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Resumen

Las Laccasas son oxidasas multicobre de alto interés biotqcnolégico debido a
su utilidad en una variedad de aplicaciones industriales. Sin t}ambargo, aspectos
importantes de su estructura y funcién, tales como el mecanisﬁo de reaccion, los
determinantes del potencial redox del sitio de cobre o la interaccidn con distintos
sustratos atn no se conocen a cabalidad. El estudio experimental de estos aspectos
depende de contar primero con un sistema de expresion y purificacion que permita

altos rendimientos.

La Laccasa « del hongo Trametes versicolor tiene uno de los potenciales redox
mas altos reportados hasta la fecha y su estructura cristalografica ha sido determinada,
lo cual la convierte en un buen modelo para el estudio de Ia relacién entre estructura y

funcién de Laccasas. Sin embargo, estos estudios fueron realizados utilizando la

enzima producida endégenamente por el hongo filamentoso, lo cual no permite su
ingenierfa. Debido a esto, en este trabajo se optimiz6 un sistema de expresién y
purificacién para esta enzima, el cual podra ser usado en posteriores estudios de

mutagénesis sitio dirigida.

Previamente un grupo aleman cloné el gen AY693776 que codifica para [a
Laccasa o de T. versicolor, en el vector PYESZ, el cual permite la expresion de
proteinas en Saccharomyces cerevisiae bajo el promotor GAL7}y cuenta con el

marcador de seleccién {JRA3. El gen cuenta con el factor o de S.|cerevisiae el cual

permite la exportacion de la proteina al sobrenadante. Para permitir su uso en cepas

que no necesariamente sean mutantes ura3-, utilizando técnicas de Biologfa Molecular




se sustituyo el marcador de seleccion del vector pYES2 por un marcador que confiere
resistencia al antibidtico gensticina (G418). Se ha reportado que la produccién de
Laccasa bajo el promotor GAL7 es baja, por o que el vector fue!modificado para la
expresion del gen bajo el control del promotor TEF7 de S. cerevisiae; sin embargo, las

cepas transformantes no produjeron la enzima.

La cepa tipo S288c de S. cerevisiae, transformada con el vector pYES2

modificado para conferir resistencia a G418 y que tiene el gen de Laccasa « bajo el

confrol del promotor GAL7, presenta bajos niveles de actividad Laccasa en el
sobrenadante del medio de cultivo. La optimizacién de las condiciones de cultivo llevé
a un aumento de la actividad total en el sobrenadante al disminuir la temperatura de
induccién y agregar tamp6n fosfato a pH 5,0 al medio. La adicién de otras fuentes de
carbono como rafinosa, sacarosa y etanol, produjeron aumentos mayores de la

actividad en el sobrenadante.

El sobrenadante de un cultivo inducido en las condiciones 6ptimas, fue
concenfrado por ultrafiliracion y la proteina fue parcialmente purificada por
cromatografia de interaccién hidrofébica en columna. Llegando a un enriguecimiento

de la enzima de unas 485 veces con respecto a la actividad especifica inicial.

Por ofra parte, como herramienta tedrica para proponer experimentos de
mutagénesis sitio dirigida en la enzima expresada, también se const Uy un modelo 3D
de la estructura del complejo Lcca-ABTS por medio de modelamiento por homologia,

simulacién de dindmica molecular y docking. Utilizando este protocolo, se construyd un

modelo del mutante P394N, que de acuerdo con infomacion extraida de literatura,
debiera exhibir un mayor potencial redox. El modelo fue usado para analizar los efectos

de esta mutacion sobre la unién del sustrato ABTS, modelada mediante docking.
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The S. cerevisiae S288c strain ransformed with the pYES2 modified vector,
which confers G418 resistance and contains the Laccase gene under the control of the
GAL1 promoter, showed low levels of Laccase activity in the culture supernatants.
However, the supernatant activity was enhanced by culture condition and induction
optimization, best results were obtained when induction temperature was decreased to
20 °C and when phosphate bufferwas added to the induction medium. A second carbon
source to the medium as raffinose, sucrose or ethanol incresase even more the

supernatant activity.

The enzyme was concenirated from induced culture supernatants by
ultrafiltration, and partially purified by hydrophobic interaction chromatography. By this

way, a 485-fold increment in the specific activity was achieved.

As a tool for the proposal of site directed mutagenesis experiments, to be tested
in the expressed enzyme, a 3D model of the Laccase-ABTS complex was built using
molecular modelling, molecular dynamics simulation and Docking. Using this protocaol,
a 3D model for the mutant P394N was constructed, as this mutant should have a higher
redox potential according to literature. The generated model was used o analize the

effects of this mutation in the laccase ABTS complex,




Infroduccion

alan

Las Laccasas son enzimas Oxidasas multicobre (EC.1.10.3.2) que catalizan la
oxidacién de compuestos aromaticos tanto fenoles como polifenoles, amino vy
metoxifenoles, ademas de ofros compuestos no aromaéticos y un alto niimero de
compuestos xenobioticos, acoplada a la reduccién de Oxigeno molecular hasta agua

(Rivera-Hoyos y col., 2013; Rodgers y col., 2010).

Estas enzimas, se caracterizan por tener una alta promiscuidad por sustratos, lo
que, asociado a su alta estabilidad extracelular, les ha dado gran importancia a nivel
biotecnoldgico en un amplio y creciente rango de procesos industriales. Se ha
propuesto su uso para blanqueamiento de efluentes de la industria textil (Mohorit
y col., 20086), eliminacién de compuestos fendlicos responsables del oscurecimiento en
jugos de frutas, cervezas y vinos (Minussi y col., 2002), blanqueamiento de pulpas de
maderas (Widsten & Kandelbauer, 2008), sintesis de compuestos organicos camo
drogas y tintes (Forte y col.,, 2010; Nicotra y col., 2004), produccién de polimeros
(Glbitz & Paulo, 2003), disefio de biosensores (Gomes & Rebelo, 2003) y produccién

de energia en celdas bioelectroquimicas (Luo y col., 2010).

El conocimiento actual de estas enzimas deriva del analisis de alrededor de 100
enzimas provenientes del reino Fungi (Rodgers vy col., 2010). Usualmente se trata de
glicoproteinas extracelulares de peso molecular entre 50 y 140 KDa, con gran
diversidad en el patrén de glicosilaciones (Claus, 2004). Estas enzimas estan
compuestas por tres dominios con topologia de barril B (Figura 1). En el dominio 3 se

encuentra el sitio de unién al sustrato y un atomo de cobre de fipo 1, coordinado por




dos histidinas y una cisteina. Entre los dominios 1 y 3 se encuentra un centro trinuclear
de cobre T2/T3. Los &tomos de cobre estan organizados de forma triangular y
coordinados fuertemente por un patrén conservado de cuatro motivos H-X-H, donde 3
de ellos coordinan al par de cobres T3 y el cobre T2 es coordinado por el motivo
restante, y un nimero de ligandos (entre 2 y 3) derivados de H,O y Oz, dependiendo
del estado de oxidacion de la enzima. En este sitio ocurre la reduccion del 0z a H0

(Hu'y col., 2011; Rivera-Hoyos y col., 2013).

Dominio 3

Dominio 1 Dominio 3

0,+ 4K / 4AH
v

44

Dominio 1

‘P2
; .-'. .d""ié?d
/ "P}{f';@"
“ e )

- Dominio 2

Figura 1 Estructura y Funcion de Laccasas

A la izquierda se muestra la estructura general de la enzima, representando su
estructura secundaria. Se colorean los dominios 1, 2 y 3 en café, verde y naranjo
respectivamente, los atomos de cobre se representan de color morado. A la derecha se
esquematizan los sitios de unién a cobre y la reaccién que cataliza la enzima,
mostrando esta vez los atomos de cobre en naranjo (modificado de Pardo & Camarero,
2015b) donde se indica el camino propuesto para la transferencia de electrones por

medio de una linea discontinua.

Existe gran interés en las Laccasas de organismos del reino Fungi, desde los cuales

alrededor de 100 han sido purificadas y estudiadas (Rivera-Hoyos y col., 2013). Estas



enzimas presentan variabilidad no solo entre especies, sino también multiplicidad de
genes en cada-especie, encontrandose entre 1 y 17 genes de Laccasa en e| genoma
de cada especie (Kues & Ruhl, 201 1). Ademas, se ha observado una alta variabilidad
en el pH éptimo, punto isoeléctrico, potencial redox del sitio de cobre T1, Kn ¥ keat de
diferentes sustratos, asi como en las condiciones y niveles en que son expresadas por
eslos organismos (Hoegger y col., 2008). Por estos motivos, no existe una Laccasa
ideal para todos los propésitos y la posibilidad de disefiar Laccasas mejoradas para
cada aplicacién industrial es promisoria, No obstante, adn no se comprenden las
caracterfsticas que determinan sus funciones bioldgicas (Rodgers y col., 2010) en parte
porque no se ha logrado producir grandes cantidades de enzima de forma heterdloga
(Rivera-Hoyos y col., 2013) para realizar estudios de la relacion estructura-funcisn.
Debido a estas razones, el disefio racional de Laccasas para aplicaciones

biotecnolégicas ha demostrado no ser una tarea f4cil.
Relacién estructura-funcién de Laccasas

A pesar que se cuenta con gran cantidad de estructuras cristalograficas de
estas enzimas en el PDB, la relacion entre la estructura e importantes caracteristicas
funcionales como: el rol de diferentes patrones de glicosilacién, el mecanismo por el
cual el sitio activo reconoce diferentes sustratos, las caracterfsticas que afectan el
potencial redox de la enzima, y como la enzima interacciona con inhibidores, aun no es
conocido. El dilucidar estas incégnitas es de alta importancia debido a que entregaria
herramientas para modificar tanto la K, como la k. de estas enzimas para la oxidacion

de diferentes sustratos aumentando su potencial como herramienta biotecnoldgica.

La funcidn natural de estas enzimas es la degradacion de lignina, y compuestos

fendlicos relacionados. Sin embargo, el potencial redox de esta enzima (0.8 V)no es




suficientemente alto como para oxidar gran parte de la lignina, cuyo potencial redox
esta sobre los 1.3 V. Esta limitacién puede ser sobrepasada por la produccién
enddgena de mediadores redox, pequefias moléculas capaces de expandir la actividad
catalitica de estas enzimas a compuestos no fendlicos que forman parte de la lignina.
Esto ha dado gran importancia tecnoldgica a moléculas sintéticas que pueden ser
mediadores muy eficientes, tal como los sustratos artificiales ABTS (2,2-azino-bis (3-
ethylbenzihiazoline-6- sulphonic acid), 2,6-DMP (2,6 dimetoxyfenol) y SGZ
(syringaldazine). No obstante, los determinantes de afinidad y especificidad de las
Laccasas por estos sustratos son poco conocidos. Por ejemplo, los valores de K, para
ABTS en diferentes Laccasas varian en érdenes de magnitud (Dwivedi y col., 201 1) sin

que se conozcan las interacciones proteina-ligando que determinan esas diferencias.

A la fecha se han reportado pocas estructuras de Laccasas unidas a sustrato.
Por ejemplo, a nuestro conocimiento la Gnica estructura resuelta de un complejo
Laccasa-ABTS es la de la bacteria Bacillus subtilis (PDBid 1UVW) (Enguita y col,,
2004), la cual se ha utilizado para estudios que buscan reducir la Kn, del sustrato ABTS
a través de mutagénesis sitio dirigida y evolucién dirigida (Gupta & Farinas, 2009). Auin
mas importante, a la fecha no existe una estructura de Laccasa proveniente de hongos
en complejo con este sustrato. Mas allad de eso, a partir de estudios de docking se
propone que aunque [os sitios de unién de las Laccasas de bacterias y hongos no
serian conservados, la interaccidn entre ABTS y el sitio de unién serfa similar, siendo
importante que la distancia entre el Ne de la histidina que coordina al cobre y la region
reactiva del sustrato sea la menor ya que a través de este residuo se transferirian los

electrones entre el sustrato y el cobre T1 (Christensen & Kepp, 2014).




Por otra parte, existen estructuras de laccasas provenientes de hongos en
complejo con otros sustratos, entre ellas la Laccasa de Tramefes versicolor en.
complejo con el sustrato 2,5-xylidine (PDBId 1KYA) {Bertrand y col., 2002} y la la
Laccasa de Trametles trogii en presencia del sustrato p-toluato (Matera y col., 2008).
Estos compuestos no presentan alto valor tecnoldgico, sine que provendrian de los
cultivos de [os hongos, ya que no se buscaba la cristalizacién en presencia de ellos. La
Laccasa del hongo ascomicete Melanocarpus albomyces fue cristalizada en presencia
del compuesto 2,6 DMP, el cual es un mediador de importancia biotecnoldgica {Kallio
y col., 2008). En todas estas estructuras se observa que los susiratos se unen de
forma similar al ABTS en la proteina de bacteria, cerca del sitic de unién del cobre T1,
a una distancia que permite la transferencia de electrones con el Ne una de las
histidinas que coordinan el cobre. Los diferentes sustratos se encuentran estabilizados
por varios aminodcidos de tipo hidrofobicos y algunos aromaticos, principalmente
fenilalanina. Los sitios de Laccasa de hongos contienen mas residuos aromaticos que
los sitios que el sitio de bacteria que principalmente estan compuestos por aminoacidos
hidrobdficos. Por todo esto, es necesaria la determinacion de més estructuras de
Laccasas en presencia de diferentes sustratos e inhibidores, o en su defecto el
modelado y simulacién de estos complejos. Este (ltimo aspecto fue el que se abordd

en esta fesis.

Un alto potencial redox en estas enzimas es de gran interés debido a que
ampliaria el rango de sustratos oxidables y estarfa determinando el valor de la ks para
la transferencia de electrones (Xu y col., 1996). Los potenciales redox més altos para el
cobre T1 se han encontrado en enzimas provenientes de hongos, especialmente en la

familia basidiomicetes, las cuales a pesar de presentar estructuras similares, muestran




variaciones significativas en su potencial redox con valores de entre 430 y 780 mV,
contra un electrodo de Hidrogeno esténdar (Shleev y col., 2005). Sin embargo, atn se
desconocen los determinantes estructurales que causarfan estas variaciones. La
gecmetria de coordinacidn del cobre T1 es conservada en toda la familia de enzimas.
Esta coordinado por dos residuos de histidina y uno de cisteina y ademas dos residuos
axiales hidrofébicos se encuentran axiales a la coordinacion, una isoleucina la cual es
conservada y un residuo no conservado que puede ser fenilalanina, leucina o
metionina (Rivera-Hoyos y col., 2013). El residuo axial variable se ha relacionado con
el potencial redox de la enzima, siendo mayor en enzimas que presentan fenilalanina

(Eggert y col., 1996).

