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SUMMARY






Summary

VP (versatile peroxidases, EC 1.11.1.16) secreted by white-rot fungi are involved in
natural decay of lignin. VP combine the general catalytic features of other haem-containing
enzymes (in terms of substrate specificity and reaction mechanisms), such as the high-redox-
potential ligninolytic peroxidases, LiP (lignin peroxidase) and MnP (manganese peroxidase),
with those of peroxidases with a lower redox potential, such as HRP (horseradish peroxidase)
and CiP (Coprinopsis cinerea peroxidase). Thus VP behaves as a generalist biocatalyst, readily
oxidizing a variety of compounds. Unfortunately, VP has not been successfully functional

expressed in any heterologous host, which limits its potential development.

In this context, directed molecular evolution represents an elegant shortcut to tailor
enzymes with improved features. By mimicking the Darwinist algorithm of natural selection
through iterative steps of random mutagenesis and/or DNA recombination, the temporal scale
of evolution can be collapsed from millions of years into months rather than weeks of bench

work.

We have engineered the VP from Pleurotus eryngii to be functionally expressed in
Saccharomyces cerevisiae by directed evolution. Firstly, the optimization of culture conditions for
functional expression and the engineering of a reliable high-throughput screening assay were
performed. Afterwards, a fusion gene containing the VP from P. eryngii and the a factor prepro-
leader from S. cerevisiae was constructed and subjected to four rounds of directed evolution,
achieving a level of secretion in S. cerevisiae of 21 mg/L. The evolved variant for expression (R4)
harbored four mutations and increased its total VP activity 129-fold over parent type along with
a noticeable improvement of the catalytic efficiency at the haem channel oxidation site. Whilst
the catalytic Trp was unaltered after evolution, the Mn?* oxidation site was negatively affected
by the mutations. The signal leader processing by the STE13 protease at the Golgi compartment
changed as consequence of VP expression, retaining the additional N-terminal sequence EAEA
(Glu-Ala-Glu-Ala) that enhanced secretion. The engineered N-terminally truncated variants
displayed similar biochemical properties to those of the non-truncated counterpart in terms of

kinetics, stability and spectroscopic features.

Finally, we took advantage of the laboratory evolution platform set here to improve the
thermostability of VP. Three additional cycles of evolution led to a more thermostable variant
(2-1B), harboring 3 stabilizing mutations. 2-1B mutant showed a Tso 8°C higher than parental
type and the thermoactivity range was widened (from 30-45°C for parent type to 30-50°C for 2-
1B). Moreover, as a consequence of laboratory evolution, some unexpected side-effects were
detected. The enzyme’s stability at alkaline pHs was significantly increased retaining ~60 % of
its residual activity at pH 9.0. In addition, the Km for H202 was enhanced up to 15-fold while the
catalytic efficiency was maintained. Mutations introduced in the course of evolution seemed to
affect secretion, stability and activities by establishing new interactions with surrounding

residues.
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Introduccion

1.1 ENZIMAS LIGNINOLITICAS

La lignina es uno de los principales componentes de la pared celular de plantas y el
segundo compuesto, después de la celulosa, en contribuir a la biomasa terrestre (Schimmel,
DS et al., 1994). En concreto la lignina puede suponer hasta el 25 % de la biomasa de una

planta.

La lignina desempefia una importante funcién estructural en los vegetales. Se
deposita principalmente en la pared celular secundaria rodeando y compactando las fibras
de celulosa y hemicelulosa aportando sostén y rigidez a los tejidos lefiosos, creando un
entramado tridimensional muy denso que deja espacios de tan solo 5 nm de diametro, por
lo que las moléculas con un peso molecular superior a 20 kDa no pueden difundir
(Paniagua, R et al., 1998). También constituye el principal componente de la ldmina media
contribuyendo a la unién entre las células adyacentes. Debido a su naturaleza recalcitrante,
la lignina ejerce un importante papel evitando la hidrdlisis de los polisacaridos de la pared
celular (celulosa y hemicelulosa) y por ende previene a la planta del ataque enzimatico

microbiano.

Desde un punto de vista estructural, la lignina es un biopolimero aromatico
heterogéneo tridimensional muy complejo constituido a partir de la polimerizacion
deshidrogenativa de tres precursores fendlicos (los alcoholes p-hidroxicinamilicos: p-
cumarilico, coniferilico y sinapilico), en una reaccion mediada por peroxidasas y lacasas
vegetales (el denominado proceso de lignificacion) (Figura 1.1). Estas unidades
monoméricas son oxidadas a los correspondientes radicales que pueden reaccionar entre
ellos formando dimeros, los cuales pueden ser a su vez oxidados dando lugar a diversas
reacciones que van generando distintos tipos de lignina, con diferente complejidad quimica
(Higuchi, T, 1990). Predominan principalmente los enlaces éter 3-O-4 (para su formacion
participa el oxigeno fenodlico de los alcoholes cinamilicos por lo que el contenido en
estructuras fendlicas no supera el 10 % (Camarero, S et al., 1994)) y también diferentes tipos
de enlace carbono-carbono. Todo ello hace de la lignina uno de los compuestos organicos

naturales mas persistentes y dificiles de descomponer (Hammel, KE, 1997).

La degradacién de la lignina (debido a su abundancia y naturaleza recalcitrante) se
puede considerar un paso clave en el reciclado del carbono en la biosfera, asi como en
diferentes aprovechamientos de la biomasa vegetal como por ejemplo la fabricacion de
papel, produccién de biocombustible, alimentacidon animal o sintesis quimica a partir de

materias primas renovables.



Evolucién Dirigida de la Peroxidasa Versatil de Pleurotus eryngii

Existen diferentes organismos capaces de degradar en algiin grado el material
lignocelulodsico, entre ellos podemos encontrar Actinomicetes del género Streptomyces,
bacterias como Pseudomonas y Xantomonas, u hongos de la clase Ascomicetes como Fusarium
y Aspergillus. Pero son los hongos de la clase Basidiomicetes los principales responsables de
la mineralizacién de la lignina en la naturaleza (Buswell, JA et al., 1987; Crawford, DL, 1981;
Eriksson, K-EL et al., 1990; Kirk, TK, 1983). Estos producen dos clases diferentes de
degradacién en funcidn del ataque que realicen: i) la podredumbre parda, que se caracteriza
por la capacidad de los hongos para modificar la lignina con el fin de acceder y utilizar la
celulosa y hemicelulosa, de manera que el producto resultante es de color pardo (de ahi su
nombre); y ii) la podredumbre blanca, en la que los hongos degradan totalmente la lignina

dando un producto de color blanquecino debido a la exposicion de la celulosa y la

hemicelulosa.
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Figura 1.1. Disposicion relativa y estructura molecular de la lignina, hemicelulosa y celulosa en la
pared celular de plantas vasculares. A la izquierda se muestran las estructuras de los tres alcoholes
p-hidroxicinamilicos precursores fendlicos de la lignina. Modelo para la pared secundaria de
angiospermas herbaceas adaptado de Bidlack, J et al., 1992.



Introduccion

La mayoria de los hongos de podredumbre blanca poseen un complejo sistema
extracelular de naturaleza oxidativa para poder degradar la lignina. Este sistema incluye un
consorcio de enzimas principalmente formado por oxidorreductasas: i) lacasas; ii)
peroxidasas; iii) oxidasas productoras de H:02 asi como metabolitos de bajo peso
molecular que actiian como transportadores electrénicos difusibles (Ruiz Duenas, FJ et al.,
2009). La existencia de estos ultimos intermediarios (mediadores redox) resulta
imprescindible en las primeras fases de la mineralizacion de la lignina, ya que el pequefio
tamafio de los espacios moleculares de la matriz lignocelulodsica (entorno a 5 nm) impide la

penetracion de las enzimas.

Las lacasas (EC 1.10.3.2) son oxidorreductasas multicobre que catalizan la oxidaciéon
de las unidades fendlicas de la lignina empleando como aceptor final de electrones el O2
(Thurston, CF, 1994) y liberando H20 como unico subproducto. Estas enzimas se
descubrieron por primera vez en el arbol japonés de la laca Toxicodendron vernicifluum o
Rhus vernicifera (Yoshida, H, 1883). Posteriormente se han encontrado en otras plantas,
hongos, bacterias e incluso en cuticulas de insectos (Gianfreda, L et al., 1999). Las lacasas
son secretadas por la mayoria de hongos de la podredumbre blanca, lo que pone de
manifiesto su importancia en el proceso de formacion y mineralizaciéon de la lignina. Las
lacasas presentan un potencial redox (E°) en el intervalo 0.4-0.8 V (Alcalde, M et al., 2007) lo
que limita en cierta medida su actuacion, especialmente si se comparan con las peroxidasas
ligninoliticas con E° > 1 V. Sin embargo, su capacidad oxidativa se ve ampliada de manera
indirecta a través de la oxidacion de mediadores redox lo que permite actuar sobre otros
compuestos con mayor E° que la propia lacasa (incluyendo compuestos no fenoélicos) a
través del denominado sistema lacasa-mediador (Bourbonnais, R et al., 1990; Camarero, S et
al., 2005).

Los Basidiomicetes de podredumbre blanca secretan tres tipos de peroxidasas
ligninoliticas de alto E° denominadas lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa
(MnP) y peroxidasa versatil (VP). De manera general, estas enzimas oxidan compuestos

aromaticos fendlicos y no fenoélicos de alto E°.

Por altimo, las oxidasas productoras de H20: son las encargadas de proporcionar el
H20: a las peroxidasas extracelulares. La primera oxidasa productora de H20: extracelular
descrita fue la glioxal oxidasa de Phanerochaete chrysosporium (Kersten, PJ et al., 1987) que
era capaz de oxidar aldehidos alifaticos producidos por el hongo y generar H:O:.
Posteriormente se ha descrito otra oxidasa extracelular en hongos del género Pleurotus y
Bjerkandera denominada aril-alcohol oxidasa (AAO, EC 1.1.3.7) (Guillén, F et al., 1990;
Varela, E et al.,, 1999). La AAO es una flavoenzima con amplia especificidad de sustrato
pudiendo oxidar diferentes compuestos aromaticos durante la biodegradacion de la lignina

o metabolitos fungicos. Se ha visto que la AAO produce H20: de manera continua debido a
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la existencia de un ciclo de oxidorreduccién de aldehidos aromaticos generados por el
hongo en el que intervienen aril-alcohol deshidrogenasas intracelulares, esenciales para la
regeneracion del FADH: requerido por la AAO (Guillén, F et al., 1994a; Guillén, F et al,,
1994b; Hage, A et al., 1999; Ruiz Duenas, FJ et al., 2009).

En la despolimerizacidn de la lignina también participan metabolitos de bajo peso
molecular, iones metalicos (Mn®*), radicales aromaticos (productos de la oxidacién de la
lignina o metabolitos secretados por el hongo) y especies reactivas de oxigeno que actiian
como mediadores redox propagando la oxidacion de la lignina a las zonas mas internas de
la pared secundaria donde las enzimas no pueden difundir y por tanto actuar

eficientemente.

1.2 PEROXIDASAS LIGNINOLITICAS

1.2.1 CLASIFICACION DE LAS PEROXIDASAS LIGNINOLITICAS

Las peroxidasas ligninoliticas son hemoproteinas que se encuentran clasificadas en
funcién de sus caracteristicas estructurales y relaciones filogenéticas dentro de la clase II de

la superfamilia de peroxidasas bacterianas, fungicas y de plantas. Se dividen en tres tipos:

i) Lignina peroxidasas, LiP (EC 1.11.1.13). Fueron descubiertas por primera vez en
cultivos de P. chrysosporium (Glenn, JK et al., 1983; Tien, M et al., 1983). Se caracterizan por
su capacidad para oxidar dimeros de lignina de tipo no fendlico y otros compuestos
aromaticos de alto E°, y despolimerizar la lignina sintética en presencia de alcohol
veratrilico (AV). El AV es un metabolito aromatico secretado por los hongos que degradan
la lignina (siendo el sustrato habitualmente utilizado para identificar actividades LiP) que
puede actuar como mediador redox de corto recorrido -debido a la baja estabilidad de su
radical catidonico (Khindaria, A et al., 1996)- durante la despolimerizacion de la lignina. Las
LiP presentan un triptéfano catalitico superficial implicado en la oxidacion de los sustratos
a través de una ruta de transferencia electréonica de largo recorrido (LRTE). Este triptofano
se encuentra conservado en todos los miembros de este grupo a excepciéon de la LiP de
Trametes cervina que presenta una tirosina superficial, localizada en una posicién distinta al
triptéfano catalitico, también implicada en la catalisis (Miki, Y et al., 2006; Miki, Y et al.,
2009; Miki, Y et al., 2011).

ii) Manganeso peroxidasas, MnP (EC 1.11.1.14). Fueron descubiertas un afio después
que la LiP en cultivos de P. chrysosporium (Kuwahara, M et al., 1984). Requieren Mn?* para
cerrar el ciclo catalitico y lo oxidan a Mn?. Este, al quelarse con &cidos organicos
sintetizados por los hongos (como el oxalico, Takao, S, 1965), actila como oxidante difusible

(quelatos estables con E°= 0.9-1.2 V). A través de este mecanismo mediado, la MnP es capaz
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de degradar diversos elementos fendlicos en el proceso de descomposicidon de la lignina de
la pared vegetal, aunque no es capaz de oxidar directamente las unidades no fendlicas de
ésta. El Mn* generado por la MnP (y la VP que se describe a continuacién) puede también
iniciar la peroxidacion de lipidos insaturados generando radicales libres capaces de
degradar dimeros no fenoélicos (Jensen, KA et al., 1996). Las MnP presentan un pequeno
canal de entrada al hemo formado por tres residuos acidos altamente conservados, por

donde el Mn?* accede al propionato interno del hemo.

iii) Peroxidasas versatil, VP (EC 1.11.1.16). Las VP combinan las propiedades
cataliticas de las LiP y las MnP, lo que les confiere una gran versatilidad y potencial
biotecnolégico (Martinez, AT, 2007; Ruiz-Duefias, FJ et al., 2009a). De esta forma, las VP
pueden oxidar sustratos tipicos de la LiP (como el AV, los metoxibencenos y dimeros
modelo de lignina de tipo no fendlico), asi como el Mn?, sustrato caracteristico de la MnP.
En concreto, la VP presenta en su estructura un sitio de union al manganeso, responsable de
la oxidacion del Mn* a Mn3* (al igual que la MnP) y un triptéfano catalitico superficial,
responsable de la oxidacién de compuestos aromaticos de alto potencial redox (al igual que
la LiP). Ademas, la VP por si misma (en ausencia de oxidaciones mediadas) es capaz de
oxidar directamente compuestos fendlicos y colorantes tipo azo de bajo E°, asi como
compuestos de alto E°, como el Reactive Black 5 (RB5) o hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHs), que la LiP solamente puede oxidar en presencia de AV y la MnP no
puede oxidar ni siquiera en presencia de Mn?. La oxidacion de los anteriores sustratos de
bajo E° por la VP puede tener lugar tanto en el Trp catalitico como en el canal principal de
acceso al hemo (como en la peroxidasa de Coprinopsis cinerea, CiP, y la peroxidasa de rabano
picante, HRP). El pH 6ptimo para la oxidacién de estos sustratos varia desde 5.0 para la
oxidaciéon del Mn?* a 3.0 para el AV, valores similares a los éptimos para la oxidaciéon de

estos mismos sustratos por la MnP y la LiP, respectivamente.

1.2.2 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES GENERALES DE LAS
PEROXIDASAS LIGNINOLITICAS

En la actualidad existe una gran cantidad de informacion estructural y mecanistica
acerca de las hemoperoxidasas gracias a los numerosos estudios estructura-funcién
sustentados por un elevado nimero de estructuras moleculares resueltas y publicadas (~250
estructuras disponibles en la base de datos: http://www.rcsb.org). Las peroxidasas
ligninoliticas son proteinas globulares de 30-40 kDa y alrededor de 300 aminoacidos,
constituidas por 10-12 a-hélices y 4-5 estructuras 3 de longitud variable, distribuidas en dos
dominios bien diferenciados, el dominio proximal y el distal. Las peroxidasas ligninoliticas
presentan estructuras muy conservadas a pesar de que el grado de similitud de sus

secuencias aminoacidicas no supere en muchos casos el 50 %. Ademas, todas incluyen un
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péptido sefial en su extremo N-terminal que dirige la secrecion a través del reticulo
endoplasmatico (RE). Las proteinas maduras poseen de 40 a 60 residuos extra en el extremo
C-terminal en comparaciéon con otros miembros de la superfamilia de peroxidasas
bacterianas, fiingicas y de plantas. Como en todas las hemoperoxidasas, su grupo prostético
hemo esta constituido por cuatro anillos pirrélicos unidos por puentes metileno que
albergan un ion Fe¥ en el estado de reposo basal de la enzima. La estructura de las
peroxidasas ligninoliticas se encuentra reforzada por 4 puentes disulfuro (localizados en
distinta posicién a los de las peroxidasas de plantas, clase III) e incluyen dos Ca?*
estructurales que les confieren estabilidad (también presentes en otras peroxidasas de clase
II). Su grado de glicosilacion es entorno al 5 %. El aminoacido tirosina esta ausente en la

secuencia a excepcion de una LiP de P. chrysosporium y de T. cervina (Welinder, KG, 1992).

1.2.2.1 Entorno del hemo

Las peroxidasas ligninoliticas poseen un grupo hemo de tipo b (ferriprotoporfirina
IX, Figura 1.2) caracteristico de las diferentes superfamilias de hemoperoxidasas localizado
en una cavidad interna de la proteina que se conecta con el solvente a través de uno o dos
canales. El atomo de hierro se encuentra pentacoordinado por los cuatro nitrégenos del
macrociclo tetrapirrélico con la quinta posicion ocupada por el Ne del anillo imidazélico de
una histidina axial que recibe el nombre de histidina proximal, conservada en este grupo.
Esto hace que la reaccion catalitica ocurra al otro lado del plano del hemo, donde se localiza
otra histidina conservada, la histidina distal (por extensién la regién localizada en el lado
de la histidina proximal recibe el nombre de dominio proximal y la regiéon del lado de la
histidina distal recibe el nombre de dominio distal). Existe una serie de residuos en el
entorno del hemo altamente conservados en las peroxidasas ligninoliticas (Tabla 1.1) que se

comentan a continuacién.
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Figura 1.2. Estructura del grupo hemo tipo b (ferriprotoporfirina IX). El grupo hemo se encuentra
formado por un atomo de hierro III (naranja) coordinado por cuatro anillos pirrélicos (I, II, III y IV)
unidos por puentes metileno. Posee 8 cadenas laterales: 4 grupos metilo, 2 grupos vinilo y 2 grupos
propionato.
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Como se ha mencionado, en el lado proximal se encuentra la histidina proximal
unida a través del Ne del anillo imidazol con el hierro del hemo. Se ha sugerido que la
fuerza de este enlace modula el E° (Banci, L et al., 1991), por tanto cuanto mayor sea la
distancia entre la histidina proximal y el hierro mayor es la deficiencia electrénica de éste y
mayor sera el E°. En el lado proximal también hay un aspartico unido a la histidina
proximal por un puente de hidrogeno entre el Ns del imidazol y la cadena lateral del
aspartico. Como se explicara mas adelante en el Apartado 1.2.3, pag 15 esta unién aumenta
la densidad electrénica de la histidina promoviendo la ruptura heterolitica del H202 para
dar lugar al compuesto I. El tercer residuo conservado es una fenilalanina aunque no parece
tener un efecto sobre la catalisis. La sustitucion de la fenilalanina proximal en la MnP de P.
chrysosporium no afectd a las propiedades cataliticas de la enzima aunque modificé su
estabilidad (Kishi, K et al., 1997) (Figura 1.3).

2V et
| [Asp231 \

A N =l
s PN\ |

Figura 1.3. Entorno del hemo. Se muestran los aminodacidos del entorno del grupo hemo que se
encuentran conservados en las peroxidasas de hongos. Modelo basado en la estructura cristalografica
de la VP de Pleurotus eryngii (PDB: 3FJW).

\
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En el lado distal aparece la histidina distal y una arginina que estan involucradas en
la ruptura heterolitica del H20: para dar lugar al compuesto I, asi como en la estabilizacién
de los estados oxidados de la enzima. También se ubica aqui una fenilalanina conservada
cuya funcién no se ha determinado con claridad al igual que para la del lado proximal
(Figura 1.3).
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Tabla 1.1. Residuos conservados en las peroxidasas ligninoliticas de la clase II en el lado
proximal y distal del entorno del hemo.

Peroxidasa Lado proximal Lado distal
LiP H176 F193 D238 H47 R43 F46
MnP . H173 F190 D242 H46 R42 F45
VP H169 F186 D231 H47 R43 F46

1.2.2.2 Calcios estructurales

Los iones Ca?* de las peroxidasas ligninoliticas se encuentran localizados uno en el
dominio proximal y otro en el distal. El Ca* proximal esta fuertemente unido con 8 atomos
de oxigeno del esqueleto proteico y de las cadenas laterales de varios aminoacidos, en
concreto interacciona con 5 aminoacidos muy conservados que en el caso de la VP de P.
eryngii se corresponden con Serl70, Asp187, Thr189, Vall92 y Asp194 (Figura 1.4A). Este
ion no es accesible al solvente ya que se encuentra en una cavidad cercana pero no expuesta

a la superficie.

El Ca?* distal es mas accesible al solvente apareciendo parcialmente expuesto. Este
interacciona con 7 atomos de oxigeno tanto del esqueleto proteico como de cadenas
laterales. En su coordinacién intervienen 2 moléculas de agua y 4 aminoacidos que en el

caso de la VP de P. eryngii se corresponden con Asp48, Gly60, Asp62 y Ser64 (Figura 1.4B).

Es importante destacar que en la coordinacion tanto del Ca? proximal como del
distal, uno de los ligandos (Ser170 en el caso del Ca?* proximal y Asp48 en el caso del Ca?
distal) es contiguo a la histidina proximal y distal, respectivamente, la primera involucrada
en la coordinacién del Fe¥ del grupo hemo. Por este motivo, los Ca? estructurales son
responsables directos del mantenimiento de la morfologia del centro activo y de la posicion
relativa de las histidinas respecto al hemo, lo que afecta directamente al E°, a la activacién
acido-base del H20: y por ende a la actividad catalitica general. Se ha descrito que los pH
alcalinos provocan la liberacién de los Ca?* estructurales (Banci, L et al., 1999; George, SJ et
al., 1999; Lu-Chau, TA et al., 2004) con la consiguiente pérdida de actividad. Estudios mas
detallados explican como la pérdida de los Ca* promueve el acercamiento de la histidina
distal al hemo que termina ocupando el sexto lugar de coordinacion del Fe3* formando un
complejo bis(histidil)-hierro hémico que impide el acoplamiento del H20: al Fe3* y deriva,
por tanto, en la inactivacion de la enzima. Sin embargo, la adicion de Ca? permite la
recuperacion del estado pentacoordinado y por tanto de la actividad (Youngs, HL et al.,
2000). Se ha descrito un efecto similar para la inactivacion térmica de las enzimas donde

también se produce la pérdida de los iones Ca?. A elevadas temperaturas, se forma el
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complejo bis(histidil)-hierro hémico, pero al igual que en el caso anterior, la adicién de
calcio exdgeno permite la recuperacion del estado pentacoordinado del Fe3* de la enzima
(Nie, G et al., 1997; Sutherland, GR]J et al., 1996; Sutherland, GR]J ef al., 1997; Timofeevski, SL
et al., 1997). Por otro lado, se ha reportado que en presencia de agentes quelantes de Ca?* el

E° de la peroxidasa disminuye (Verdin, J et al., 2006).

Val192

Figura 1.4. Entorno de los Ca* estructurales en la VP de P. eryngii. A) Se muestra el Ca?* proximal y
los 5 aminoacidos que se encuentran coordinandolo; B) se muestra el Ca?* distal y los 4 aminoacidos y
dos moléculas de agua implicados en su coordinacién. Las esferas azules representan los Ca?" y las
rojas los atomos de oxigeno de las moléculas de agua.

