que la proteina soluble.
Ademas, el hecho de que la fraccidén insoluble presente actividad, pese a las condiciones
denaturantes a la cual fue sometida la muestra, indicaria que la proteina producida en cuerpos
de inclusidn es de facil recuperacién a una forma activa, ya que sélo con el paso de lavado del
gel del zimograma, con triton X-100, se consiguid renaturarla. Se propone entonces, para una
posterior expresion de la enzima, evaluar la posibilidad de producir grandes cantidades de
proteina insoluble y renaturarla.

Figura 37. Zimograma tras la induccién a 372C. Carril 1: fraccién soluble. Carril 2: fraccion insoluble.
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5. CONCLUSIONES

Fue posible obtener un modelo de la estructura tridimensional del CBM de la endoglucanasa
de T. versicolor. Este modelo se refind utilizando herramientas de Modeller, sin embargo se
encontraron problemas conformacionales en algunos residuos: los ARG3, ASN26 y GLN31
resultaron ser rotdmetros pobres, mientras que THR14 y SER30 mostraron problemas en sus
angulos. Ninguno de estos residuos se ha identificado como aminoacidos conservados dentro
de la familia I, responsables de la unién a carbohidrato. Ademas, los residuos con problemas se
ubican en las hojas B y no parecen afectar la conformacién adquirida por el péptido. Se
considera entonces que el modelo obtenido es apropiado para los posteriores andlisis de
docking molecular.

El modelo tridimensional obtenido para el CBM presenta una estructura formada por tres
hojas beta antiparalelas, las que se estabilizan por la formacion de dos puentes disulfuro entre
las cisteinas 16 y 32 y las cisteinas 4 y 22. De acuerdo al modelo esta conformacién permite
que los anillos aromaticos de los aminoacidos TRP2, TYR28 y TYR29 se ubiquen distanciados
segln el espaciamiento de los anillos de glucosa en la celulosa.

Los anillos aromaticos de los aminodcidos TRP2, TYR28 y TYR29 no se orientan en un mismo
plano, sin embargo, al llevar a cabo docking molecular permitiendo la movilidad de las cadenas
laterales de éstos, ocurre un acomodamiento de los residuos, de manera tal que se orientan
sobre los azucares de la celulosa. Por esto, se sugiere que la celulosa provoca cambios
conformacionales sobre el CBM de TVEG y que estos pueden ser predichos utilizando docking
molecular.

A partir del analisis de docking molecular se concluye que fue posible identificar dos zonas de
interaccion a celulosa presentes en el CBM de TvEG. El anadlisis de la energia de interaccion
sugiere que ambas son favorables, presentando magnitudes de -7,5 kcal/mol y -7,9 kcal/mol
respectivamente. La primera zona de interaccion corresponde a la zona de interaccién descrita
para otros dominios de unidn a carbohidratos de la familia I, mientras que la segunda
corresponde a una nueva zona de interaccion no descrita previamente en la literatura.

Se plantearon 24 variantes, 10 para la zona ya descrita y 14 para la nueva zona identificada.
Usando como criterio de seleccion la energia de unién entregada por el programa Vina, se
comparo la interaccidon de las 24 variantes con la celulosa. Las variantes propuestas para la
zona | no mejoran la interaccidon a celulosa. Se concluye que el arreglo de aminodcidos
conservados, presentes en el CBM de TVEG silvestre es efectivamente, una combinacion que
optimizada naturalmente la unién del dominio a celulosa.

Se planted introducir mutaciones en la zona Il de interaccién, copiando el arreglo de
aminodcidos presentes en la zona I. Las variantes evaluada con cambios en la zona Il
presentaron un aumento en la energia de interaccion a celulosa con respecto a la secuencia
silvestre, lo que sugiere que sugiere que una zona con potencial de optimizacion. . De las 14
variantes planteadas en la zona |l de interaccion se seleccionaron 3 para la posterior validacién
experimental. Las variantes seleccionadas fueron: variante 1 (G7Y, F1I0W), variante 2 (G7Y,
F10W, G12Q) y variante 3 (G7Y, G9Q, F10W, G12Q).
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Con respecto al desarrollo experimental, fue posible clonar la endoglucanasa de T. versicolor
en el vector de expresién pET22b(+). La expresién de TVEG se llevd a cabo en E. coli BL21 (DE3).
Si bien los sistemas bacterianos no suelen ser eficientes para expresar celulasas de hongos, en
el caso de TVEG se concluye que, bajo las condiciones de expresidon estudiadas es posible
producir la proteina de manera intracelular, soluble y activa. Esto no sélo indica que es posible
la validacién experimental de las variantes propuestas sino que también plantea condiciones
bajo las cuales es posible producir una enzima de origen fingico (TVEG) en un sistema
bacteriano.

Para la construccién de las variantes planteadas fue necesario disefiar una estrategia de
mutacién. La estrategia de mutagénesis sitio dirigida se basé en la técnica de mutacién por
extensién de superposicién. Esta estrategia fue efectiva y los constructos de las distintas
variantes se clonaron con éxito en el vector de expresién pGem®-T Easy sin incorporacién de
mutaciones adicionales no planificadas.