Ademas, se han observado variaciones en el potencial redox que
estarian determinadas por residuos no directamente involucrados en la coordinacion
del sitio de cobre. Esto ultimo fue analizado por (Cambria vy col., 2012) quienes
compararon 4 estructuras de laccasas de hongos con potencial redox conocido y
observaron algunos patrones que causarian que el sitio de cobre se vuelva mas
deficiente en electrones, desestabilizando los estados de oxidacién mayores y
aumentando el potencial redox. En las laccasas de alto potencial redox un factor
importante podria ser la distancia de coordinacién con una de las histidinas del sitio de
Cu. Esta distancia es mayor en la Laccasa de T versicolor (PDBid 1GYC) por la
presencia de un puente de hidrégeno entre S113 y E480, con E460perteneciente a la
misma hélice a en que se encuentra la histidina. Este puente de hidrogeno no ocurre
en las laccasas de bajo potencial redox analizadas. Mas alla de ese puente, toda la red
de puentes de hidrégeno en el sitio activo estaria conservada y modularia las

distancias de coordinacién y por lo tanto el potencial redox. La hidropatia del sitio
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aumentarfa el potencial, al no restringir la interaccién del agua con el metal,
encontrandose sitios mas hidrofébicos en enzimas de alto potencial redox. Otra
caracteristica serfa la formacion de interacciones de tipo - stacking con el anillo de
imidazol de la histidina que coordina al metal, lo cual jugaria un rol importante en
modular la transierencia de electrones en el sitio. Finalmente, el carbonilo de la cadena
principal de una prolina conservada contribuiria con un par de electrones al sitio de
cobre, estabilizando estados de oxidacion altos y por lo tanto disminuyendo el potencial
redox. Si [a distancia entre ambos es mayor, como se observa en enzimas de alto
potencial redox (figura 2) el sitio se harfa mas deficiente en electrones. Sin embargo,
este efecto no ha sido corroborado mediante mediciones del potencial redox en
mutantes para este aminoacido. El mutar esa prolina por una asparagina (residuo que
se encuenira en la enzima de alto potencial redox de Rigidoporus lignosus) se
infroduciria una cadena lateral polar en un sifio apolar relativamente expuesto a
solvente, El consecuente incremento de la solvatacién llevaria al carbonilo de la
cadena pfincipal a alejarse del sitio de cobre. Por esta razén en este trabajo se
propone una mutante in sifico para la enzima de Trametes versicolor de prolina por

asparagina, y se analizé el efecto de esto sobre la unién por sustrato.
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Figura 2 Determinantes del potecial redox, efecto del residuo Pro394
Representacion esquematica de la interaccion entre el cobre T1 y el carbonilo de la
cadena principal de un aminoacido vecino, en las laccasas de RIL (Rigidoporus
lignosus), Tvl. (Trametes versicolor), CcL (Coprinus cinereus) y Mal. (Melanocarpus
albomyces). Modificado de {Cambria y col., 2012).

Sistemas de produccién de Laccasa

Generalmente la actividad Laccasa se ha expresado como UL de cultivo
(Pardo & Camarero, 2015b; Rivera-Hoyos y col., 2013). Esto probablemente se debe al
enfoque ingenieril que se da a la produccién de esta enzima, buscando una unidad que

dé cuenta del costo (lifros de cultivo necesarios) para producir cierta cantidad de
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enzima (unidades de enzima) ademas, de ser un valor facil de cuantificar. Sin
embargo, este valor se ve afectado por los niveles de-expresién,.es decir por la
cantidad de otras proteinas que se encueniren en el sobrenadante del cullivo, [o cual
puede ser muy variable debido a las condiciones experimentales. A diferencia de la
acfividad especifica, el dato de U/L es menos apropiado para comparar con resultados

de distintos experimentos o diferentes laboratorios.

Componenies del medio de cultivo también podrian afectar [a determinacién de
actividad Laccasa en el sobrenadante. Por ejemplo, en la expresién heferéloga de una
Laccasa de T. versicolor en Sacharomyces cerevisiae, al precipitar las proteinas del
sobrenadante de los medios de cultivo y dializarlas en tampodn fosfato se enconiré que
la actividad total aumentd por la simple concentracién de las proteinas. Los autores
explican que esto se deberfa a [a posible presencia de fuertes inhibidores de la enzima
en el cultivo (Necochea y col., 2005b). Por ofra parte, aminoacidos que se encueniran
suplementados en los medios de cultivo como cisteina, {irosina, triptéfano, histidina y
cistina, pueden reaccionar con [a forma oxidada del sustrato ABTS y reducirlo (Aliaga &
Lissi, 2000), disminuyendo la acfividad enzimatica observada. Por todo esio es

importante ser cuidadoso al comparar los diferenies resultados reportados en literatura.

Para hacer posibles las aplicaciones industriales y estudios estructurales, es
necesario lograr una alta produccién de enzimas tanto activas como estables. La
produccién de Laccasas desde el organismo original es baja (Mate & Alcalde, 2014), lo
cual se ha intentado optimizar modificando el medio y condiciones de cultivo. Se ha
logrado aumentar los niveles de expresidn de Laccasa en T. versicolor desde 1.000
U/L hasta alrededor de 2,500 U/L (oxidacién del sustrato ABTS) mediante la adicion de

diferentes sustratos (1-hydroxybenzotriazole y 2,5-xylidine) o el aumento de Ia
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concentracion de cobre en el medio (Collins & Dobson, 1997). Se abservd el mismo
efecto al agregar los sustratos guaicol y acido p-coumarico al cultive, aumentando la
actividad en alrededor de 253 veces. Sin embargo, en este Uliimo caso se midid la
oxidacion de 2,6-dimethoxyphenol (Terrén y col., 2004) . También se ha reportado que
la adicién de etanol en medios de cultivos de T. versicolor aumenta la produccion de

Laccasa alrededor de 20 veces (110 U/L a 2.600 U/L) (Lee y col., 1999).

A pesar de las mejoras obtenidas, no es probable que se llegue a masificar la
produccidn de Laccasa desde el organismo nativo. Las aplicaciones industriales para
estas enzimas requieren producciones altas y de enzimas modificadas para usos
especificos, lo cual muy dificilmente se podra lograr en los organismos nativos ya que
por lo general la manipulacién genética en ellos es dificil. Ademas, la presencia de

multiplicidad de isoformas hace su purificacién méas compleja,

E! uso de hospederos de facil cultive y manipulacién genética da versatilidad y
posibilidades de aumentar la produccién de estas enzimas (Piscitelli y col., 2010). Se
han realizado esfuerzos para expresar Laccasas de forma heterdloga en una serie de
hospederos tanto procariontes como eucarionies. Se han producido Laccasas
provenientes de bacterias en el hospedero Escherichia coli, entre las cuales se
encuentran las de Marinomonas mediterranea (Sanchez-Amat y col., 2001), Bacillus
halodurans que presenta actividad a pH basico (Ruijssenaars & Hartmans, 2004) y
una Laccasa termostable de Thermus thermophiius (Miyazaki, 2005), enire otras. La
Laccasa de Bacillus subtilis se expresd en E. cofi y se caracterizé estructuralmente
(Durdo y col., 2008; Enguita y col., 2004). Enzimas provenientes de eucariotas también
se han expresado en bacteria. Por ejemplo, la Laccasa del hongo lignolitico Cyathus

bulleri fue la primera Laccasa de hongo en ser expresada en E. colf (Salony y col.,
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2008). Sin embargo, en estos organismos la produccién heteréloga de enzimas
provenientes de hongos, las cuales tienen miltiples modificaciones postraduccionales
es dificil y el interés por la produccién de Laccasas provenientes de bacterias, no se ha

masificado.

| as Laccasas de hongos de [a clase basidiomicetes son las de mayor interés
debido a los altos potenciales redox que presentan. Sin embargo, los organismos del
reino Fungi mas uiilizados para la expresién heterdloga de proteinas pertenecen a la
divisién de los ascomicetes. En estos Ultimos las Laccasas son de menor potencial
redox (Mate & Alcalde, 2014) pero existe un mayor nimero de herramientas para su
manipulacién genética y optimizacién de produccién de proteinas. Por otra parte, el
patron de glicosilaciones permitido por cada divisién del reino Fungi es diferente,
enconfrandose que, aunque tanto ascomicetes como basidiomicetes reconocen y
glicosilan asparaginas cuando se encuentran en motivos N-X-S/T (X es cualquier
aminodcido exceplo prolina), el procesamiento posterior de estas es diferente.
Ademas, en ascomicetes se forman glicanos de hasta 100 manosas, mientras que en
basidiomicetes, estos glicanos no se conforman por mas de 5 manosas (Berends
y col., 2009). Si bien el rol de las glicosilacicnes no ha sido determinado, si podria
afectar parametros cinéticos, [a estabilidad y el pH éptimo de Ia enzima (Vite-Vallejo
y col., 2009). Por lo tanto, la eleccién del organismo hospedero es importante ya que la
enzima que se esta produciendo podria resuliar diferente a la enzima del organismo

del que proviene.

Aun asi, una gran variedad de Laccasas del reino Fungi han sido expresadas
en levaduras ascomicetes debido a su facilidad de manipulacién y a su capacidad de

realizar modificaciones post-traduccionales especificas de organismos eucariontes
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como procesamiento proteolitico, formacién de puentes disulfuro y glicosilaciones. Los

. ‘organismos mas utilizados como hospederos de Laccasas recombinantes han sido S.

cerevisiae y Pichia pasioris, los cuales no presentan laccasas endégenas. En ellos se
han expresado de forma exitosa Laccasas provenientes de hongos, bacterias y plantas
(Piscitelli y col., 2010). Por ejemplo, se han caracterizado las Laccasas o, B, yy&de T.
versicolor utilizando el vector pPICZA en P. pastoris donde el cDNA de estos genes
quedd bajo el control del promotor AOX1 (Koschoireck y col., 2008). Los autores
encontraron niveles diferenciales de expresion para las 4 Laccasas, los cuales también
fueron diferentes dependiendo de la presencia de un péptido sefial nativo o del factor a
de S. cerevisiae como sefales de exportacién al sobrenadante. También, se optimizé
la expresion usando distintas iemperaturas durante la induccion y ademas usando
biorreactores de tipo fed batch obteniendo niveles de expresion de los mas altos

informados (Tabla 1)

Para la expresidén de protefnas en S. cerevisiae se ha usado ampliamente
sistemas basados en promotores inducibles por galactosa, pero en estos casos se
encontraron bajos niveles de expresion de Laccasa. Se ha reportado la expresion de 4
Laccasas de T. versicolor unidas al factor a de S. cerevisiae o al pépiido sefial nativo
en S. cerevisiae (los autores no especifican la cepa) bajo el control del promotor GAL1
en un vector pYES2 (Koschorreck y cal., 2008). Los autores comentaron que debido a
los muy bajos niveles de expresion (los autores no muestran datos al respecio),
debieron introducir estos genes en un vactor de expresién en P. pasforis y expresarlos
en ese organismo. También se ha expresadoc una Laccasa de M. albomyces en S.
cerevisiae usando el vector pYES2, produciendo una actividad para la oxidacion de

ABTS de 0,6 U/L de cultivo en el sobrenadante (Kiiskinen & Saloheimo, 2004).0Otros
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autores expresaron 4 Laccasas de T. versicolor en la cepa INVSC1 (invitrogen) de S
cerevisiae en el vector pYES2. En pocillos de 200, pl- lograron hacer evolucion dirigida
de la enzima para mejorar su actividad en liquidos idnicos como solvente, debido a que
la enzima tiene aplicaciones que requieren su actividad en este tipo de medios (Liu
y col., 2013). En este trabajo se utilizé el el gen de la Laccasa o de 7. versicolor,
donada amablemente por estos autores. Debido a los bajos niveles de expresion
reportados, uno de los objetivos fue modificar el vector para obtener una mayor

expresion, cambiando el promotor en el cual estd basado.

Tabla 1 Expresion heteréloga de Laccasas de T. versicolor

léa;rl;’%aas:kgcédigo Hospedero ACﬁVi(li;E Referencia
140.000,00 (Hong y col., 2002)
LCCT (X84683.1) Pichia pastoris 5.000,00 (Jonsson y col., 1997)
25,00 (Soden y col., 2002)
LCC2 (Y18012.1) fjr‘;‘:fl’;;"e’"y ces 0,12 (Larsson y col., 2001)
LCCI (U44430) .y , 39,00 (Gelo-Pujic y col., 1999)
Pichia pastoris
LCCIV (U44431) 150,00 {(Browny col., 2002)
LCC1 (X84683.1)  Pichia methanolica 9.800,00 (Guoy col., 2006)
LCCHIb (AF414109)  Yarrowia lipolytica 230,00 (Jolivalt y col., 2005)
Lca (AY693776) f:';;‘fg;’; omyces 0,04 gggg‘;‘;hea y col.,
LCC1 (no reportado) Pichia pastoris 2,80 (Bohlin y col., 2006)
Gene IV (U44431)  Aspergillus niger 592,00 (2-5‘3'52“' urado y col.,
Leel (AYB93776) 820,00
Lec2 (Y18012) o , 3.400,00 {Koschorrecky col.,
Pichia pastoris 2008)
CVLG1 (D84235) 1.280,00
Lect (X84683) 1.550,00
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TEF1 es un promotor fuerte el cual muesira una expresion continua y mas
fuerte que una serie de promotores basados en glucosa y que los promotores GAL1 y
GAL10 (Partow y col., 2010). Ademas tiene la ventaja de permitir la expresién de
proteinas en medios con glucosa como fuente de carbono en los cuales S. cerevisiae
muestra mayores tasas de crecimiento (Partow y col., 2010). Esto unido al hecho de
que el costo econdmico de la galactosa es considerablemente mayor al de la glucosa,
en este trabajo se intentd utilizar este promotor en lugar del promotor GAL1 para lograr

la expresion de Laccasa en Saccharomyces cerevisiae.