1.2.3 CICLO CATALITICO

Todas las peroxidasas descritas comparten practicamente el mismo ciclo catalitico
que comienza con la oxidacion de la peroxidasa por parte de hidroperoxidos, activando la
enzima para que pueda llevar a cabo dos oxidaciones monovalentes sucesivas de una gran
variedad de compuestos. El proceso general conlleva tres pasos consecutivos en los que se
forman las dos especies cataliticas del ciclo, denominadas compuesto I y compuesto II
(Figura 1.5). En el mecanismo de accidén de las hemoperoxidasas estan implicadas dos
moléculas de sustrato reductor, por lo que se puede establecer cierta similitud con los
mecanismos ping-pong (es decir, la union de los sustratos reductores a la enzima es
secuencial de manera que tras la unién de la primera molécula de sustrato y liberacion del
producto oxidado, la enzima modificada acepta una segunda molécula de sustrato para dar
lugar a una nueva oxidacién recuperando finalmente su estado basal). En concreto, es un
mecanismo ping-pong irreversible en el que una de las dos moléculas de agua (primer
producto) se libera inmediatamente tras la oxidacion de la enzima, y la segunda, durante la

oxidacidén de la segunda molécula de sustrato reductor.

|15
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Figura 1.5. Ciclo catalitico resumido de las peroxidasas.

En el ciclo catalitico de las hemoperoxidasas (Figura 1.5) se distinguen tres pasos

fundamentales:

i) Inicialmente, la hemoperoxidasa en estado de reposo reacciona con un
equivalente de H20:. El H:0: se reduce a H20 y la enzima es oxidada mediante la
substraccion de dos electrones, de manera que recibe dos equivalentes de oxidacién
generandose el compuesto I. Un equivalente de oxidacion reside en el hierro en forma de
intermediario oxoferrilo (Fe*=0O); el otro equivalente se encuentra, en la mayoria de
hemoperoxidasas, en forma de radical catiénico © de la porfirina. En algunos casos, este
equivalente se puede centrar en un aminoacido como en el caso de la citocromo c
peroxidasa de levadura (CcP) (donde se encuentra en el Trp191). En lo referente a la
ruptura heterolitica del enlace O-O del H:0:, se encuentra promovida por el entorno
proteico del hemo a través de un mecanismo “push-pull”. En el lado distal del hemo se
localizan la histidina y la arginina distales, que juegan un papel fundamental en el

mecanismo de acciéon de manera que la histidina tira (pull) del protén del hidroperdxido

16|
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unido al hierro mientras que la arginina tira (pull) del enlace O-O, de forma que ambas
fuerzas contribuyen a la ruptura del enlace. Por otro lado, un puente de hidrégeno entre la
histidina proximal (ligando axial) y un grupo carboxilico de un residuo aminodcidico
cercano (generalmente un aspartico) aumenta la densidad electrénica del imidazol de la
histidina proximal creando un “empuje” (push) electrénico que favorece la ruptura final del
enlace O-O (Figura 1.6).

LADO DISTAL

LADO PROXIMAL

Figura 1.6. Detalle de la ruptura heterolitica del H20:. Se muestran la His y la Arg distales (en la
parte superior) asi como la His y Asp proximales (en la parte inferior) que intervienen en la ruptura
del enlace O-O del H202 para formar el compuesto I. Las flechas verdes indican la direccién de las
fuerzas. Las barras rojas indican el plano del hemo.

En el caso de la cloroperoxidasa de Leptoxyphium fumago (CPO), las P450, y las DyP
(dye-decolorizing peroxidases) (pertenecientes a otras superfamilias de peroxidasas) se ha
visto que los aminoacidos del entorno del hemo varian respecto de lo comentado
anteriormente y por tanto el mecanismo de formacién del compuesto I seria ligeramente
distinto. De esta manera, en la CPO y las P450 el ligando axial (una cisteina) crea un fuerte
efecto de empuje (push) que contribuye a la ruptura del enlace O-O. Ademas, en las DyP y
la CPO, la histidina distal, altamente conservada en la mayoria de peroxidasas, esta
sustituida por un residuo acido (aspartico en el caso de las DyP y glutamico en el caso de la

CPO) que también interviene en la ruptura del enlace O-O (Cirino, PC et al., 2002).
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ii) A continuacion, el compuesto I puede oxidar una molécula de sustrato reductor
(AH) mediante una reaccion de transferencia de un electron de manera que el radical
cationico de la porfirina es reducido y un protoén es transferido a la histidina distal a la vez
que se genera el radical del sustrato correspondiente (A®). La enzima queda como
compuesto II con el centro Fe*#=O coordinado con la porfirina que ha recuperado un

electrén.

iii) Finalmente, el compuesto II es reducido por una segunda molécula de sustrato
que cede un electrén generandose el radical del sustrato correspondiente y recuperandose
el estado de reposo basal de la enzima, con el hierro como Fe3* y la liberacion simultanea de

una molécula de agua.

La reaccidn del compuesto II con el sustrato para recuperar el estado de reposo de la
enzima suele ser uno a dos érdenes de magnitud mas lenta que la reaccion del compuesto I
por lo que se considera este paso como la etapa limitante del mecanismo (Cirino, PC et al.,
2002; Dunford, HB, 1999; Morales Esteban, M, 2009; Ortiz de Montellano, PR, 2010)

En ausencia de sustratos reductores, y ante un exceso de H:02, el compuesto II
reacciona con el H20:2 y se forma un nuevo compuesto, el compuesto III. El compuesto III es
un intermedio de resonancia entre Fe3 - O2'", Fe?* - Oz y Fe* - 022" que puede derivar en la
liberacién del Fe® y por tanto la inactivacion irreversible de la enzima (Valderrama, B et al.,
2002; Valderrama, B, 2010).

1.2.4 PEROXIDASA VERSATIL

La VP fue descrita por primera vez en Pleurotus eryngii (conocida como “seta de
cardo”, un hongo modelo para los estudios de degradacién selectiva de la lignina) como
una MnP con propiedades cataliticas extendidas, debido a su capacidad de oxidar Mn?* a
Mn? al igual que las MnP y compuestos aromaticos no fenélicos como las LiP (Martinez, M]
et al., 1996). Poco después se definié como un tipo independiente de peroxidasa (Camarero,
S et al., 1999; Ruiz-Duenas, F] et al.,, 1999a). Posteriormente, se encontraron nuevas VP
principalmente en otras especies tanto de Pleurotus como de Bjerkandera (Camarero, S et al.,
1996; Heinfling, A et al., 1998b; Martinez, AT et al., 2002; Ruiz-Duenas, FJ et al., 2009a), y
mas recientemente en Cerrena unicolor (Rainio, A et al., 2008). Pero las VP también pueden
ser producidas por otros Basidiomicetes del genero Panus (Lisov, AV et al., 2007), Trametes y

Spongipellis (Ruiz-Duenas, FJ et al., 2009a).

Se han descrito tres alelos para la VP en P. eryngii (vpll, vpl2, vpl3) cuando crece en
cultivos liquidos, dando lugar a proteinas de 361 aminodcidos con una identidad de
secuencia de un 99 % (Ruiz-Duenas, FJ et al., 1999a). También se ha visto la existencia de

otro gen, upsl, que se expresa en fermentaciones en estado sélido sobre paja de trigo
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produciendo proteinas de 370 aminoacidos (Camarero, S et al., 1999) con una identidad de

secuencia del 74 % con la isoenzima VPL.

1.2.4.1 Caracteristicas generales de la VP

La variante alélica vpl2, objeto de estudio en la presente Tesis Doctoral, se expresa
cuando el hongo crece en cultivos liquidos dando lugar a una proteina madura de 331
residuos tras el procesado de una secuencia sefial de 30 aminodcidos. La VP madura
presenta un contenido medio de carbohidratos del 7 %, una masa molecular de 43 kDa
glicosilada, y 34.5 kDa desglicosilada, y un pl de 3.75 (Martinez, MJ et al., 1996).

Se ha determinado la estructura cristalografica de la VP de P. eryngii (variante
alélica vpl2) con una resolucion de 2.8 A (PDB id: 3FJW) siendo similar a la del resto de
miembros del grupo de las peroxidasas ligninoliticas. Es una estructura globular dividida
en dos dominios (distal y proximal) formada por 11 hélices predominantemente a y 8
estructuras [3 de pequefio tamafio (Figura 1.7). Las hélices se nombran con la nomenclatura
convencional para las hemoperoxidasas de la A a la J con una hélice extra entre la By la C
que recibe el nombre de B’. El dominio distal estd formado por las hélices A, B, B’, Cy D. El
dominio proximal esta formado por las hélices F, G, H e I, mientras que las hélices E y ]
conectan ambos dominios. Las hélices B y F se encuentran delimitando el bolsillo del hemo
(paralelas a éste) y en ellas se puede encontrar la histidina distal (His47) y proximal
(His169) asi como una arginina (Arg43) altamente conservada en el grupo y que interviene

en la reduccion del H20:.

La VP presenta 4 puentes disulfuro formados por los 8 residuos de cisteina que
aparecen en la secuencia (C3-C15, C14-C278, C34-C114 y C242-C307) estabilizando su
estructura. También tiene dos sitios de union a calcio, uno en cada dominio, coordinados
por 4 aminodacidos en el lado distal y 5 en el proximal, como se ha indicado anteriormente

(ver Figura 1.4).

El hemo esta encerrado en la proteina conectado con la superficie por dos pequefios
canales de acceso. El mayor de ellos es por donde penetra el H20: para reaccionar con el
Fe3* formando el compuesto I. El segundo canal se extiende directamente hasta el
propionato interno del hemo, siendo el sitio donde se oxida el Mn?* a Mn?*. También existen
tres residuos acidos implicados en la oxidacién del Mn?* y un triptéfano superficial (Trp164)
que es el inicio de una ruta de transporte electronico de largo recorrido para la oxidacién de
compuestos de alto E° (como el AV o el RB5) (Pérez-Boada, M et al., 2005). Ademas, el canal
principal de acceso al hemo de la VP es el sitio para la oxidaciéon de compuestos de bajo E°
(0.6-0.8 V), como diferentes fenoles y el 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato)
(ABTS) (Ruiz-Duenas, FJ et al., 2009a).
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Figura 1.7. Estructura de la VP de P. eryngii (PDB: 3FJW). Se indican sus 11 hélices (de la A a la ).
También se muestran los 4 puentes disulfuro en amarillo. Las esferas azules representan los Ca?*. El
grupo hemo se resalta en rojo.

Finalmente, mencionar que las caracteristicas espectroscopicas de la VP son
semejantes a las de otras hemoperoxidasas. Exhiben un maximo en la regiéon Soret a 407 nm
y dos maximos a 502 y 640 nm conocidos como bandas de transferencia de carga (CT2 y
CT1, respectivamente), que son caracteristicas del Fe* en estado de alto spin. El hierro en su
estado de reposo esta pentacoordinado con la sexta posiciéon de coordinacién libre, o unida

a una molécula de agua, que es cuando la enzima es activa.
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1.2.4.2 Sitios de oxidacion de la VP

Como se ha comentado con anterioridad, la VP es capaz de oxidar Mn?* de manera
eficiente al igual que lo hace la MnP. También oxida compuestos aromaticos no fendlicos
como lo hace la LiP y compuestos fenodlicos como la CiP y las peroxidasas de plantas, asi
como otros compuestos de alto E° como colorantes tipo azo (RB5) que ni la MnP ni la LiP

pueden oxidar directamente.

Se han realizado multiples estudios para desvelar los diferentes sitios de oxidacion

de la VP tal como resumen Ruiz-Duenfas, F] ef al., 2009a.
1.2.4.2.1 Sitio de oxidacion del Mn2*

En los primeros estudios de la VP, se observo que era capaz de oxidar Mn?* y que
ademas la reaccion se daba a pH 5.0 al igual que en las MnP (Martinez, MJ et al., 1996). En la
estructura cristalografica de la VP se aprecio un pequefio canal con tres aminoacidos acidos
coordinando un ion de Mn?* que se asemejaba mucho al de otras MnP. Mediante diferentes
estudios racionales y exhaustivas caracterizaciones de las cinéticas del estado transitorio y
estacionario se determiné el sitio de oxidacion del Mn?'. Se encuentra formado por la
cadena lateral de los tres aminodcidos acidos (Glu36, Glu40 y Aspl75) constituyendo un
pequeno canal de acceso, que conecta el solvente con el propionato interno del hemo. Estos
tres aminoacidos participan en la coordinacion del ion metalico mientras se produce la
transferencia de un electron directamente al propionato del hemo (Ruiz-Duefias, FJ et al.,
2007) (Figura 1.8).

Se han descrito variaciones en la conformacién de este sitio segtn se encuentre o no
unido el Mn?*. En la estructura cristalografica de la VP de P. eryngii se pudo observar la
presencia del Mn?* unido, pero no fue posible obtener la estructura sin Mn?* debido a que
durante el cultivo del hongo la VP siempre esta en presencia de Mn?*. Sin embargo, cuando
la VP fue expresada heterologamente en E.coli y replegada in vitro, se consiguié un cristal
de la enzima sin Mn?* unido a su sitio de oxidacién. En estos cristales se observo un
desplazamiento de las cadenas laterales del Glu36 y Glu40 mientras el Aspl75 no variaba
(Figura 1.8) (Ruiz-Duenas, FJ et al., 2009a). En el cristal sin Mn?* la conformacién adquirida
era abierta de manera que el Mn?* puede acceder al canal, mientras que en el cristal con el
Mn? unido se veia que el canal esta cerrado con el Mn?* en su interior (Ruiz-Duenas, FJ et
al., 2009a).
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Figura 1.8. Sitio de oxidacion del Mn?* en la VP. Se muestra la disposicion de los aminoacidos que
intervienen en la coordinacién del Mn?*" en presencia (A) y ausencia (B) de Mn?*. La esfera gris
representa el Mn?". También se muestra el detalle de la superficie con (C) y sin (B) Mn?* unido. Las
figuras (A) y (C) pertenecen a la estructura cristalografica de la VP de P. eryngii referencia PDB: 3FJW
(resolucién 2.8 A), y las figuras (B) y (D) a la estructura de la VP recombinante expresada en E. coli
referencia PDB: 3FKG (resolucién 1.81 A).

1.2.4.2.2 Sitio de oxidacién de sustratos de alto E°: Trp164

Se ha visto que la VP puede oxidar el polimero de lignina, ademas de otros
compuestos de alto E° y elevado peso molecular como el RB5. Sin embargo, el tamano del
canal principal de acceso al hemo es demasiado pequefio como para que estos compuestos
puedan acceder a €l y ser oxidados. Este hecho, junto con que en la estructura
cristalografica de la VP se ha detectado un Trp superficial (Trp164) homdlogo al Trp
superficial de la LiP (Trp171) sugiriéd que el mecanismo de oxidacién para los compuestos
de elevado peso molecular y alto E° era a través de una ruta de transporte electrénico de
largo recorrido desde el Trp164 hacia el hemo (Pérez-Boada, M et al., 2005; Ruiz-Duefias, FJ
et al., 2009b) (Figura 1.9). Se ha realizado un exhaustivo estudio de esta region mediante
estudios cinéticos, cristalograficos, de mutagénesis dirigida y resonancia paramagnética
electrénica (EPR), que han caracterizado el entorno y el mecanismo de oxidacién a través
del Trp164 (Pérez-Boada, M et al., 2005; Ruiz-Duefias, F] et al., 2008; Ruiz-Duefias, FJ et al.,
2009b). En particular, se ha comprobado la existencia de un radical triptofanilo durante la
formacién del compuesto I y II que es el encargado de la oxidacion de los mencionados

sustratos en superficie (Ruiz-Duefias, FJ et al., 2009b).
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Figura 1.9. Representacion del sitio de oxidacion en el Trp164 superficial de la VP. Se indica la ruta
de transporte electrénico de largo recorrido (LRTE) desde el Trp164 hasta el grupo hemo en la que
parece también interviene la Leu165.

1.2.4.2.3 Sitio de oxidacidén de sustratos de bajo potencial redox: canal del hemo

La VP presenta dos sitios (de alta y baja especificidad) para la oxidacion de
compuestos fenolicos y ABTS, como demuestran las cinéticas dobles obtenidas para la
oxidacién de estos sustratos (Heinfling, A et al., 1998a; Ruiz-Duenas, F] et al., 2001).
Estudios racionales sobre el Trp164 desvelaron su papel adicional como centro de oxidacion
de alta especificidad (Ruiz-Duefias, F] et al., 2009a). Respecto al sitio de baja especificidad,
éste se determind mediante mutagénesis dirigida en los residuos del canal principal del
hemo, atribuyendo a esta region la oxidaciéon de compuestos fendlicos con baja eficiencia.
Este sitio de oxidacién es semejante al sitio de oxidacion de otras peroxidasas de bajo E°
como la CiP y la HRP (Ruiz-Duefias, F]J et al., 2009a).

1.2.4.3 Ciclo catalitico de la VP

Teniendo en cuenta la plasticidad catalitica de la VP, y en base al descubrimiento y
caracterizacion de sus diferentes sitios activos, se ha sugerido una segunda ruta para la
reduccion de los compuestos I y II en su ciclo catalitico. Asi se definen dos nuevas especies
quimicas, compuesto IB y compuesto IIB para designar a la fraccion de la enzima en la que
existe un radical en el Trp164, que son las encargadas de oxidar los compuestos de alto E° y
estan en equilibrio con los compuesto I y II tradicionales, que ahora pasan a llamarse IA y
ITA.
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Estado de reposo

A/B +H,0 AH/

VP
HOOH [Fe*1 A, nin Comp;lesto 11B
+ H,0 [Fe* Trp-]
H,O Mn—+
Compuesto IA Compuesto ITA
[Fe** = O P-] [Fe* = O]
AH /
AH/

Compuesto IB
[Fe** = O Trp-]

Figura 1.10. Ciclo catalitico de la VP. El compuesto IB presenta uno de los dos equivalentes de
oxidacién en forma de radical oxoferrilo (Fe** = O) y el otro localizado en el Trp 164 (radical
triptofanilo, Trp-). El compuesto IIB presenta un equivalente de oxidaciéon en forma de radical
triptofanilo, mientras el hierro se encuentra en forma de Fe®. Los compuestos IB y IIB estan
involucrados en la oxidacién de sustratos de alto E° (BH) como el AV y RB5 asi como de compuestos
de bajo E° (AH) como el ABTS o el 2,6-dimetoxifenol (DMP) (que también pueden ser oxidados por
IA y IIA). Los compuestos IA y IIA estan involucrados en la oxidacion del Mn?* y de otros
compuestos de bajo E° (AH) (Adaptado de Pérez-Boada, M et al., 2005).

Segun este ciclo catalitico para la VP, los compuestos IA y IIA oxidan tanto el Mn?*
como compuestos de bajo E°. Asimismo, algunos sustratos fendlicos y de bajo E° serian
oxidados, ademas de por los compuestos IA y IIA, por los compuestos IB y IIB. Finalmente,
los sustratos de alto E° se oxidarian exclusivamente por IB y IIB (Pérez-Boada, M et al., 2005;
Ruiz-Duenas, FJ et al., 2009a) (Figura 1.10).
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1.3 APLICACIONES DE LAS PEROXIDASAS

Las peroxidasas se pueden emplear en un gran numero de aplicaciones como la
construccion de biosensores, en inmunoensayos, en kits de diagnostico clinico, en sintesis
de polimeros y otros compuestos de interés, en la degradacion de tintes sintéticos, en

biorremediacién (de fenoles, pesticidas, colorantes) y en la industria papelera.

APLICACIONES ANALITICAS

Los biosensores son cada vez mas importantes en distintos campos como la
medicina, control de calidad, alimentaciéon, monitorizacién medioambiental e investigacién.
Los biosensores basados en peroxidasas se emplean para monitorizar H202 y perdxidos
organicos en industrias farmacéuticas, en el proceso de blanqueo de telas y pasta de papel,
en procesos de ozonizacién de aire y agua y en productos alimentarios. También se pueden
utilizar para controlar la concentracion de sustratos incluyendo compuestos fendlicos. Si la
peroxidasa es co-inmovilizada con una oxidasa productora de H20: (ej. glucosa oxidasa)
entonces el sistema podra detectar el sustrato de la oxidasa permitiendo la identificacion de
un gran numero de compuestos como la glucosa, galactosa, etanol, colesterol, lactosa,
oxalato, piruvato, acido trico, aminoacidos, etc (Azevedo, AM et al., 2003; May, SW, 1999;
Regalado, C et al., 2004; Ruzgas, T et al., 1996). También las peroxidasas han sido usadas
como marcadores en el diagndstico clinico y en investigacion. Unidas covalentemente a
proteinas, anticuerpos y otras moléculas se utilizan como herramientas altamente sensibles
en inmunoensayos, deteccion de acidos nucleicos y en histo- y citoquimica (Azevedo, AM et
al., 2003).

SINTESIS QUIMICA

Otra aplicacidén con gran relevancia es el empleo de peroxidasas para la sintesis de
nuevos polimeros funcionales y resinas fendlicas a partir de la polimerizacién oxidativa de
compuestos aromaticos iniciada por la formacion de radicales y posterior polimerizacion
espontdnea. Por ejemplo, las peroxidasas encuentran aplicacion en la sintesis de resinas
fendlicas, cardanol (un polimero que se utiliza para la producciéon de resinas y
revestimientos de friccion (Hwan Kim, Y et al., 2003)), acrilamida (Iwahara, K et al., 2000),
poliestireno (Singh, A et al., 2000) o en la produccién de polimeros conductores como la
polianilina (Alva, KS et al., 1997). También pueden utilizarse en la modificacion de ligninas
para la obtencién de polimeros de interés (por ejemplo dispersantes, materiales de
construccion, etc). Finalmente, se ha visto que las peroxidasas podrian utilizarse en la
sintesis de medicamentos (¢j. en la sintesis de anticancerigenos como la vinblastina y

vincristina (Sottomayor, M et al., 1997)).
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INDUSTRIA PAPELERA

Las peroxidasas y en especial las peroxidasas ligninoliticas se muestran como una
de las opciones mas prometedoras y respetuosas con el medio ambiente para la producciéon
de pasta de papel. Tradicionalmente, la eliminacién de la lignina residual presente en las
fibras de celulosa tras la coccién se realizaba mediante el uso de reactivos quimicos
clorados que generaban residuos muy toxicos (organoclorados). Hay estudios que
demuestran que las peroxidasas pueden emplearse en el proceso de deslignificacién y
blanqueo de las pastas de papel (Kondo, R et al., 1994; Marques, G et al., 2010; Moreira, M et
al., 2003).

INDUSTRIA TEXTIL

Se ha visto que la oxidaciéon mediada por peroxidasas de algunos compuestos
fendlicos da lugar a productos coloreados. En concreto el tratamiento de la lana con
compuestos como hidroquinona, dopamina, guayacol, catecol y acido feltrico junto con
peroxidasas (HRP) dio lugar a fibras con diferentes tonos de color (Shin, H et al., 2001). Por
otro lado, se ha demostrado que las peroxidasas se pueden emplear para la produccién de
detergentes enzimaticos (por ejemplo, para eliminar el colorante que se libera de la ropa
durante el lavado) (Damhus, T et al., 1991).

DESCONTAMINACION

Las peroxidasas también encuentran aplicacion en procesos de biorremediacion, en
especial las peroxidasas ligninoliticas debido a su baja especificidad de sustrato y elevado
E°. La actividad humana crea un gran numero de compuestos altamente tdxicos
(xenobiodticos) que son vertidos al medio ambiente accidentalmente o en ocasiones sin
ningun tipo de control. Por ejemplo los fenoles, los fenoles halogenados (utilizados como
pesticidas, herbicidas, fungicidas, insecticidas), los PAHs, las dioxinas o los colorantes
sintéticos, por nombrar algunos. Se ha visto que las peroxidasas son capaces de modificar
xenobioticos dando lugar a compuestos de baja o ninguna toxicidad promoviendo incluso

la mineralizacion parcial de algunos de ellos.