Mediante el estudio realizado se concluye que fue posible proponer mutaciones en la endo
B1,4 glucanasa de Trametes versicolor que potencialmente mejoraran su adsorcidon sobre
celulosa. Si bien estas mutaciones deben ser validadas experimentalmente, fueron planteadas
a partir de un disefio racional lo que aumentaria la probabilidad que éstas presenten mayor
afinidad a celulosa. Se espera que estas variantes de la enzima TVvEG mejoren no sélo su
adsorcién a celulosa, sino también el rendimiento de hidrdlisis de ésta. Esto podria presentar
una mejora en el proceso de produccion de bioetanol, ya que al producir enzimas con mejores
rendimientos podria disminuirse los costos para producir la hidrdlisis de la celulosa.
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7. ANEXOS

A. Maedios de cultivo y soluciones empleadas

Medios de cultivo liguidos

Medio Luria-Bertani

El medio LB contiene por cada 1 L de solucién: 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 5
g de cloruro de sodio. El volumen se llevé a 1 L con agua Milli-Q y el pH se ajusté a 7. Se
esterilizé por autoclave y almacené a temperatura ambiente.

Medio TB

El medio TB contiene por cada 1 L de solucién: 12 g de triptona, 24 g de extracto de levadura
y 4 mL de glicerol. El volumen se llevé a 900 mL con agua Milli-Q, se esterilizd por autoclave y
se agrego 100 mL de fosfato de potasio estéril.

Medio SOB

El medio SOB contiene por cada 1 L: 20 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 0,5 g de
cloruro de sodio. El volumen se llevd a 985 mL con agua Milli-Q. Se mezcld y se agregd 10 mL
de una solucidn de cloruro de potasio 250 mM y se ajusté el pH a 7. Se esterilizd mediante
autoclave. Antes de utilizar se agregd 5 mL de una solucién estéril de cloruro de magnesio 2 M.

Medios de cultivo sélidos

Para la preparacion de placas con medio sélido se agregé a los medios liquidos agar al 1,5%
p/v. Los antibidticos se esterilizaron por filtracién antes de ser agregados al medio de cultivo.

Soluciones Stock

IPTGO0,1 M

Se prepard una solucion stock de IPTG 0,1 M en agua Milli-Q estéril. Se esterilizé por filtraciéon
mediante un filtro con un tamafio de poro de 0,2 um (Sartorius, Hannover-Alemania). Se
almacend a 4¢°C.

X-Gal 50 mg/mL

Se preparé una solucion stock de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-galactosido (X-Gal) a una
concentracion de 50 mg/mL en N,N’- dimetil-formamida. Se almacend a -202C.

Ampicilina 100 mg/mL

Se prepard una solucidn stock de ampicilina a una concentraciéon de 100 mg/mL en agua Milli-
Q estéril. Se esterilizé por filtracidén utilizando un filtro estéril con un tamafio de poro de 0,2
pum. Se almacend a -202C en volimenes pequefios.
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B. Secuencia gen (tveg) codificante para la endoglucanasa en estudio (TVEG)

>tveg
GTCTGGCGGCAGTGTGGTGGCACCGGCTTCTCTGGTGACACTACCTGTGCCTCCGGCTCCAGCTGCGTT
GCAGTCAACTCATACTACTCGCAATGCCAGCCTGGCGCGTCGTCCCCCACGTCGACCGLGTLCCGLGCLCC
GGCCCTTCGGGATGCTCTGGCACGCGCACCAAGTTCAAGCTGTTCGGTGTGAACGAGTCCGGCGCGGA
GTTCGGGAACACCGTCATCCCGGGCGCGCTCGGCACGGACTACACCTGGCCGTCGCCCACCTCCATCG
ACTTCTTCATGGGCCAGGGCTTCAACACGTTCCGCATCCCGTTCCTGATGGAGCGCGTCAGCCCGCCGT
CGACGGGTGGCCTTACTGGCCCGTTCAACAGCACCTACCTCGACGGTCTGAAGCAGACTGTTAGCTACA
TCACGGGCAAGGGTGGTTTTGCTATCATCGACCCGCACAACTTCATGATCTTCAACGGCGCGACTATCA
CGAGCACCAGCCAGTTCCAGGCCTGGTGGCAGAAGCTTGCTGCTGAGTTCAAAACCAACAACAACGTC
ATCTTCGACCTCATGAACGAGCCGCACGACATCCCTGCGCAGACCGTCTTCCAGCTCATGCAAGCGGCC
GTCAACGGCGTGCGCGCGAGCGGCGCGACCACCCAGCTCATCCTCGCCGAGGGCACGAGCTGGACTG
GGGCGTGGACGTGGACGACCTCGGGCAACAGCGACGCGTTCGGCGCGATCAAGGACCCGAACAACAA
CATTGCTATCCAGATGCACCAGTACCTGGACTCGGACGGCTCGGGCACGTCCCCGATCTGCGTGTCGGA
CACGATCGGCGCGGAGCGCCTGCAGGCGGCGACGCAGTGGCTGCAGCAGAAGGGCCTCAAGGGCTTC
CTCGGCGAGATCGGCACGGGCAACAACACGCAGTGCGTGACCGCGCTGCAGGGCGCGLCTCTGCGAGA
TGCAGCAGGCCGGCGGGACGTGGCTCGGCGCGCTCAGGTGGGCCACGGGCCCGTGGTGGGGAGACT
ATTACCAGAGCATCGAGCCTCCGAACGGCGATGCGATCTCTGCGATCCTCCCGGCGCTCAAGGCGETTCC
AG