De acuerdo a los antecedentes expuestos los objetivos de este Seminario de Titulo

fueron:
Objetivo general:

Expresion y purificacién de la enzima Laccasa o de T. versicolor desde

Saccharomyces cerevisiae y proposicion de un modelo para su complejo con ABTS.
Objetivos especificos

- Expresar de forma heteréloga la l.accasa o de T, versicolor en S. cerevisiae.

- Optimizar los niveles de expresion de la Laccasa o de T. versicolor en S.
cerevisiae.

- Purificar la Laccasa a de T. versicolor desde sobrenadantes de cultivos..de S.
cerevisiae por cromatograffa de interaccién hidrofébica.

- Construir modelos 3D del complejo Laccasa — ABTS y del mutante P394N.
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Materiales

H
ay

La tabla 2 resume los insumos utilizados en este Seminario y su fabricante.

Tabla 2 Insumos Utilizados

Fabricante Insumos

Agilent PfuUitra I Fusion HS DNA Polymerase
Technologies

Biolabs Estandar de peso molecular

Biorad Reactivo de Bradford

Calbiochem SDS, Glicina

Corning G418-sulfato

Difco Yeast nitrogen base w/o aminoacids

GE Healthcare  HiTrap Phenyl HP

DT Oligonucledtidos

Invitrogen Acrilamida, bis-actilamida, 100 mM dNTP Set
Merck Azul de Coomassie R-250, Persulfaio de amonio, Bromuro de

Merck Millipore

OMEGA Bio-tek
Seakem
Sigma Aldrich

TCL

Thermo
Scientific

US biological

etidio, Peptona, Exfracto de levadura, D-Sorbitol, Sulfato de
Cobre, D-Glucosa, Glicerol, Cloruro de Potasio, Cloruro de
Magnesio, loduro de Potasio, Didxido de Silicio, Etanol, Fosfato
de Sodio di basico, Fosfato de Sodio monobasico, Metanol, Acido
acético, Carbonato de Sodio, Cloruro de Sodio, Sulfato de Cobre,
Agar-agar, Tris, EDTA, Fenol, Cloroformo, Alcohol Isoamilico.
Discos de ultrafiltracién de celulosa regenerada, Amicon Ultra-4
10 Kda.

E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit Il

Agarosa

B-mercapto-etanol, BSA, D-Galactosa, ABTS, D-Sorbitol, Biotina,
Laccasa de T. versicolor, Azul de bromofenol, Azul de comassie,
Formaldehido, Tiosulfaio de Sodio, Nitraio de Plata, Sulfato de
Amonio, Perlas de vidrio 5 mm.

TEMED

Enzimas de restriccién, Marcadores de peso molecular GeneRuler
1kb DNA Ladder y Lambda DNA/Hindill Marker, T4 kinase, Fast
AP alkaline phosphatase, klenow fragmenf, DNA Gel Loading Dye
(6X), Tag DNA Polymerase, T4 DNA ligasa, ATP.

Kanamicina, Ampicilina, Drop-out Mix Complete w/o Yeast
Nitrogen Base
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Cepas

Para la transformacion y amplificacién de plasmidos se usé la cepa de DH5a &e

E. coli (F-p80facZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recATendA1 hsdR17 (rkrk+) poa supE44

A-thi-1gyrA96 relA1 ftonA) y para la expresion de proteinas, se usé la cepa $288¢ de S.

cerevisiae (MATa SUC2 gal2 mal2 mel flo1 flo8-1 hap1 ho bio1 bio6).

Partidores

Los partidores disefiados y ulilizados en este frabajo, se indican en la fabla 3, y se

muestran los sitios en los cuales hibridan en las figuras 1, 2 y 3.

Tabla 3 Partidores

Nombre Secuencia Orientacion
pT7 5 TAATACGACTCACTATA S F
Kan 5 GACATGGAGGCCCAGAATACC 3’ F
Kan 2 5" CAGTATAGCGACCAGCATTCA 3’ R
CYC-pYES2 5 GCAAATTAAAGCCTTCGAGCGT & R
T7 Lec 5' TCACCCTTCTTACCGGTAATC & R
pTef-Sc-fwd 5 CAGGCGCGTTGGACTTITAAT 3 F
pTef-SC-rv 5'GTGTTCGCAAAGTTAACTTTGTAATTAAA 3’ R
TEF lcc fw * 5' CAAACTAGTAACGGCCGCC 3 F
Lee fw ™ 5 TGTGATGGTTTGAGAGGTCCA 3 F
Lecrv2* 5 GCAGCAGTTGGAGTAGAAGC 3’ R
Lecfw2 ™ 5 GCTCCAGTTGCTGAACCTACTAC 3' F
Lec ey * 5'GCACCTGGAGCCAAAGCAGTAG ¥ R
lecfw3 ™ 5' CTGATAACCCTGGTCCATGG 3’ F

* Marca aquellos partidores utilizados sélo para secuenciar.
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Vectores

-

Los vectores utilizados y construidos en esta tesis se indican en [a tabla 4 y sus

mapas se muestran en las figuras 1, 2y 3.

Tabla 4 Vectores

Nombre Descripcion Referencia

pYES2 Vector de expresion inducible en S. cerevisiae. ATCC
Marcador de  seleccion en levaduras
transformantes: URA3. Amp* Ori.

pFAG6 Vector que porta el casete de resistencia Kanmx, el (Wach
cual esta formado por el gen Kan® bajo el promotor  y col., 1994)
constitutivo TEF de Ashbya gossypii. Este casete
confiere resistencia a kanamicina en E. coli, y a
G418 en S. cerevisige. Amp" Ori.

pYES2-Lcca Vector pYES2 que porta entre los sitios de (Liu ycol,
restriccidn EcoRI y Xhol, el gen Lecca (Genbank: 2013)
AYB93776) que codifica para la protefna Laccasa a
de 7. versicolor unida al factor a de exportacion de
S. cerevisiae en su N-terminal.

pPYES2-Kan Vector pYES2que porta el casete de resistencia Este
Kanmx4 entre los sitios de restriccion Nhel y Neol.  seminario
El gen Ura3 fue interrumpido

pYES2-Kan Vector pYES2-Kan que porta, entre los sitios de Este

Leca restriccién EcoRI y Xhol, el gen Leca exiraido del  seminario
vector pYES2-Leca.

pYES2-Kan- Vector construido a partir del vector pYES2pYES2- Este

TEF Kan, en el cual el promotor GAL fue remplazado seminaric
por el promotor TEF de S. cerevisiae.

pYES2-Kan- Vector pYES2-Kan-TEF que porta el gen Lcca Este

TEF-Lcca entre los sitios de restriccién EcoRl y Xhol seminario
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Métodos

Métodos de Microbiologia y Biologia Molecular
Medios de cultivo

Medio LB: Se usé este medio para el crecimiento de culiivos de E. col. Se
compone de 1% p/v de peptona, 0.5% p/v de extracto de levadura y 0.5% plv de
Cloruro de Sodio. Para su preparacién se usé agua desionizada y se esterilizé en

autoclave.

Medio YEP: Se us6 este medio para el crecimiento de cultivos de S. cerevisiae.
Este se compone de 1% p/v extracto de levadura, 2% p/v de glucosa y 2% p/v de

peptona. Se preparo utilizando agua desicnizada, y se esterilizé en autoclave.

Medio SD-glucosa: Este medio minimo se utilizé para el crecimiento de S.
cerevisiae. Se compone de 0,67% p/v de Yeast nitrogen base w/o aminoacids y 2% piv

de D-glucosa. Se preparé usando agua desionizada y se esterilizé en autoclave.

Medio SC-galactosa: Se utilizé este medio para la induccién de la expresion
de proteinas en S. cerevisiae. Se compone de 0,67% p/v de Yeast nitrogen base w/o
aminoacids, 2% p/v de D-galactosa. Se prepard el medio sin D-galactosa y aford hasta
un 80% del volumen total. Se esterilizd en autoclave y se agregd el resto del volumen
total de una solucion de D-Galactosa 10% pfv, 1% piv de Drop-out mix complete w/o
Yeast Nitrogen Base esterilizada por filtracion. Ademés, se suplementé el medio con
sulfato de cobre a una concentracion final de 0,1 mM y G418 a una concentracion de

150 pgfmL.
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Medios sdlidos: En el caso de prepararse medios sdlidos se agrego agar a
una concentracion de 1,56% plv, previo a la esterilizacién en autoclave. Una vez estéril
se enfrio hasta alrededor de 55°C y se suplementé el medio con los antibidticos
Kanamicina, Ampiciina o G418 a concentraciones de 50, 100 o 150 pg/mL
respectivamente. Para preparar placas de expresion ademas del antibiético se adicipnd
ABTS a una concentracién final de 2mM y sulfato de cobre a una concentracion de 100

mM.
Purificacion de DNA plasmidial

El DNA plasmidial de los clones de E. coli recombinantes se purificd por medio

del kit E.Z.N.A. Plasmid miniprep Kit I, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se determind la absorbancia a 260 nm y 280 nm, de una difucién de las
muestras, en cubetas de cuarzo. Con esto se estimo la pureza del DNA por medio de
la relacién Abs260/abs280, lo cual fue superior a 1.8, indicando un grado de pureza

mayor a 95. Se calculd la concentracién de DNA como:

ng
[DNAplmidial] = AbS260 num X 50 E

Purificacién de DNA de S. cerevisiae mediante ruptura mecanica

Para la purificacién de DNA desde S. cerevisiae se fomd una colonia de interes,
se sembré en una placa del medio correspondiente y se incubé a 30°C hasta el
desarrollo de colonias. Con un asa estéril, se tomaron células desde la placa, se
suspendieron en 600 pL de tampo6n TE (25 mM Tris, 10 mM EDTA), se adiciond 100 pl.
de microesferas de vidrio (0,5 mm de didmetro) y 600 uL de una solucién de fenol,

cloroformo y alcohol isoamilico 25:24:1 (solucién F:C:l). Las células se rompieron
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mediante agitacién en vortex a méxima velocidad por 10 min. Se centrifugé a 14.000 g
por 10 min y se colecté la fase superior (alrededor de 600 pL). A lo colectado se [e
adiciondé un volumen (600 pL) de solucién F:C: y luego se centrifugé a 14.000 g por 5
min. Se rescatd la fase superior y a esta se le adicionéd 200 pL de una solucién de
cloroformo y alcohol isoamilico 24:1. Se centrifugd por 5 min a 14.000g y se colect6 la
fase superior. Se agregé 1 mL de etanol 100% v/v a -20°C y se incubd a esa
temperatura por 3 h para precipitar el DNA. Se centrifugd por 5 min a 14.000 g y se
descarté el sobrenadante. El precipitado, una vez seco, se suspendio en 100 pL de

agua nanopura estéril.
Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Los geles se prepararon a una concentracion de 0.8% p/v de agarosa en
tampdn TAE (Tris-HCL 40 mM, Acido acético 20 mM y EDTA 1mM) y bromuro de etidio
a una concentracion final de 50 ug/mL. Para cargar las muestras de DNA en el gel,
éstas se mezclaron en una proporcién de 5:1 con amortiguador de carga (DNA Gel
Loading Dye (6X)). Se incluyé en uno de los carriles un marcador de peso molecular
GeneRuler 1kb DNA Ladder o Lambda DNA/Hindlli Marker. Las electroforesis se

corrieron a voltaje constante de 80 V y el DNA se visualizd con un transiluminador UV,
Electrotransformacion de E. coli.

Preparacion de células electrocompetentes: Se cultivd E. coli en medio LB
suplementado con 15 pg/mL de &cido nalidixico, a 37°C con agitacion. Una vez que el
cultivo alcanzé una DOgus de 0,7, se centrifugé a 5.500 g por 10 min a 4°C. Se descarto

el sobrenadante y las células se lavaron 2 veces con 50 mL de agua destilada estéril a
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4°C. Luego se centrifugé a 5.500 g por 5 min a 4°C y se descart6 el sobrenadante. Las

células se suspendieron en glicerol al 10% v/v y almacenaron a -80°C.

Electrotransformacion: Se mezclaron 40 yL de células electrocompetentes
con 4 L de DNA plasmidial, obtenido por miniprep. Las células se electroporaron en
un electroporador Biorad Gene Pulser Xcell en cubetas de 0.2 cm bajo las siguientes
condiciones: 2.5 kV, 200 Q y 25 pF. Luego del pulso, las células se suspendieron en 1
mL de medio LB y se incubaron a 37 °C durante 1 h, fras lo cual se sembraron en
placas LB-agar suplementadas con los antibioticos correspondientes. Las placas se

incubaren durante una noche o hasta el desarroilo de colonias.
Electrotransformacioén de S. cerevisiae

Preparacién de células electrocompetentes: Cultivos de una noche de 50 ml.
de S. cerevisiae en medio YEP se cenfrifugaron a 5.500 g por 5 min y se lavaron: 2
veces con 50 mL de agua estéril a 4 °C y una vez con 4 mL de Sorbitol 1M esteril a
4°C. Se descarto el sobrenadante las células y se suspendieron en 800 pL de Sorbitol

1M a 4 °C. Las células electrocompetentes se transformaron inmediatamente.