Todas las aplicaciones citadas han sido estudiadas con distintas peroxidasas desde
la HRP y otras peroxidasas de plantas (como la peroxidasa de cacahuete, de soja o incluso

de hoja de palma) a peroxidasas ligninoliticas y cloroperoxidasas.
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1.4 EXPRESION DE PEROXIDASAS LIGNINOLITICAS

A pesar de las potenciales ventajas biotecnoldgicas que ofrecen las peroxidasas de
alto E°, y en particular las VP, no se han podido auin aplicar a nivel industrial debido a los
obstaculos encontrados a la hora de expresarlas funcionalmente con niveles elevados en
hospedadores apropiados (Tabla 1.2). Esto en parte puede ser debido a que estdn
glicosiladas lo que, unido a su complejidad estructural (contienen cuatro puentes disulfuro,
dos calcios estructurales y un grupo hemo) dificulta su correcto plegamiento y expresion
funcional; ademas, su fuerte caracter oxidante puede también resultar danino para los

hospedadores heter6logos.

En lo referente a la expresion homologa, aunque la manipulacidon genética asociada
no es adecuada o dificulta los estudios estructura-funcién o de disefio evolutivo, puede ser
una herramienta valida para la sobre-produccion general de enzimas. Con esta estrategia,
se han obtenido niveles de secrecion de 3 mg/L para la MnP de P. chrysosporium o de 2 mg/L
para la LiP de P. chrysosporium (Ma, B et al., 2003; Sollewijn Gelpke, MD ef al., 1999).
Recientemente se ha reportado la expresion homoéloga de la CPO de L. fumago en niveles
muy elevados (1.12 g/L) mediante la insercion de multiples copias del gen de la CPO en la

region no transcrita del DNA ribosémico del genoma del hongo (Buchhaupt, M et al., 2011).

De manera general, los sistemas de expresion mas apropiados para su implantacion
industrial son los heterdlogos, ya que posibilitan la produccion de las peroxidasas de alto
E° de diferentes procedencias, asi como de nuevas variantes mutantes con propiedades
mejoradas con respecto a la enzima salvaje obtenidas mediante diferentes estrategias de

biologia molecular.

Escherichia coli es uno de los hospedadores procariotas mas frecuentemente usados
en expresion heterdloga de proteinas debido a su elevada tasa de crecimiento, su eficiencia
de transformacion, la estabilidad del DNA plasmidico y la amplia disponibilidad de
herramientas moleculares para su manipulacién. Sin embargo, de manera general no se ha
conseguido la expresién funcional heteréloga de peroxidasas ligninoliticas en dicho
microorganismo. El diferente uso de codones y la imposibilidad de realizar las
modificaciones post-traduccionales necesarias para la correcta secrecion de la proteina
madura (como el procesamiento proteolitico, la formacion de puentes disulfuro o las
glicosilaciones) pueden impedir el plegamiento de la proteina, que es acumulada en
cuerpos de inclusién en forma no funcional. Los cuerpos de inclusién pueden ser sometidos
a protocolos de replegado in vitro, como se ha descrito para la LiP de P. chrysosporium y de
T. cervina, la MnP de P. chrysosporium o la VP de P. eryngii (Doyle, WA et al., 1996; Miki, Y et
al., 2009; Pérez-Boada, M et al., 2002; Whitwam, RE et al., 1995). Aunque el replegado in vitro

es un potente método para estudios estructura-funcién, como queda patente en la literatura,
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desafortunadamente no es util para la produccién de enzimas a escala industrial o para el
disefio mediante herramientas de evolucion molecular dirigida, donde la expresion

funcional es un requisito indispensable.

Las peroxidasas ligninoliticas también se han intentado expresar funcionalmente en
levaduras como Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris. La expresion en un organismo
eucariota con un sistema de secrecion semejante al de hongos filamentosos parece una
opcién mas factible, aunque los resultados encontrados han sido dispares. En algunos
casos, no ha sido posible detectar expresion como es el caso de la LiP y la MnP de P.
chrysosporium en S. cerevisiae o se han conseguido niveles bastante bajos (Conesa, A et al.,
2002); por el contrario, con la CiP se alcanzaron niveles de secrecion de hasta 39 mg/L en P.
pastoris (Kim, SJ et al., 2009).

También se ha profundizado en el empleo de otros hospedadores eucariotas, como
los hongos filamentosos, debido al conocimiento de su fisiologia y a la similitud existente
entre el sistema de secrecion del hospedador y el organismo nativo productor (la mayoria
de las peroxidasas ligninoliticas proceden de hongos filamentosos). En este sentido, el
microrganismo preferido es Aspergillus, debido a su rapidez de crecimiento respecto a otros
hongos filamentosos ademas de su notable rendimiento en la expresion heteréloga de otro
tipo de proteinas y su escalado exitoso en bio-reactores (Hondel, CAM] et al., 1992; Punt, PJ
et al., 2002). Asi, la expresion de la MnP de P. chrysosporium en Aspergillus niger alcanzd
niveles de hasta 100 mg/L; con la CiP (sinonimo ARP) de Arthromyces ramosus™ en Aspergillus
awamori se consiguieron niveles de expresién de hasta 800 mg/L (Lokman, BC et al., 2003).
Sin embargo, aparte de estos dos casos, en la mayoria de las ocasiones los niveles de
expresion en Aspergillus han sido bastante mas modestos: por ejemplo, la expresion de la
MnP de P. chrysosporium en Aspergillus oryzae no alcanzé niveles superiores a 5 mg/L y la
expresion de la LiP de P. chrysosporium en A. niger no generd niveles detectables de

peroxidasa en los sobrenadantes de los cultivos (Conesa, A et al., 2000).

* Arthromyces ramosus es un nombre no valido probablemente aplicado a una especie del
género Coprinopsis.

28|



Tabla 1.2. Expresion de peroxidasas ligninoliticas.

Integracion en el genoma con el promotor original de la
CPO L. fumago L. fumago 1120 mg/L CPO. Fermentacion en bio-reactor. (Buchhaupt, M et al., 2011)
llewij Ipk D y
LiP P. chrysosporium P. chrysosporium 2 mg/L Integracion en el genoma con el promotor gdp. (139(;9;3“’11“ Gelpke, MD et al
MnP P. chrysosporium P. chrysosporium 3 mg/L Integracion en el genoma con el promotor tef. (Ma, B et al., 2003)
I i6 1 1 ituti
MnP2 (VP) | P. ostreatus P. ostreatus 21 mg/L ntegracion en el genoma con el promotor constitutivo |\ pouipora T ot a1, 2006)
sdil (proteina de la cadena respiratoria).
——
CPO E;i::ciri(;ms E. coli 11 mg/g célula | Plasmido pUC19 con promotor lac inducido con IPTG. (Wolfframm, C et al., 1988)
Insoluble en
CcPO L. fumago E. coli cuerpos de Promotor T7 inducido con IPTG. (Zong, Q et al., 1995)
inclusidon
Insoluble en
LiP P. chrysosporium E. coli cuerpos de Plasmido pFLAG1 con promotor tac inducido con IPTG. (Doyle, WA et al., 1996)
inclusion
Insoluble en
LiP T. cervina E. coli cuerpos de Plasmido pET23a con promotor T7 inducido con IPTG. (Miki, Y et al., 2009)
inclusidon
Insoluble en
MnP P. chrysosporium E. coli cuerpos de Plasmido pET21a con promotor T7 inducido con IPTG. (Whitwam, RE ef al., 1995)
inclusidon
VP B. adusta E. coli 12 mg/L pET-32b(+). (Mohorcic, M et al., 2009)
Insoluble en
VP P. eryngii E. coli cuerpos de PFLAGT1 con promotor tac inducido con IPTG. (Pérez-Boada, M et al., 2002)
inclusion
. . Integracion en el genoma con el promotor aoxI (alcohol .
CiP (=ARP) | A. ramosus! P. pastoris 21 mg/L . . . (Cereghino, JL et al., 2000)
oxidasa) inducido con metanol.




Microorganismo

Peroxidasa nativo Hospedador Rendimiento Comentarios Referencia
Plasmido pPICZa«, int i6 1 1
CiP C. cinerea P. pastoris 39 mg/L B TIRICAey MiEEEtuil G Gl HRIghEl Quil G (Kim, S-J et al., 2009)
promotor aox1.
Plasmido pGAPZa, integraciéon en el genoma con el
MnP P. chrysosporium P. pastoris 2.85 mg/L promotor  constitutivo  gap  (gliceraldehido 3P | (Gu, L et al., 2003)
deshidrogenasa).
Plasmi ETaA, i i6 1 1
LiP P. chrysosporium P. methalonica 100 mg/L dsmido pM 208 integracion en el genoma con e (Wang, H et al., 2004)
promotor augl inducido con metanol.
CiP (=ARP) | A. ramosus S. cerevisiae 0.5 mg/L Integracion en el genoma con el promotor gal7 inducido (Lokman, BC et al., 2003)
con galactosa.
Si 2z
LiP P. chrysosporium S. cerevisiae tn expresion (Conesa, A et al., 2002)
extracelular
MnP P. chrysosporium S. cerevisiae Sin expresion - (Conesa, A et al., 2002)
extracelular
I i6 1 1
CiP (=ARP) | A. ramosus A. awamori 800 mg/L ntegrécmn en el genoma con el promotor de (Lokman, BC et al., 2003)
endoxilanasa.
CPO L. fumago A. niger 10 mg/L Integracm'n en el genoma con el promotor constitutivo gla (Conesa, A et al., 2001)
(glucoamilasa).
S :
LiP P. chrysosporium A. niger fjflr;gl;:; ne Integracion en el genoma con el promotor gla. (Conesa, A et al., 2000)
MnP P. chrysosporium A. niger 100 mg/L Integracion en el genoma con el promotor gla. (Conesa, A et al., 2000)
MnP P. chrysosporium A. oryzae 5 mg/L Integracion en el genoma con el promotor TAKA amilasa. | (Stewart, P ef al., 1996)
I i6 1 1 A (alcohol
VP P. eryngii A. nidulans 5.8 mg/L ntesracwn en € genoma C?,n ¢ pr.omotor aleA (alcoho (Eibes, GM et al., 2009)
deshidrogenasa). Fermentacién en bio-reactor.
VP P. eryngii A. niger 5 mg/L. Integracion en el genoma con el promotor alcA. (Eibes, GM et al., 2009)

Fermentacion en bio-reactor.

ARP: peroxidasa de Arthromyces ramosus (que es equivalente a la CiP de C. cinerea); CiP: peroxidasa de C. cinerea; CPO: cloroperoxidasa; LiP: lignina peroxidasa; MnP:
manganeso peroxidasa; VP: peroxidasa versatil. ! A. ramosus es probablemente una especie de Coprinopsis.
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1.4.1 EXPRESION DE LA VP

En el caso particular de la VP de P. eryngii se han realizado numerosos estudios
para conseguir su expresion funcional debido a su indudable interés industrial (Tabla 1.2).
La variante alélica VPL2 se produce en P. eryngii con unos niveles aproximados de 4 mg/L
(Martinez, M] et al., 1996). Cuando se intentd expresar la VP heterologamente en Aspergillus
nidulans, los niveles en fermentados en matraz fueron algo mas bajos que los obtenidos para
su expresion por P. eryngii (1 mg/L) (Ruiz-Duefias, FJ et al., 1999b). En un intento de
aumentar los niveles de expresion en A. nidulans se optimizaron las condiciones de
fermentacion en bio-reactor donde se consiguieron unos niveles superiores a los obtenidos
en matraz (2 mg/L) aunque inferiores a los producidos por P. eryngii (Lu-Chau, TA et al.,
2004). Recientemente, se ha optimizado la temperatura de fermentaciéon en bio-reactor
disminuyéndola a 19°C con lo que se ha conseguido aumentar los niveles de expresién de
VP en A. nidulans hasta ~5.8 mg/L. También se intentd su expresién en A. niger utilizando
las mismas condiciones de fermentacidn en bio-reactor que las utilizadas para la expresién
en A. nidulans sin alcanzar mejoras sobre los valores conseguidos en los sistemas anteriores
(~5 mg/L) (Eibes, GM et al., 2009). Unos niveles mas elevados (21 mg/L) fueron reportados
para la expresion homologa de la peroxidasa versatil (descrita como MnP2) de Pleurotus
ostreatus (Tsukihara, T et al., 2006). También se ha descrito la expresion de la VP de P.
eryngii en E. coli y su posterior replegado in vitro a partir de cuerpos de inclusién con
rendimientos proximos al 7% (5 mg/L) de la proteina en la mezcla de replegado (Pérez-
Boada, M et al., 2002). Recientemente, se ha publicado la expresion funcional de la VP de
Bjerkandera adusta en E. coli con unos niveles de 12 mg/L, aunque la enzima producida
mostrd unos valores de actividad especifica extremadamente bajos (en el orden de mU/mg),
probablemente debido a un plegamiento inadecuado en el hospedador (Mohorcic, M et al.,
2009).

Como se puede observar, a pesar de los multiples trabajos realizados para la
expresion heteréloga y funcional de VP no se han obtenido resultados del todo
satisfactorios, lo que dificulta su aplicacién en diferentes procesos. En este sentido, la
ingenieria de proteinas mediante evolucion dirigida se muestra como una opcién atractiva

para superar estas limitaciones.
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1.5 EVOLUCION MOLECULAR DIRIGIDA

Las enzimas, como biocatalizadores, presentan un gran numero de ventajas sobre
los sistemas quimicos tradicionales como una elevada eficiencia (pueden llegar a acelerar
las reacciones quimicas del orden de 10" veces), una gran regio-, quimio- y enantio-
selectividad y unas condiciones de reaccion respetuosas con el medio ambiente (trabajan a
temperatura ambiente, presion atmosférica, en solucién acuosa y generando muy pocos
subproductos) (Cherry, JR et al., 2003). Sin embargo, las enzimas tal y como las encontramos
en la naturaleza no se pueden emplear en ciertos procesos biotecnoldgicos debido
principalmente a las diferencias entre el entorno celular y las estrictas condiciones
industriales. En este sentido, el disefio de biocatalizadores compatibles con los procesos

industriales mediante técnicas de ingenieria de proteinas es la estrategia mas utilizada.

Tradicionalmente, la mejora de enzimas se ha realizado mediante el disefio racional
(utilizando mutagénesis dirigida) que consiste basicamente en someter a mutacion
posiciones concretas de la secuencia de aminoacidos del biocatalizador, en base a los
conocimientos recabados de modelos y estructuras cristalograficas y propiedades cinéticas
de la enzima nativa y mutada. Desafortunadamente, el disefio racional se ve frenado en la
practica por la complejidad de la funcién proteica. Las enzimas son moléculas dindmicas
que al interaccionar con los sustratos y con su entorno sufren multiples modificaciones que
no quedan recogidas en las estructuras cristalograficas obtenidas en unas condiciones
concretas en un momento determinado de la cinética enzimatica. A pesar del enorme
progreso en los ultimos afios en los estudios estructura-funcion, los avances en
simulaciones y dinamica molecular y el cada vez mayor nimero y calidad de las estructuras
cristalograficas, atin es dificil predecir determinados aspectos de la funcién enzimética o las
interacciones que determinan la estabilidad (térmica, oxidativa, en solventes organicos,...) y
la estructura proteica (Arnold, FH et al., 1999).

En la ultima década la Evolucion Molecular Dirigida se ha consolidado como la
estrategia mas adecuada para la ingenieria de biocatalizadores industriales donde no es
necesario poseer informacion estructural para poder disefiar enzimas mejoradas o incluso

crear nuevas funciones nunca antes requeridas en ambientes naturales.

La Evoluciéon Molecular Dirigida es una metodologia que recrea en el laboratorio los
procesos claves de la evolucion natural (mutacion, recombinaciéon y seleccion)
comprimiendo la escala de tiempo de la evoluciéon de millones de afios a meses e incluso
semanas (Arnold, FH et al., 2001; Bloom, JD et al., 2009; Romero, PA et al., 2009). Mediante
mutagénesis aleatoria y/o recombinaciones en el material genético que codifica para una o
varias proteinas, se crea una diversidad genética que posteriormente se expresa y explora

bajo las condiciones en las que se quiere mejorar la enzima (altas temperaturas, medios no
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convencionales, pH extremos, mejor eficiencia, nuevas actividades cataliticas, etc) (Arnold,
FH et al., 2001; Bloom, JD et al., 2009; Romero, PA et al., 2009).

Genes parentales Genoteca mutagénica

— icm Plasmido
NUEVO CICLO —_ 1A e ] linearizado
ON
gvoLuc!
[ ]
1B
Gen 6

seleccionado

Recombinacion in vivo

I “ 3
| \‘\ /
i |
I . &
Expresion de la Crecimiento de colonias en

enzima medio selectivo

Figura 1.11. Esquema de un ciclo tipico de evolucion molecular dirigida empleando S. cerevisiae. El
ciclo comienza con la introduccion de diversidad mediante mutagénesis aleatoria (1A) o
recombinacién de los genes parentales (1B), o ambos. Posteriormente, las células de S. cerevisiae son
transformadas con la libreria generada en el paso 1A y/o 1B junto con el plasmido linearizado (2). Las
células transformadas son seleccionadas en placas de medio selectivo (3). Los clones individuales se
pasan a placas de 96 pocillos donde se induce la expresion de los mutantes de la proteina de interés
(4). Tras la secrecidn, los sobrenadantes son sometidos a un screening HTP para detectar las mejores
variantes (5). Generalmente, se realizan varios re-screenings consecutivos para descartar la presencia
de falsos positivos. Finalmente, la mejor variante es recuperada, secuenciada y caracterizada, para
emplearla como parental en un nuevo ciclo de evolucién (6). Las mutaciones se representan con
estrellas.

En todo experimento de evolucién molecular dirigida son necesarias tres
herramientas fundamentales: i) un sistema de expresién funcional apropiado (de ordinario
E. coli o S. cerevisiae), ii) el desarrollo de métodos de generacidon de diversidad genética
(principalmente basados en mutagénesis aleatorias, mutagénesis (combinatorial) saturada,
y diversos procesos de recombinaciéon de DNA tanto in vitro como in vivo), iii) un método
de screening o cribado fiable y reproducible con el que discriminar entre las diferentes
variantes obtenidas en cada generacién. Haciendo un uso inteligente de estos instrumentos

y con el disefio evolutivo adecuado, la mayoria de las caracteristicas enzimaticas (expresion
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heteréloga funcional, regio-, quimio- y enantio-especificidad, termoestabilidad, estabilidad
en disolventes organicos, incluso la busqueda de actividades de novo) pueden ser abordadas
(Tao, H et al., 2002; Wang, M et al., 2012). De esta manera, exponiendo los genes
seleccionados a ciclos sucesivos de evolucidn molecular dirigida, las diferentes mutaciones
puntuales beneficiosas se irdn acumulando y combinando hasta que la enzima adquiere la
propiedad deseada, que se ve mejorada de manera notoria, generacién tras generacion
(Figura 1.11).

1.5.1 S. cerevisiae COMO HOSPEDADOR Y HERRAMIENTA MOLECULAR
PARA LA EVOLUCION DIRIGIDA DE OXIDORREDUCTASAS
LIGNINOLITICAS

En los ensayos de evolucién molecular dirigida uno de lo microrganismos mas
utilizados es E. coli (en especial para el disefio de proteinas procariotas), pero cuando la
proteina de interés tiene origen eucariota surgen ciertas dificultades como se ha
mencionado anteriormente en el Apartado 1.4. Algunos de los problemas encontrados para
la expresion funcional de genes ligninoliticos en E. coli pueden evitarse si se expresan en
hospedadores eucari6ticos cuya maquinaria celular sea mas proxima a la nativa, como es el
caso de las levaduras. En especial, el uso de S. cerevisiae es de gran interés ya que es capaz
de realizar modificaciones post-traduccionales (glicosilacion, procesamiento de los
extremos N y C terminales) ademas de disponer de la maquinaria celular necesaria para

secretar las proteinas al medio extracelular (lo cual evita pasos intermedios de lisis celular).

Otra caracteristica destacable de S. cerevisiae es que tiene una elevada eficiencia de
transformacién (106 — 108 transformantes/ug de DNA), algo que es muy importante en
experimentos de evolucion dirigida donde es necesario disponer de genotecas con un gran
numero de clones para poder explorar la propiedad deseada. Adicionalmente, haciendo uso
de un vector episémico adecuado no integra el gen dentro de su genoma, facilitando asi su
posterior manipulacion, al contrario de lo que ocurre de manera general en otras levaduras

empleadas en produccion heteréloga como P. pastoris (Gonzalez-Pérez, D et al., 2012).

Un atractivo adicional de S. cerevisize, desde un punto de vista de generacién de
diversidad (i.e. introduccion de mutaciones aleatorias y recombinaciones del DNA), para
experimentos de evolucion dirigida es la elevada frecuencia de recombinacion homéloga de
DNA que posee, la cual, a diferencia de E. coli, permite la construccion de genotecas in vivo

con una gran eficiencia a través de la recombinacién de diferentes genes (in vivo DNA

shuffling).
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Por otro lado, la ligacién de los genes mutados en vectores de expresiéon es, en
muchos casos, un paso laborioso que requiere un ajuste fino. En levaduras, el mecanismo
reparador de huecos (in vivo gap repair) puede sustituir la ligacion in vitro de una manera
rapida y precisa (Bulter, T et al., 2003a). Asi, la transformacion de los genes mutados junto
con el plasmido linearizado (disefiando secuencias homologas solapantes en sus extremos)
permite su recombinacién in vivo por la maquinaria celular de S. cerevisiae para dar lugar a

un plasmido circular de replicacion auténoma.

De esta forma, las herramientas moleculares que ofrece la fisiologia de S. cerevisiae
han permitido en los ultimos anos el desarrollo de herramientas de generacién de
diversidad como el IVOE (In Vivo Overlap Extension), el IvVAM (In Vivo Assembly of Mutant
libraries), el DNA assembler, o el CLERY (Combinatorial Libraries Enhanced by Recombination in
Yeast), facilitando la exploracion del espacio de secuencia proteica (Figura 1.12) (Abecassis,
V et al., 2000; Alcalde, M et al., 2006; Shao, Z et al., 2009; Zumarraga, M et al., 2008, Gonzalez
Pérez, D et al., 2012). Por tanto, no resulta extrafio que el potencial de esta levadura se esté
explotando para la construccién de rutas metabdlicas complejas y circuitos genéticos en el

entorno de la biologia sintética (Du, J et al., 2011).