>TVvEG
VWRQCGGTGFSGDTTCASGSSCVAVNSYYSQCQPGASSPTSTASAPGPSG
CSGTRTKFKLFGVNESGAEFGNTVIPGALGTDYTWPSPTSIDFEFMGQGEN
TFRIPFLMERVSPPSTGGLTGPENSTYLDGLKQTVSYITGKGGFAITIDPH
NEMIEFNGATITSTSQFOQAWWQKLAAEFKTNNNVIFDLMNEPHDIPAQTVFE
QLMQAAVNGVRASGATTQLILAEGTSWTGAWTWTTSGNSDAFGATIKDPNN
NIATOMHQYLDSDGSGTSPICVSDTIGAERLOQAATOWLOOKGLKGEFLGET
GTGNNTQCVTALQGALCEMQQOAGGTWLGALRWATGPWWGDYYQSIEPPNG
DAISAILPALKAFQ*

C. Secuencia gen codificante para las distintas variantes de endoglucanasa
(TVEG)

Donde:

Ndel: GATATG
Xho!: CCGRG

Mut 1: GGTIBACCGGCTEBTCTGGTGAC
Mut2: GGTIBACCGGCTEBTCTEAAGAC

Mut3: GGTIBACCCAATEBTCTCAAGAC
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>Mutl_tveg

ERTATEACCGCAGTCTGGCGGCAGTGTGGTIMACCGGCTIBT CTGGTGACACTACCTGTGCCTCCGGC
TCCAGCTGCGTTGCAGTCAACTCATACTACTCGCAATGCCAGCCTGGCGCGTCGTCCCCCACGTCGACC

GCGTCCGCGCCCGGCCCTTCGGGATGCTCTGGCACGCGCACCAAGTTCAAGCTGTTCGGTGTGAACGA
GTCCGGCGCGGAGTTCGGGAACACCGTCATCCCGGGCGCGCTCGGCACGGACTACACCTGGCCGTCGC
CCACCTCCATCGACTTCTTCATGGGCCAGGGCTTCAACACGTTCCGCATCCCGTTCCTGATGGAGCGCGT
CAGCCCGCCGTCGACGGGTGGCCTTACTGGCCCGTTCAACAGCACCTACCTCGACGGTCTGAAGCAGA

CTGTTAGCTACATCACGGGCAAGGGTGGTTTTGCTATCATCGACCCGCACAACTTCATGATCTTCAACG

GCGCGACTATCACGAGCACCAGCCAGTTCCAGGCCTGGTGGCAGAAGCTTGCTGCTGAGTTCAAAACC
AACAACAACGTCATCTTCGACCTCATGAACGAGCCGCACGACATCCCTGCGCAGACCGTCTTCCAGCTC

ATGCAAGCGGCCGTCAACGGCGTGCGCGCGAGCGGCGCGACCACCCAGCTCATCCTCGCCGAGGGCA
CGAGCTGGACTGGGGCGTGGACGTGGACGACCTCGGGCAACAGCGACGCGTTCGGCGCGATCAAGG

ACCCGAACAACAACATTGCTATCCAGATGCACCAGTACCTGGACTCGGACGGCTCGGGCACGTCCCCG

ATCTGCGTGTCGGACACGATCGGCGCGGAGCGCCTGCAGGCGGCGACGCAGTGGCTGCAGCAGAAGG
GCCTCAAGGGCTTCCTCGGCGAGATCGGCACGGGCAACAACACGCAGTGCGTGACCGCGCTGCAGGG
CGCGCTCTGCGAGATGCAGCAGGCCGGCGGGACGTGGCTCGGCGCGCTCAGGTGGGCCACGGGCCC

GTGGTGGGGAGACTATTACCAGAGCATCGAGCCTCCGAACGGCGATGCGATCTCTGCGATCCTCCCGG
CGCTCAAGGCGTTCCAGEICGRG

>Mut2_tveg
EATATEACCGCAGTCTGGCGGCAGTGTGGTIMIACCGGCTIBTCTEAAGACACTACCTGTGCCTCCGGC
TCCAGCTGCGTTGCAGTCAACTCATACTACTCGCAATGCCAGCCTGGCGCGTCGTCCCCCACGTCGACC
GCGTCCGCGCCCGGCCCTTCGGGATGCTCTGGCACGCGCACCAAGTTCAAGCTGTTCGGTGTGAACGA
GTCCGGCGCGGAGTTCGGGAACACCGTCATCCCGGGCGCGCTCGGCACGGACTACACCTGGCCGTCGC
CCACCTCCATCGACTTCTTCATGGGCCAGGGCTTCAACACGTTCCGCATCCCGTTCCTGATGGAGCGCGT
CAGCCCGCCGTCGACGGGTGGCCTTACTGGCCCGTTCAACAGCACCTACCTCGACGGTCTGAAGCAGA
CTGTTAGCTACATCACGGGCAAGGGTGGTTTTGCTATCATCGACCCGCACAACTTCATGATCTTCAACG
GCGCGACTATCACGAGCACCAGCCAGTTCCAGGCCTGGTGGCAGAAGCTTGCTGCTGAGTTCAAAACC
AACAACAACGTCATCTTCGACCTCATGAACGAGCCGCACGACATCCCTGCGCAGACCGTCTTCCAGCTC
ATGCAAGCGGCCGTCAACGGCGTGCGCGCGAGCGGCGCGACCACCCAGCTCATCCTCGCCGAGGGCA
CGAGCTGGACTGGGGCGTGGACGTGGACGACCTCGGGCAACAGCGACGCGTTCGGCGCGATCAAGG
ACCCGAACAACAACATTGCTATCCAGATGCACCAGTACCTGGACTCGGACGGCTCGGGCACGTCCCCG
ATCTGCGTGTCGGACACGATCGGCGCGGAGCGCCTGCAGGCGGCGACGCAGTGGCTGCAGCAGAAGG
GCCTCAAGGGCTTCCTCGGCGAGATCGGCACGGGCAACAACACGCAGTGCGTGACCGCGCTGCAGGG
CGCGCTCTGCGAGATGCAGCAGGCCGGCGGGACGTGGCTCGGCGCGCTCAGGTGGGCCACGGGCCC
GTGGTGGGGAGACTATTACCAGAGCATCGAGCCTCCGAACGGCGATGCGATCTCTGCGATCCTCCCGG
CGCTCAAGGCGTTCCAGRICEAG