Electrotransformacion: Se mezclaron 40 UL de células electrocompetentes
con 8 pL de DNA plasmidial en cubetas de electroporacion de 2 mm. Las células se
electroporaron en un electroporador Biorad Gene Pulser Xcell en condiciones de
voltaje de 1.5 KV, capacitancia de 25 pF y resistencia de 200 Q. lLas células
electroporadas se suspendieron en 1 mL de medio YEP y se incubaron a 30 °C durante
3 h. Las células se sembraron en placas YEP-agar suplementadas con 150 pg/mL de

(3418 y se incubaron a 30°C durante 3 dias o hasta encontrarse colonias.
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Amplificacion de DNA por PCR

Para las reacciones de PCR se utiiizg la enzirﬁ; :i:'aq DNA polimerasa o Pfu
DNA polimerasa, en caso que el DNA amplificado fuera usado para ser clonado. Los
volimenes de reaccion fueron de 25 uL en amortiguador de PCR pH 8,4 (Tris HCL
200mM, KCL 500mM), 2mM MgClz, 0,2 mM de cada uno de los 4 deoxinucleotidos
(dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 2.5 uM de cada partidor y 10 a 100 ng de DNA. molde, ©
media colonia de E. cofi o S. cerevisiae. Se utilizé una unidad de enzima por reaccion.
La reaccion se llevé a cabo en un termociclador Applied Biosystem 2720. Se manfuvo
la temperatura a 94°C por 3 min (5 min en el caso de que el DNA molde proviniera de
colonias), luego se realizaron 35 ciclos de tres temperaturas; 30 s de denaturacion a
94°C, 30 s de alineamiento a 55°C y 3 min de extensién a 72°C. Se hizo una
elongacion final de 10 min a 72°C y luego se conservé el DNA a 4°C. Los productos de

PCR se analizaron en geles de agarosa.
Purificacién de DNA desde geles de agarosa

Fragmentos de DNA separados por electroforesis en gel de agarosa se cortaron
con un bisturf y luego se purificaron. Se disolvié el gel en una solucién de ioduro de
potasio 6 M incubando a 55°C por 10 min. Se adicionaron 10 pL de Glassmilk (Dioxido
de silicio) y se incubd por 5 min en hielo, se centrifugd y elimind el sobrenadante. El
DNA precipitado se lavé 3 veces con solucién de lavado (Tris 10 mM pH 7,5, NaCl 50
mM, EDTA 25mM pH 7.5 y etanol 50% v/v) y se suspendié en 15 pL de agua estéril. Se

incubd a 55°C por 10 min, se cenirifugd y recupero el sobrenadante.
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Fosforilacion de fragmentos de DNA

Los productos de PCR que serian insertados en vectores cortados con enzimas
de restriccion de extremos romos fueron fosforilados. Para esto se incubd el producto
de PCR con 10 U de la enzima T4 kinasa y ATP 2.5 mM a 37°C por 20 min, luego la

reaccién fue inactivada por 10 min a 75 °C.

Relleno de extremos cohesivos y desfosforilacién de fragmentos de

DNA

Los vectores que fueron digeridos con enzimas de restriccién que dejan
extremos cohesivos y que serfan ligados a productos de PCR, se trataron para rellenar
los extremos y luego fueron desfosforilados. Ef DNA digerido en el tampon de digestion
se incubd con 1 U de la enzima Klenow fragment y 0,05 mM de cada uno de los 4
deoxinucleotidos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) por 10 min a 37°C. La reaccién se
detuvo incubando por 10 min a 75°C. Luego, los fragmentos de extremos romos fueron
desfosforilados con 1 U de FastAP thermosensitive Alkaline phosphatase por 10 min a

37°C. La reaccién se detuvo incubando por 5 min a 75°C.
Ligado de fragmentos de DNA

Para el ligado de fragmentos de DNA, cantidades equivalentes de vector y
fragmento se incubaron con 1 U de la enzima T4 DNA ligasa en tampén de reaccion
por entre 1 y 16 h a 22°C. La reaccién se inactivé incubando a 75°C por 10 min. El
producto de la ligacién se dializé previo a ser electroporado en células

electrocompetentes.
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Expresién de Laccasa Recombinante

Se inoculé S. cerevisiae transformada con el vector pYES2-Kan-Leea en 50 mL
de medio SD-Glucosa suplementado con 150 pg/mL de G418. Se cultivé con agitacion

en matraces de vidrio a 30°C durante una noche o hasta alcanzar DOsoe mayor que 8.

La expresién de Laccasa fue inducida cambiando las células a medio SD-
Galactosa. Para esto, el total de la masa celular se lavé con una solucion 0.9% plv de
cloruro de sodio (NaCl) y luego se agregé 50 mL de medio SC-Galactosa. Se cultivé en

matraces de vidrio con agitacién a 30°C durante 5 dfas.

Se tomaron alicuotas de 1 mL de los cultivos cada 24 h. Se registro el
crecimiento celular midiendo la DQOsoo. LUego las alicuotas se centrifugaron a 16.000 g
por 10 min guardando el sobrenadante en el cual se determind la actividad Laccasa y

la concentracién de proteinas.
Optimizacion de medios de cultivo

Para la optimizacién de los medios de cultivo, se realizaron varios cultivos por
duplicados bioldgicos de 50 mL en matraces variando alguna condicion del cuitivo. Se
midié la actividad Laccasa en el sobrenadante del cultivo al quinto dia después de la
induccién. Las variables estudiadas fueron la temperatura de induccion, la inclusién en
el medio de induccién de tampdn fosfato pH 5,0 a una concentracion final de 100 mM,
el efecto de la adicién de 1% etanol, de 25 ng/mL de biotina y de 1% p/v D-rafinosa o

de D-Sacarosa.
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Métodos de Bioquimica
Determinacion de Actividad Laccasa.

La actividad Laccasa fue determinada por la capacidad de los sobrenadantes
de oxidar el sustrato ABTS. Este sustratc en su forma oxidada presenta un pico de
absorbancia a 420 nm (Liu y cal., 2013). El cambio en el espectro de absorbancia se

registré en un especirofotémetro Biotek Synergy 2 UV-visible en placas de 96 pocillos.

Los ensayos se realizaron a 25°C en volimenes de reaccién totales de 200 pL
que contenian 60 yL del sobrenadante de los cultivos, 110 uL de tampdn de actividad
(0,05 M fosfato, pH 5,0) y 30 uL de ABTS (5mM). El sustrato se utilizd como gatillante
de la reaccién y se agregd con el inyector del espectrofotémetro, luego se agité la
placa por 30 s a velocidad media y se registrd el cambio de absorbancia por entre 5
min v 1 h. En caso de medirse actividad desde fracciones de una cromatografia en

columna, se utilizaren 10 pL de la fraccion y se aford hasta 200 yL con agua nanopura.

Para determinar la concentracién de ABTS oxidado, se determind el coeficiente
de extincion molar del ABTS oxidado en una solucion similar a la de los ensayos. Para
esto, distintas concentraciones de ABTS fueron totalmente oxidadas utilizando un
exceso de extracto de Laccasa de T. versicolor. En pocillos de reaccion de 200 ybL
totales, se agregaron entre 0 y 15 nmoles de ABTS, 60 pL de Laccasa (10 mg/mL en
tampon de actividad) y se aforé hasta 200 pl. con tampdn de aclividad. Se
homogenizaron las muestras y se incubé por 10 min (hasta que la absorbancia se
estabilizd). Se registrd la absorbancia final. Los pocillos de reaccioén tienen un radio de
0,35 cm, por lo tanto, para una reaccion de 200 yL sl paso 6ptico sera de 0,52 cm, con

el cual se calculd el coeficiente de extincion molar.
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Se ufilizo fa ecuacion:

U A4V 10°
L tedW
Donde U corresponde a la actividad enzimatica en pmol/min, AA a la diferencia
en la absorbancia, V; al volumen iotal de la reaccién en mL, 10% es el factor de

correccion para convertir de mol/L a pmol/L, t es el tiempo, £ el coeficiente de extincidn

molar, d el paso éptico y ¥; el volumen de la muestra.

Se determiné el coeficiente de extincién molar del ABTS oxidado en los pocillos
de reaccidn en tampén fosfato 50 mM a pH 5,0. Para esio se determind la ODax de
distintas concentraciones de ABTS oxidado (Figura 6 ). Se obtuvo una relacion que se

ajustd a una ecuacién lineal.

1.5+
£ Y = 168410*X - 0.01450
£
o
g 1.0
]
o
£
8
5 0.5
@
a
<%
P
0.0 T 3
0 4,0x10% 8.0¢10°%

Concentracion ABTS, M

Figura 6 Titulacion de ABTS oxidado

Absorbancia a 420nm de distintas concentraciones de ABTS oxidado. Este ensayo se
hizo por friplicado, obieniendo valores de error estandar de 5.8 x 10° unidade§ de
absorbancia (razén por fa cual las lineas de error no se observan en el grafico). Se hizo
una regresion lineal con los datos, obteniendo un coeficiente de correlacion r? de 0,994,

se muestra |a ecuacién en el gréfico.
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La pendiente de la absorbancia a 420 nm con respecto a la concentraciéon Molar

de ABTS es de la forma: -
A=¢cCd

Donde A corresponde a la absorbancia, € al coeficiente de extincion molar y d al
paso 6ptico. Si se tiene un paso dptico de 0,52 cm, entonces el coeficiente de extincion

molar carresponde a 31.557 M cm en las condiciones del ensayo.

En adelante, se defini® una unidad de enzima como la cantidad de enzima
necesaria para oxidar 1pmol de ABTS por min de reaccion, ufilizando 31.557 M em?

como & para calcularlo, en condiciones de tampon fosfato 28 mM, pH 5,0 a 25°C.
Determinacion de la concentracion de proteinas

Se determiné la concentracién de proteinas utilizando el método de Bradford
(Bradford, 1976) en cubetas de 1 mL con un paso 6ptico de 1 cm. Utilizando como
estandar de concentracion la proteina BSA y midiendo la absorbancia en un
especirofotémetro Unicam UV2. Algunas determinaciones de concentracion de
proteinas se realizaron en placas de 96 pocillos en el especirofotometro Biotek
Synergy 2 UV-visible, en reacciones de un volumen fotal de 200 pL de acuerdo a un
método de Bradford modificado (Ernst & Zor, 2010), ufilizando como estandar de

concentracion la proteina BSA.
Electroforesis de proteinas en condiciones denaturantes (SDS-PAGE)

El andlisis de las masas moleculares de proteina de cada etapa de la
purificacién, se realizé mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes en

una camara vertical Mini PROTEAN® 3 cell (BioRad). Las muesiras se mezclaron en
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proporcién 3:1 con un amortiguador de carga 4X (Tris-HCI 250 mM pH 6,8, glicerol 4 %
viv, SDS 8 % p/v, B-mercapto-etanol 2,8 mMy azul de bromofenol 4 %) y se calentaron

a 100°C por 5 min.

Posteriormente, las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida al 15 %.
Las electroforesis se realizaron a voltaje constante de 80 V hasta el paso del frente de
corrida al gel separador y luego se corrieron a 200 V hasta Ja caida del frente. Como
amortiguador de corrida se utilizé Tris-glicina-SDS (Tris-HCI 25 mM pH 8,3, glicina 192
mM y SDS 0,1 % p/v). Los geles se tifieron con nitrato de plata para lo cual el gel se fijo
en solucién de fijado (Metanol 40% v/v, Formaldehido 0.02% viv) por 10 min. Se lavé
con agua nanopura 2 veces por 5 min. Luego se incubo en una solucién de tiosulfato
de sodio 0,2 g/L por 1 min y se lavé 2 veces con agua nanopura., Se incubd luego con
una solucién de nitrato de plata 0,01 M por 10 min lavando posteriormente 2 veces con
agua nanopura y una vez con solucién de fiosulfato de sodio 0,2 g/L.. Finalmente, las
bandas se tifieron con solucién de revelado (3% p/v de carbonato de sodio, 0.05% viv
de formaldehido). Una vez que se observaron las bandas, la reaccion se detuvo con

una solucién de &cido acético al 5% viv.
Concentracion de proteinas por ultrafiltracion

Los sobrenadantes de los cultivos con actividad Laccasa primero se clarificaron
por centrifugacién a 8.000 g por 10 min a 4°C y luego se filiraron con un filtro de 0,22
um. Las muestras se concentraron en un sistema Amicon model 402 de 350 mL con
agitacién. El sistema se mantuvo en hielo con una presion de nitrégeno de 50 psiy se
utilizé un Disco de ulirafiltracion de celulosa regenerada de 10 kDa NMWL. Una vez

que el volumen se encontré bajo los 50 mL, se agregé tampon fosfato 0,05 M a pH 5,0
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hasta llenar la camara y se siguié concentrando. Este (ltimo paso se repitié dos veces

de manera de cambiar [a proteina al tampdn de purificacién. -
Precipitacion de proteinas por Sulfato de Amonio

El sobrenadante de un cuitivo ya concentrado por ulirafiliracion, se llevé a 1,6 M
de sulfato de amonio, calculando la masa de sulfato de amonio necesaria con el
servidor “Ammonium  Sulfate Calculatos” de Encor Biotechnology Inc

(www.encorbio.com/protocols/AM-S04.htm). Se homogenizé gentilmente con agitacién

orbital a 4°C por 1 h, Se centrifugd a 16.000 g por 30 min a 4°C y se descartd el

precipitado.
Cromatografia de interaccion hidrofobica en columna.

Las purificaciones por interaccién hidrofébica se realizaron en columnas phenyl
sepharose HP de 5 mL, en un sistema de cromatografia automatica Akta prime plus. La
columna primero se equilibré con 10 CV de tampédn fosfato 0,05 M, 1,6 M sulfato de
amonio a pH 5 y una vez equilibrada, se inyectd [a muegtra en tampon de equilibrio. Se
lavé la columna con 10 CV del tampdn de equilibrio, se eluyd con un gradiente de
sulfato de amonio de 7 CV y finalmente se lavé con 5 CV del tampdn sin sulfato de

amonio.