Por todos estos motivos S. cerevisiae se considera de manera general el hospedador
mas apropiado para afrontar experimentos de evolucion dirigida de enzimas ligninoliticas.
Sin embargo, como se ha visto anteriormente, la expresion funcional en este hospedador no
es un asunto trivial. Se ha visto que el re-emplazamiento de la secuencia sefal nativa de la
proteina a expresar por otras secuencias lider (péptido sefial de la invertasa o de la fosfatasa
acida o el prepro-lider del factor a) que son reconocidas por la maquinaria celular
eucaridtica, facilita la correcta translocacién del polipéptido en formaciéon al RE, lo que
favorece el proceso de secrecién de proteinas heterélogas en S. cerevisiae. Esta metodologia
se ha empleado con éxito en la expresion de una gran variedad de proteinas como el
interferén-a, el factor de crecimiento epidérmico, la calcitonina o la interleuquina 2, por
citar algunos ejemplos (Brake, AJ, 1990). Recientemente, nuestro grupo ha reportado en S.
cerevisiae la expresion funcional y evolucion dirigida de lacasas ligninoliticas fusionadas a
los prepro-lideres del factor a (Camarero, S et al., 2012; Maté, D et al., 2010).
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Figura 1.12. Algunas técnicas de recombinacién in vivo en S. cerevisiae. A) Barajado in vivo (in vivo
DNA shuffling). S. cerevisiae es transformado con varios genes parentales junto con el pldsmido
linearizado favoreciendo la recombinaciéon de los genes al tiempo que se regenera el plasmido
circular. B) IvAM. Dos o mas genotecas mutantes son generadas mediante PCR mutagénica con
polimerasas con distinta tendencia mutacional. S. cerevisiae es transformada con las genotecas junto
con el plasmido linearizado. C) IVOE para mutagénesis saturada combinatorial, mutagénesis
dirigida, mutagénesis de deleciéon o insercion. El gen es amplificado en dos reacciones de PCR
independientes empleando primers degenerados/mutados. Los productos de PCR son clonados junto
con el plasmido linearizado en S. cerevisine. D) DNA assembler. Mediante un tunico paso de
transformacién varios genes (G) con sus respectivos promotores (P) y terminadores (T) (cassettes) se
ensamblan in vivo para construir rutas metabdlicas en S. cerevisiae. E) CLERY. Combinacién de in vitro
e in vivo DNA shuffling para la construccion de librerias.
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1.5.2 GENERACION DE DIVERSIDAD

La mejora de una enzima por evolucién dirigida depende principalmente de dos
factores: el tamafio de la genoteca (determinado por la capacidad del método de screening) y
la calidad de la genoteca, entendiéndose ésta como la frecuencia y el tipo de mutaciones y/o
recombinaciones introducidas. En este sentido es importante destacar que las mutaciones
beneficiosas son poco frecuentes (la mayoria son neutras o deletéreas) y por tanto la
combinaciéon de éstas es aun menos frecuente, lo que implica que la estrategia de
generacion de diversidad debe ser ajustada cuidadosamente de manera que se produzca la
mutacion de unos pocos aminoacidos por generacidon (Williams, GJ et al., 2004). Asi, las
mutaciones beneficiosas irdn acumuldndose y recombindndose generacion tras generacion
hasta adquirir la propiedad deseada. También es posible abrir nuevas rutas evolutivas
mediante la introducciéon y acumulacion de mutaciones neutras que permitan establecer
una plataforma para el descubrimiento posterior de mutaciones beneficiosas, como sucede
en los procesos de evolucidn natural (esto es especialmente cierto teniendo en cuenta que
las herramientas de PCR mutagénica que se comentaran a continuacién tienen restringido el
acceso a tan sélo unos pocos aminoacidos de los 20 posibles a partir de un tnico cambio

nucleotidico).

En general se emplean dos estrategias para la generacion de diversidad: i) técnicas

no-recombinantes, y ii) técnicas de recombinacién de DNA.

1.5.2.1 Meétodos no-recombinantes

Mediante esta estrategia la diversidad se promueve con mutaciones puntuales, ya
sea a través de la sustitucion al azar de un aminoacido o su insercion/delecion. Asi, un gran

numero de técnicas estan disponibles en funcion de nuestro objetivo.

El método por excelencia para la introduccién de mutaciones puntuales al azar en la
secuencia de un gen es la PCR propensa a error (PCR mutagénica o mutagénesis aleatoria).
Es una técnica sencilla, robusta y eficiente. La generaciéon de mutaciones se produce
mediante el empleo de una DNA polimerasa que carece de actividad correctora o se
inducen errores bajo unas determinadas condiciones de reacciéon como por ejemplo
aumentando la concentracion de Mg?*, desequilibrando la proporcién de un dNTP respecto
del resto o anadiendo Mn?* (Cadwell, RC et al., 1994).

Aparentemente, lo mas deseable para relacionar un cambio en la secuencia con un
cambio en la estructura o funcién de la proteina de interés, es que la frecuencia de mutacion
sea de un cambio aminoacidico por gen. Sin embargo, los estudios de evoluciéon dirigida
pueden utilizar frecuencias mayores, induciendo de 1 a 3/4 cambios de aminoacidos por

proteina, y en algunos casos hasta 20 (Williams, GJ et al., 2004). Tipicamente, la tasa de error
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debe ser ajustada para cada gen de manera que el 30-40% de los mutantes de la genoteca

presenten menos del 10% de la actividad de la enzima parental (Cirino, PC et al., 2003).

Pero la diversidad obtenida mediante mutagénesis aleatoria es limitada. Hay que
tener en cuenta que la degeneracion del cédigo genético le hace tolerante a la mutacion, es
decir, el cambio de un nucleétido no siempre se traduce en un cambio de aminoécido
(mutaciones silenciosas). Es mas, tnicamente se puede acceder a aproximadamente 5.6
aminoacidos de los 20 posibles a través del cambio de un dnico nucledtido, como se ha
mencionado anteriormente (Williams, GJ et al., 2004). Esto, unido con la predisposicion
mutacional de las polimerasas, hace que se reduzca la diversidad de los aminoacidos

mutados y, por lo tanto, una amplia fraccién del espacio proteico queda inexplorada.

Algunas de las alternativas mutagénicas a la mutagénesis aleatoria son: i) el empleo
de agentes mutagénicos fisicos/quimicos (radiacion UV, agentes desaminantes o
alquilantes) (Zhao, H et al., 2004); ii) cepas mutadoras (Jaeger, KE et al., 2004); iii) técnicas
de deleciéon e insercion de un numero de bases consecutivas en posiciones al azar
(Murakami, H ef al., 2002); iv) permutacion circular (Qian, Z et al., 2005); y v) técnicas
mutagénicas donde se tiene cierto conocimiento de la estructura como la mutagénesis
saturada, mutagénesis saturada combinatorial, ISM (Iterative Saturation Mutagenesis) (Reetz,
MT et al., 2007), ISOR (Incorporating Synthetic Oligonucleotides via gene Reassembly) (Herman,
A et al, 2007), OSCARR (One-pot Simple methodology for Cassette Randomization and
Recombination) (Hidalgo, A et al., 2008) o OPW-PCR (Owerlap-Primer-Walk Polymerase Chain

Reaction) (Kumar, R et al., 2008), por nombrar algunos de los protocolos disponibles.

1.5.2.2 Meétodos de recombinacion

Una de las principales limitaciones de la mutagénesis aleatoria es que sdlo las
mutaciones del gen seleccionado son transmitidas a la siguiente generacion, desechando
otras variantes posiblemente ttiles, por lo que sus mutaciones beneficiosas tendran que ser
redescubiertas en siguientes ciclos de evolucion (Arnold, FH, 1998). En este sentido, la
recombinacién del material genético es una poderosa herramienta que permite ampliar la
diversidad obtenida mediante mutagénesis aleatoria. La recombinacién del DNA de
distintas secuencias permite la eliminaciéon de mutaciones deletéreas y la acumulacion de

las mutaciones beneficiosas en un inico gen, acelerando sobremanera el proceso evolutivo.

El primer método de recombinacidn descrito fue el in vitro DNA shuffling (Stemmer,
WPC, 1994) basado en la fragmentacion aleatoria del gen mediante una DNAsa. Los
fragmentos de un determinado tamafo se someten a una PCR sin oligonucledtidos
cebadores dando lugar a secuencias recombinantes completas que se someten a un nuevo

ciclo de PCR para su amplificacion.
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Se han desarrollado un gran ntimero de técnicas de recombinacion de DNA in vitro
como el StEP (Staggered Extension Process) (Zhao, H et al., 1998) o el RACHITT (Random
Chimeragenesis on Transient Templates) (Coco, WM et al., 2001) basados en la recombinacion
homodloga del DNA. También se han descrito métodos de recombinaciéon para secuencias
con una homologia superior al 60 % como el DOGS (Degenerate Oligonucleotide Gene
Shuffling) (Gibbs, MD et al., 2001) o con homologias inferiores al 60 % como el ITCHY
(Incremental Truncation for the Creation of Hybrid enzymes) (Ostermeier, M et al., 1999), el
SCRATCHY (combina ITCHY y DNA shuffling) (Lutz, S et al., 2001), el SHIPREC (Sequence
Homology-Independent Protein Recombination) (Sieber, V et al., 2001) o el in vivo Exon Shuffling
(Kolkman, JA, 2001).

Sin embargo, las técnicas de recombinaciéon in vitro son laboriosas y costosas,
ademas de llevar asociadas la generacién de mutaciones no deseadas durante los procesos
de amplificacion del DNA (Bulter, T et al.,, 2003b; Cherry, JR et al., 1999). Una alternativa
que carece de estos problemas es la recombinacion in vivo en S. cerevisiae (siendo el in vivo
DNA shuffling el principal exponente de su uso, Figura 1.12A). Como se ha comentado
anteriormente la recombinacidn in vivo es una herramienta fécil, rdpida y no mutagénica
donde el tnico requisito es la existencia de unas secuencias solapantes de unos 40 pares de
bases entre los fragmentos a recombinar. Aparte del in vivo DNA shuffling, se han
desarrollado un gran numero de técnicas basadas en la elevada frecuencia de
recombinacion homdloga de S. cerevisinze como el IVOE, el IvAM o el CLERY (Figura 1.12,
Gonzalez-Pérez, D et al., 2012).

1.5.3 METODOS DE CRIBADO

El disefio del método de cribado para detectar variantes con las propiedades

deseadas en la genoteca es un paso critico en los experimentos de evolucién dirigida.
Existen dos posibilidades: la seleccién bioldgica y la exploracién o screening.

Para poder desarrollar la seleccion bioldgica es necesario que la proteina de interés
esté asociada a la supervivencia del organismo hospedador, de manera que las mejoras en
dicha proteina impliquen una mejora en el crecimiento o supervivencia en unas condiciones
determinadas (Arnold, FH, 1998). Estos sistemas suelen ser muy especificos y dificiles de
implementar. La principal desventaja es que la proteina de interés no puede desvincularse
de la funcién bioldgica, por otro lado la actividad enzimatica no debe interferir con el
metabolismo celular. Por ello, es practicamente imposible emplear este sistema de seleccion
en situaciones donde se pretende explorar la actividad o estabilidad en ambientes no
naturales (ej. presencia de disolventes organicos, altas temperaturas, pHs extremos)
(Williams, GJ et al., 2004).
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La metodologia mas extendida es la exploracidn o screening en donde la proteina de
interés no estd relacionada con la supervivencia celular. El screening es un método mads
versatil y flexible donde cada uno de los componentes de la libreria es analizado
individualmente para la presencia de la proteina o de la propiedad catalitica a estudiar
(Zhao, H et al., 1999).

En un screening tipico en fase liquida, los mutantes de la genoteca suelen crecer en
placas multipocillo donde se induce la expresion de la proteina y posteriormente se detecta
la presencia de dicha proteina mediante métodos de deteccion de actividad enzimatica
(colorimétricos o fluorimétricos) en el sobrenadante de los cultivos (Salazar, O ef al., 2003).
En el caso de que la proteina no se secrete habra que incluir un paso de lisis celular.
También se puede realizar el screening en fase sdlida detectando la actividad enzimatica en

la propia placa donde esta creciendo el microorganismo.

En la dltima década se ha producido un gran desarrollo de las técnicas de alto
rendimiento o High-throughput, HTP, que permiten realizar un gran ndamero de
experimentos de una forma rapida, fiable y reproducible ademas de con un coste
moderado. En este sentido, el uso de robots manipuladores de liquidos aumenta la
reproducibilidad y reduce la dispersiéon de los datos ademas de facilitar enormemente el
trabajo del investigador. Un sistema HTP-screening debe ajustarse para permitir detectar las
mejoras en cada generacion (de 1.5 a 4 veces, por norma general) y lo suficientemente

sensible para detectar los bajos niveles de actividad catalitica en los primeros ciclos.

1.5.4 EVOLUCION DIRIGIDA DE ENZIMAS LIGNINOLITICAS HACIA
EXPRESION FUNCIONAL

Como se ha mencionado anteriormente, disponer de un sistema de expresion
funcional (como E. coli o S. cerevisiae) es basico para poder realizar evoluciéon molecular
dirigida de una enzima. Sin embargo, conseguir la expresion funcional de la enzima de
interés en estos microrganismos no siempre es facil, siendo numerosos los sistemas en los
que se obtienen cantidades enzimaticas apenas detectables. En estos casos, se puede hacer
uso primero de la evolucion dirigida para aumentar el nivel de expresion funcional, y
posteriormente usar el sistema de expresion disefiado para mejorar otras propiedades de la

enzima.
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Figura 1.13. Ruta evolutiva artificial de la lacasa PM1 de alto E°. Adaptado de Maté, D et al., 2010.
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En este sentido, nuestro laboratorio ya ha descrito varias rutas evolutivas complejas,
todas ellas sustentadas en S. cerevisiae, para mejorar primero la secrecion, y posteriormente,
la actividad y la estabilidad frente a la temperatura o la presencia de disolventes organicos
de varias lacasas de medio y alto E° (Bulter, T et al., 2003a; Camarero, S et al., 2012; Maté, D
et al., 2010; Maté, D et al., 2011; Zumarraga, M et al., 2007). En primer lugar, la lacasa de
Moyceliophthora thermophila (MtL) se sometié a 10 ciclos de evolucién dirigida para obtener
unos niveles de secrecién de ~18 mg/L (Bulter, T et al., 2003a). Posteriormente el mejor
mutante de este experimento se evoluciono para conferirle resistencia a la presencia de altas
concentraciones de disolventes organicos. En el caso de la lacasa de alto E° del
basidiomiceto PM1, se llevaron a cabo 8 ciclos de evolucién dirigida combinados con
técnicas racionales generando el mutante OB-1 que se expresd en unos niveles en torno a 8
mg/L (Maté, D et al., 2010) (Figura 1.13). OB-1 ha sido recientemente evolucionado para
hacerlo tolerante a la sangre de humanos con el fin de aplicarlo en bionanodispositivos
(implantes con fines biomédicos). Asimismo, la lacasa de alto E° de Pycnoporus cinnabarinus
fue evolucionada alcanzando niveles de secrecién de 2 mg/L y actividades mejoradas frente

a mediadores redox naturales y sintéticos (Camarero, S ef al., 2012).
1.5.5 EVOLUCION DIRIGIDA DE PEROXIDASAS

A pesar de las numerosas aplicaciones industriales de las peroxidasas, hay pocos
estudios de evolucion molecular dirigida de peroxidasas con el fin de modificarlas y
adaptarlas a los procesos industriales, probablemente debido a la falta de sistemas de

expresion funcional adecuados.
i) Evolucion de peroxidasas no ligninoliticas

La evolucidon dirigida de la CiP de C. cinerea ha sido uno de los trabajos mas
destacables en este campo, considerandose pionero en el empleo de S. cerevisize como
hospedador evolutivo. La finalidad de este estudio fue obtener una enzima mads estable que
se pudiera afiadir a los detergentes como un inhibidor de la transferencia de color. Para
ello, la variante debia ser mas estable a altas temperaturas (50°C), presencia de H202 (5-10
mM) y pH alcalino (10.5), condiciones que se dan en la lavadora. Tras varios ciclos de
evolucién dirigida en combinacidn con disefio racional, se disefio un mutante con
estabilidades mejoradas y una actividad similar a la del parental. Durante los experimentos
de evolucion se empled S. cerevisine usando su maquinaria celular para recombinar los

diferentes mutantes. La variante final se sobre-expresé en A. oryzae (Cherry, JR et al., 1999).

El grupo de F. Arnold evolucion6 la HRP para su expresiéon funcional en S.
cerevisize. Una vez mejorada la expresion se realizaron varios ciclos de evoluciéon

adicionales para mejorar la actividad y estabilidad de la enzima. Para sobre-expresar la
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variante mejorada se utilizé P. pastoris (Morawski, B et al., 2000). En un trabajo posterior,
emplearon el mismo sistema para incrementar su estabilidad térmica y resistencia al H202
(Morawski, B et al., 2001). Recientemente, Agresti y col. (Agresti, JJ et al., 2010) han
reportado la evolucion de la HRP, consiguiendo un mutante con propiedades cataliticas 10
veces mejores que el parental. Como sistema de expresion se empled S. cerevisiae a través de
un “yeast surface display” en el que la proteina secretada quedaba anclada a la pared celular

de la levadura.

Otra peroxidasa de bajo E° que ha sido sometida a experimentos de evolucidn,
empleando E. coli como hospedador, fue la CcP, consiguiendo aumentar su especificidad de
sustrato para guaiacol y ABTS (Iffland, A et al., 2000; Iffland, A et al., 2001).

También se ha evolucionado la CPO de L. fumago en el propio organismo. Se
consigui6é mejorar su actividad de epoxidacion y clorinacién (Rai, GP, 2000; Rai, G et al.,
2001).

ii) Evolucién de peroxidasas ligninoliticas

Con respecto a peroxidasas ligninoliticas, hay pocos estudios. Se ha descrito un
experimento de mutagénesis saturada combinatorial en la MnP de P. chrysosporium en tres
aminoacidos del entorno donde se produce la ruptura del H202 para mejorar su estabilidad
frente al H202. Como sistema de expresion se hizo uso de un método de sintesis in vitro de
proteinas “libre de células” basado en E. coli ahadiendo disulfito isomerasa para favorecer
la formacién de los puentes disulfuro (Miyazaki-Imamura, C ef al., 2003). Tras analizar 10+

clones se obtuvo un mutante con una estabilidad al H202 9 veces mejorada.

Mas recientemente, se evolucioné la LiP de P. chrysosporium hacia una mayor
eficiencia catalitica para la oxidacién de 2,4-diclorofenol (2,4-DCF) y resistencia frente al
H202 empleando PCR mutagénica y DNA shuffling. Se emplearon dos sistemas de expresiéon
en S. cerevisige: uno a través de un “yeast surface display” con el que se obtuvieron mejoras de
aproximadamente 1.6 veces en la degradacién de 2,4-DCF y estabilidad hacia H20: (Ryu, K
et al., 2008b); y otro mediante secrecion al medio de cultivo (Ryu, K et al., 2008a) con el que
se obtuvieron mejoras de 4 y 89 veces en la degradacion de 2,4-DCF y estabilidad hacia

H20z, respectivamente.

Hasta el momento, no se ha descrito la mejora de la VP por evolucién dirigida,

debido a las dificultades encontradas en su expresion funcional.
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Objetivos

La VP es una enzima con un indudable interés biotecnoldgico debido a su capacidad

para oxidar diversos sustratos y al conocimiento acumulado sobre su estructura y funcién

en base a exhaustivos estudios racionales previos. La oportunidad de llevar a cabo la

evolucién dirigida de este sistema hacia nuevas metas biotecnoldgicas se ve frenada por la

falta de un sistema de expresion heterélogo funcional adecuado.

El principal objetivo de la presente Tesis Doctoral fue el disefio de una plataforma

para la evolucion molecular dirigida de la VP de P. eryngii. Con este objeto, se plantearon

las siguientes tareas:

1.

Obtencion de niveles de expresion funcional en S. cerevisiae suficientes para abordar
un proceso de evolucidn in vitro. Para ello, se planted el disefio de un gen de fusién
a través de la sustitucion del péptido sefial nativo de la VP por el prepro-lider del
factor a de S. cerevisiae.

Puesta a punto de un método colorimétrico versatil y robusto para acoplarlo a un
protocolo de HTP-screening con el que explorar librerias de mutantes de VP.
Potenciar los niveles de secrecion y actividad de la VP en S. cerevisiae mediante
ciclos sucesivos de evolucion dirigida.

Una vez alcanzados niveles de secrecion adecuados, validar la plasticidad de la
plataforma evolutiva mediante la mejora de otra propiedad de interés
biotecnolodgico: se escogié mejorar la termoestabilidad cinética de la VP a través de
nuevos ciclos evolutivos acoplados a un protocolo de HTP-screening disehado para
la ocasion.

Finalmente, se procedio a la caracterizacion bioquimica de las mejores variantes del

proceso evolutivo para secrecidn, actividad y termoestabilidad.
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3.1 REACTIVOS,

COMPONENTES DE LOS MEDIOS DE

CULTIVO, ENZIMAS COMERCIALES Y KITS DE BIOLOGIA

MOLECULAR

Tabla 3.1. Reactivos quimicos

Reactivos Referencia Casa comercial N° C.A.S.
2,6-Dimetoxifenol 38772 Fluka 91-10-1
2-Propanol ALO0315 Scharlau 67-63-0
30% Acrilamida/Bis Solution 37,5:1 161,0158 BioRad 79-06-1
ié;gzino—bis(3—etil—benzotiazolin—6—sulfonato) A1888-5G Sigma 30931-67-0
Acido acético 131008,1611 Panreac 64-19-7
Acido clorhidrico 141020,1611 Panreac 7647-01-0
Acido etilen-diaminotetraacético (EDTA) E5134-250G Sigma 6381-92-6
Acido ortobérico 131015,1211 Panreac 10043-35-3
Acido ortofosférico AC 11001000 Scharlau 7664-38-2
éaclil;:lé)s}))iperacin—N,N'—bis(2—etanosu1f(’)nic0) P8203 Sigma 5605-37-6
Acido tartarico 1,00804,1000 Merck 87-69-4
Agarosa 161-3101 BioRad 9012-36-6
Agarosa de bajo punto de fusiéon 161-3112 BioRad 9012-36-6
Alcohol veratrilico D133000 Sigma 93-03-8
Azul de bromofenol B8026-5G Sigma 34725-61-6
rl;i:;l;ir)ifn(ebtiasr(120—)hidroxie’cil)amino—’cris(hidroxi— 14880-500G-F  Fluka 6976-37-0
Cloruro de calcio 2-hidrato 131232 Panreac 10035-04-8
Cloruro de manganeso II tetrahidrato 105927 Merck 13446-34-9
Cloruro de potasio 141494.1210 Panreac 7447-40-7
Dimetilsulféxido (DMSO) 8,02912,1000 Merck 67-68-5
Dodecil sulfato sédico (SDS) L4390-100G Sigma 151-21-3
Etanol 141086,1212 Panreac 64-17-5
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Reactivos Referencia Casa comercial N°® C.A.S.
Glicerol 141339,1211 Panreac 56-81-5
Glicina G8898-1KG Sigma 56-40-6
Hidréxido potasico 211514 Panreac 1310-58-3
Hidréxido sédico 131687 Panreac 1310-73-2
Metanol MEO0315 Scharlau 67-56-1
N,N,N’,N'-Tetrametiletilenediamina (TEMED) T9281 Sigma 110-18-9
Perdxido de hidrégeno 30% 107209,025 Merck 7722-84-1
Persulfato amonico 161-0700 BioRad 7727-54-0
Piperazina hexahidrato P7003-1KG Fluka 81546-15-8
Polietilenglicol 6000 (PEG) 81253 Fluka 25322-68-3
Reactive Black 5 306452-100G Sigma 17095-24-8
Sulfato de manganeso II monohidrato M7634 Sigma 10034-96-5
Trizma Base T6066 Sigma 77-86-1
[B-Mercaptoetanol M6250 Sigma 60-24-2
Tabla 3.2. Componentes de los medios de cultivo

Componente Referencia Casa comercial
Acido 5-aminolevulinico 08340-1G Sigma

Agar Bacto™ 214010 BD

Ampicilina A0166-5G Sigma

Cloranfenicol C-0378 Sigma
D-(+)-Galactosa G0750-500G Sigma
D-(+)-Glucosa G5767-500G Sigma
D-(+)-Rafinosa pentahidrato R-0250-100G Sigma

Extracto de levadura Bacto™ 212750 BD

Fosfato potasico monobasico P5379-1KG Sigma

Hemina H9030-100G Sigma
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Componente Referencia Casa comercial
Hemoglobina de sangre bovina H2625-25G Sigma
Peptona Bacto™ 211677 BD
Suplemento de aminoacidos sin uracilo Y1501-20G Sigma
Uracilo 6630-10GM Merck

Yeast nitrogen base w/o amino acids (YNB) 291940-100g Difco (BD)
Zeocina Ant-zn-1 Invivogen
Tabla 3.3. Kits de biologia molecular

Kit Referencia Casa comercial
Desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTP) D7295-2ML Sigma

DNA Clean & ConcentratorTM-25 D4003 Zymoresearch
Gel Loading Solution G7654 Type 1 Sigma

Gel Red DNA stain BT-41003 Biotium
Genemorph 1I random mutagenesis Kit 200550 Stratagene
GeneRuler 1Kb DNA Ladder SM0311 Fermentas
NucleoSpin plasmid® Kit 740588250 Macherey Nagel
Perfect Protein Markers, 15-150 kDa 69149-3 Novagen
Protein assay dye reagent Kit II (Bradford) 500-0002 BioRad
ProtoBlue Safe EC-722 NationalDiagnostics
Transblot turbo transfer pack 170-4156 BioRad

Yeast Transformation Kit YEAST1-1KT Sigma
Zymoclean Gel DNA recovery Kit D4001 Zymoresearch
Zymoprep Yeast Plasmid Miniprep Kit D2001 Zymoresearch
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Tabla 3.4. Enzimas comerciales

Enzima Referencia Casa comercial
Enzima de restriccién BamHI R0136S New England Biolabs
Enzima de restriccién EcoRI R0101S New England Biolabs
Enzima de restriccién NotI R0189S New England Biolabs
Enzima de restriccién Xhol R0146S New England Biolabs
Pfu-ultra High Fidelity DNA Polymerase 600382 Stratagene

PNGase F P7367-50UN Sigma

T4 DNA Ligase M0202T New England Biolabs
Tag DNA Polymerase D4545-250UN Sigma

3.2 GEN PARENTAL DE LA VP DE P. eryngii

El gen parental utilizado en esta Tesis Doctoral pertenece al cDNA de la variante
alélica vpl2 de la isoenzima VPL de P. eryngii (ATCC 90787). Esta secuencia de 996 pb (Gen

Bank accesion N® AF007222) codifica para una proteina madura de 331 aminoacidos.