>Mut3_tveg
EATATGACCGCAGTCTGGCGGCAGTGTGGTIMACCCAATIBBTCTEAAGACACTACCTGTGCCTCCGGC
TCCAGCTGCGTTGCAGTCAACTCATACTACTCGCAATGCCAGCCTGGCGCGTCGTCCCCCACGTCGACC
GCGTCCGCGCCCGGCCCTTCGGGATGCTCTGGCACGCGCACCAAGTTCAAGCTGTTCGGTGTGAACGA
GTCCGGCGCGGAGTTCGGGAACACCGTCATCCCGGGCGCGCTCGGCACGGACTACACCTGGCCGTCGC
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CCACCTCCATCGACTTCTTCATGGGCCAGGGCTTCAACACGTTCCGCATCCCGTTCCTGATGGAGCGCGT
CAGCCCGCCGTCGACGGGTGGCCTTACTGGCCCGTTCAACAGCACCTACCTCGACGGTCTGAAGCAGA
CTGTTAGCTACATCACGGGCAAGGGTGGTTTTGCTATCATCGACCCGCACAACTTCATGATCTTCAACG
GCGCGACTATCACGAGCACCAGCCAGTTCCAGGCCTGGTGGCAGAAGCTTGCTGCTGAGTTCAAAACC
AACAACAACGTCATCTTCGACCTCATGAACGAGCCGCACGACATCCCTGCGCAGACCGTCTTCCAGCTC
ATGCAAGCGGCCGTCAACGGCGTGCGCGCGAGCGGCGCGACCACCCAGCTCATCCTCGCCGAGGGCA
CGAGCTGGACTGGGGCGTGGACGTGGACGACCTCGGGCAACAGCGACGCGTTCGGCGCGATCAAGG
ACCCGAACAACAACATTGCTATCCAGATGCACCAGTACCTGGACTCGGACGGCTCGGGCACGTCCCCG
ATCTGCGTGTCGGACACGATCGGCGCGGAGCGCCTGCAGGCGGCGACGCAGTGGCTGCAGCAGAAGG
GCCTCAAGGGCTTCCTCGGCGAGATCGGCACGGGCAACAACACGCAGTGCGTGACCGCGCTGCAGGG
CGCGCTCTGCGAGATGCAGCAGGCCGGCGGGACGTGGCTCGGCGCGCTCAGGTGGGCCACGGGCCC
GTGGTGGGGAGACTATTACCAGAGCATCGAGCCTCCGAACGGCGATGCGATCTCTGCGATCCTCCCGG
CGCTCAAGGCGTTCCAGEICGRG

>Mutl TVEG
HMTAVWRQCGITGISGDTTCASGSSCVAVNSYYSQCQPGASSPTSTASAP
GPSGCSGTRTKFKLEFGVNESGAEFGNTVIPGALGTDYTWPSPTSIDFEFFMG
QGFNTFRIPFLMERVSPPSTGGLTGPFNSTYLDGLKQTVSYITGKGGFATI
IDPHNFMIFNGATITSTSQFQAWWQKLAAEFKTNNNVIFDLMNEPHDIPA
QTVFQLMQAAVNGVRASGATTQLILAEGTSWTGAWTWTTSGNSDAFGAIK
DPNNNIATQOMHQYLDSDGSGTSPICVSDTIGAERLQAATQWLQQOQKGLKGF
LGEIGTGNNTQCVTALQGALCEMQOQOAGGTWLGALRWATGPWWGDYYQSTE
PPNGDAISATILPALKAFQLE

>Mut2 TVvEG
HMTAVWRQCGITGISQDTTCASGSSCVAVNSYYSQCQPGASSPTSTASAP
GPSGCSGTRTKFKLFGVNESGAEFGNTVIPGALGTDYTWPSPTSIDFFMG
QOGFNTFRIPFLMERVSPPSTGGLTGPFNSTYLDGLKQTVSYITGKGGFAI
IDPHNFMIFNGATITSTSQFQAWWQKLAAEFKTNNNVIFDLMNEPHDIPA
QOTVFQLMQAAVNGVRASGATTQLILAEGTSWTGAWTWTTSGNSDAFGAIK
DPNNNIATQOMHQYLDSDGSGTSPICVSDTIGAERLQAATQWLQOKGLKGF
LGEIGTGNNTQCVTALQGALCEMQQOAGGTWLGALRWATGPWWGDYYQSTE
PPNGDAISAILPALKAFQLE