La concentracién de protefnas durante la cromatografia se registré por medio
de la absorbancia a 280 nm. La concenfracion de sulfato de amonio se regisird
midiendo la conductividad. Se colectaron las fracciones del frente y del gradiente para
las cuales se detectd proteina a 280 nm. Para esas fracciones se determind la

aclividad Laccasa.
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Andlisis estadistico

Los valores de actividad enzimatica y de concentracion de proteinas fueron
analizados utilizando el software GraphPad Prism versién 6.01, con el cual se
calcularon los promedios, varianzas y desviaciones estandar de los datos. los test de
ANOVA de uné via fueron realizados utilizando el mismo sofiware con lo cual se
obtuvieron los valores de F, el p-value y coeficiente R?. Cuando se calcul6 la actividad
especifica los valores fueron divididos y la propagacién del error se calculé con la

siguiente formula:

Donde X e Y son los valores que fueron divididos y R, el cociente de la division.
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Métodos de Bioinformatica
Modelamiento 3D

Se construyeron medelos por homologia de la enzima Laccasa a de T.
versicolor deducida del gen lcc1 (Genbank: AY693776) vy el mutante P394N de la
misma secuencia. Para esto se buscaron estructuras en la base de datos similares al
producto génico de lcc1 usando la herramienta Blastp (McWilliam y col,, 2013). La
secuencia aminoacidica deducida se alineé utilizando el programa clustaiW2 (Goujon
y col., 2010; Larkin y col., 2007; McWilliam y col., 2013) con la secuencia de la variante
de esta c-;-nzima que ha sido cristalizada (PDBid 1GYC); ambas proteinas comparten un
98% de identidad de secuencias con una cobertura de un 100%. Para generar los
modelos se utilizé el programa Modeller 9.14 (Eswar y col., 2008) utilizando la
estructura con PDB id: 1GYC como molde con algunas modificaciones: se eliminaron
las moléculas de agua no estructurales, la molécula de isopropil alcohol y las
glicosilaciones N-acetyl-D-glucosamina. Los primeros 20 residuos, correspondientes a
la secuencia de exportacién WT, no fueron modelados. Se generaron 10 modelos
utilizando el método de funcién objetivo variable, métodos de gradiente conjugado y
simulaciones de dindgmica molecular con alineamiento simulado. Los modelos
generados se evaluaron con el programa VERIFY3D (Eisenberg y col., 1997) de

acuerdo a su correspondencia entre secuencia y estructura 3D.

Los mejores modelos se optimizaron por medio de la herramienta Protein
Preparation Wizard (Madhavi Sastry y col., 2013) de la suite maestro 9.4, con lo cual el
orden de los enlaces fue reasignado, se agregaron atomos de hidrégenas y se crearon

enlaces metdlicos entre los aminoAcidos H458, H395 y C453 y el 4tomo de cobre
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CU503, en el sitio de cobre T1, y entre los residuos H64, H66, H109, H111, H398,
H400, HA52 y H454, vy los dtomos de cobre CUS500, CU501 y CU5S02 del sitio frinuclear
T2/T3. Se formaron enlaces disulfuro entre los residuos de C205 y C117, y C488 y
C85. El estado de protonacién de los residuos se optimizé a pH 5.0 por medio del
software PROPKA (Olsson y col. 2011). Se asigné una carga de +2 a todos los atomos

de cobre y el residuo D206 fue protonado.
Simulaciones de Dindmica Molecular

Se realizaron simulaciones de dindmica molecular para el modelo tridimensional
de la proteina Laccasa a. Para esto se preparé el sistema en el software Maestro 9.8
release 2014-2. Se utilizé la herramienta systern builder para construir el sistema. La
proteina preparada antes se ubicoé en una caja ortorrémbica de solvente explicito
TIP3P con una capa minima de 15 A a cada lado de la proteina y fue neutralizada
remplazando moléculas de agua al azar por 5 iones cloruro ubicados a al menos 5 A
de la proteina. Se realizaron simulaciones de dinamica molecular sobre el sistema bajo
el campo de fuerza OPLS-2005 (Shivakumar y col., 2010). El sisiema fue minimizado
por el método de Steepest decent, con un gradiente de 1 kcal/mol A. Seguido del
protocolo por defecto de presimulacion. Seguido de esto, se jlevd a cabo una
simulacién de tipo NPT de 10 ns a 300 K y presion isobarica de 1,01325 bar. El paso
de integracién fue de 2 fs y las interacciones no enlazantes fueron calculadas en un
rango de 9 A. Para las interacciones de alto rango el modelo de Mesh-Ewald (Essmann
y col., 1995) fue utilizado. Durante todo el procedimiento, tanto los atomos de cobre
como sus ligando fueron fijados por medio de restricciones de posicién. Se tomd la
estructura de un snapshot representativo de un estado estable en la simulacidn y esia

se utilizé en el siguiente paso.
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Docking Molecular

El sustrato ABTS fue dibujado en Maestrc; 9.8 con forma plana, luego la
geometria de la molécula fue minimizada por métodos de mecanica cudniica,
optimizando geometria y cargas. Estos célculos se realizaron usando DFT como esta
imptementado en Jaguar 7.9 con el funcional B3LYP con orbitales no restringidos y el
pasis set 6-31G. La conformacién de minima energia se utilizé para el modelamiento

del complejo enzima sustrato.

El complejo enzima sustrato se modelé con la metodologia de Docking. Para
esto, al Gltimo snapshot de las simulaciones se le borraron las moléculas de agua y los
iones CI-. Se utilizé el programa Glide 5,8. El sistema fue preparado con la herramienta
grid generation con una grilla de 30 A centrada en el residuo H458. La molécula de
" ABTS previamente optimizada se posiciond por Docking usando la opcién de Xtra
precision, con la opcién de flexibilidad para los anillos desactivada, sin embargo, el
resto del ligando se mantuvo flexible. Las posiciones generadas fueron evaluadas por
ta funcién Emodel del programa Glide 5,8, ya que esta funcion da mayor importancia a
componentes del campo de fuerza (electrostaticos y van der Waals) que los que se dan
en la funcion GlideScore, la que la hace mejor para evaluar diferentes poses para un
mismo ligando. La mejor posicién se utilizé en el siguiente paso. Se hizo un nuevo
Docking, usando como centro de la grilla la posicidn generada anteriormente. Se uso
como tamario de la grilla el sugerido de acuerdo al tamafio del ligando. Y se repitio el

proceso.

A partir de esta posicion se hizo un Docking cuantico (Qsite QPLD), las cargas
para el ligando se calculan en fase gas, usando ei programa Jaguar en el modo de

mayor precision, la base QM es 3-21g BLYP. Los demas parametros se dejan por
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default. La energfa de unién para los complejos protelna-ABTS se calcul6 por medio de
la funcion MM-GBSA de la suite maestro 9.8 (“Suite 2012: Glide, version 5.8,
Schrodinger, LLC, New York, NY, 2012, 2012). Se obtuvieron diferentes
conformaciones por minimizacién de la proteina a 10 A del sustrato, y se calculo la
energia para estas conformaciones por medio de la funcion de Generalized Born and
surface area continuum solvation (GBSA), utilizando las cargas para el sustrato antes
calculadas, en este protocolo se llevan a cabo un numero de minimizaciones para el
receptor por si solo, el ligando por si solo, el complejo receptor-ligando y célculos de
energia para el ligando extraido del complejo receptor ligando optimizado y del

receptor extraido del mismo complejo.
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Resultados

Construccion de vectores y transformacion de 8. cerevisiae

El gen que expresa la Laccasa a de 7. versicolor clonado en un vector pYES2,
fue amablemente donado por el Dr. Ulrich, de RWTH Aachen University, Alemania {Liu
y col., 2013). En este vector, el gen de Laccasa a se encuentra en el sitio de multiple
clonamiento bajo el control del promotor inducible GAL1. Este promotor en presencia
de glucosa se encuentra reprimido; sin embargo, en su ausencia y en presencia de D-
galactosa, se activa permitiendo la expresién del gen rio abajo. Sin embargo, el vector
pYES?2 tiene como marcador de seleccion en levaduras el gen URA3. Este método de
seleccién no es compatible con las cepas disponibles en los laboratorios en que fue
realizadé esta tesis. Por ofra parte, se ha descrito anteriormente que la expresion

heterdloga de Laccasa en S. cerevisiae mediante el uso del vector pYES2 es muy baja.

Por estas razones el vector original se modificé para expresar [a Laccasa a en
la cepa S288c de S. cerevisiae. Para ello se adoptaron dos estrategias: Por una parte,
se modificdé el marcador de seleccién en levaduras, cambidndolo por el gen de
resistencia a geneticina (G418), el cual a su vez confiere resistencia a kanamicina en
E. coli. Y, por ofra parte, para aumentar los niveles de expresién, el promotfor GAL1 fue
escindido del vector y en su sitio se inserté el promotor TEF de S. cerevisiae. A

continuacién, se detalla la implementacién de estas modificaciones.
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Cambio del marcador de seleccién, construccion de pYES2-Kan-Lcca

El vector pYES2 fue digerido con las enzimas de restriccion Nhel y Ncol
escindiendo parte del gen URA3. Por su parte, el gen que codifica la resistencia a
G418 se amplificé por PCR desde el plasmidio pFAG usando los partidores Kan y Kan2
(ver Tabla 3 Partidores). A continuacion, se ligaron el vector digerido y el producto de
PCR. El producto de ligacién se usé para transformar células de E. coli, las que luego

se sembraron en placas de medio LB suplementadas con ampicilina.

Debido a que el gen de resistencia a G418 en S. cerevisiae, confiere resistencia
a kanamicina en E. coli, 50 colonias seleccionadas al azar se sembraron en placas de
medio LB-Kanamicina. Aquellas colonias que presentaban ambas resistencias fueron
evaluadas por PCR usando los partidores kan y kan2. En la {(Figura 7, carril 5) se
muestra el producto de PCR amplificado desde el DNA plasmidial purificado desde una

de estas colonias.

Figura 7 Construccién del vector pYES2-kan-Lcca.

Amplificacién por PCR de las regiones del gen de resistencia a Kanamicina/G418
(1357 pb) de los plasmidios construidos, Los plasmidios se cargaron en el orden: 1
control negativo (sin DNA templado) 2 pFA6 3 pYES2 4 pYES2-Lcca 5 pYES2-Kan 6
pYES2-Kan-Lcca.
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Como el ligado se realizé con extremos romos, el fragmento pudo quedar
orientado en dos direcciones. En el caso que la construccion se haya ligado con el
promotor distal al origen de replicacion 2y, el sitio de corte Ncol se reformaria, pero en
caso contrario, solo se encontraria un sitio de corte Ncol en medio del casete de
resistencia. Para conocer la direccionalidad en que se inserto el gen de resistencia, se
digiri6 el plasmidio con las enzimas Ncol y Nhel (Figura 8), dando como resultado un
solo sitio de corte en el plasmidio. EI DNA plasmidial se uso para transformar células
de S. cerevisiae, las cuales se sembraron en medio YEP G418 para ser usadas como

control negativo de expresion.

(3919) Ncolkar i <z Ncol (4266) (5260) Nhelkan 2 (°

4p0at 45007 5000° 55007

e ' _;j/lmm-x A
000600
© PYES2
6557 pb E
4361 gb © PpYES2 Nhel Ncol
© pYES2-Kan

RORL =

© PpYES2-Kan Nhel Ncol

564 pb

Figura 8 Direccionalidad del casete de resistencia

Arriba se muestra el mapa del vector pYES2-Kan alternativo, en el cual se marcan los
sitios de corte Nhel y Ncol que flanquean al casete de resistencia. Abajo el resultado
de la digestién de los vectores pYES2 y pYES2-Kan con las enzimas de restriccion

Nhel y Ncol, mostrando el linearizado del segundo plasmidio
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Luego, el gen que expresa la Laccasa « de T. versicolor se ligé al vecior
pYES2-Kan. construido. Para esto, tanto el vector pYES2-Kan como el vector pYES2-
Lcea, se digirieron con las enzimas de restriccion EcoRl y Xhol. En el caso de pYES2-
Kan, se abrio el vector en el sitio de multiple clonamiento y en el caso de pYES2-Leca,
se liberé el gen que codifica a la enzima. Ambos fragmentos se ligaron para
transformar células de E. coli, que luego se sembraron en placas de medio LB
suplementadas con kanamicina. Las colonias transformantes se evaluaron por PCR de
colonias con los partidores pT7 y CYC-pYESZ, slendo positivas aquellas que
presentaban un producto de PCR de 2.129 pb (Figura 9, carril 6 muestra el amplificado
usando como templado el plasmidio purificado de una colonia positiva). El inserto de un
plasmido pYES2-Kan-Lcca de una colonia positiva, se secuencié completamente sin
encontrar mutaciones (Figura 9 B). E! DNA plasmidial fue electrotransformado en
células de S. cerevisiae electrocompetentes, las cuales fueron sembradas en placas
YEP-agar suplementadas con G418. Se esquematiza la construccion de estos vectores

en la Figura 10.
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Figura 9 Construccioén del vector pYes2-kan-Lcca.

A Amplificacion por PCR de la regién inserta entre el promotor t7 y el terminador CYC
(2129 pb para el gen Lcca y 382 pb para el vector sin inserto). Los plasmidios se
cargaron en el orden: 1 control negativo (sin DNA templado) 2 pFA6 3 pYES2 4
pYES2-Lcca 5 pYES2-Kan 6 pYES2-Kan-Lcca. B Cobertura de la secuenciacion del
vector pYes2-Kan-Lcca, no se encontré ninguna mutacion, en la region secuenciada.
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Figura 10 Construccion del vector pYES2-Kan-Lcca
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Insercién del promotor fuerte TEF, construccion de pYES2-Kan-TEF-

Lceca L

Para esta modificacién del vector pYES2, primero se construyo el vector
pYES2-Kan-TEF, para lo cual se amplificé el promotor TEF1 desde el genoma de S.
cerevisiae por medio de PCR con los partidores pTEF-SC y pTEF-SC2 (ver Tabla 3
Partidores), usando como molde una colonia de la levadura obteniendo un producto
de PCR (nico de 500 pb. Por su parte, el vector pYES2-Kan se digirié con la enzima de
restriccion Spel, la cual escinde el promotor GAL1 del vector. Luego, el producto de
PCR v el vector se ligaron, se transformo E. coli y los transformantes se seleccionaron
en placas LB-agar suplementadas con kanamicina. De las colonias transformantes, 50
fueron seleccionadas al azar y analizadas por PCR con los partidores pTEF SC ¥y
pYES2 CYC (ver Tabla 3 Partidores), detectandose un amplificade de 825 pb (Figura
11, carril 7 muestra el amplificado usando como templado el plasmidio purificado de
una colonia positiva). EI DNA plasmidial pYES2-Kan-TEF purificado desde una de las
colonias positivas se transformo en células de S. cerevisiae que [uego se sembraron en
placas YEP-agar suplementadas con G418. Se purificé DNA total de las colonias
transformantes y éste se analizé por PCR utilizando los partidores pTEF-SC fw y
pYES2-CYC (ver Tabla 3 Partidores) detectandose un fragmento de DNA amplificado
de 825 pb (Figura 11, carriles 2 al 6) como era esperado. Estas células fueron

utilizadas como control negativo de expresidn.
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Figura 11 Transformaci6n de S. cerevisiae con el vector pYes2-Kan-TEF

Amplificacion por PCR de la regién comprendida entre el promotor TEF y el terminador
CYC, con los partidores pTEF SC y pYES2 CYC. El gel fue cargado de acuerdo al
DNA que fue utifizado como templado: en el carril 1 se utilizé DNA extraido de S.
cerevisiae sin transformar. En los carriles 2 al 6 se utilizé DNA extraido de 5 colonias
de S. cerevisiae transformadas con el vector pYES2-Kan-TEF, seleccionadas al azar.
En el carril 7 se utilizé el DNA plasmidial pYES2-Kan-TEF purificado, con el cual fueron

transformadas las levaduras.