3.3 MICROORGANISMOS

3.3.1 LEVADURAS

La cepa de S. cerevisiae, B]5465 (ATCC 208289, LGC Promochem, Espana) se utilizo
para la expresion de genes nativos y evolucionados artificialmente de la VP de P. eryngii
clonados en el plasmido pJRoC30. Esta cepa presenta auxotrofia para uracilo, leucina,
triptofano e histidina, siendo ademas deficiente en proteasas (CH1) lo que la hace adecuada
para la expresion y secrecion de proteinas heterdlogas (Parekh, R et al., 1995). Su genotipo
completo es: MATa ura3-52 trpl leu2-deltal his3-delta200 pep4::HIS3 prb1-deltal.6R canl GAL.

3.3.2 BACTERIAS

3.3.2.1 E. coli DH5a

La cepa de E. coli DH5a (Invitrogen) se empled para construir el gen de fusién avpl2
(empleando los vectores plamidicos pGAPZaA y pJRoC30). Para ello, se remplazd el
péptido sefial nativo del gen de la VP de P. eryngii por la secuencia prepro-lider del factor a
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tal y como se describe en el Apartado 3.7.7, pag 66. El genotipo de esta cepa es: supE44
AlacU169 (D80 lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl.

3.3.2.2 E. coli XL2-Blue

La cepa de E. coli XL2-Blue (Stratagene) se utilizd para purificar y producir con un
elevado rendimiento los plasmidos que contenian los genes de las VP obtenidos durante el
proceso de evolucion artificial. Son células ultracompetentes con una eficiencia de
transformacion superior a 5x10° transformantes por ug de DNA. Su genotipo es: endAl
supE44 thi-1 hsdR17 recAl gyrA96 relAl lac [F” proAB laclaZAM15 Tn10 (Tet') Amy Cam’].

3.4 VECTORES PLASMIDICOS

3.4.1 pFLAGI1-vpl2 (IBI)

Este vector comprende el cDNA original de vpl2. pFLAG1-vpl2 es un vector de
expresidon para E. coli, portador del promotor tac y del gen de resistencia a ampicilina
empleado como marcador de seleccion. El promotor tac es un hibrido entre los promotores
trp y lac inducible por isopropil-p-D-tio-galactopiranosido (IPTG), un analogo no
hidrolizable de la lactosa.

3.4.2 pGAPZaA (INVITROGEN)

Este vector (3147 pb) incluye la secuencia prepro-lider del factor a de S. cerevisiae y
hace uso del promotor gap para expresar constitutivamente proteinas recombinantes en P.
pastoris. El marcador de seleccion es el factor de resistencia a zeocina, que es funcional tanto
en P. pastoris como en E. coli. pGAPZaA se us6 para remplazar la secuencia sefial nativa de

vpl2 por el prepro-lider del factor a.
3.4.3 pJRoC30 (NOVOZYMES)

Este vector fue cedido por la Profesora Frances H. Arnold del California Institute of
Technology (CALTECH). pJRoC30 se empled para clonar y expresar en S. cerevisiae los genes
de las VP obtenidos durante el proceso de evolucién dirigida. Se trata de un vector
episomico bifuncional de 10477 pb (11730 pb incluyendo el gen de fusién awvpl2, ver
Apartado 4.1, pag 105) que utiliza el promotor gall (inducible por galactosa) para expresar
proteinas recombinantes. El marcador de seleccidon en E. coli es el factor de resistencia a
ampicilina y en S. cerevisiae es el gen ura3 que complementa la auxotrofia para uracilo en

cepas ura3- de S. cerevisiae.

|55
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3.5 MEDIOS DE CULTIVOS Y SOLUCIONES

3.5.1 MEDIOS DE CULTIVO PARA E. coli

3.5.1.1 Medio Luria Bertani (LB)/ampicilina/zeocina

Medio para crecimiento selectivo de transformantes de E. coli resistentes a
ampicilina (conteniendo el vector pJRoC30 en el caso de LB/amp) o resistentes a zeocina

(conteniendo el vector pGAPZa en el caso de LB/zeocina) (Sambrook, ] et al., 1989).

Bacto Peptona 10g
Extracto de levadura 5¢g
NaCl 10g
Ampicilina estéril (100 mg/mL) ! 1mL
Zeocina estéril (100 mg/mL)! 0.5 mL
Completar con agua destilada hasta 1L

! Esterilizar por filtracion
Ajustar a pH 7.0 con NaOH. Esterilizar en autoclave durante 15 min a 121°C. Afadir la ampicilina o

zeocina cuando el medio se encuentre a ~ 50°C. Para preparar medio sé6lido, afiadir agar 20 g/L antes de la
esterilizacion.

3.5.1.2 Medio Super Optimal Broth (SOB)

Soluciodn stock para transformacion de células competentes de E. coli (Sambrook, J et
al., 1989).

Bacto Peptona 2¢g
Extracto de levadura 05¢g
NaCl 0.05¢g
KCI (250 mM) 1mL
Completar con agua destilada hasta 100 mL

Ajustar a pH 7.0 con NaOH. Esterilizar en autoclave durante 15 min a 121°C. Puede prepararse y
almacenarse a 4°C durante largos periodos de tiempo.
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3.5.1.3 Medio Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC?)

Solucién de trabajo para transformacion de células competentes de E. coli
(Sambrook, J et al., 1989).

Medio SOB 5 mL
MgCl2 (2 M) 2 25 uL
Glucosa (20% p/v) 2 100 uL

! Preparar nuevo para cada transformacién

2 Esterilizar por filtracion

3.5.2 MEDIOS DE CULTIVO PARA S. cerevisiae

3.5.2.1 Medio YP (1.55x)

Solucion stock para expresion de peroxidasa versatil.

Bacto Peptona 20g
Extracto de levadura 10g
Completar con agua destilada hasta 650 mL

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

3.5.2.2 Medio YPD

Crecimiento general de levaduras.

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

! Esterilizar por filtracion

Esterilizar la peptona y el extracto de levadura disueltos en agua en autoclave durante 15 min a 121°C.
Anadir la glucosa y el antibiético cuando el medio se encuentre a ~ 50°C. Para preparar medio sélido,
anadir agar 20 g/L antes de la esterilizacién. Una vez preparado, mantener el medio en oscuridad a 4°C.
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3.5.2.3 Medio Minimo liquido SC

Medio selectivo sin uracilo para el crecimiento de transformantes que contienen el
vector pJRoC30. Para el crecimiento de la cepa salvaje sin transformar (control negativo)
que no contiene el vector pJRoC30 se utiliza el mismo medio afiadiendo como suplemento

uracilo en una concentracion final de 76 mg/L.

Medio YNB (67 g/L)'? 100 mL
Complemento de aminoacidos (10x)? 100 mL
Rafinosa (20% p/v)*? 100 mL
Cloranfenicol (25 mg/mL) en etanol3 1 mL
Completar con agua destilada estéril hasta 1L

LYNB: Yeast Nitrogen Base
2 Mantener a temperatura ambiente (precipita en frio)

3 Esterilizar por filtracién

Una vez preparado, mantener el medio en oscuridad a 4°C. Esterilizar el uracilo disuelto en agua en
autoclave durante 15 min a 121°C. Afadir el resto de los ingredientes cuando el medio se encuentre a ~
50°C.

3.5.2.4 Medio Minimo sélido (para placas SC drop-out)

Medio selectivo sin uracilo para el crecimiento de transformantes que contienen el
vector pJRoC30. Para el crecimiento de la cepa salvaje sin transformar (control negativo)
que no contiene el vector pJRoC30 se utiliza el mismo medio afiadiendo como suplemento

uracilo en una concentracion final de 76 mg/L.

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

! Esterilizar por filtracion

Esterilizar el agar (y el uracilo en su caso) disuelto en agua en autoclave durante 15 min a 121°C. Anadir el
resto de los ingredientes cuando el medio se encuentre a ~ 50°C.

58|



Materiales y métodos

3.5.2.5 Medio de expresion liquido

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

Medio YP (1.55x) 720 mL
Tampén KH2PO4 (1 M, pH 6.0)! 67 mL
Hemoglobina bovina (5 g/L)! 22.2 mL
Galactosa (20% p/v)! 111 mL
Cloranfenicol (25 mg/mL) en etanol! 1.1 mL
Completar con agua destilada estéril hasta 1L

! Esterilizar por filtracion

Para la produccién de la VP nativa y sus variantes evolucionadas en grandes cantidades en matraz este
medio fue optimizado (ver Apartado 3.10.1.3, pag 73) empleando una concentracion final de hemoglobina
bovina de 500 mg/L, CaClz y etanol en una concentracion final de 1 mM y 25 g/L, respectivamente.

3.5.2.6 Medio de expresion sdlido

Medio para la expresion de VP en S. cerevisiae en fase sélida (placas Petri) utilizadas

en el test de expresion (ver Apartado 3.10.1.1, pag 71).

Extracto de levadura 5g
Bacto Peptona 10g
Tampon KH2POs4 (1 M, pH 6.0)! 60 mL
Hemina (50 mg/mL)'?2 5 mL
Galactosa (20% p/v)! 100 mL
Cloranfenicol (25 mg/mL) en etanol! 1 mL
Bacto Agar 20g
Completar con agua destilada estéril hasta 1L

! Esterilizar por filtracion

2 Su adicién dependid del experimento segin se indica en Apartado 3.10.1.1

Esterilizar la peptona, el extracto de levadura y el agar disueltos en agua en autoclave durante 15 min a
121°C. Anadir el resto de componentes cuando el medio se encuentre a ~ 50°C. Una vez preparado,
mantener el medio en oscuridad a 4°C.
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3.5.3 SOLUCIONES Y TAMPONES

3.5.3.1 TAE 50X

Tampon utilizado en electroforesis de DNA, se usé en concentracién 1X.

Tris-base 2423 ¢g

Acido acético 57.2mL
EDTA 0.5M pH 8.0 100 mL
Completar con agua milli-Q hasta 1L

3.5.3.2 Tampoén de transformacion Inoue

Tampon utilizado para crear competencia en células DH5a de E. coli.

MnCl2-4H0 10.88 g
CaCl2-2H20 22g
KCl1 18.65 g
PIPES 0.5 M pH 6.7 20 mL
Completar con agua milli-Q hasta 1L

Se anade PIPES después de disolver los demas compuestos. Se esteriliza por filtracion.

3.5.3.3 Tampon tris-glicina

Tampon de carrera para electroforesis en geles de acrilamida/bis con SDS (SDS-

PAGE).

Tris-base 3g
Glicina 144 ¢
Completar con agua milli-Q hasta 1L

Ajustar a pH 8.3-8.6. Para conferir condiciones desnaturalizantes se afiade 0.1 % de SDS.

3.5.3.4 Tampon Britton y Robinson (B&R) 500 mM

Tampoén utilizado para los ensayos de actividad VP frente al pH.

Acido bérico 309¢g
Acido acético 28.5 mL
Acido ortofosférico 85 % 34 mL
Completar con agua milli-Q hasta 1L

Ajustar al pH deseado con acido acético o NaOH.
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3.6 MANTENIMIENTO Y CULTIVO DE ORGANISMOS
3.61 MANTENIMIENTO Y CULTIVO DE LEVADURAS

3.6.1.1 Mantenimiento y cultivo de la cepa silvestre de S.cerevisiae

La cepa silvestre de S. cerevisiae se sembré en placas YPD incubandolas durante 48 h
a 30°C. Se transfirieron colonias aisladas a matraces de 100 mL con 10 mL de YPD. Los
matraces se incubaron a 30°C y 210 rpm (Minitron Infors, Suiza) durante 6-8 h hasta
alcanzar densidades dpticas (DOsw) entre 1 y 2. Se prepararon suspensiones celulares en
glicerol estéril al 20 % (v/v) (para ello se mezclé 1 mL de cultivo con 0.5 mL de una solucién

de glicerol estéril al 60 %) y los gliceroles se almacenaron a -80°C.

3.6.1.2 Mantenimiento y cultivo de células competentes de S. cerevisiae

Las células competentes de S. cerevisiae se prepararon en matraces de 1 L
conteniendo 100 mL de YPD. Se incubaron a 30°C y 210 rpm hasta alcanzar una DOeoo de 1-
1.2. Se siguié el protocolo descrito en Yeast Transformation Kit de Sigma. Las células
competentes pueden almacenarse a 4°C durante 1 semana o congeladas a -80°C, mostrando
una pérdida de eficiencia progresiva. Por este motivo, para la creacidon de las librerias
mutagénicas (donde es fundamental obtener un elevado rendimiento de transformacién) se
emplearon células competentes recién preparadas. En cada generacion, para llevar a cabo el
2° re-screening se usaron células competentes almacenadas a -80°C en glicerol estéril al 20 %

(v/v) (inicamente se requirieron 5 colonias por mutante analizado).

3.6.1.3 Mantenimiento y cultivo de las células de S. cerevisiae transformadas

Las células de S. cerevisiae transformadas con el plasmido pJRawvpl2 y sus variantes
obtenidas en el proceso de evolucién dirigida se incubaron en placas SC durante 3 dias a
30°C. Se transfirieron colonias aisladas a matraces de 100 mL con 10 mL de medio minimo
liquido. Los matraces se incubaron a 30°C y 210 rpm durante 6-8 h hasta que alcanzaron
una DOesooentre 1y 2. Se prepararon suspensiones celulares en glicerol estéril al 20 % (v/v) y

se almacenaron a -80°C.
3.6.2 MANTENIMIENTO Y CULTIVO DE BACTERIAS

3.6.2.1 Mantenimiento y cultivo de E. coli

Las células de E. coli transformadas con el plasmido pJRawvpl2 y sus variantes
obtenidas durante el proceso de evolucion dirigida se incubaron en placas LB/amp a 37°C

durante 12-14 h. Se transfirieron colonias aisladas a tubos de 15 mL con 5 mL de LB/amp y
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se incubaron a 37°C y 100 rpm durante 12 h. Se prepararon suspensiones celulares en
glicerol estéril al 20 % (v/v) y se almacenaron a -80°C. Las células de E. coli transformadas
con el plasmido pGAPZauvpl2 se sometieron al mismo proceso descrito para los
transformantes con pJRawvpl2 pero usando como marcador de seleccion zeocina en lugar de

ampicilina.

3.6.2.2 Mantenimiento y cultivo de células competentes de DH5a de E. coli

Las células DH5a de E. coli se hicieron competentes siguiendo el método de Inoue
(Apartado 3.8, pag 69) a partir de cultivos en SOB crecidos a 18°C que habian alcanzado
una DOswo de 0.55. Las células competentes de conservaron en tampoén Inoue y DMSO
(segtin protocolo descrito en el Apartado 3.8, pag 69) a -80°C.

3.7 OBTENCION Y MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS

3.7.1 AISLAMIENTO DE DNA PLASMIDICO DE BACTERIAS

Para extraer los plasmidos de cultivos de E. coli en LB/amp/zeocina se empled el kit
Nucleospin plasmid siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Este kit se basa en el
método de lisis alcalina seguido de la purificacion del DNA por medio de una resina de

silice. El plasmido se eluy6 en agua milli-Q estéril.
3.7.2 AISLAMIENTO DE DNA PLASMIDICO DE LEVADURAS

Para extraer los plasmidos de cultivos de S. cerevisiaze en medio minimo se empled el
kit Zymoprep yeast plasmid miniprep siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. El
método de extraccion estd basado en la lisis enzimatica de la pared de la levadura
empleando la enzima Zymolyase™. La purificacion del DNA se lleva a cabo mediante

precipitacion con isopropanol. El plasmido se recuperd en tampén tris-HC1 10 mM pH 8.5.
3.7.3 ANALISIS Y CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Para cuantificar y analizar la pureza de los pldsmidos y los productos de

amplificacion obtenidos por PCR se emplearon dos metodologias.

3.7.3.1 Espectroscopia ultravioleta-visible (UV/vis)

Se midio6 la absorbancia de la solucién de DNA a 260 nm (Sambrook, J et al., 1989).
La concentracion se calculd teniendo en cuenta que una DOz = 1 corresponde a una

concentracion de 50 pg/mL de DNA de doble cadena. El grado de pureza de la solucion de
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DNA se valoré mediante la relacién Azo/A20, que debe ser 1.8-2.0, si es inferior indica
contaminacion con proteinas y si es superior indica presencia de cloroformo o fenol. Estas
medidas se realizaron en agua milli-Q en un espectrofotometro Shimadzu UV-1800 (Japon)

con cubetas de cuarzo de 0.1 mL.

3.7.3.2 Electroforesis en gel de agarosa

Este método permite cuantificar el DNA de forma aproximada, de manera que se

utilizd principalmente para confirmar la concentracion calculada mediante espectroscopia.

Se prepararon geles de agarosa al 0.75 % (p/v) en tampdén TAE. Las electroforesis se
realizaron a un voltaje de 120 V en cubetas horizontales (Mini-Sub Cell GT, BioRad, EEUU)
donde las muestras se habian mezclado previamente con el tampo6n de carga comercial Gel
Loading Solution 1 de Sigma que contiene azul de bromofenol 0,25 % (p/v), azul de
xilencianol 0,25 (p/v) y sacarosa. Estos geles se tifieron mediante incubaciéon durante 15-20
min en solucidon de GelRed DNA Stain en tampén TAE. Los geles tefiidos se analizaron con
el software Quantiti one 1-D analysis (BioRad, EEUU) acoplado al transiluminador Gel Doc
TM XR (BioRad). La concentracion del DNA se calculé comparando su intensidad con la de
las bandas de marcadores de masa molecular, de tamafo y concentracién conocidos (DNA
molecular weight marker: VI, VII y GeneRuler 1Kb DNA Ladder).

3.7.4 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA

Para aislar y purificar fragmentos de DNA procedentes tanto de digestiones
enzimaticas como de amplificaciones por PCR, se llevaron a cabo electroforesis
semipreparativas en geles de agarosa de bajo punto de fusion al 0.75 % (p/v). Las carreras
se realizaron a 4°C y 60 V (5 V/cm, considerando la distancia entre los electrodos). Los geles
se tifieron y visualizaron como se indica en el Apartado 3.7.3.2. Tras la tincion, los geles se
lavaron con agua milli-Q para eliminar el colorante no unido al DNA. Las bandas de interés
se cortaron con un bisturi y se purificaron con el kit Zymoclean gel DNA recovery siguiendo
el protocolo descrito por el fabricante. Este kit incluye columnas con una resina de silice
donde el DNA de interés en presencia de sales (Nal) queda retenido por interacciones

electrostaticas. E1 DNA se recupera en agua milli-Q estéril.

Para aislar y purificar el plasmido linearizado pJRawvpl2 empleado en la clonacion de
las genotecas de mutantes, se realizaron electroforesis semipreparativas como se ha descrito
anteriormente, con la salvedad de que la porciéon de gel que contenia el vector linearizado
no se tino ni se expuso a luz ultravioleta. Es importante que el plasmido linearizado no sea

expuesto a luz ultravioleta ni agentes intercalantes que puedan afectar a su estabilidad ya
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que esto podria disminuir la eficiencia durante el in vivo cloning en el proceso de

construccion de genotecas (ver Apartado 3.11.1, pag 75).

Para identificar la banda a purificar, en el mismo gel de electroforesis se cargd un
carril con una pequefia muestra de plasmido linearizado que si se tifd y expuso a luz
ultravioleta con la finalidad de usarlo como referencia para determinar la posicién exacta
de la banda en la porcion de gel que no se habia tefiido. La purificaciéon se realizé con el kit

Zymoclean gel DNA recovery.
3.7.5 OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucleétidos fueron disefiados con el software Fast-PCR v3.5.30 (University
of Helsinki, Finlandia) y sintetizados por el Servicio de Quimica de Proteinas del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del CSIC (Madrid) (Tabla 3.5).

3.7.6 SECUENCIACION DE DNA Y ANALISIS DE SECUENCIA

Las secuencias de las distintas construcciones plasmidicas y variantes
evolucionadas se resolvieron en un Secuenciador Automdtico con un sistema de
electroforesis capilar ABI 3730 DNA Analizer (Applied Biosystems) del Servicio de
Secuenciacion Secugen S.L. (CIB, Madrid). Las muestras se prepararon a una concentraciéon
de 1.5 pg/15 pL de DNA. Los oligonucledtidos (0.5 uM) empleados fueron: RMLN directo,
3R directo, RMLC reverso y 5F reverso. El analisis de secuencias se llevd a cabo con los
programas Vector NTI v10.3.0 (Invitrogen), BioEdit v7.0 y Chromas v1.4 para manipulacion,

alineamiento y visualizacion de secuencias.



Tabla 3.5. Oligonucledtidos empleados

Sitio de unidén en

Oligonucleotido Secuencia pb ..
plasmido
NecoRI directo 5" CGGAATTCGCAACTTGCGACGACGGACGC 3’ 29 5’ 104-124 3’ (1)
CtNotl reverso 5" AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTACGATCCAGGGACGGGAGG 3’ 39 5 1078-1099 5' (1)
5 1741-1761 3 (2)
NtpJRBamHI directo 5" CGCGGATCCATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGC 3’ 35 5 493-518 3’ (2)
RMLN directo 5 CCTCTATACTTTAACGTCAAGG ¥ 22 5’ 160-1813" (3)
RMLC reverso 5 GGGAGGGCGTGAATGTAAGC 3’ 20 5 1532-1551 3’ (3)
3R directo 5 GTTCCATCATCGCGTTCG ¥ 18 5 669-686 3" (3)
5F reverso 5 CCAAGAAGAAAGGAATCC ¥ 18 5’ 837-854 3’ (3)
ITDSTE13 reverso 5 gcaagttgctcttttctcGAGAGATACCC 37 29 5" 444-463 3’ (4)
ITDEcoRI directo 5" gagaaaagagcaacttgcGACGACGGACGC 3’ 30 5" 482-502 3" (3)
IVDSTE13 reverso 5 gcageatttgeggtegtgcgtecgtegtcgcaagttgcTCTTTTCTCGAGAGATACCCCTTC 3 62 5" 440-463 3’ (4)
IVDEcoRI directo 5" gcaacttgcgacgacggacgc 3’ 21 5" 480-505 3" (3)

(1) pFLAG1-vpl2; (2) pGAPZawpl2; (3) pJR avpl2; (4) pJRPM1. Subrayado y en negrita las dianas de restriccion introducidas. Las secuencias solapantes se
destacan en minuscula y cursiva.
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3.7.7 CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pJRawpl2

Para la construccion del plasmido pJRawvpl2 fue necesario fusionar la secuencia
prepro-lider del factor a0 de S. cerevisiae con la secuencia que codifica para la proteina VP

madura.