>Mut3 TVvEG
HMTAVWRQCGITQISQDTTCASGSSCVAVNSYYSQCQPGASSPTSTASAP
GPSGCSGTRTKFKLFGVNESGAEFGNTVIPGALGTDYTWPSPTSIDFFMG
QGFNTFRIPFLMERVSPPSTGGLTGPFNSTYLDGLKQTVSYITGKGGFAT
IDPHNFMIFNGATITSTSQFQAWWQKLAAEFKTNNNVIFDLMNEPHDIPA
QTVFQLMQOAAVNGVRASGATTQLILAEGTSWTGAWTWTTSGNSDAFGATIK
DPNNNIAIQMHQYLDSDGSGTSPICVSDTIGAERLQAATQWLQQKGLKGF
LGEIGTGNNTQCVTALQGALCEMOQAGGTWLGALRWATGPWWGDYYQSTIE
PPNGDAISAILPALKAFQLE
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D. Ejemplos de cédigos de configuracion empleado por Vina y Autodock

Ej. Archivo configuracién Vina:

receptor = CBD.pdbgt
ligand = cellulose rigid.pdbgt

center x = 234.413
25.014
-2.7061

center y

center z

size x = 26
size y = 26
size z = 26

exhaustiveness 20
energy_ range = 4

num modes = 5

out= CBD DC R cellulose rigid.pdbgt

Ej. Archivo de docking utilizado por Autodock:

autodock parameter version 4.2 # used by autodock to validate parameter set
outlev 1 # diagnostic output level

intelec # calculate internal electrostatics

seed pid time # seeds for random generator

ligand types C HD OA A N # atoms types in ligand

fld 7Y10wW _ref AD DC RB.maps.fld # grid data file
map 7Y10W ref AD DC RB.C.map # atom-specific affinity map
map 7Y10W ref AD DC RB.HD.map # atom-specific affinity map
map 7Y10W ref AD DC RB.OA.map # atom-specific affinity map
map 7Y10W _ref AD DC RB.A.map # atom-specific affinity map
map 7Y10W ref AD DC RB.N.map # atom-specific affinity map
elecmap 7Y10W _ref AD DC RB.e.map #
desolvmap 7Y10W ref AD DC RB.d.map #
move cellulose rigid.pdbgt # small molecule

flexres 7Y10W _ref Flexi.pdbgt # file containing flexible residues

electrostatics map
desolvation map

about 0.21 0.1201 -0.0466 # small molecule center
tran0 random # initial coordinates/A or random
axisangle0 random # initial orientation
dihe0 random # initial dihedrals (relative) or random
tstep 2.0 # translation step/A
gstep 50.0 # quaternion step/deg
dstep 50.0 # torsion step/deg
torsdof 0 # torsional degrees of freedom
rmstol 2.0 # cluster tolerance/A
#

extnrg 1000.0 external grid energy
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eOmax 0.0 10000 # max initial energy; max number of retries

ga_pop_size 150 # number of individuals in population
ga_num_evals 2500000 # maximum number of energy evaluations
ga_num _generations 27000 # maximum number of generations

ga elitism 1 # number of top individuals to survive to next generation

ga mutation rate 0.02 # rate of gene mutation

ga crossover rate 0.8 # rate of crossover

ga window size 10 #

ga_cauchy alpha 0.0 # Alpha parameter of Cauchy distribution
ga_cauchy beta 1.0 # Beta parameter Cauchy distribution

set ga # set the above parameters for GA or LGA
sw_max its 300 # iterations of Solis & Wets local search
sSw_max_succ 4 # consecutive successes before changing rho
sw max fail 4 # consecutive failures before changing rho
sw rho 1.0 # size of local search space to sample
sw_1b rho 0.01 # lower bound on rho

ls_search freq 0.06 # probability of performing local search on individual
set pswl # set the above pseudo-Solis & Wets parameters
unbound model bound # state of unbound ligand

ga run 10 # do this many hybrid GA-LS runs

analysis # perform a ranked cluster analysis

E. Protocolo obtencion DNA plasmidial con QlAprep® Spin Miniprep

Inocular una colonia en 4 mL de medio LB con antibiético y crecer a 37 2C durante la
noche.

Centrifugar el cultivo de a 1 mL a la vez, descartando el sobrenadante (mdx. 5 mL de
cultivo) (1 minuto a 13000 rpm).

Resuspender con la pipeta en 250 plL de Buffer P1.

Agregar 250 plL de Buffer P2, y mezclar invirtiendo el tubo suavemente 4-6 veces.
Agregar 350 pL de Buffer de N3 e invertir inmediatamente el tubo en forma suave

para mezclar.

Centrifugar 10 minutos a 13000 rpm.

Recuperar el sobrenadante y depositar en una columna de spin.

Centrifugar 1minuto a 13000 rpm.

Descartar el liquido y lavar el DNA de la columna de spin con 750 plL de Buffer PE.
Centrifugar 1minuto a 13000 rpm.

Descarta el liquido y centrifugar nuevamente durante 1minuto para remover los
residuos de buffer.

Poner la columna en un tubo de 1.5 mL, agregar 50 uL de Buffer EB en el centro. Dejar
reposar 1 minuto y centrifugar 1 minuto a 13000 rpm.

F. Protocolo purificacion con Qiagen

Cortar la banda del gel de interés y se deposita en un tubo eppendorf de 1,5 mL.
Agregar 3 volumenes del Buffer QX1 por cada 1 volumen del gel.

Resuspender QIAEX Il utilizando el vortex (por 30 s). Se agregan 10 pL de éste a la
muestra a purificar.
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- Incubar a 50 2C por 10 min, para solubilizar la agarosa. Cada 2 min se mezcla con el
vortex, de modo de mantener el QIAEX Il en suspensién.

- Centrifugar la muestra por 30 s. remover el sobrenadante cuidadosamente con una
pipeta.