El gen que expresa la Laccasa a de T. versicolor fue ligado en el vector pYES2-
Kan-TEF recién consiruido, para construir el vector pYES2-Kan-TEF-Leca Para esto,
tanto el vector pYES2-Kan-TEF como el vector pYES2-Leca fueron digeridos con las
enzimas de restriccion EcoRl y Xhol. En el caso de pYES2-Kan-TEF, el vector se abrié
en el sitio de multiple clonamiento y en el caso de pYES2-Lcca, se liberd el fragmenio
que contiene el gen que codifica la Enzima. Los productos de ambas reacciones de
digestion se ligaron y se transformé células de E. coli que luego se sembraron en
placas de medio LB-agar suplementadas con Kanamicina. Las colonias transformantes
se evaluaron por PCR de colonias con los partidores pTEF-SC y CYC-pYES2 (ver
Tabla 3 Partidores), siendo positivas aquellas gue presentaron un producto de PCR
de 2.570 pb (Figura 12, carrll 2 muestra el amplificado usando como templado el

plasmidio purificado de una colonia positiva). Se purificé el DNA plasmidial de una de
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las colonias positivas, y la regién de! inserto fue secuenciada desde el inicio del
promotor TEF hasta el terminador CYC. No se encontré ninguna mutacion en toda la
regién secuenciada (datos no mostrados). Con el pldsmido pYES2-Kan-TEF-Lcca ya
confirmado, se transformé S. cerevisiae y las células transformadas se sembraron en
placas de medic YEP suplementado con G418. Se exirajo DNA de 6 colonias
transformantes seleccionadas al azar y se comprobd por PCR la amplificacién de la
regién entre el promotor TEF y el terminador CYC, enconfrandose en 3 de ellas el
amplificado esperado de 2.570 pb (Figura 12, carriles 3 al 8). Se esquematiza la

construccion de estos vectores en la Figura 13.

0066 06 6 00

3000 pl
2000 pb
1650 pb

500pb N

Figura 12 Transformacion de S. cerevisiae con el vector pYES2-Kan-TEF-Lcca
Amplificacion por PCR del fragmento entre el promotor TEF y el terminador CYC
(alrededor de 2500 pb con inserto). Se cargé el gel de acuerdo al DNA usado como
templado: 1 DNA extraido desde S cerevisiae sin fransformar, 2 DNA plasmidial
pYES2-Kan-TEF-Lcca, 3-8 DNA extrafdo desde colonias transformadas con el vector
pYES2-Kan-TEF-Lcca
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Figura 13 Construccion del vector pYes2-kan-TEF-Lcca
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Expresion de Laccasa
Expresion de Laccasa recombinante

Una vez logradas las construcciones de los vectores pYES2-Kan-Lcca y
pYES2-Kan-TEF-Lcca, se procedié a evaluar la expresion de la proteina y luego

optimizar las condiciones que incrementan la actividad especifica en el sobrenadante.

Asi, las colonias transformantes de S. cerevisiae transformadas con el vector
pYES2-Kan-TEF-Lcca fueron sembradas en placas con medio SD-glucosa,
suplementadas con G418 y el sustrato ABTS. Mas alla que las cepas transformadas
muestran niveles de crecimiento normales en medio YEP no se observé la formacion
de un halo de ABTS oxidado alrededor de ninguna de las colonias (datos no

mostrados).

Colonias al azar de S. cerevisiae transformadas con el vector pYES2-Kan-Lcca
fueron sembradas en placas de medio de expresion, suplementadas con G418,
Galactosa y ABTS, observandose en este caso halos de oxidacion de ABTS alrededor

de todas ellas (Figura 14).

pYES2-Kan

~ pYES2-Kan Lcca

Figura 14 Expresion en placa de Laccasa a
Colonias de S. cerevisiae transformadas con los plasmidios construidos, en placas de
medio de expresién, se observa un halo de oxidacion del sustrato ABTS, alrededor de

la colonia que expresa la enzima.
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Debido a estos resultados en ensayos en placa, se opté por utilizar el sistema de
induccién bajo el promotor GAL1, més alla de que se habfa reportado que produce
bajas cantidades de enzima. Por ello se hizo estrictamente necesario optimizar los
niveles de expresién como se detalla posteriormente. Se registraron [os niveles de
expresién de Laccasa en cultivos de S. cerevisiae transformada con el vector pYES2-
Kan-Lcca v de la misma cepa transformada con el vector pYES2-Kan, como controi
negativo de expresién. Dada la presencia del factor a de exportacién de S. cerevisiae
rio arriba de la secuencia, la proteina expresada es exportada hacia el medio
_extracelu[ar y por lo tanto se cuantifico la actividad Laccasa en el scbrenadante, asi

como la concentracion de proteina total.

Los sobrenadantes de los cultivos de ambas cepas en medio SD-Glucosa, no
son capaces de oxidar el sustrato ABTS previo a la induccion. Se regisird la actividad
en el sobrenadante de los cultivos cada 24 h durante 5 dias luego de la induccion.
Nunca se observd aclividad en el sobrenadante de los cultivos de células
transformadas con el vector sin inserto. Una vez que las células son suspendidas en el
medio de induccién, el crecimiento cesa y la biomasa se mantiene constante a lo largo
del proceso de induccién. Por su parte, en el sobrenadante del cultivo pYES2-Kan-
Lcca, se pudo detectar actividad desde las 57 h posterior a la induccién (Figura 13
Curva de induccién de la expresién de Laccasa a). La actividad detectada aumento
hasta las 81 h de cultivo, alcanzando un méaximo de 0,07+0,01 U/L y manteniéndose
estable alrededor de este valor. La concentracion de proteinas en el sobrenadante del
cultivo fue de 1,5:0,3 pg/mL, con lo cual se cbtiene una actividad especifica de

0,04+0,01 U/mg.
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Figura 15 Curva de induccion de la expresion de Laccasa a

Se registro el crecimiento (linea continua) y la actividad Laccasa en el sobrenadante
(Iinea discontinua) de cultivos de S. cerevisiae transformada con los vectores pYES2-
Kan-Lcca y pYES2-Kan.

Optimizacion de los medios de cultivo

Debido a la baja actividad especifica de Laccasa en el sobrenadante (0,047 U/
mg), se siguid una estrategia de optimizacién del cultivo. Inicialmente se probd el
efecto de la disminucion en la temperatura de induccion hasta los 20°C, obteniéndose
al quinto dia después de la induccion, una actividad 2,5 veces mayor a la observada en
el primer cultivo con una concentracion de proteinas similar. Por lo tanto, todos los

cultivos posteriores fueron realizados a esa temperatura.

Posteriormente se agrego al medio de induccion tampén fosfato a pH 5,0,
obteniéndose un aumento en la actividad en el sobrenadante de 8,5 veces con
respecto al cultivo inicial y 5 veces mas proteinas totales (ver Tabla 5 Optimizacion de
cultivos). Con esto, sobre cultivos con tampdn fosfato incubados a 20°C, se probé el
efecto de agregar biotina, como potenciador del crecimiento, asi como el efecto de
agregar otras fuentes de carbono que no inhiben al promotor galactosa (etanol,

sacarosa Yy rafinosa). Los cultivos con biotina presentaron una actividad menor que la
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del confrol. La adicién de una segunda fuente de carbono, aumenté la expresion de
proteinas. Sin embargo, los cuitivos con etanol como. segunda fuente de carbono,
tuvieron la mayor actividad que se pudo dstectar, siendo 25 veces mayor que la
actividad del cultivo inicial, y la concentracién de proteinas 5 veces mayor. Los

resultados se resumen en la Tabla 5 Optimizacién de cultivos.

De acuerdo con estos resultados, las condiciones odptimas de induccidn
requieren de un medic suplementado con una segunda fuente de carbono obteniendo
los mayores aumentos en los culiivos suplementados con etanol o sacarosa. Entre
ellos, los cultivos suplementados con etanol presentaron mayor actividad fotal por lo
que si bien la enzima esta menos representada que en los cultivos con sacarosa,
habria mayor masa de enzima para purificar. Por estos motivos, los cultivos posteriores
se realizaron con etanol como segunda fuente de carbono, amortiguados a pH 5,0 con
tampdn fosfato y mantenido la temperatura constante a 20°C. Luego de 5 dias de
induccién el cultivo (normalmente de 50 ml) es cenirifugado y el sobrenadante contiene
actividad Laccasa que luego es usada para llevar a cabo la purificacion. Se realizaron
cultivos en volimenes mayores de hasta 1 L, en los cuales no se observaron

diferencias significativas con respecto a los cultivos de 50 mL (datos no mostrados).
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Tabla 5 Optimizacion de cultivos

Paso de (rt‘alse:::to Concentracion (r:se::zto ;t:;‘gg’iic; (r:se:::tc
oL Actividad U/L : de proteinas . .
optimizacién cultivo culfivo Uimg al cultivq
P Hg/mL P s s
inicial) inicial) inical)
cultivo inicial 4 7.6 01 1 1,5:0,3 1 0,04+0,01 1
30°C
20°C 0,1740,04 2,5 2,1+0,8 1.4 0,08+0,04 1,8
pH 5,0 a 20°C 0,60£0,06 8,5 5,1+0,4 3,2 0,12+0,02 2,6
PHS,0a20°C, 4 11550000 59 3,360,08 21 0,240,004 28
biotina
pH 5,0 a 20°C,
rafinosa 0,52+0,01 74 2,810,7 1.8 0,17+0,04 4,5
pH 5,0 a 20°C,
sacarosa 0,974+0,007 13,8 2,9+0,7 1,8 0,34+0,06 7.7
pH 5,0 a 20°C,
otanol 1,820,5 24,9 8+2 55 0,20x0,08 4

Los valores de actividad y concentracién de proteinas corresponden a los promedios

de al menos dos replicas bioldgicas, con doble replica técnica, con sus valores de

desviacion estandar. Se hizo un test de ANOVA de una via, el cual muestra que las

diferencias observadas en

la actividad bajo

los distinfos fratamientos son

estadisticamente significativas con respecto al cultivo inicial, con un valor de F de 12,2,

un p-value de 0,0007 y un R?de 0,8905.

En el caso de la concentracidn de proteinas el

test de ANOVA de una via, muestra que Ilas diferencias observadas son

estadisticamente significativas con respecto al cultivo inicial con un valor de F de 7,42,

un p-value de 04,0044 y un R%de 0,8318.
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Purificacion parcial de Laccasa a mediante cromatografia en columna

Previo a la purificacion de la enzima se realizd una etapa de concentracién
seguida de una cromatografia de interaccidn hidrofdbica. Los resuitados de estas
etapas se resumen en la Figura 16, la Figura 17 y la Tabla 6 Etapas en el proceso

de purificacion.

En la etapa de concentracidén, en una celda amicon con agitacion constante,
todo el sobrenadante de un cultivo, se llevé a un volumen menor a 10 mL. Gran parte
de la proteina total se perdid en este paso (cerca del 80%). Sin embargo, la actividad

total aumentd alrededor de 58 veces y la actividad especifica unas 300 veces.

Posteriormente, previo al paso de cromatograffa de interacclén hidrofdbica, el
concentrado de proteinas se precipitd agregando sulfato de amonio hasta 2,46 M para
aumentar la interaccién de la proteina con la resina de {a columna de interaccion
hidrofébica en paso siguiente, sin embargo, parte de la actividad total se pierde en este
paso (ver Tabla 6 Etapas en el proceso de purificacion). El schrenadante se cargo
en una columna phenil sepharose, previamente equilibrada. L.a mayor parte de la
proteina interactda con la resina en estas condiciones, dado que se detecté muy baja
actividad Laccasa en el frente de la cromatografia. Luego de que la columna se lavd
con el tampodn de equilibrio, se eluyd la proteina en un gradiente de disminucién de la
concentracion de sulfato de amonio. Se observaron dos picos principales en el
gradiente, siendo el primero en eluir, el que tiene actividad Laccasa (Figura 16). El
cromatograma que se muestra es representativo. En todas las purificaciones que
fueron realizadas, el pico que presenta actividad eluye cuando la conductividad alcanza

alrededor de los 130 mS/cm {(alrededor de 1,75 M de sulfato de amonio). Sin embargo,
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los demas picos varian en tamano, obteniéndose la proteina con distintos niveles de

pureza en cada purificacion.

Todas las fracciones del gradiente que presentaron actividad al oxidar ABTS,
fueron concentradas para luego medir la actividad especifica del concentrado. Con
esto se obtuvo una actividad especifica de 2,46 U/mg, con lo que se consiguié un
aumento de 486 veces en esta con respecto a la actividad especifica del sobrenadante

(ver Tabla 6 Etapas en el proceso de purificacién).
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Figura 16 Purificacion por cromatografia de interaccion hidrofébica en columna

Sobrenadantes de precipitaciones con sulfato de amonio fueron cargados en una
columna Phenyl sepharose. La columna fue eluida en un gradiente de sulfato de
amonio (linea roja punteada). Se siguié la concentracién de proteinas por la
absorbancia a 280 nm y la actividad laccasa por la capacidad de oxidar el sustrato

ABTS. Las fracciones entre las lineas punteadas fueron concentradas
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Tabla 6 Etapas en el proceso de purificacidon

Volumen, Concentracion Proteina Actividad Rendimiento, Actividad veces

mL de proteinas, total, mg fotal, U % (*) especifica,
mg/mL U/mg
Sobrenadante 650 0,031 20,15 0,10 1,72 0,005 1
Concentrado 8,5 0,45 3,825 5,85 100,00 1,53 306
Precipitacion 9 0,39 3,51 3,93 67,17 1,12 224
por sulfato de
Interaccion 0,5 2,31 1,155 2,81 47,96 2,43 486

Hidrofébica

* El rendimiento se calcula con respecto a la actividad total en el concentrado.