El cDNA ovpl2 de P. eryngii (clonado en el vector pFLAG1-vpl2) fue amplificado por
PCR en un termociclador GeneAmp PCR System 2400 (PerkinElmer, EEUU) utilizando los
oligonucledtidos cebadores NecoRI-directo y CtNotl-reverso (Tablas 3.5 y 3.6) que incluian
dianas de restriccion para EcoRI y Notl, generando el molde de la VP madura sin el péptido
sefal nativo. El producto amplificado fue purificado como se ha descrito en el Apartado
3.7.4, pag 63.

Tabla 3.6. Condiciones de la reacciéon de amplificacién de vpl2.

Oligonucleo6tido NecoRI-directo 400 nM
Oligonucle6tido CNotl-reverso 400 nM
cDNA vpl2 (pFLAG1-vpl2) 50 ng
dNTPs 1 mM
MgCl2 2 mM
Tampoén Tag polimerasa (10X) 10 pL
Taq polimerasa 5U
Completar con agua milli-Q estéril hasta 100 pL

El programa de PCR empleado fue: 94°C durante 5 min, 55°C durante 5 min, 72°C durante 5 min (1 ciclo),
94°C durante 35 s, 50°C durante 2 min, 72°C durante 4 min (25 ciclos) y 72°C durante 10 min (1 ciclo).

Tabla 3.7. Condiciones de la reaccion de digestiéon del plasmido pGAPZaA y del producto de
PCR que contenia el cDNA vpl2.

Tampoén de digestion H 10X 2 uL
Plasmido pGAPZaA/producto de PCR (cDNA ovpl2) 1pug
EcoRI 100
NotI 100
Completar con agua milli-Q estéril hasta 20 pL

La reaccién se incub6 durante 3 h a 37°C. Las enzimas fueron inactivadas a 80°C durante 20 min.
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Por otro lado, el vector de Invitrogene pGAPZaA se empleé como molde para
obtener el prepro-lider del factor a. Para ello, fue necesario digerirlo con las enzimas de
restriccion EcoRl y Notl, al igual que el producto amplificado wvpl2 (Tabla 3.7).
Posteriormente, se realizo la ligacion de ambos productos mediante la formacion de enlaces
fosfodiéster a través de la DNA ligasa T4 en una relacion 1:3 (plasmido:inserto) (Tabla 3.8)
generando la construcciéon pGAPZawpl2 (ver Figura 4.1, pag 105).

Tabla 3.8. Ligacion de pGAPZaA y vpl2. Construccion pGAPZauvpl2.

Plasmido linearizado pGAPZaA digerido con EcoRI y NotI 65 ng
c¢DNA vpi2 digerido con EcoRI y Notl 200 ng
Tampén T4 DNA ligase (10X) 1 uL
T4 DNA ligase 100
Completar con agua milli-Q estéril hasta 10 pL

La reaccién de ligacién se incubd toda la noche a 16°C.

El plasmido pGAPZauvpl2 se transformd en células competentes DH5a E. coli por
choque térmico (Sambrook, ] et al., 1989) para sobre-producirlo y purificarlo con el kit
Nucleospin Plasmid siguiendo las indicaciones del fabricante. A continuacién, se amplificé el
fragmento formado por la secuencia del prepro-lider del factor a fusionada con vpl2
empleando como molde la construccién pGAPZawpl2. Para ello, se utilizaron los
oligonucledtidos NtpJRBamHI-directo y CtNotl-reverso (Tablas 3.5 y 3.9), los cuales
incluyeron dianas de restriccién para BamHI y Notl, generando el producto avpl2 que fue

purificado tal como se describe en el Apartado 3.7.4, pag 63.

Tabla 3.9. Condiciones de la reaccion de amplificacion de avpl2.

Oligonucleétido NtpJRBamHI-directo 400 nM
Oligonucleétido CNotl-reverso 400 nM
pGAPZawpi2 40 ng
dNTPs 1 mM
MgCl2 2 mM
Tampdn Taq polimerasa (10X) 10 pL
Taq polimerasa 5U0
Completar con agua milli-Q estéril hasta 100 uL

El programa de PCR empleado fue: 94°C durante 5 min, 55°C durante 5 min, 72°C durante 5 min (1 ciclo),
94°C durante 35 s, 50°C durante 2 min, 72°C durante 4 min (25 ciclos) y 72°C durante 10 min (1 ciclo).

|67



Evolucién Dirigida de la Peroxidasa Versatil de Pleurotus eryngii

Finalmente, se llevé a cabo la digestion tanto del plasmido pJRoC30 como de avpl2
con las enzimas BamHI y Notl (Tabla 3.10). Los productos digeridos de avpl2 y del vector
pJRoC30 linearizado fueron ligados (Tabla 3.11) dando lugar a la construccion pJRawvpl2
(ver Figura 4.1, pag 105). Este plasmido se transformo en células competentes DH5a de E.
coli por choque térmico para sobre-producirlo y posteriormente purificarlo con el kit
Nucleospin Plasmid siguiendo las indicaciones del fabricante. Todas las construcciones se

verificaron por secuenciacion.

Tabla 3.10. Condiciones de la reaccion de digestion con BamHI y NotI del plasmido pJRoC30 y el
fragmento avpl2.

Tampén de digestion B 10X 2 uL
Plasmido pJRoC30/producto de PCR awvpl2 1 ug /150 ng
BamHI 10U

Notl 100
Completar con agua milli-Q estéril hasta 20 uL

La reaccién se incub6 durante 3 h a 37°C. Las enzimas fueron inactivadas a 80°C durante 20 min.

Tabla 3.11. Ligacion de pJRoC30 y avpl2.

Plasmido linearizado pJRoC30 digerido con BamHI y NotI 80 ng
avpl2 digerido con BamHI y Notl 240 ng
Tampén T4 DNA ligase (10X) 1uL
T4 DNA ligase 100
Completar con agua milli-Q estéril hasta 10 pL

La reaccién de ligacion se incubé toda la noche a 16°C.

Debido a la estrategia de clonacion utilizada, el extremo amino terminal de la
proteina madura incluy6 dos aminoacidos extras (Glu-Phe). Estos dos aminoacidos fueron
consecuencia de la introduccion de una diana de restriccion para EcoRI necesaria para
fusionar vpl2 con el prepro-lider del factor a. Las mutaciones introducidas en la proteina
madura durante el proceso evolutivo mantienen la numeracién descrita para la VP madura

de P. eryngii.
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3.7.8 LINEARIZACION DEL PLASMIDO pJRavpl2 PARA LA
CONSTRUCCION DE LAS GENOTECAS DE MUTANTES

El vector pJRavpl2 fue digerido con las enzimas BamHI y Xhol con el fin de sustituir
el gen parental avpl2 por los correspondientes genes mutados (procedentes de la

mutagénesis aleatoria) (Tabla 3.12).

Tabla 3.12. Condiciones de la reaccién de digestion del plasmido pJRavpl2.

Tampoén de digestion NEBamHI 10X 2 uL
Plasmido pJRawpl2 2 ug
BSA 20 ug
BamHI 750
Xhol 750
Completar con agua milli-Q estéril hasta 20 pL

La reaccién se incubd a 37°C durante 2 h y 36 min. Posteriormente, las enzimas fueron inactivadas
mediante incubacién a 80°C durante 20 min.

Una vez digerido, pJRoC30 fue purificado como se ha descrito en el Apartado 3.7.4.

3.8 PREPARACION DE CELULAS ULTRACOMPETENTES DE
DH5a DE E.coli

Para la preparacion del gen de fusion avpl2 se emplearon células competentes de E.
coli DH5a. Estas células se obtuvieron por el método de Inoue (Inoue, H et al., 1990) que se
describe a continuacién: se cultivé en medio LB liquido una colonia aislada a 37°C y 120
rpm durante 12-14 h. Se inocularon 3 matraces de 1 L con 250 mL de medio SOB utilizando
un volumen de preinéculo distinto en cada matraz (10, 4 y 2 mL) y se incubaron a 18°C y
100 rpm durante varias horas hasta que alguno de los cultivos alcanzé una DOsoo de 0.55.
Este cultivo se incubd en hielo 10 min y posteriormente se centrifugd a 2500 g (10 min a
4°C). Se retird el sobrenadante y las células se resuspendieron en 80 mL de tampdn de
transformacion Inoue enfriado previamente a 4°C. Se centrifugd a 2500 g (10 min a 4°C). Se
retir6 el sobrenadante y las células se resuspendieron en 20 mL de tampdn de
transformacion Inoue (enfriado a 4°C). Se afiadieron 1.5 mL de DMSO y se incub6 10 min en
hielo. Posteriormente, se alicuotaron 50 uL de mezcla celular por tubo y se congelaron en

N2 liquido almacendndose a -80°C.
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3.9 TRANSFORMACION DE MICROORGANISMOS

3.9.1 TRANSFORMACION DE BACTERIAS

Las células competentes DH5a y XL2-Blue de E.coli fueron transformadas por

choque térmico (Sambrook, ] et al., 1989) como se explica a continuacién.

Las células competentes DH5« (50 uL) se descongelaron e incubaron en hielo con la
solucion de DNA (producto de ligacion o plasmido circular, 10 uL o 100 ng,
respectivamente) durante 30 min. Posteriormente, la mezcla se sometié a un choque térmico
(42°C durante 90 s). Inmediatamente después, se incubaron en hielo durante 2 min. Se
afiadieron 800 pL de medio LB y se incubaron a 37°C durante 1 hora con agitacidon suave.

Los transformantes se seleccionaron en placas de agar LB/amp/zeocina.

Las células competentes XL2-Blue (10 uL) se descongelaron e incubaron en hielo
durante 10 min con B-mercaptoetanol a una concentracion final de 25 mM para aumentar la
eficiencia de la transformacién. A continuacion, se aftadio la solucion de DNA (producto de
la Zymoprep) (5 puL) y se incubd en hielo durante 30 min. Posteriormente, la mezcla se
sometié a un choque térmico (42°C durante 30 s); e inmediatamente se incub6 en hielo
durante 2 min. Se afadieron 90 pL de medio SOC precalentado a 42°C y se incubaron a
37°C durante 1 hora con agitacion suave. Los transformantes se seleccionaron en placas de
agar LB/amp. Este protocolo se utilizé en el 2° re-screening realizado en los ciclos de

evolucién.
3.9.2 TRANSFORMACION DE LEVADURAS

Las células competentes de S. cerevisine se transformaron con el kit Yeast
Transformation siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit se basa en el método de
transformacion con acetato de litio. La solucion de DNA (entre 0.1 y 1 ug) se incubé con 10
puL de una solucién de DNA de esperma de salmén 10 mg/mL durante 5 min. Se afiadieron
100 pL de células competentes de S. cerevisiae recién preparadas. Se agitaron y se mezclaron
con 600 uL del tampon de transformacion del kit (Plate Buffer). A continuacion las células se
incubaron durante 30 min a 30°C con agitacion suave. Para aumentar el rendimiento de
transformacién, inmediatamente antes del choque térmico (45°C durante 15 min) se ahadié
DMSO a la mezcla de transformaciéon con una concentracion final de 10 % (v/v). Tras el
choque térmico la mezcla se incubd 2 min en hielo. Posteriormente, se centrifugé mediante
un pulso de 3 s y se elimind el sobrenadante. Las células precipitadas se resuspendieron en

500 pL agua milli-Q estéril. Los transformantes se seleccionaron en placas SC.
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3.10 EXPRESION HETEROLOGA EN LEVADURAS
3.10.1 EXPRESION DEL GEN DE FUSION PARENTAL avpl2 EN S. cerevisiae

3.10.1.1 Test de expresion

Inicialmente, se realizaron diferentes pruebas para comprobar y valorar el nivel de

expresion del gen de fusién awvpl2 en células de S. cerevisiae transformadas con pJRawvpl2.
3.10.1.1.1 Expresion en medio solido

Como primera aproximacion, para detectar actividad peroxidasa se prepararon
placas de agar de medio de expresion. Se realizaron dos ensayos, el primero empleando
medio de expresién suplementado con una fuente exégena de grupo hemo (hemina, 250
mg/L) para facilitar la expresién de VP y el segundo ensayo sin dicho suplemento con el fin
de comprobar si la maquinaria biosintética de la levadura era capaz de sintetizar suficiente
grupo hemo para permitir la produccién de VP. Una colonia de levadura transformada con
pJRawvpl2 se extendid en placas de agar con medio de expresion que se incubaron a 30°C
durante 7 dias. Posteriormente, sobre la colonia crecida se anadio la disolucion de actividad
peroxidasa (DAP). La soluciéon DAP contenia DMP 0.1 mM, MnSOs 2 mM, H202 0.1 mM en
tampon tartrato sdédico 100 mM pH 5.0. La VP en presencia de H20Ozes capaz de oxidar el
Mn?* a Mn*, que a su vez oxida el DMP presente en el medio dando lugar a la formacion de
cerulignona, de un color naranja oscuro. Paralelamente, se realizaron los mismos ensayos

con células no transformadas de levadura que se emplearon como control negativo.
3.10.1.1.2 Expresion en medio liquido

Se realizaron pruebas de expresion en matraces de 100 mL con 10 mL de medio de
expresion liquido. Al igual que en el ensayo descrito en el apartado anterior, se crecieron
células de levadura transformadas con pJRawvpl2 en medio de expresion con y sin aporte
exdgeno de hemo (hemina 500 mg/L). Se valor¢ la actividad peroxidasa en el sobrenadante
de dichos cultivos mediante el ensayo de oxidaciéon de DMP dependiente de manganeso
(ver Apartado 3.15.1.6, pag 96). Como control negativo se realizaron los mismos ensayos

con células no transformadas de levadura.

3.10.1.2 Optimizacion del medio de expresion de VP en microplaca

Las condiciones de fermentacion de los clones de S. cerevisige transformados con
pJRawpl2 (albergando el gen de fusidon parental) fueron optimizadas con el fin de aumentar
los niveles iniciales de expresion de VP. Puesto que los experimentos de evolucion

molecular dirigida se desarrollaron en formato de placa de 96 pocillos, se optimizé el medio
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de expresion en dicho formato para obtener niveles detectables y cuantificables en el
sobrenadante celular. Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado y cada medio
de cultivo evaluado acoplé un control negativo constituido por células de S. cerevisiae sin

transformar.

Para favorecer la produccion de VP por la levadura se estudiaron varias fuentes
exégenas de grupo hemo: hemina, hemoglobina bovina y un precursor de la ruta
biosintética de porfirinas, el acido d-aminolevulinico (0-ALA). Se estudié el efecto de las
diferentes concentraciones de hemo exdgeno sobre la secreciéon de VP. Asi mismo, se valord
la adicién de calcio y/o etanol en diferentes concentraciones y las distintas combinaciones
entre ellos (Tablas 3.13, 3.14, 3.15 y 3.16). La presencia de VP en el sobrenadante se
determind valorando la actividad mediante la oxidaciéon de ABTS 2 mM en tampon tartrato
sodico 100 mM tras afiadir H202 0.1 mM.

Se acotaron las concentraciones de hemina, hemoglobina y 0-ALA a ensayar, a
través de la evaluacion de fermentados de 10 mL de volumen final siguiendo el protocolo

descrito en el Apartado 3.10.2, pag 74.

Tabla 3.13. Concentraciones de hemina, hemoglobina y 5-ALA ensayadas para la optimizacion
preliminar del medio de expresion de VP.

HEMINA (mg/L) 500 400 300 200 100 50
HEMOGLOBINA BOVINA (mg/L) 300 200 100 50 25
5-ALA (mM) 0.5 0.3 0.1

Una vez delimitado el intervalo de concentraciones de la fuente exdgena de hemo a
estudiar, los experimentos de optimizacion se realizaron en placas de 96 pocillos (Greiner
Bio-One, Alemania) en un volumen final de 210 pL (segun el protocolo descrito en el
Apartado 3.13.2, pag 87) (Tablas 3.14, 3.15 y 3.16).

Tabla 3.14. Concentraciones de hemina ensayadas para la optimizaciéon en microplaca del medio
de expresion de VP.

HEMINA (mg/L) 100 50 40 30 20 10 5
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Tabla 3.15. Concentraciones de hemoglobina bovina y suplementos afadidos para la
optimizacion en microplaca del medio de expresién de VP.

HEMOGLOBINA

BOVINA (mg/L) 100 >0 25

CaClz (mM) - 525 1 1 - - 525 1 1 - - 525 1 1 -
Etanol (g/L) - - - -25/25 - - - -2525 - - -| - 25|25

Tabla 3.16. Concentraciones de O-ALA y suplementos afiadidos para la optimizacién en
microplaca del medio de expresion de VP.

0-ALA (mM) 1 0.5 0.1
CaCl2 (mM) - 525 1 1 - -1 51251 1| 1 = - 525 1 1 -
Etanol (g/L) - - - - 2525 = = = -1 25|25 - - - - 2525

3.10.1.3 Optimizacion de las condiciones de expresion de VP en matraz

Como paso previo a la produccion de VP y posterior purificacién fue necesaria la
optimizacion de las condiciones de expresion de VP en matraz analizando dos parametros:
el medio de expresion y la temperatura de incubacién. Salvo que se diga lo contrario, todos
los ensayos se realizaron al menos por triplicado y cada condiciéon evaluada acoplé un

control negativo constituido por células de S. cerevisiae sin transformar.
3.10.1.3.1 Optimizacion del medio de expresion

Para optimizar la produccion de VP en matraz, y a partir de los datos del Apartado
3.10.1.2, pag 71, se volvieron a valorar distintas concentraciones de hemoglobina y etanol
como se muestra en las Tabla 3.17 y 3.18. Se inocularon colonias de S. cerevisiae
transformadas con el gen de fusidon parental avpl2 y sus variantes evolucionadas en 5 mL de
medio minimo y se incubaron a 30°C durante 48 h a 220 rpm. Se tom¢ una alicuota de este
precultivo y se siguié el protocolo descrito en el Apartado 3.10.2, pag 74. Este ensayo se
realiz6 en matraces de 100 mL con 10 mL de medio de expresion. Se hizo un seguimiento de
la fermentacidon tomando lecturas de actividad y DOeoo hasta alcanzar la fase estacionaria.
La actividad peroxidasa se valoré mediante el ensayo de oxidacion de ABTS 2 mM en
tampon tartrato sodico 100 mM pH 3.5 tras afiadir H202 0.1 mM.
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Tabla 3.17. Concentraciones de hemoglobina bovina ensayadas para la optimizacion en matraz
del medio de expresion de VP con CaCl2 1 mM y etanol 25 g/L.

HEMOGLOBINA BOVINA (mg/L) 1000 500 300 200 100

Tabla 3.18. Concentraciones de etanol ensayadas para la optimizacion en matraz del medio de
expresion de VP con CaCl: 1 mM y hemoglobina 100 mg/L.

Etanol (g/L) 50 25 10

3.10.1.3.2 Optimizacion de la temperatura de fermentacion en matraz

Se estudiaron dos temperaturas de fermentacion: 20 y 30°C. Se inocularon colonias
de S. cerevisine que producian el parental VPL2 y las variantes VPL2DEL, R4, R4DEL, 2-1B y
2-1BDEL en 5 mL de medio minimo y se incubaron a 30°C durante 48 h en agitaciéon. Se
tomd una alicuota de este precultivo y se siguid el protocolo descrito en el Apartado 3.10. 2.
Este ensayo se realiz6 en matraces de 100 mL con 10 mL de medio de expresion
conteniendo 100 mg/L de hemoglobina bovina, 25 g/L de etanol y 1 mM de CaClz. Se
empled el mismo preindculo para ambos ensayos. Los matraces se incubaron a 20 y 30°C
con 220 rpm tomando lecturas de actividad y DOsow hasta alcanzar la fase estacionaria. La
actividad peroxidasa se valoré mediante el ensayo de oxidacién con ABTS 2 mM en tampén
tartrato sodico 100 mM pH 3.5 tras afiadir H202 0.1 mM.

3.10.2 EXPRESION DE LA VP EN S. cerevisiae

De manera genérica, para producir VP en matraz el protocolo fue el siguiente:

1. Se crecieron clones aislados de S. cerevisiae que contenian el gen de la VP tanto del tipo
nativo como de las variantes evolucionadas en matraces con medio minimo durante 48
h a 30°C y 220 rpm (Minitron, Infors, Suiza).

2. Una alicuota de este cultivo se inoculé en medio minimo para alcanzar una DOeoo de
0.25 en un matraz que fue incubado durante 4-6 h a 30°C y 220 rpm.

3. Tras completar dos ciclos de crecimiento (DOso = 1.0) se afiadi6 el medio de expresion
de manera que a un volumen de indculo en medio minimo se afadieron 9 volimenes
de medio de expresion. El fermentado se incub6 a 220 rpm y 20°C (para la expresion de
la VP nativa) o 30°C (para la expresién de las variantes evolucionadas).

4. El cultivo se retir6 cuando el crecimiento celular y la actividad peroxidasa se

estacionaron (3-5 dias).
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3.11 EVOLUCION MOLECULAR DIRIGIDA DE PEROXIDASAS

En el proceso de evolucién se emplearon diferentes técnicas de mutagénesis
aleatoria y recombinacidon. En cada generacidn, los correspondientes productos de PCR
fueron purificados en un gel semipreparativo de agarosa de bajo punto de fusion con el kit
Zymoclean gel DNA recovery. Posteriormente, se transformaron las células de S. cerevisiae con
los productos de PCR junto con el pldsmido pJRoC30 linearizado empleando una relacién
plasmido:producto PCR 1:4.

3.11.1 HERRAMIENTAS DE GENERACION DE DIVERSIDAD

3.11.1.1 PCR propensa a error

Las reacciones de mutagénesis aleatoria se llevaron a cabo en un termociclador de
gradiente (Thermocycler Mycycler, BioRad) bajo los siguientes parametros de reaccién:
95°C durante 2 min (1 ciclo); 94°C durante 45 s, 53°C durante 4 s, 74°C durante 3 min (28
ciclos) y 74°C durante 10 min (1 ciclo) (Figura 3.1). En este trabajo se han utilizado dos
polimerasas con diferente espectro mutacional: Tag polimerasa y Mutazyme (Genemorph I1
Random Mutagenesis Kit).

PCR
propensa a
error | -~ X~ w2 L]
- : piEs |
w o4 ﬁ i - -
Gen parental -z T -

Genoteca mutagénica

Figura 3.1. PCR propensa a error. Las estrellas representan mutaciones.

3.11.1.1.1 Taq polimerasa

En el caso de la PCR mutagénica con Tag polimerasa, la tasa de mutacion se puso a
punto haciendo uso de la concentracion de DNA molde y la inclusion de MnCl.. El indice
de mutacion se ajusté a 1-4 mutaciones por Kb. Las condiciones de la PCR se detallan en la
Tabla 3.19.
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Tabla 3.19. Condiciones de la reaccion de PCR mutagénica con Taq polimerasa y MnCl..

Oligonucle6tido RMLN-directo 90 nM
Oligonucle6tido RMLC-reverso 90 nM
Plasmido parental 0.12 ng/pL
dNTPs 0.3 mM
MgCl2 1.5 mg/mL
MnCl2 0.01 mM
DMSO 3 % (v/v)
Tampoén Tag polimerasa (10X) 5 uL

Taq polimerasa 0.5 U/uL
Completar con agua milli-Q estéril hasta 50 pL

3.11.1.1.2 Mutazyme

En el caso de la PCR con Mutazyme, la tasa de mutacidn se puso a punto en base a la
concentracion de DNA molde. El indice de mutacion se ajusté a 4.5-9 mutaciones por Kb.
Las condiciones de la PCR se detallan en la Tabla 3.20.

Tabla 3.20. Condiciones de la reacciéon de PCR mutagénica con Mutazyme.