- Lavar el pellet con 500 uL de Buffer QX1.

- Lavar el pellet 2 veces con 500 pL de Buffer PE.

- Dejar secar el pellet de 10 a 15 min hasta que el pellet se ponga blanco.

- Para eluir el DNA, agregar 20 pL de 10 mM Tris-Cl pH 8,5 o agua. Resuspender
utilizando el vortex.

- Incubar la muestra 5 min a temperatura ambiente.

- Centrifugar 30 s y cuidadosamente con una pipeta, traspasar el sobrenadante a un
tubo limpio.

G. Analisis llevados a cabo para la proteina recombinante

Electroforesis de proteinas SDS-PAGE

Con el objetivo de estudiar la produccién de la proteina recombinante en la fraccion
intracelular, se llevaron a cabo geles de SDS-poliacrilamida al 8%, compuesto por:

Tabla 22. Volumenes de los reactivos utilizados para la preparacidn del gel separador.

Reactivo Volumen
Acrilamida bisacrilamida 29:1 1,015 mL
Tampdn Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, SDS 0,4% 0,95 mL
Agua destilada 1,835 mL
PSA 10% 20 pL
TEMED 4L

Tabla 23. Volumenes de los reactivos utilizados para la preparacion del gel concentrador.

Reactivo Volumen
Acrilamida bisacrilamida 29:1 0,17 mL
Tampodn Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, SDS 0,4% 0,25 mL
Agua destilada 0,58 mL
PSA 10% 7,5 uL
TEMED 1,25 uL

Las muestras se mezclaron en proporcion 4:1 con tampén de carga 5X (Tris-HCI 60 mM, glicerol
25 % v/v, SDS 2 % p/v, 2-mercaptoetanol 14,4 mM y azul de bromofenol 0,1 % p/v pH 6,8), se
calentaron a 1002C por 5 minutos y posteriormente se cargaron en gel de acrilamida. Las
electroforesis se realizaron bajo voltaje constante de 200 V por 30 minutos. Se utilizé tampdn
de corrida Tris-glicina-SDS (Tris 25 mM, Glicina 192 mM y SDS 0,1 % p/v) y estandar de peso
molecular pretefiido de proteinas.
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Posteriormente los geles se incubaron toda la noche en solucidon de tincién, agitando
suavemente. Luego se realizé la destincién del gel, incubandolo en solucién de destincién, con
agitacién suave por 1 a 2 horas, hasta que se aprecio las bandas de las proteinas.

Zimograma

Se prepara un gel de poliacrilamida y adicionalmente se le agrega, al gel separador, CMC al
0,2%. Se usa un buffer de carga 5X (Tris-HCl 60 [mM], glicerol 25% v/v, SDS 2% p/v, 2-
mercaptoetanol 14,4 mM vy azul de bromofenol 0,1% p/v pH 6,8), con lo cual se mezclan 16 pL
de muestra y 4 de éste, para luego cargar 10 uL en el pocillo. La corrida del gel se realiza de la
misma manera que la electroforesis de proteinas, con la diferencia que la cdmara se introduce
en un recipiente con hielo para evitar la denaturacién por calor. Finalizada la electroforesis, el
gel se lava 1 h con Triton X-100 al 2,5% v/v con agitacion. Posteriormente se enjuaga con agua
destilada por 5 min, para luego incubarlo por 1 h a 37°C con buffer acetato de sodio 50 mM pH
5,5. Para visualizar las bandas de actividad, el gel se tifie con Rojo Congo al 1% p/v por 20 min,
y luego es destenido con NaCl 1 M por 5 min.

Medicion de actividad en medio liquido

La actividad enzimatica es medida utilizando el método DNS con CMC al 1% p/v en buffer
acetato de sodio 50 mM pH 5,5. Para esto, se mezclan 400 pL de CMC, con 200 uL de muestra,
y se incuba durante 2 h min a 37 2C. Pasado el tiempo de incubacién, se toman 70 plL de cada
reaccion y se mezclan con 70 plL de soluciéon DNS, y se incuba a 100 eC por 10 min. La mezcla
obtenida, se enfria en hielo por 5 min, se toman 100 puL, se depositan en una microplaca y se
lee la absorbancia a 550 nm. Si la absorbancia es mayor de 1,5 se diluye 1 en 2 en agua y se
repite el procedimiento.

Soluciones para geles de acrilamida

Buffer de carga 5x para geles SDS-acrilamida (10 mL)

Tris-HCl 1 M (pH 6.8) 0,6 mL
Glicerol 50% 5mL
SDS 10% 2mL
Azul de bromofenol 1% 1mL
H,0 0,9 mL

Solucion de tincion (1 L)

Coomassie lg

Metanol 450 mL
Acido acético 100 mL
H,0 450 mL
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Solucion de destincion (1 L)

Metanol 450 mL
Acido acético 100 mL
H,O 450 mL

H. Cddigos empleados en el modelo por comparacion (Modeller)

Alineamiento secuencia objetivo con la plantilla

from modeller import *

env = environ|()

aln = alignment (env)

mdl = model (env, file='lazk', model segment=("'FIRST:4", "LRST:4L"}
aln.append model (mdl, align codes='lazk', atom files='"lazk.pdb')
aln.append (file="CED.a2li', align_codes='CED')

aln.alignz2d()
aln.write (file='CED-lazk.ali', alignment format='FIR'
aln.write (file='CED-lazk.pap', alignment format="FALF')