Las fracciones concentradas de cada uno de los pasos de purificacion fueron
cargadas en un gel de poliacrilamida en condiciones denaturantes. Se observa un
enriquecimiento de 3 bandas de 70, 54 y 30 Kda. Debido a que el peso molecular
estimado de la enzima laccasa ufllizada en este estudio es de 53 Kda, ésta
corresponderia a la segunda banda observada; sin embargo, la banda de mayor peso
molecular también podria correponder a la laccasa, pero con modificaciones

postraduccionales. {(Figura 17).

Adicionalmente, a parfir de la ualtima fraccidon, se realizaron intentos de
purificacion utilizando una columna de infercambio anionico de tipo HiTrapQ y
columnas de filiracion en gel en resinas Sephacryl-300 y en Superdex-75. Sin
embargo, atin hay que mejorar los protocolos para poder lograr mayores niveles de

pureza y estandarizar el proceso.
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Figura 17 Enriquecimiento de Laccasa a a partir de los sobrenadantes de cultivos
de S. cerevisiae

Gel SDS-PAGE al 12%, tefiido con plata de las fracciones obtenidas en los pasos de
purificacion. Se cargo6 en cada carril 5ug de proteinas totales, en el carril 1 se cargé el
concentrado del sobrenadante de un cultivo no inducido. En el carril 2 el concentrado
de un sobrenadante de un cultivo inducido. En el 3 el sobrenadante concentrado en
sulfato de amonio 2,6 M. Y en el carril 4 las fracciones con actividad Laccasa de una

purificacién en columna de interaccién hidrofébica

Modelamiento del complejo Laccasa-ABTS

Habiendo implementado un sistema de expresion y purificaciéon de la enzima
(que debe ser optimizado) el cual permite su ingenieria por medio de mutagénesis sitio-
dirigida, se hace necesario un modelo para el analisis de la estructura de la enzima, el
cual permita predecir caracteristicas de su funcion. Para esto se desarrollé un modelo
3D de la enzima en complejo con su sustrato tipo, el ABTS, mediante el uso de
herramientas de bioinformatica estructural: modelamiento por homologia, simulacién
molecular y Docking. Esta metodologia también se utilizé para analizar el mutante

P394N, para el cual se hipotetiza un mayor potencial redox en el sitio de cobre T1.
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Se utilizé la herramienta Blastp, para buscar en la base de datos de estructuras
cristalograficas PDB, una estructura con secuencia similar a la secuencia aminoacidica
deducida del gen AY693776, que hemos expresado en S. cerevisiae. Se encontraron
cuatro estructuras con una identidad mayor a 79% (Tabla 7 Proteinas homologas a la
Laccasa a de T. versicolor en el PDB), entre ellas, una variante de la Laccasa ade T.
versicofor con un 98% de identidad. Esta estructura (PDBid 1GYC) corresponde a la
enzima expresada y purificada desde el sobrenadante de un cultivo de T. versicolor y
fue cristalizada en su forma oxidada en presencia de 4 atomos de cobre (Piontek y col,,
2002) a una resolucién de 1,9 A. La estructura revela la presencia de varias

glicosilaciones de tipo N-acetyl glucosamina.

Tabla 7 Proteinas homologas a la Laccasa a de T. versicolor en el PDB

PDBid Organismo dentidad, % Cobertura, %
1GYC Trametes versicolor 98 100
1KYA Trametes versicolor 80 100
3FPX Trametes hirsuta 79 100
3PLX Trametes hirsuta 79 100

8 de los 499 aminoécidos de la secuencia de Laccasa a son diferentes a los de
la estructura cristalografica enconfrada. Estos fueron ubicados en la estructura para
observar su cercania con el sitio activo, de forma de poder evaluar si estos residuos
afectarian en los estudios posteriores (Figura 18). Los residuos diferentes son: A5V,

V31F, T568, 1259V, T294P, N340D, D364E (mostrandose a la izquierda el residuo en
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la estructura cristalografica, al cenfro la posicion en la secuencia y a la derecha el
residuo en el gen analizado). Se observa que estos residuos -se encuentran alejados
del sitio activo, por [o que no deberian afectar en el estudio del mutante propuesto, ya
que la diferencia se encuentra en el sifo activo, lejos de las diferencias con el cristal.
Sin embargo, se hace necesaric el modelamiento por homologia tanto de la enzima
silvestre como de fa mutante para que el paso de modelamiento del mutante no sesgue
los estudios posteriores. Otra ventaja del modelamiento por homologfa es debida a que
la estructura presenta 2 residuos con valorss atipicos en el grafico de Ramachandran y
17 residuos con cadenas laterales con angulos atipicos que pueden ser corregidos por
el modelamiento. Ademas, como el siguiente paso es la minimizacién y simulacién del
modelo buscando una esiructura mas relajada que disminuya la dificuliad para hacer el
docking del sustrato, es conveniente iniciar desde una estructura modelada que se
encuenira mas relajada y no desde la esfruciura que se encuentra disponible en el

PDB.

Siendo lo anterior valido, el modelamiento por homologia de Lcca, y su mutante
P394N se hizo usando como molde la estructura cristalografica de lLaccasa de T.
versicolor, Se obtuvieron 10 modelos para los cuales se evalud la correspondencia
entre la secuencia y la estructura 3D utilizando el servidor Verify 3D. El mejor modelo,
con un 94.2% de los residuos bien evaluados, en el caso de la laccassa silvesire y de

un 94,1% para la mutante fueron utilizados en los pasos posteriores.
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Figura 18 Estructura de Laccasa a, PDBid (1GYC).
Se muestra la estructura de la Laccasa a cristalizada, se destacan aquellos

aminoacidos que difieren con los del gen AY693776 del Genbank.

Los modelos fueron llevados a un minimo de energia por medio de
minimizacién y dinamica molecular. Manteniendo los nucleos de cobre y sus ligandos
restringidos a la posicién que se encuentra en el cristal, debido a que este tipo de sitios
no se encuentra disponible en el campo de fuerza utilizado y, a nuestro conocimiento,
tampoco se encuentra disponible en otros campos de fuerza de dinamica molecular
comunmente utilizados. Ambas proteinas alcanzan una conformacion estable (tras 1 ns

de simulacion) y se mantienen asi durante los 9 ns restantes (Figura 19).
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Figura 19 Simulacién molecular de Laccasa a y de la mutante P394N
Se muestra el RMSD calculado para los &tomos de la cadena principal de las
proteinas, con respecto a la posicién inicial durante los 10 ns de simulaciéon de

dindmica molecular

La distancia entre el carbonilo de la cadena principal del aminoécido 394 y el
Atomo de cobre en el sitio T1 durante [a simulacién para la proteina silvestre y para la
mutante es mayor en el caso de la mutante siendo de 5,6 £0,2 Aversus6,0+0,2Aen
la silvestre (Figura 20). Ademas, se observa que la asparagina dirige su cadena lateral
hacia el solvente y forma puentes de hidrégeno con el agua en el caso de la mutante.
Se espera que, en tiempos mas largos, esta exponga mayor superficie al solvente que
lo observado en los 10 ns de simulacién. De ambas simulaciones se tomo la estructura
del Gltimo snapshot, las cuales se utilizaron para el modelamiento de las enzimas en
complejo con sus sustratos con los objetivos de: i) generar un modelo de la enzima
silvestre en complejo con el ABTS vy ii) analizar si la mutacion propuesta no solo
afectaria el potencial redox sino también la constante de unién por el sustrato. Previo a
esto, el sustrato ABTS fue dibujado y optimizado por medio de célculos de DFT teoria
de funcionales de densidad. Se ha reportado el célculo de una mayor densidad de

electrones desapareados alrededor de los dobles enlaces que se encuentran entre los
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anillos benzotiazol (Christensen & Kepp, 2014), y esto también fue observado para los
orbitales calculados por nosotros (datos no mostrados), por lo cual esperabamos que

esta sea la region mas reactiva del sustrato.

Laccasa a Laccasaa P394N

1455
N394 - A

6.0+02A

\ ,f?‘“*t..\
QL N

H395 “3 \\b €453

F397 \HJ

9 H458

Figura 20 Distancia entre el atomo de cobre T1 y el carbonilo de la cadena
principal del residuo 394 durante la simulacién

Se muestra la distancia durante la simulacién de dinamica molecular entre el carbonilo
de la cadena principal del aminodacido 394 y el cobre del sitio T1 en la Laccasa silvestre

y en el mutante.

Los modelos de complejos enzima-sustrato se construyeron por medio de
Docking en 3 etapas, una inicial exploratoria en la cual el sustrato se ubicé utilizando
una grilla amplia (30x30x30 A) alrededor del sitio activo utilizando como centro de la
grilla la H458, debido a que se reporta que a través de ella ocurriria el salto del electron
entre el sustrato y el sitio de cobre T1 (Kallio y col., 2009). Luego un segundo paso en
el cual la mejor posicién del Docking anterior es utilizada para fijar el centro de la grilla,
y el tamafio se ajusta al tamafio del sustrato. Finalmente, esta posicion fue refinada
utilizando la metodologia de QPLD en la cual se calculan las cargas por medio de

teoria de funcionales de densidad (DFT) y por lo tanto se toman en cuenta los orbitales
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electrénicos. La distancia entre Ia regién reactiva del sustrato y la His458 del sitio de
unién a cobre fue utilizada como filtro de seleccion, para elegir posiciones generadas
por Docking que pudieran ser reactivas, ademas del valor del GlideScore, se evalud la
energia de unién del complejo por medio de MM-GBSA (Tabla 8). Se abserva que no
hay diferencias significativas para la constante de unién calculada para la enzima

silvestre y la mutante.

Tabla 8 Resultados del Docking de ABTS en el modelo de Laccasa o de T.

versicolor y en el mutante P394N

Modelo Mutante
silvestre P394N
. Glide AGunsn,  Distancia Glide AGunsa, Distancia
Método

Emodel  Kcal/mol  H458, A Emodel  Kcal/fmol H458, A

GlideDocking 1 -35,898  -66,029 3.5 -42,555  -71,976 3,8

GlideDocking 2 -18,231 -82,39 2.8 -53,172  -81,31 2,5

QsiteQPLD -24.,594 -71,64 24 -21,892  -80,151 2,3

En ambos casos las posiciones del sustrato son muy similares, se observa que
las posiciones de menor energfa de unidn son aquellas en las cuales los grupos
sulfonatos se encuentran estabilizados por residuos cargados como la R261 o la N264.
Gran cantidad de residuos aromaticos se encuentran en contacto con los anillos
aromaticos del ABTS. Sélo residuos de los dominios 1y 3 interaccionan con el sustrato
(Figura 21). Es notable que, aunque el sustrato es simétrico, solo una mitad se

encuentra enterrada en la proteina, mientras que la otra mitad esta expuesta al
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solvente, encontrandose uno de los grupos sulfonato interactuando con el residuo de
R161, y escondido bajo las fenilalaninas F382 y F457, mientras que el otro grupo -
sulfonato esta expuesto al solvente, interactuando de forma lejana con el grupo amida

del residuo de N264.
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Figura 21 Complejo Laccasa-ABTS generado por Qsite QPLD
Arriba esquema en el cual se muestran los residuos que interactian con el sustrato,
abajo se muestra el sitio activo en 3D, con el atomo de cobre T1 en naranjo y los

atomos de carbonos del sustrato ABTS en verde.
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Discusion

Expresion de Laccasa a

Con la intencién de mejorar los niveles de expresion de la proteina L.accasa a
de T. versicolor se intenté expresar el gen que la codifica en la levadura S. cerevisiae
utilizando el promotor TEF1 en lugar de GALA1. Si bien no se obtuvieron resultados de
expresion de Laccasa, las cepas transformadas crecen a velocidades similares a las
observadas en las cepas sin transformar por lo que la no expresion de fa enzima no se
debe a que sea toxica para el crecimiento de la levadura. Queda como interrogante la
raz6n por la cual no se obtuvo expresion bajo este promotor. Sin embargo, como la
expresion de este gen bajo el promotor GAL1 ya ha sido reportada, se continud

utilizando este sistema.

Como era esperado (Koschorreck y col., 2008) los niveles de expresion bajo el
promotor GAL1 fueron bajos (0,07+0,01 U/L), por lo que se procedié a la optimizacion
de las condiciones de cultivo. Esto incluyd el cambio en la temperatura de expresion, la
adicién de biotina, tampdn fosfato al medio y el uso de diferentes fuentes de carbono,

entre las cuales se utilizé rafinosa, sacarosay etanol.

A 20°C la expresi6n de Laccasa aumento 2,5 veces, en comparacion con el
cultivo a 30°C. Generalmente en S. cerevisiae se expresan proteinas a 30 °C, ya que
esta es la temperatura 6ptima de crecimiento para estas levaduras. Sin embargo, al
disminuir la temperatura a 20 y 25 °C, es posible aumentar los niveles de expresion de
proteinas. Se ha observado que la expresion de GFP del organismo de agua fria

Aequorea vicloria, en S. cerevisiae es méas aita a 20°C (Huang & Shusta, 2005), los
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autores argumentan que esto se debe a las condiciones de crecimiento del organismo
del cual proviene la enzima. Ademés, se reporté que al disminuir la temperatura de
cultivo, se disminuiria ia protedlisis de las proteinas expresadas (Tosttrup & Carlsen,
1990). También, se ha reportado que la expresion de Laccasa d en S. cerevisiae bajo
el promotor CUP1 en el sobrenadante, es més alta en cultivos a 19°C (Necochea y col.,

2005b).