Oligonucle6tido RMLN-directo 125 ng
Oligonucle6tido RMLC-reverso 125 ng
Plasmido parental 577 ng/uL
dNTPs 0.8 mM
Tampén Mutazyme (10X) 5 uL
Mutazyme 0.05 U/pL
Completar con agua milli-Q estéril hasta 50 pL

3.11.1.2 Técnicas de recombinacion de DNA

Se pusieron a punto técnicas de recombinacion in vivo (empleando la maquinaria
celular de S. cerevisiae), in vitro, y combinando ambas alternativas en un unico paso de
evolucioén (ej. StEP + in vivo DNA shuffling).

3.11.1.2.1 In vivo DNA shuffling

La recombinacidén in vivo de los diferentes genes mutados se llevo a cabo mediante
el llamado barajado in vivo (in vivo DNA shuffling) que facilité la acumulacion de
mutaciones beneficiosas y la eliminacidn de las neutras o perjudiciales. Ademas, permitié la

ligacién in vivo de los productos de PCR con el plasmido linearizado, evitando asi tediosos
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pasos intermedios de ligacion in vitro. Para promover la ligacién in vivo, los productos de
PCR se disefiaron conteniendo extensiones solapantes de 40 y 66 pb con los extremos

digeridos del vector linearizado (Figura 3.2).

A Genoteca
Gen parental Huatagsica
[ S—
WP e 2 5
e ¥ ]
PCR
propensa a
error Transformacion en la levadura In vivo DNA shuffling
con el plasmido linearizado
B Genoteca
mutagenica
Genes parentales &
. E—
b B— S
- »
PCR
propensa Transformacion en la levadura In vivo DNA shuffling
a error con el plasmido linearizado

Figura 3.2. Esquema del in vivo DNA shuffling realizado en el 1°" ciclo (A) y en el 2°, 3%y 6° ciclo (B)
de evolucion. Las estrellas indican nuevas mutaciones.

3.11.1.2.2 StEP (Staggered Extension Process)

El StEP es una técnica de recombinacién in vitro habitualmente empleada en
protocolos de evolucidén dirigida (Aguinaldo, AM et al., 2003; Zhao, H et al., 1998; Zhao, H et
al., 2006). Utilizando como molde varios genes parentales (con elevado grado de homologia)
y unos cebadores adecuados, se generan productos truncados de DNA obtenidos por ciclos
breves de hibridacion y extension durante la reaccion de amplificacion. Tras la
desnaturalizacidon, los fragmentos cortos hibridan aleatoriamente con los genes molde
vecinos continuando su extension. Tras sucesivos ciclos de desnaturalizaciéon y extension
breve se consigue generar genes completos quimera, formados por fragmentos de los
distintos parentales. Esta técnica suele hacer uso de polimerasas de alta fidelidad para
evitar la introducciéon de mutaciones puntuales. Sin embargo, con el fin de promover mayor
diversidad genética, en la presente Tesis Doctoral se emplearon polimerasas deficientes en
actividad exonucleasa reparadora 3'-5° para favorecer la introduccién de mutaciones
aleatorias al tiempo que se recombinaban los diferentes fragmentos parentales (StEP
mutagénico) (Figura 3.3). El StEP mutagénico se llevd a cabo en un termociclador de

gradiente bajo los siguientes parametros de reaccion: 95°C durante 5 min (1 ciclo); 94°C
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durante 30 s, 55°C durante 20 s (90 ciclos). Las condiciones de la PCR se detallan en la
Tabla 3.21. Finalmente, los productos quimera del StEP mutagénico fueron recombinados
adicionalmente mediante in vivo DNA shuffling con la intencién de promover un mayor

numero de entrecruzamientos, tal y como se representa en la Figura 3.3.

Desnaturalizacion,
hibridacion aleatoria y

Hibridacion extension (introduccion
Cebadores y extension de mutaciones)

M - -~ L
Wrmmmm— Varios ciclos
L I i " A - >

-

« w e X
- » “« » ¥
Genes parentales

[ a S|

Genoteca mutagénica

In vivo DNA shuffling Transformacién S. cerevisiae
con el plasmido linearizado

Figura 3.3. Esquema de la técnica del StEP mutagénico combinada con in vivo DNA shuffling
empleada en la 4° generacion. Las estrellas representan nuevas mutaciones.

Tabla 3.21. Condiciones del StEP mutagénico de la 42 generacion de evolucidn.

Oligonucle6tido RMLN-directo 90 nM
Oligonucle6tido RMLC-reverso 90 nM
Mezcla de genes parentales* 0.12 ng/pL
dNTPs 0.3 mM
MgCl2 1.5 mg/mL
DMSO 3 % (v/v)
Tampon Tag polimerasa (10X) 5 uL

Taq polimerasa 0.5 U/uL
Completar con agua milli-Q estéril hasta 50 pL

*Los genes parentales se mezclaron en la misma proporcion
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3.11.1.2.3 IvAM (In vivo Assembly of Mutant libraries)

Esta técnica permite en un unico paso la recombinacién in vivo de genotecas
mutagénicas con distinto espectro mutacional, enriqueciendo la diversidad de la libreria
sometida a exploracién (Zumarraga, M ef al., 2008). Se disenaron dos genotecas, una
mediante PCR mutagénica con Tag polimerasa/MnCl: y otra con Mutazyme, tal y como se ha
descrito en el Apartado 3.11.1.1, pag 75. Ambas genotecas se mezclaron en la misma
proporcion y se transformaron junto con el plasmido linearizado en S. cerevisiae (relacidon
plasmido:mezcla genotecas 1:4) favoreciendo su recombinacion adicional mediante in vivo
DNA shuffling (Figura 3.4).

Genoteca
mutagénica 1
. o 2 Transformacion en S. cerevisiae
Taq polimerasa/ _— con el plasmido linearizado
MnCl, e \
L E—
Gen parental
MutazirA
e / In vivo DNA shuffling
s
I_,*_l
Genoteca

mutagénica 2

Figura 3.4. Esquema de la técnica de IvAM empleada en la 5° generacion. Las estrellas indican
mutaciones.

3.11.2 PRIMERA GENERACION: PCR MUTAGENICA CON Taq
POLIMERASA/MnCl:

Se construyé una genoteca de 1408 clones, empleando como parental avpl2. Este fue
amplificado mediante PCR propensa a error con Tag polimerasa/MnClz (Tabla 3.19). La
mezcla de transformacion en S. cerevisiae contenia 200 ng de plasmido linearizado y 800 ng
de producto de PCR. Paralelamente, se transformd S. cerevisiaze con avpl2 para emplearlo
como referencia (estandar interno de cada placa). Cada placa incluy6é un control negativo
(pocillo H1) formado por células competentes de S. cerevisiae sin transformar. El screening de

actividad se desarroll6 como se describe en el Apartado 3.13.2, pag 87.
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3.11.3 SEGUNDA GENERACION: PCR MUTAGENICA CON Taq
POLIMERASA/MnCI: E in vivo DNA SHUFFLING

Se construyd una genoteca de 1740 clones empleando como parentales las mejores
variantes seleccionadas en la primera generacién (mutantes 11H10, 15G9, 4B5 y 4B1). Cada
parental fue amplificado mediante PCR mutagénica con Tag polimerasa/MnClz siguiendo
las condiciones de PCR detalladas en la Tabla 3.19. Los productos de cada PCR fueron
mezclados en la misma proporcién (200 ng de cada, 800 ng totales) junto con 200 ng de
plasmido linearizado, transformandolos en S. cerevisine para promover el clonaje y
recombinacion in vivo. Paralelamente, se transformo S. cerevisiae con el mejor mutante de la
12 generacion (11H10) para emplearlo como referencia (estdndar interno de cada placa).
Cada placa incluy6 un control negativo (pocillo H1) formado por células competentes de S.
cerevisiae sin transformar. El screening de actividad se desarrolld como se describe en el
Apartado 3.13.2, pag 87.

3.11.4 TERCERA GENERACION: PCR MUTAGENICA CON Tagq
POLIMERASA/MnCl: E in vivo DNA SHUFFLING

Se construyd una genoteca de 1131 clones empleando como parentales las mejores
variantes seleccionadas en la segunda generacion (mutantes 16E12, 19C2, 20D1 y 13G1). Se
procedié como se describe para la segunda generacion (Apartado 3.11.3) con la salvedad de

que el estandar interno estuvo formado por el mutante 16E12.

3.11.5 CUARTA GENERACION: StEP MUTAGENICO COMBINADO CON in
vivo DNA SHUFFLING

Se construyd una genoteca de 2088 clones empleando como parentales las mejores
variantes seleccionadas en la tercera generacién (mutantes 10C3, 6B1, 13E4, 6E7 y 11F3). En
esta generacion se utilizo la técnica de StEP mutagénico combinada con in vivo DNA
shuffling (Figura 3.3). Las condiciones del StEP mutagénico se detallan en la Tabla 3.21.
Para verificar que el producto de StEP comprendia la secuencia completa entre RMLN y
RMLC se realiz6 una PCR cuyas condiciones se detallan en la Tabla 3.22 bajo los siguientes
parametros de reaccion: 95°C durante 2 min (1 ciclo); 94°C durante 27 s, 55°C durante 27 s,
74°C durante 2 min (28 ciclos) y 74°C durante 10 min (1 ciclo).
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Tabla 3.22. Condiciones de la PCR de confirmacion de extremos del StEP.

Oligonucle6tido RMLN-directo 0.25 uM
Oligonucle6tido RMLC-reverso 0.25 uM
Producto del StEP 2 ng/puL
dNTPs 1 mM
DMSO 3 % (v/v)
Tampén Pfu Ultra (10X) 5 uL

Pfu Ultra polimerasa 0.05 U/uL
Completar con agua milli-Q estéril hasta 50 uL

Se transformaron células de S.cerevisiae con el producto del StEP (800 ng) junto con
el plasmido linearizado (200 ng). Paralelamente, se transformo S. cerevisige con el mejor
mutante de la 32 generacion (10C3) para emplearlo como referencia (estandar interno de
cada placa). Cada placa incluyé un control negativo (pocillo H1) formado por células
competentes de S. cerevisiae sin transformar. El screening de actividad se desarrollé como se
describe en el Apartado 3.13.2.1, pag 88. Para este ciclo y los sucesivos se incorpord un
screening de termoestabilidad que se llevé a cabo como se describe en el Apartado 3.13.2.2,
pag 89. La temperatura fijada para el screening fue 60°C, siendo aumentada a 70°C en el 1ery
2° re-screening. En esta generacién se afiadié un 3¢ re-screening consistente en la

determinacion de la Tso de las variantes seleccionadas del 2° re-screening.

3.11.6 QUINTA GENERACION: ENSAMBLAJE in vivo DE GENOTECAS
MUTAGENICAS CON DISTINTO ESPECTRO MUTACIONAL (IvAM)

Se construyé una genoteca de 1392 clones empleando como parental la mejor
variante seleccionada en el screening de termostabilidad de la cuarta generacién (mutante
24E10). En esta generacidn se utilizd la técnica IvAM tal y como se explica en el Apartado
3.11.1.2.3, pag 79. Se mezclaron 400 ng de cada genoteca junto con 200 ng de plasmido
linearizado y se transformo S. cerevisiae. El screening de termoestabilidad se desarrollé como
se describe en el Apartado 3.13.2.2, pag 89, aumentando la presion selectiva (temperatura
de incubacién 80°C). Como estandar interno de cada placa se utilizé la mejor variante de
termoestabilidad de la 4* generacion, el mutante 24E10. Se emplearon células competentes

de S. cerevisiae sin transformar como control negativo (pocillo H1).
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3.11.7 SEXTA GENERACION: PCR MUTAGENICA CON Tag POLIMERASA/
MnCl: E in vivo DNA SHUFFLING

Se construyd una genoteca de 1305 clones empleando como parentales las mejores
variantes seleccionadas de la quinta generacion (mutantes 3H9 y 15B4). Se procedié como se
describe para la segunda generacion (Apartado 3.11.3, pag 80). El screening de
termoestabilidad se desarrolldé como se describe en el Apartado 3.13.2.2, pag 89,
aumentando la presidn selectiva a 90°C. Como estandar interno de cada placa se utilizo la
mejor variante de termoestabilidad de la 5% generacion, el mutante 3H9. Se emplearon

células competentes de S. cerevisiae sin transformar como control negativo (pocillo H1).

3.12 ELIMINACION DE LA EXTENSION EXTRA DEL EXTREMO
N-TERMINAL

El extremo N-terminal de la proteina expresada por S. cerevisiae presentd 6
aminoacidos adicionales (EAEAEF) respecto a la proteina nativa expresada por P. eryngii
como se explicarda mas adelante (Apartado 4.7.4, pag 139). Para estudiar el efecto de esta
extension N-terminal sobre la expresion, actividad y estabilidad de los mutantes obtenidos
por evolucidn se crearon variantes del tipo parental VPL2 y los mutantes R4 y 2-1B en las
que se suprimi6 la secuencia de dicha extension extra. La eliminacion de la extension N-
terminal se plantedé mediante el uso de dos métodos diferentes: SOE e IVOE. Las variantes
obtenidas de SOE e IVOE, sin la extensién N-terminal, se denominaron VPL2DEL, R4DEL y
2-1BDEL.

Se construyeron genotecas (100-200 clones) para cada mutante de delecion obtenido
por SOE o IVOE. Los clones obtenidos se sometieron a procesos de screening (Apartado
3.13.2, pag 87). Sus plasmidos se aislaron y se secuenciaron para verificar las
construcciones. Se llevé a cabo un estudio detallado de actividad y estabilidad frente a la
temperatura. Finalmente se secuenciaron los extremos N-terminales de las proteinas

secretadas para verificar el procesado de las variantes por S. cerevisiae.
3.12.1 SOE (SPLICING BY OVERLAP EXTENSION)

Esta técnica permite la recombinacion in vitro de dos o mas fragmentos de DNA sin
la necesidad de sitios de restriccion (Horton, R et al., 1990; Horton, RM et al., 1989). Para
eliminar la extension extra N-terminal se realizo SOE mediante dos reacciones de PCR en la
que los oligonucledtidos utilizados comprendieron la secuencia N-terminal sin los 6
aminodacidos extra (EAEAEF).
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Se disefiaron cebadores que hibridaron en la regién de la secuencia a suprimir
(ITDSTE13 reverso e ITDEcoRI directo, Tabla 3.5, pag 65) y que carecian de la secuencia
extra que codificaba para EAEAEF. Se llevaron a cabo dos reacciones de amplificacion: i) en
la PCR 1 se emplearon los oligonucle6tidos RMLN directo e ITDSTE13 reverso (Tabla 3.5)
para amplificar la secuencia del prepro-lider del factor a del plasmido pJRaPM1 (ver
Figura 3.5); ii) en la PCR 2 se emplearon los oligonucleétidos ITDEcoRI directo y RMLC
reverso (Tabla 3.5) para amplificar la secuencia madura de wvpl2 y sus variantes
evolucionadas (R4 y 2-1B) (Figura 3.5). Las condiciones de las PCR se detallan en la Tabla
3.23.

Tabla 3.23. Condiciones de las reacciones de PCR 1y 2 del SOE y del IVOE.

Oligonucleoétidos (RMLN - ITDSTE13)! o (RMLN - IVDSTE13)? 0.25 uM
Oligonucleétidos (RMLC - ITDEcoRI)? o (RMLC - IVEcoRI)* 0.25 uM
cDNA de avpl2, R4, 2-1B o prepro-lider del factor ot 2 ng/uL
dNTPs 1 mM
DMSO 3 % (v/v)
Tampoén Pfu Ultra (10X) 5 uL

Pfu Ultra polimerasa 0.05 U/uL
Completar con agua milli-Q estéril hasta 50 pL

1 Oligonucledtidos utilizados para la PCR 1 del SOE. 2 Oligonucleétidos utilizados para la PCR 1 del IVOE.
3Oligonucledtidos utilizados para la PCR 2 del SOE. 4Oligonucleétidos utilizados para la PCR 2 del IVOE.

Tabla 3.24. Condiciones de la reaccion de PCR 3 del SOE.

Oligonucle6tido RMLN-directo 0.25 uM
Oligonucle6tido RMLC-reverso 0.25 uM
Producto PCR 1 2 ng/uL
Producto PCR 2 2 ng/uL
dNTPs 1 mM
DMSO 3 % (v/v)
Tampdn Pfu Ultra (10X) 5 uL

Pfu Ultra polimerasa 0.05 U/uL
Completar con agua milli-Q estéril hasta 50 uL

Los productos de las PCR 1 y 2 presentaron secuencias complementarias en sus
extremos 3’ con una zona de anillamiento de 18 pb. Se llevé a cabo una tercera PCR (PCR 3)

(Tabla 3.24) con dichos productos para generar una hibridacion en la que los propios
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productos de PCR actuaron como cebadores internos y, con la ayuda de los oligos externos
RMLN y RMLC (Tabla 3.5), se completd la formacion del gen de fusiéon suprimiendo la
secuencia EAEAEF (Figura 3.6). Los parametros de reaccion de las PCR 1, 2 y 3 fueron las
siguientes: 95°C durante 2 min (1 ciclo); 94°C durante 27 s, 55°C durante 27 s, 74°C durante
2 min (28 ciclos) y 74°C durante 10 min (1 ciclo). Finalmente, el producto de la PCR 3 (400

ng) se transformo junto con el plasmido linearizado (100 ng) en S. cerevisiae.

Secuencia Secuencia
STE13/ EcoRI STE13/ EcoRI
D N — [ N —
prepro-lider PM1 prepro-lider upl2
del factor o del factor a

Figura 3.5. Esquema de los genes parentales utilizados para realizar el experimento de delecion de
la extension N-terminal. Para amplificar el prepro-lider del factor a sin la extension EAEAEF se
empled el vector pJRaPM1 (Maté, D et al., 2010). Dicha construccién contiene el gen de la lacasa PM1
fusionada al prepro-lider del factor a y fue adecuada para evitar anillamientos de las secuencias
solapantes homologas a la secuencia de la VP madura.

SOE
RMLN ITAEcoRI
‘§>
a: = ™ Ny ™
e -
ITASTE13 RMLC
PCR 1 PcR2 W
—— = ——|
Producto de PCR 1 V Producto de PCR 2
PCR 3
Recombinacion “in vitro”
RMLN
- '(__ _—
RMLC
* Transformacion en
S. cerevisiae con el

plasmido

/o\ m ' linearizado

p

Recombinacién homéloga

Figura 3.6. Esquema de la técnica de SOE empleada para la eliminacidn de la extension N-terminal.
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3.12.2 IVOE (In Vivo OVERLAP EXTENSION)

Esta técnica permite la recombinacién in vivo de dos o mas fragmentos de DNA
haciendo uso de la maquinaria celular de S. cerevisiae. Para la eliminacion de la extension N-
terminal se disefiaron oligonucledtidos que carecian de la secuencia EAEAEF y presentaban
extremos solapantes de 38 pb para favorecer la recombinacion homoéloga en la levadura
(cebadores IVDSTE13 reverso e IVDEcoRI directo, Tabla 3.5). Se realizaron dos reacciones
de amplificaciéon: i) en la PCR 1 se emplearon los oligonucledtidos RMLN directo e
IVDSTE13 reverso (Tabla 3.5) para amplificar el prepro-lider del factor a (Figura 3.5); ii) en
la PCR 2 se emplearon los oligonucledtidos IVDEcoRI directo y RMLC reverso (Tabla 3.5)
para amplificar la secuencia madura vpl2 y sus variantes evolucionadas (R4 y 2-1B). Las
condiciones de las PCR se detallan en la Tabla 3.23. Los productos de las PCR 1y 2 (200 ng
de cada, 400 ng en total) se transformaron junto con el plasmido linearizado (100 ng) en S.
cerevisiae. Como los productos contenian secuencias solapantes complementarias entre ellos
y con el plasmido linearizado, la alta frecuencia de recombinacion de S. cerevisiae permitié
la reconstruccion de los plasmidos circulares con la secuencia de avpl2, R4 y 2-1B sin la
extension EAEAEF (Figura 3.7). Las variantes obtenidas de SOE e IVOE, sin la extension N-
terminal, se denominaron VPL2DEL, R4DEL y 2-1BDEL.

IVOE
RMLN IVAEcoRI
=

E ™ Ny ™

S -
IVASTE13 RMLC
¥ PCR1 PCR2 W
[—— = ]
Producto de PCR 1 * Producto de PCR 2

Transformacion en S. cerevisiae con
el plasmido linearizado

S

Recombinacion homoéloga

©)

Figura 3.7. Esquema de la técnica de IVOE empleada para la eliminacién de la extensiéon N-
terminal. Las cruces indican zonas de recombinacién.
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3.13 PROTOCOLO DE HIGH-THROUGHPUT (HTP) SCREENING

3.13.1 OPTIMIZACION DEL PROTOCOLO DEL HTP-SCREENING

Se disefié un ensayo colorimétrico que fuera sensible y reproducible de manera que
permitiera detectar actividad VP cuantificable durante el proceso de evolucion dirigida.
Para ello, se estudiaron diferentes sustratos y se evalud la linealidad y fiabilidad en un

protocolo de HTP-screening.

3.13.1.1 Seleccidn del sustrato para el screening de actividad

La elevada promiscuidad catalitica de la VP permitié evaluar varios sustratos con
diferentes caracteristicas: ABTS (sustrato colorimétrico aromatico no fenodlico), DMP
(sustrato colorimétrico aromatico fenolico), Mn2* (sustrato caracteristico de la MnP), AV
(sustrato aromatico no fendlico de alto potencial redox caracteristico de la LiP), RB5
(colorante tipo azo de alto potencial redox). Se realizé un andlisis preliminar valorando de
manera independiente la actividad enzimatica hacia los cuatro sustratos en el sobrenadante
de cultivos en matraz de S. cerevisiae transformados con el gen parental awvpl2. Las
condiciones de reaccién se describen en el Apartado 3.15.1, pag 93. Se escogieron los
sustratos ABTS y DMP para analizar la actividad en sobrenadantes de cultivos de S.
cerevisiae crecidos en formato microplaca. Se midié la actividad en un lector de placas
SPECTRAmax Plus 384 (Molecular Devices, EEUU) afiadiendo 20 pL de sobrenadante sobre
100 pL de mezcla de reaccion conteniendo las condiciones de reaccidon que se describen en

el Apartado 3.15.1 para cada sustrato.

3.13.1.2 Validacidon del método de screening
3.13.1.2.1 Linealidad del ensayo

Se evaluo la linealidad del ensayo colorimétrico (de oxidacion de ABTS) en funcion
de la cantidad de VP secretada. Para ello, en una placa de 96 pocillos se alicuotaron
diferentes volimenes de sobrenadante (procedente de microfermentaciones de awpl2): 0.5,
1, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5 y 20 pL. Se completé con sobrenadante (procedente de
microfermentaciones de levadura sin transformar) hasta 20 pL. Se anadieron 180 pL de
mezcla de reacciéon compuesta por tampodn tartrato sédico 100 mM pH 3.5, ABTS 2 mM y
H202 0.1 mM y se midié actividad en modo cinético. Cada experimento se realizé por
triplicado.
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3.13.1.2.2 Coeficiente de varianza

Se evalud el coeficiente de varianza (C.V., es el cociente, expresado en %, entre la
desviacién estdndar y el valor medio de los puntos sometidos a estudio) para el ensayo de
oxidacion de ABTS. Para ello, se preparé una placa conteniendo en todos los pocillos
cultivos sincronizados de células transformadas con awpl2 (todos ellos a partir de
transformantes nuevos sometidos a las mismas condiciones de crecimiento y expresion). Se
evalué la actividad de 20 pL de sobrenadante de cada clon en 180 pL de mezcla de reaccién
compuesta por tampon tartrato sédico 100 mM pH 3.5, ABTS 2 mM y H202 0.1 mM.