[

Generacion del modelo

1 modeller import *
1 modeller.auntomodel import *
env = environ/{)
a = automodel (env, alnfile='CED-lazk.ali',
knowns="lazk', sequence='CED',

assess_methods=(asse=ss.DOPE, assess.GR341))
a.starting model = 1
a.ending model = 200
a.make ()
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Refinamiento

# Loop refinement of an existing model

from modeller import *
. modeller. automodel import *

log.wverbose ()
env = environ()

# directories for input atom files
env.io.atom files directory = './:../atom files'

# Create a new class based on

# gselect loop atomsz (necessary)

"loopmodel !

z0 that we can redefine

# Thi= routine picks the residues to be refined by loop modeling
def select loop atoms (self):

£1

0 residue insertion

m = MyLoop (env,
inimodel="CED.pdb"', # initial model of the target

rn selection(self.residue range('l"', '10')}

sequence="CED"} # code of the target
m.loop.starting model= 1 # index of the first loop model
m.loop.ending model = 10 # index of the last loop model
m.loop.md level = refine.slow # loop refinement method; thisz yields
# models quickly but of low guality:
# u=ze refine.zlow for better models
m.make ()

Cddigo: 1azk

Modelo utilizado como plantilla
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Molecula: Celobiohidrolasa |
Largo: 36 aminoacidos

Cadena: A

EC:3.2.1.19

Organismo: Trichoderma reesei

Detalle experimental: RMN en solucién

Referencia: Mattinen, M. L., M. Kontteli, et
al. (1997). "Three-dimensional structures
of three engineered cellulose-binding
domains of cellobiohydrolase | from
Trichoderma reesei." Protein science 6(2):
294-303.



Evaluacion obtenida con VADAR para la plantilla utilizada: 1azk:

RES. RES. SCND HBOND BTURN RES. FRAC. RES. FRAC. PHI PSI OMEGA PRBLM
NUM. NAME STRUC HBOND BTURN ASA ASA VOL. VOL. PHT PSIT OMEGA PRBLM
Chain A

1 THR BCC C 121.8 0.80 96.2 0.82 360.0 128.5 177.3

2 GLN BCC C 89.7 0.47 1l46.4 1.05 -74.9 61.1 -171.2

3 SER BCC C 42.3 0.32 89.4 0.99 -59.7 -55.6 -177.1

4 HIS BCC C 82.9 0.41 132.8 0.85 =-115.2 140.8 -171.5

5 TYR CCC C 35A 153.9 0.64 166.7 0.87 62.9 41.9 -176.4

6 GLY BCB B 35A 2.5 0.03 68.1 1.08 -102.1 109.9 176.9

7 GLN BCB B 55.3 0.29 157.7 1.13 -52.4 124.4 173.4

8 CYS BCB B 33A 28.0 0.19 92.7 0.89 -118.5 -0.4 -175.7

9 GLY BCB B 33A 32.5 0.36 59.9 0.95 171.6 114.6 168.8 0
10 GLY CCC C 13Aa II 37.1 0.41 55.2 0.88 156.6 -160.3 -175.9

11 ILE CCC C 30A II 117.8 0.60 149.0 0.92 -45.6 124.0 179.0

12 GLY CCC C II 87.6 0.97 50.0 0.79 83.7 -13.1 -172.9 v
13 TYR CCC C 10A II 54.2 0.22 171.8 0.90 -89.7 167.4 166.7 0
14 SER CCC C 103.9 0.79 83.8 0.92 -131.5 =-92.4 172.2

15 GLY CCC C 52.5 0.58 50.1 0.80 -158.2 38.6 173.2 v
16 PRO CCC C 90.6 0.59 107.0 0.93 -76.1 50.6 -171.9

17 THR CCC C 62.8 0.42 104.7 0.90 =77.7 66.6 178.8

18 VAL BCC C 113.0 0.66 122.4 0.90 -76.5 51.9 -176.1

19 CYS BBC C 31.4 0.22 96.2 0.92 -98.6 169.4 169.7 0
20 ALA BBC C 44.9 0.36 80.9 0.93 -107.4 159.4 161.3 0
21 SER CBC C 110.6 0.84 74.4 0.82 -72.9 -177.1 -165.3 0
22 GLY CCC C 81.4 0.90 48.7 0.77 84.7 -57.0 153.6 v, 0
23 THR CCC C 36.5 0.24 105.0 0.90 -76.8 177.8 -159.4 0
24 THR BCB B 36A 71.2 0.47 105.9 0.91 -129.1 -128.7 -176.6

25 CYS BCB B 65.3 0.45 92.3 0.88 179.8 62.5 -165.1 0
26 GLN BCB B 34A,34A 84.6 0.45 126.2 0.91 -128.8 157.8 -167.2 0
27 VAL BCB B 133.5 0.78 119.9 0.88 -58.4 132.8 151.7 0
28 LEU CCC C 32A 94.1 0.45 144.4 0.88 -138.1 -113.1 178.9

29 ASN CCC C 31A,32A IIT 64.8 0.39 105.5 0.90 -64.3 157.4 178.6

30 PRO CCC C 11A IIT 113.3 0.73 115.7 1.01 -47.8 -17.4 172.6

31 TYR BCC C 29A IIT 117.3 0.49 173.5 0.91 -74.2 -25.5 -154.9 0
32 ALA BBB B 29A,28A III 6.6 0.05 82.6 0.95 -154.0 105.3 130.0 0
33 SER BBB B 92, 8A 36.0 0.27 82.8 0.91 -71.8 117.3 -160.2 0
34 GLN BBB B 26A,26A 17.5 0.09 139.7 1.00 -139.0 151.3 169.6 0
35 CYS BBB B 6A,5A 0.2 0.00 102.1 0.98 -58.0 76.3 153.6 0
36 LEU BCB B 24A 76.4 0.37 160.1 0.98 -78.5 360.0 360.0
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Evaluacion modelo CBM TvEG refinado y corregidos los angulos omega

Utilizando el software Swiss-pdb viewer, se corrigieron manualmente los angulos omegas que
presentaron problemas (28, 29 y 30). Sin embargo, y como se observa a continuacion, este
cambio involucré pérdida de calidad del modelo, apareciendo problemas en los residuos 1, 19,
22,23,31,32y33.