En el medio de induccidn la Galactosa funciona a su vez como el inductor y
como fuente de carbono. S. cerevisiae presenta una tasa lenta de crecimiento en
galactosa, lo cual nos llevo ai uso de una segunda fuente de carbono en el medio de
induccién. Se ha reportado previamente el uso de raffinosa, sacarosa o glicerol,
fuentes de carbono pobres, pero que no inhiben al promotor GAL1. Se observo que el
efecto del etanol sobre la actividad total fue mayor a lo esperado. Sin embargo, la
actividad especifica es mayor para cultivos en sacarosa por lo que los cultivos con
etanol estarian produciendo mas Laccasa, pero menos representada que en jos con
sacarosa. Se hace necesario analizar la conveniencia de utilizar etanol como segunda
fuente de carbono o sacarosa ya que con la primera se produce una mayor actividad
total, pero con la segunda se comenzaria la purificacion con la enzima mas
representada. En este trabajo se prefirid utilizar etanol debido a que encontramos mas

conveniente comenzar desde sobrenadantes que presentaran mayor actividad total.

No es la primera vez que se observa que el etanol afecte positivamente la
produccién de enzimas. Se ha reportado un aumento similar al producir Laccasa en T.
versicolor en presencia de etanol (Lee y col., 1999). Los autores indican haber
determinado que la actividad y estabilidad de estas enzimas en presencia de etanol no

se veria aumentada en el rango de 0 a 50 g/L. El efecto podria ser explicado debido a
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que este alcohol aumentarfa la permeabilidad de la membrana causando cambios en
los Acidos -grasos que la componen o que podrfa ocurrir un efecto estimulatorio de la
produccién de melanina, la cual esta formada por monomeros aromaticos que pueden
funcionar como induciores de la expresion de Laccasa. Para la expresion de ofras
proteinas también se ha observado un efecto similar. En la produccién de anticuerpos
de camélido en cultivos de S. cerevisiae (Laar y col., 2006) en las fases finales de un
cultivo en batch, cuando el etanol se convierte en la Unica fuente de carbono la
expresion de esas proteinas aumenta. Ademsas, en cultivos con etanol como Unica
fuente de carbono, este efecto se ve exacerbado. Mas alla de que no encontraron
evidencias directas que expliquen la induccion por etanol, los autores sugieren posibles
causas como, por ejemplo, un efecto similar al heat-shock, cambiando el balance redox
de la célula lo que induce [a produccién de tampon glutation que esta ligado a procesos

de folding y formacion de puentes disulfuro.

Un mayor aumento de la expresion podria lograrse optimizando la
concentracién de los azicares en el medio, la concentracién y pH del tampén, el uso
de otros tampones, la concentracion de sulfato de cobre, etc. También proponemos el
uso de otros organismos como P. pastoris y de otras cepas de S. cerevisiae que
presenten mayores tasas de produccion de proteinas heterdlogas. Entre ellas, cepas
de S. cerevisiae mutantes de los genes PEP4, PRB1 y CANT (Jones, 1991), que
codifican las principales proteasas tanto intra como extracelulares de S. cerevisiae. En
dichos mutantes se ha observado un aumento en la produccién de proteinas
heterélogas. Ademas, proponemos el uso de cepas mutantes de S. cerevisiae del gen

REG1, que no presentan inhibicion por glucosa de los genes regulados por promotores
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GAL, asf como también el uso de cepas incapaces de metabolizar galactosa las cuales

presentan una induccién mas duradera (Hovland y col., 1989). -
Determinacién de la actividad Laccasa

En otros trabajos que han determinado la oxidacién de ABTS, se ha detectado
picos de absorbancia tanfo a 436 como a 420 nm. Se ha utilizado un coeficiente de
extincion molar de 29.300 M'cm a 436 nm (Niku-Paavola y col., 1988) y de 36.000 M
e a 420 nm o 418 nm (Collins & Dobson, 1997; Han y col., 2005; Kenzom y col.,
2014; Osipov y col., 2014; Pardo & Camarero, 2015a). En ninguno de estos trabajos se
muestra la determinacion experimental de este valor y tampoco se cita otro trabajo en
el cual se haya realizado. E! primer trabajo en el cual se muestra la determinacion
experimental fue el de (Childs & Bardsley, 1975) donde obtuvieron un coeficiente de
36.000 Mcm™ a 414 nm en condiciones de tampén fosfato de potasio, a pH 6,0 Y
37°C de temperatura constante. En todos los frabajos descritos anteriormente se
utilizaron distintas condiciones de reaccion (variados tampones, pH y temperatura) las
cuales podrian afectar el coeficiente de extincién, por lo cual la comparacion de
actividad para distintas Laccasas debe tomarse con precaucion. Por esta razon, en
este trabajo se defermind el coeficiente de extincion molar en las condiciones de
medicién de actividad. De esta manera se obiuvo un valor de 31.557 M* om™ en
tampén fosfato de sodio a pH 5,0 a 25°C. Como se mencioné anteriormente, la
presencia de algunos amino4cidos en los medios de culivos podria volver a reducir al
sustrato oxidado por la enzima, por lo cual las mediciones de actividad en el

sobrenadante podrian estar subestimadas.
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Purificacién de Laccasa

T_os sobrenadantes de los cultivos con actividad Laccasa, fueron concentrados
por ulirafiltracién en celdas con agitacién. Se observé un aumento de 300 veces enh la
actividad especifica y de 58 veces en la actividad total. Por lo que este paso ademas
de concentrar la protefna, podria estar purificandola de proteinas de bajo peso
molecular (aquellas que pasan la membrana) o de algin inhibidor que se encuentre en
el sobrenadante. Se ha reportado un efecto similar al concentrar la Laccasa « de T.
versicolor expresada de forma heteréloga en S. cerevisiae, encontrando un aumento
de 57 veces en la actividad especifica, atribuido a la existencia de un fuerte inhibidor

de la actividad Laccasa en el medio de cultivo (Necochea y col., 2005a).

El concentrado del sobrenadante del cultivo fue precipitado con 2,6 M de
sulfato de amonio y el sobrenadante se purificé en una columna de interaccion
hidrofobica, en la cual interactud el total de la enzima activa. La Laccasa fue detectada
en un segundo pico en el gradiente de elucion que se colecté por completo y
concentrd, encontrdndose un aumento en la actividad especifica de mas de 400 veces
respecio a lo observado en el sobrenadante del cultivo. Al analizar esta fraccion en
geles SDS-PAGE, se esperaba encontrar enriquecimiento de una banda de 53 KDa,
correspondiente al peso molecular calculado para la enzima expresada, sin embargo,
se observo el enriquecimiento de 3 bandas. Una de alrededor de 30 Kda presenta un
peso molecular muy bajo para iratarse de la enzima, mientras que la handa de 53 kDa
podria corresponder a la Laccasa expresada. La presencia de una tercera banda de
alrededor de 70 KDa que también se ve enriquecida podria corresponder a la enzima
en su forma glicosilada, lo cual se observé antes al expresar esta enzima en P. pasloris

donde se reporta un aumento aparente de 20 kDa en el tamario de la enzima debido a
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glicosilaciones {Koschorreck y col., 2008). Por lo cual con los datos con que se cuenta
actualmente no es posible concluir si se fiene-la-enzima_sin glicosilar, glicosilada o
poblaciones de ambas formas de la enzima. Agregar mas pasos al protocolo de
purificacion podria aclarar esto, o la identificacion de estas bandas por andlisis de
espectrometrfa de masas. (Koschorreck y col,, 2008) ademas reportan que esta
enzima una vez purificada tiene una actividad especifica de 2,6 U/mg a pH 5,0 y 25°C
(las mismas condiciones en que se evalud la actividad en este trabajo} pero no
muestran geles de electroforesis que indiquen el nivel de pureza de la enzima. En
nuesiro caso, la fracciéon obtenida por cromatografia de interaccion hidrofébica

presentd una actividad especifica de 2,43 U/mg.
Modelamiento del complejo Laccasa-ABTS

A la fecha existen pocas estructuras cristalograficas de Laccasas del reino
Fungi en presencia de sustratos. Por lo que para analizar la estructura del complejo
Laccasa-ABTS de T. versicolor se requiere de su modelamiento molecular. Es por &flo
que se modeld tanto la enzima en su forma apo por modelamiento por homologia
seguido de simulacién de dinamica molecular, como el sustrato cuya geometria fue
optimizada por medio de DET. Ademas, se modeld la mutante P394N, para la cual se

hipotetiza un mayor potencial redox.

Para el modelamiento de esta proteina y de la mutante se utilizé como molde
un estructura de alta similitud (98% de identidad, PDBid 1GYC) (Piontek y col., 2002),
con alta resolucién (1,9 A) que corresponde a una variante de la proteina Laccasa a.
Teniendo en cuenta que difieren a nivel de secuencia en 7 aminoacidos, y que estos se
encueniran alejados del sitio de unién, el modelamiento por homologia para esia

proteina se realizd utilizando el protocolo estandar. En un paso siguiente, con el
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objetivo que alcanzaran un estado menos rigido que el que se presenta en la
_estructura cristalografica, los modelos fueron simulados hasta alcanzar un estado
estable. Luego de 1 ns de simulacién, alcanzan el estado esperado, el cual se
mantiene por los siguientes 9 ns. Observamos que en-la mutante [a distancia entre el
carbonilo de la cadena principal y el sitio de cobre aumenta respecto de la proteina
silvestre, debido a una tendencia en la cadena lateral de la asparagina por solvatarse,

alejando el carbonilo del cobre.

La geometria de! sustrato ABTS fue dibujada en 2D, para luego ser optimizada
por DFT hasta obtener una estructura 3D en su conformacién de minima energfa. Y
para estudiar las inferacciones que determinan la formacion del complejo proteina
ABTS, se procedio a su modelamiento a través de Docking. El Docking se realizo en
{res pasos, en los cuales no s6lo se tomé en cuenta el puntaje asignado por el
programa y la energfa de unién calculada, sino que se seleccionaron aquellas
estructuras en las cuales la regién més reactiva del sustrato (en torno a los dobles
enlaces entre los anillos tiazélicos (Christensen & Kepp, 2014)) se encontrara a menor
distancia con el N. de la H458. Esto debido a que en el mecanismo de reaccion
propuesto el electrén migra a través de esta cadena lateral desde el sustrato al atomo
de cobre de tipo T1 (Enguita y col., 2004). En los 3 pasos de Docking se encontraron
estructuras que cumplian con este criterio, entre las cuales se seleccionaron aquellas

con menor energia de union.

Al comparar las posiciénes finaimente obtenidas para la mutante como para la
enzima silvestre no se observan diferencias significativas en la geometria ni tampoco
en la energia de unién, por lo que se espera que la mutacion no perturbe esta

caracieristica del sistema. Se observa que el ABTS forma una U en torno al sitio activo,
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con un extremo expuesto ai solvente y el otro no. Ademas, se observo una distancia
muy baja entre la H458 y la zona: reactiva del-sustrato. En este aspecto las estructuras
modeladas son muy similares a la estructura de CotA de B. subfifis (Enguita y col.,
2004), en la cual se observa ademas que el susfrafo adopta una conformacion
curvada, con una regién expuesta al solvente y la otra no. El rol de R161 (en fa
Laccasa a de T. versicolor) en la estabilizacién de uno de [os grupos sulfonato, parece
ser homdloga con la de R416 (en CotA de B, subtilis); sin embargo, esta se encuentra
més alejada. En general, el sitio activo de CotA esta mas abierto que el de Tvl.cca en
ol cual se encueniran al menos 5 fenilalaninas alrededor del sustrato, las cuales no se
encuentran en la secuencia de CotA. Ademas, el cristal de CotA se obtuvo para la
proteina apo y luego se sumergié en el sustrato, por lo que es probable que no
adoptara la conformacion que se observaria si ésta fuera cristalizada directamente en
presencia del susirato, ya que no podria cambiar su conformacion al interactuar con su

sustrato debido al empacamiento cristalino.
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Figura 22 Comparacién entre el sitio activo de CotA de B. subtilis y del modelo
de Laccasa a en complejo con ABTS.

Se muestran a la izquierda las superficies calculadas para las estructuras de la
Laccasa a de T. versicolor y de la proteina CotA de B. subtilis. A la derecha un

acercamiento de sus sitios activos.

Esta estrategia de seleccion de conformaciones, aunque requiere mayor
informacion sobre el mecanismo de reaccion de la enzima, y mayores tiempos de
cémputo, estaria dando cuenta de conformaciones reactivas. Por lo que seria un
modelo mas confiable que el resultado de un experimento de Docking que solo
presente el mejor puntaje entregado por el programa. Luego, el modelo generado

podria optimizarse an mas por simulaciones de tipo QW/MM (Warshel & Levitt, 1976),
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en las cuales la energia del sitio activo es analizado por medio de mecanica cuantica y
el resto de la proteina por mecanica molecular. Esto permitira el analisis del:sitio de
unién a cobre que se encuentra altamente polarizado, y que por lo tanto no puede ser
analizado por medio de dinamica molecular. Asi se obtendra el potencial redox tedrico
tanto para e! modelo generado para el mutante como para la enzima silvestre, dando
mas informacién sobre el efecto del momento dipolar causado por el carbonilo en el
sitio de unién a cobre. Entonces estos modelos podrian ayudar a esclarecer [as
determinantes estructurales del potencial redox del sitio de unién (Babu y col.,, 2013;
Olsson y col., 2003), teniendo en cuenta que su control, daria herramientas para

controlar 1a ket de la enzima (Xu y col., 1986).
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Conclusiones

EIN e

El plasmidio pYES2 modificado con el marcador de seleccion Kanmx permitié
expresar el gen de la Laccasa de T. versicolor bajo el control del promotor GAL1
en cepas de S. cerevisiae que ho presentan genotipo ura3-.

Cambios en las condiciones de cultivo, en la temperatura y el pH de induccién,
aumentan la actividad Laccasa en el sobrenadante. La adicion de una segunda
fuente de carbono al medio de cultivo es un procedimiento efectivo, con etanol
presentando un efecto més exacerbado.

Se logré un enriquecimiento en mas de 400 veces respecto del sobrenadante
inicial en la actividad Laccasa. En este proceso la concentracién conduce al mayor
aumento de actividad Laccasa

El modelamiento del complejo Laccasa-ABTS, entrega una herramienta para
estudiar los determinantes estructurales de la especificidad del sustrato, no
observandose diferencias entre la unién por el sustrato para la enzima silvestre y
la mutante, por lo cual es probable que esta mutante presente un mayor potencial

redox manteniendo su constante de unién por ABTS.
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