RES. RES. SCND HBOND BTURN RES. FRAC. RES. FRAC. PHT PST OMEGA PRBLM
NUM. NAME STRUC HBOND BTURN ASA ASA VOL. VOL. PHI PSI OMEGA PRBLM
1 VAL CCC C 181.6 1.06 137.3 1.01 360.0 -39.2 173.0 A
2 TRP CCC C 185.1 0.70 208.4 0.90 -134.1 72.2 -172.8

3 ARG CCC C 108.4 0.44 203.2 1.16 -119.4 129.6 -175.7

4 GLN CCC C 24.7 0.13 156.8 1.13 -73.0 114.8 174.2

5 C¥s BCC C 47.7 0.33 96.6 0.92 -90.9 -23.4 -177.5

6 GLY BBC C 30 30.3 0.33 61.4 0.97 179.6 147.0 177.6

7 GLY BBC C 40.0 0.44 53.3 0.85 -171.5 -173.3 179.5

8 THR CBC C 27 128.2 0.85 120.1 1.03 -112.7 152.2 179.2

9 GLY CCC C 66.6 0.73 57.1 0.91 97.4 -179.6 179.8

10 PHE CBC C 214.6 0.95 171.1 0.87 -101.1 133.8 178.2

11 SER CBC C 84.7 0.64 85.3 0.94 177.0 171.3 177.7

12 GLY CBC C 69.3 0.76 52.6 0.83 -179.0 144.0 -179.7

13 ASP CCC C 44.4 0.28 107.9 0.95 -88.6 -169.1 176.0

14 THR CCC C 97.2 0.64 97.2 0.83 -91.1 -148.2 170.7

15 THR CBC C 115.7 0.76 105.6 0.90 -87.3 160.0 177.0

16 C¥s CBC C 55.9 0.39 107.3 1.03 -110.6 156.1 179.4

17 ALA CBC C 82.0 0.66 95.4 1.09 -114.1 157.8 177.3

18 SER CBC C 112.3 0.85 73.4 0.81 -88.2 164.5 178.6

19 GLY CCC C 87.2 0.96 48.8 0.77 108.6 -36.5 170.7 v
20 SER CCC C 73.6 0.56 98.4 1.09 -97.2 -166.7 179.2

21 SER CBB B 52.7 0.40 95.0 1.05 -133.9 -144.6 173.5

22 CYS CBB B 32 41.4 0.29 68.8 0.66 -152.8 89.0 -174.2 v
23 VAL CBB B 31 38.3 0.22 70.5 0.52 -114.8 156.5 -176.9 v
24 ALA CBC C 57.4 0.47 76.0 0.87 -72.8 146.7 174.1
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Alineamientos al dominio de union a carbohidrato

Tabla 24. Alinemientos encontrados para la secuencia aminoacidica del dominio de unién a

cerbohidrato de T. versicolor.

Alineamiento

Informacion

1

1
|

10

20

|
20

|
30

33
|

36

Cédigo: 1AZ6

e-value: 1.8E-8

% identidad: 55

% similitud: 62

20
|

|
1

10

|
20

|
30

36

Cdédigo: 1AZH

e-value: 1.8E-8

% identidad: 55

% similitud: 62

20

3

3
|

Cdédigo: 1AZ)

e-value: 2.1E-7

1 10 20 30 36 % identidad: 55
% similitud: 62
1 10 20 33
| | ! Cédigo: 2LB7
Query —----—————————— VIIROCGGTGF--SGDTTCASGSSCVAVNSYYSQCO
Sbjct AQRCGDOARGAKCPNCICCGKYGFCGSGDAYCGAGS-C—————— osocrae | €-value: 1.0
| | | |
1 10 20 30 40 % identidad: 36
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% similitud: 47
1 10 20 33
| | . | . | Cédigo: 1MOG
Query SGDTTCASGSSCVAVNSYYSQCQ
Sbict SGCTKCASGCVCKGKTCDTSCCQ e-value: 8.8
| | | |
1 10 20 30 % identidad: 35
% similitud: 41
1 10 20 33
- | . | | Cédigo: 1MOJ
Query QOCGGTG TCASGSSCVAVNSYYSQCQ
Sbict ECSKSG TCNCGGSCTCTNCSCKSCK e-value: 8.3
| | | |
1 10 20 28 % identidad: 30
% similitud: 62
1 10 20 33
- | : | | Cédigo: 1T2Y
Query GGTGFSGDTTCASGSSCVAVNSYYSQCQ
Sbict GDCGCSGASSCNCGSGCSCSNCGSK e-value: 7.6
| | | |
1 10 20 25 % identidad: 31
% similitud: 45
Legend: Green - identical residues | Orange - similar residues | Red -
sequence mismatch | Blue - deletion | - insertion
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