3.13.2 ENSAYOS DE HTP-SCREENING PARA ACTIVIDAD Y
TERMOESTABILIDAD

Las células de S. cerevisiae transformadas con la correspondiente genoteca y el
vector pJRoC30 linearizado fueron sembradas en placas SC. Tras 3 dias de incubacién a
30°C se transfirieron colonias individuales a placas de 96 pocillos que contenian 50 pL de
medio minimo por pocillo. La columna nimero 6 de cada placa se inoculd con el tipo
parental (columna de referencia) y el pocillo H1 se inocul6 con células de S. cerevisiae sin

transformar (control negativo) (Figura 3.8).

PARENTAL

1

CONTROL
NEGATIVO

T
PLACA MAESTRA

Figura 3.8. Organizacion de una placa maestra de un experimento de evolucién. En la fila 6 se
inoculan colonias del tipo parental empleado en el correspondiente ciclo evolutivo. En el pocillo H1
se inocula una colonia de S. cerevisiae sin transformar como control negativo.

Las placas se taparon, se sellaron con parafilm y se incubaron a 30°C, 210 rpm y 80
% de humedad relativa en un incubador con sistema de humidificacion Minitron (Infors).
Tras 48 h, se afiadieron 160 pL de medio de expresion a cada pocillo y se volvieron a
incubar a 30°C y 210 rpm con 80 % de humedad. Después de 72 h (en el primer ciclo
evolutivo) o 24 h (del segundo ciclo de evolucién en adelante), se centrifugaron las placas
(placas maestras) (2200 g durante 10 min a 4°C) en una centrifuga Eppendorf 5810R
(Alemania). Posteriormente, empleando un robot manipulador de liquidos Quadra 96-320
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(Tomtec, EEUU) se transfirieron 20 uL de sobrenadante de cada pocillo de la placa maestra a
una placa réplica (PR). En las 1%, 2% y 3% generaciones las PR se emplearon para realizar el
screening de actividad (Figura 3.9). En las generaciones 4%, 5? y 6% las PR se emplearon para

realizar el screening termoestabilidad (Figura 3.10).

3.13.2.1 Screening de actividad

Se anadieron a la correspondiente PR 100 uL de mezcla de reaccién que contenia
tampon tartrato sddico 100 mM pH 3.5, ABTS 2 mM y H202 0.1 mM (concentraciones finales
en pocillo). Las placas se agitaron brevemente y se midié la absorbancia a 418 nm en el
lector de placas SPECTRAmax Plus 384. Posteriormente, se incubaron a temperatura
ambiente. Cuando se desarrollo el color verde del radical cationico ABTS-* (e418 = 36000 M1
cm) se volvio a medir la absorbancia. Las actividades se calcularon a partir de la diferencia
entre la absorbancia final y la inicial normalizada respecto a la actividad del tipo parental

de la correspondiente placa (Figura 3.9).

1) Incubar 48 h en medio
minimo a 30°C, 210 rpm y

Células de 80 % humedad
S.cerevisiae 2) Adicionar el medio de
transformadas expresion. Incubar 24 h

= — E
t
Transferencia de
colonias a medio Placa maestra

minimo

Centrifugar y transferir
con el robot 20 uL de
sobrenadante
Ensayo de actividad

b SO0U® 1 Afadir 100 pL de mezcla
de reaccion:
tampon tartrato sodico 100
mM pH 3.5, ABTS 2 mM,
H,0,0.1 mM

Placa réplica

Figura 3.9. Esquema del protocolo de screening de actividad para los tres primeros ciclos de
evolucion dirigida.
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3.13.2.2 Screening de termoestabilidad

En la 4° y 5% generacion, se afadieron sobre la correspondiente PR 180 pL de
tampon tartrato sédico 10 mM pH 5.0 (dilucién final del sobrenadante 1/10, volumen final
por pocillo 200 pL). La 62 generacion, se llevd a cabo de manera similar a los ciclos 4° y 5%,
con la salvedad de que la dilucién del sobrenadante fue 1/6 (volumen final por pocillo 120
uL), es decir, a cada PR se afiadieron 100 pL de tampdn tartrato sédico 10 mM pH 5.0. Las
placas se agitaron y se transfirieron 50 uL a una placa de termociclador (Multiply PCR plate,
Sarstedt, Alemania) y 20 uL a una nueva placa réplica (R1) (Figura 3.10).

Células de
S.cerevisiae
transformadas ‘V
a Incubar la placa en hielo 10
Transferencia de Recocs AN 4 min y 5 min a temperatura
colonias a medio .E ambiente
minimo Incubar en termociclador — e

a temperatura
correspondiente

'

1) Incubar 48 h en medio minimo a 30°C,

Extraer 20 uL a
una nueva placa

210 rpm y 80 % humedad Sellar placa con film
2) Adicionar el medio de expresién. termorresistente Placa R1 Placa R2
Incubar 24 h Placa PCR 96-pocillos
Parental
t t
i
Control 5 Extraer 50 L. Extraer 20 uL Ensayo de actividad:

negativo  Placa maestra

Anadir 180 pL de
mezcla de reaccion:
tampon tartrato

Centrifugar y transferir l =
20 uL de sobrenadante d Duplicar placa sodico 100 mM pH
con el robot & co]i el rcﬁmt 3.5, AI:’vES1 2 n;AM, H,0,
%‘* < . .Im .
t ! .28 50 o .,
Afadir 100 / 180 pL de vt #0003
tampon tartrato sodico = — -
PR 10 mM pH5.0 Al AR

TERMOESTABILIDAD = AR/AI

Figura 3.10. Esquema del protocolo de screening de estabilidad para los ciclos 4, 5y 6 de evolucion
dirigida. PR, placa réplica; Al, valor de actividad relativa inicial; AR, valor de actividad relativa
residual tras incubacion a determinada temperatura.

Las placas para termociclador se sellaron con film termo resistente (Deltalab) y se
incubaron a la temperatura correspondiente durante 10 min en un termociclador MyCycler
(BioRad). Posteriormente, las placas se incubaron en hielo 10 min y se dejaron a

temperatura ambiente 5 min mas. Con ayuda del robot se transfirieron 20 puL a una placa
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réplica nueva (R2). Las placas R1 y R2 se analizaron tras afiadir 180 pL de mezcla de
reaccion que contenia tampon tartrato sédico 100 mM pH 3.5, ABTS 2 mM y H202 0.1 mM
(concentraciones finales en pocillo). Las placas R1 y R2 se agitaron brevemente y se midid la
absorbancia a 418 nm en el lector de placas. Posteriormente, se incubaron a temperatura
ambiente. Cuando se desarrolld el color verde se volvid a medir absorbancia. Las
actividades se calcularon a partir de la diferencia entre la absorbancia final y la inicial y se
normalizaron respecto a la actividad del tipo parental de la correspondiente placa. La
termoestabilidad se calculé como el cociente entre la actividad residual (AR, actividad de la
placa R2, tras el tratamiento térmico) y la actividad inicial (Al, actividad de la placa R1)
(Figura 3.10).

3.13.3 RE-SCREENING

Con los mutantes seleccionados en el screening se realizaron tres re-screening

consecutivos, para descartar falsos positivos.

3.13.3.1 1¢r Re-screening

Se inocularon alicuotas de 5 pL de los clones seleccionados en placas multipocillo
con 50 pL de medio minimo. Las columnas y filas de los extremos de la placa (columnas 1y
12, filas A y H) no se utilizaron. Tras 24 h de incubaciéon a 30°C, 210 rpm y 80 % de
humedad relativa, se transfirieron 5 pL a los pocillos adyacentes, tal y como se muestra en

la Figura 3.11, incubandose durante 24 h mas.

Y 5 ul de células del
\'\\. mutante

seleccionado de la 1) Incubar 24 h en medio minimo a

R ¥ Incubar 24h en 50 30°C, 210 rpm y 80 % humedad
\ placa maestra ul de medio Transfurir-S pL de células 2) Adicionar 160 pL de medio de
minimo a 30°C, a los 4 pocillos adyacentes expresion. Incubar 24 h
210 rpm y 80%

)

¥ humedad g

]i—

i
Parental

OGO

Screening actividad y/o '
termoestabilidad

Placa maestra

PR

Centrifugar y transferir
con el robot 20 pL de
sobrenadante

Figura 3.11. Esquema del protocolo del 1¢* re-screening.
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Finalmente, se adicionaron 160 pL de medio de expresion y se incubaron durante 24
h. De esta manera, cada clon tenia 4 réplicas y el parental (estdndar interno) se trat6 del
mismo modo (fila D, pocillos 7-11). Las placas se sometieron al mismo protocolo de
screening de actividad y estabilidad, con la salvedad de que cada valor de actividad

procedid de la media de 4 microcultivos por clon.

3.13.3.2 2° Re-screening

Se inocularon alicuotas de 100 uL de los clones mas activos del primer re-screening
en 3 mL de medio YPD a 30°C y 210 rpm durante 24 h. Se extrajeron los pldsmidos de estos
cultivos con el kit Zymoprep yeast plasmid miniprep. Como el producto de la zymoprep no era
puro y la concentracién del DNA extraido fue muy baja, se transformaron células de E. coli
supercompetentes XL2-blue segtin el protocolo correspondiente (Stratagene™) con el fin de
sobre-producir y purificar los plasmidos seleccionados. Se inocularon colonias aisladas en
10 mL de medio LB/amp y se crecieron durante toda la noche a 37°C. Se extrajeron los
plasmidos (NucleoSpin® Plasmid kit). Las células competentes de S. cerevisiae (conservadas a
-80°C) se transformaron con los plasmidos de los mejores mutantes asi como con el
correspondiente tipo parental. El re-screening de actividad y termoestabilidad se llevd a
cabo de la misma manera que en el protocolo de screening, con la salvedad de que cada

valor de actividad procedi6 de la media de 5 microcultivos por clon (Figura 3.12).

100 uL de sobrenadante Zymoprep: Transfml'macién de células Miniprep:
extraccion del plasmido ~ de L.coli ultracompetentes  oxtraccién del plasmido
/\ de células de levadura  con producto de zymoprep de células de E.coli
7 ~ (\ i~
! Ve ﬂ% ﬁe- )y :
Incubar en YPD v Mut 1
Placa del 1¢f 24 ha30°Ca Transforr}‘lgmon Viut2
re-screening 210 rpm de S. cerevisiae con
producto de Mut 3

miniprep
1) Incubar 48 h en medio

minimo a 30°C, 210
Placa maestra  TPm Y 80% humedad ,
Parental

PR
Screening i ;Frahéfgrgpcﬁzdcl w
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Figura 3.12. Esquema del protocolo del 2° re-screening.
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3.13.3.3 3¢r Re-screening

Este re-screening se incorpor6 en los ciclos hacia mejora de termoestabilidad (4 5° y
6°). Consistié en la determinacion de la Tso de los mejores mutantes seleccionados tras el 2°
re-screening. Se inocularon colonias individuales de S. cerevisiae (albergando los genes de los
mutantes seleccionados en el 2° re-screening) en matraces de 100 mL y se procedié como se
indica en el Apartado 3.10.2, pag 74. Los fermentados resultantes se centrifugaron (3000 g
durante 15 min a 4°C). Los sobrenadantes se utilizaron para determinar la Ts0 usando un
termociclador con gradiente de temperatura como se explica en el Apartado 3.16.10.1, pag
101.

3.14 PURIFICACION DE VP

Se crecieron clones de S. cerevisiae portadores del gen de fusion parental avpl2, las
variantes evolucionadas R4 y 2-1B asi como las variantes de delecién en matraces de 2 L con
base de 20 cm siguiendo el protocolo descrito en el Apartado 3.10.2, pag 74. Una vez que la
DOesoo y la actividad de los cultivos se estabilizaron (entraron en fase estacionaria) las
células se separaron por centrifugacion (6000 g a 4°C durante 15 min) en una centrifuga
Beckman Coulter, Avanti J-E centrifuge (EEUU) y el sobrenadante con actividad peroxidasa

se sometio a las siguientes etapas:

1. El sobrenadante se filtré a través de una membrana de fibra de vidrio y posteriormente,
a través de una de nitrocelulosa con didametro de poro de 0.45 um. El filtrado se sometid
a precipitacion fraccionada (la VP se aisld entre el 50 y el 65 % (p/v) de (NH4)2504). Para
ello, en primer lugar el filtrado se traté con (NH4)2SOs al 50 % de saturacion (p/v) a 0°C.
Tras equilibrar la muestra durante 30 min se centrifugd (22000 g a 4°C durante 30 min).
Se elimin6 el precipitado y el sobrenadante se someti6 a un segundo corte con
(NH4)2SO4 al 65 % (p/v). La muestra se equilibré6 durante 30 min y se centrifugd de
nuevo. Se desech¢ el sobrenadante y el pellet, con actividad peroxidasa, se resuspendid
y dializé en tampon piperazina 20 mM, pH 5.5 (tampoén P). El dializado se concentro
con la ayuda de una celda de ultrafiltracién (Amicon, Merck Millipore, EEUU) con una
membrana de corte molecular de 10000 Da.

2. La muestra concentrada se purificéd en un equipo de cromatografia liquida de proteinas
FPLC (LC-500 CI, Amersham Bioscience, EEUU) mediante una columna Hi-Trap FFQ
(GeHealthcare) de intercambio anionico fuerte de baja resolucion equilibrada con
tampon P. La elucion de la proteina se llevo a cabo aplicando un gradiente lineal de 0-
0.25 M de NaCl en 60 min a un flujo de 1 mL/min. En las fracciones se midi6 la
absorbancia a 407 nm (maximo de absorcion del grupo hemo) y a 280 nm (maximo de

absorcion de los aminoacidos de Trp y Tyr de las proteinas).
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3. Las fracciones con actividad peroxidasa y alta absorbancia a 407 nm se concentraron y
se dializaron en tampon P. La muestra resultante se inyectd en un equipo de
cromatografia liquida de alta eficacia HPLC (Waters 600E System con un detector de
fotodiodo-PDA Varian, EEUU) con una columna BioSuite Q (Waters, EEUU) de
intercambio aniénico fuerte de alta resolucién equilibrada con tampon P. La elucion de
la VP se llevo a cabo aplicando un gradiente lineal de 0-0.06 M de NaCl en 65 min a un
fluyjo de 1 mL/min. En el caso de la variante R4DEL, en este paso, la actividad
peroxidasa se encontrd en la fraccién no retenida. Esta fraccion fue dializada en tampdn
Bis-Tris 20 mM, pH 6.5 (tampén BT) y se inyecté nuevamente en el HPLC con una
columna BioSuite Q equilibrada con tampdn BT. La elucién de R4DEL se llevd a cabo
aplicando un gradiente lineal de 0.07-0.09 M de NaCl en 65 min a un flujo de 0.8
ml/min. Las fracciones con actividad peroxidasa se juntaron, dializaron con tampén BT
y se purificaron en HPLC en las mismas condiciones antes descritas hasta conseguir un
valor de Reinheitszahl, R: (relaciéon de absorbancia A47/A2s0) en torno a 4 (Martinez, MJ
et al., 1996).

4. Las fracciones con actividad peroxidasa y R: = 4, se concentraron y dializaron en
tampon tartrato sédico 10 mM pH 5.0 en concentradores Amicon Ultra (Merck
Millipore, EEUU) con un corte molecular de 3000 Da. Las proteinas puras se

almacenaron a -20°C.

3.15 CARACTERIZACION ENZIMATICA DE LAS VP
PURIFICADAS

3.15.1 VALORACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La valoracién de la actividad peroxidasa sobre diferentes sustratos se llevd a cabo a
temperatura ambiente en un espectrofotometro Shimadzu UV-1500 (Japon). Una Unidad (U)
de actividad peroxidasa se definié como la cantidad de enzima capaz de oxidar 1 pmol de
sustrato por minuto bajo las condiciones descritas. Las actividades se midieron como
velocidades iniciales tomando incrementos lineales (descensos en el caso del RB5). Para
cada sustrato, se ensayaron distintas diluciones enzimaticas con el fin de trabajar en el

intervalo de linealidad del ensayo. Cada medida se realizé al menos por triplicado.

3.15.1.1 Oxidacion de Mn?*

La oxidacién de Mn?* (como sulfato de manganeso II) a Mn¥* se determind en
tampon tartrato sédico 100 mM pH 5.0, siguiendo la formacion del complejo Mn3*-tartrato a

238 nm (e238 = 6500 M1 cm?) tras la adicion de H202 a una concentracion final de 0.1 mM.
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3.15.1.2 Oxidaciéon de ABTS

La oxidaciéon de ABTS se determind en tampoén tartrato sodico 100 mM pH 3.5,
siguiendo la formacién del radical catiénico (ABTS**) a 418 nm (es1s= 36000 M- cm) tras la

adicion de H20:2 a una concentracién final de 0.1 mM.

o o
803 SOT
HiC” N HaC” N
& NHg VP N)\s NH,*
H,0, + 2 N — 2 N + 2H,0
* S 7 + S 7
NH S~ ' nHet S
N._CHj \ N CHs
038 2H 048
e © .
ABTS ABTS”

Figura 3.13. Oxidacion de ABTS porla VP.

3.15.1.3 Oxidacion de alcohol veratrilico (AV)

La oxidaciéon de AV se determind en tampon tartrato sédico 100 mM pH 3.0,
siguiendo la formacién de veratraldehido a 310 nm (es10= 9300 M- cm) tras la adicién de

H:0: a una concentracion final de 0.1 mM.

OH o] H

VP N\
H,0, + 2 2 + 4H,0

+

° °

Alcohol veratrilico Veratraldehido

Figura 3.14. Oxidacion de AV por la VP.
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3.15.1.4 Oxidacion de Reactive Black 5 (RB5)

La oxidacién de RB5 se determiné en tampodn tartrato sédico 100 mM pH 3.5,
siguiendo el descenso de absorbancia a 598 nm, segtin se transforma en su radical cationico

(es9s= 50000 M1 cm™) tras la adicién de H202 a una concentracion final de 0.1 mM.

OZS‘\’O\SO;

- O~
058 S0, OH NH, @ ?
S0;

~ 058
Na* Na*
VP

H,0, ’"\ ’\ 2 H*
- —O\/‘* . O S'\/O* -
o S0z O NH, @ : S0s
Na Na*

~ 038 SO;3
Na* } ® Na*

Figura 3.15. Oxidacion de RB5 por la VP.

3.15.1.5 Oxidacion de 2,6 dimetoxifenol (DMP)

La oxidacion de DMP se determind en tampoén tartrato sédico 100 mM pH 3.5,
siguiendo la formacion de 3,3,5,5" tetrametoxidifenoquinona (cerulignona) a 469 nm (e169=
27500 M- cm? referido a concentracion de sustrato) tras la adiciéon de H20: a una

concentracion final de 0.1 mM.

OH

H4CO. OCH; VP
2H,0, + 2 7—» + 4H,0

4H

2,6-dimetoxifenol

Figura 3.16. Oxidacion de DMP por la VP. Dos moléculas de DMP oxidadas forman el dimero de
cerulignona.
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3.15.1.6 Oxidacion de 2,6 dimetoxifenol dependiente de Mn?*

Se midi6 la oxidaciéon indirecta de DMP a cerulignona llevada a cabo por el Mn?,
producto de la oxidacion del Mn?* por la VP. La VP oxida el Mn? a Mn?* y este a su vez
oxida el DMP. La reaccion se llevé a cabo en tampon tartrato sédico 100 mM pH 5.0, con
MnSOs 0.1 mM. Se sigui6 la formacion de cerulignona a 469 nm (e40= 27500 M- cm™) tras la

adicion de H20:2 a una concentracion final de 0.1 mM.

3.15.2 CALCULO DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE ESTADO
ESTACIONARIO

Se calcularon las constantes cinéticas del estado estacionario tanto del parental
VPL2 como de las variantes R4, R4DEL y 2-1B en un lector de placas SPECTRAmax Plus 384
para la oxidacion de ABTS, DMP, manganeso y RB5.

En todos los casos, se emplearon concentraciones crecientes de sustrato, hasta
saturacion de la enzima, utilizando las condiciones descritas en el Apartado 3.15.1 para
cada sustrato y anadiendo H202 0.1 mM a la mezcla de reaccion. El célculo de las constantes
de Michaelis-Menten (Km), constantes cataliticas (ket) y la eficiencia catalitica (keat/ Km), asi
como sus errores estandar se obtuvieron mediante un ajuste no lineal a ecuaciones
hiperbdlicas (1) y (2) (de Michaelis-Menten) utilizando el programa informatico SigmaPlot
version 10.0:

(1) v= kcatS
Km+S

__ (kcat/Km) S
(2) v" 1+ (kcat/Km) S/Km

donde v es la velocidad inicial y S es la concentracién de sustrato.

De manera paralela, se calcularon la Km, y keat/ Km para el H20: durante la oxidaciéon
de ABTS. Dicho protocolo se aplicé para determinar los valores cinéticos frente a H202del
parental VPL2, los mutantes R4 y 2-1B, asi como la VPL2 expresada en E. coli y replegada in
vitro a partir de cuerpos de inclusién (amablemente cedida por de Dr. F. J. Ruiz-Duefias,
CIB). Se emplearon concentraciones crecientes de H20: hasta saturacion de la enzima, en
tampon tartrato sodico 100 mM pH 3.5 ahadiendo la correspondiente concentracion de
saturacion de ABTS (5.5 mM para VPL2 y VPL2 expresada en E. coli, 0.6 mM para R4 y 0.5
mM para 2-1B). Se valoro la formacion del radical cationico del ABTS a 418 nm. Los datos
obtenidos se ajustaron a las ecuaciones (1) y (2) para calcular las constantes cinéticas. Los
ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos en un volumen final de reaccién de 0.2 mL

con 0.01 mL de enzima pura.
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La concentracién final de enzima en el pocillo fue de 0.0015 uM para el ABTS, 0.01
UM para el RB5, 0.015 uM para el DMP, 0.02 uM para el Mn?* y de 0.0005 uM para el H20.
En todos los casos, cada dato experimental se obtuvo a partir de la media de tres

experimentos independientes.

3.16 CARACTERIZACION  BIOQUIMICA DE LAS VP
PURIFICADAS

3.16.1 ELECTROFORESIS EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES

Para estimar las masas moleculares y el grado de glicosilacion, asi como para
monitorizar el proceso de purificacion del parental VPL2 y las variantes evolucionadas R4,
R4DEL y 2-1B se analizaron en geles de electroforesis de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli, UK, 1970). Los geles se prepararon al 4% (p/v) de
acrilamida/bis (Tabla 3.25) en la parte superior (gel de concentracién) y al 12 % (p/v) de
acrilamida/bis (gel de separacion, Tabla 3.26) en la parte inferior. Se aplicé un potencial de
50 V mientras las muestras atravesaron el gel de concentraciéon y de 150 V durante el resto
de la electroforesis. El tampon de carrera fue tris-glicina con SDS al 0.1 % (p/v). Las
muestras se desnaturalizaron hirviéndolas durante 5 min en tampén de carga (Tabla 3.27)
en una relaciéon 4:1 (muestra: tampdén de carga). Las electroforesis se realizaron en un

equipo MiniProtean IV (BioRad).

Tabla 3.25. Condiciones del gel de concentracion para SDS-PAGE

Acrilamida/bis 30:1 0.66 mL
Tris-HC1 0.5 M pH 6.8 1.25 mL
SDS 10 % (p/v) 0.05 mL
Persulfato de amonio 10 % 0.025 mL
TEMED 0.01 mL
Agua milli-Q 2.9 mL
Tabla 3.26. Condiciones del gel de separacion para SDS-PAGE

Acrilamida/bis 30:1 4 mL
Tris-HC1 1.5 M pH 8.8 2.5 mL
SDS 10 % (p/v) 0.1 mL
Persulfato de amonio 10 % 0.05 mL
TEMED 0.01 mL
Agua milli-Q 3.3 mL
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Tabla 3.27. Tampon de carga para las muestras de SDS-PAGE

Tris-HC1 0.5 M pH 6.8 1 mL

Glicerol 0.8 mL
SDS 10 % (p/v) 1.6 mL
Azul de bromofenol 0.4 % 0.4 mL
-mercaptoetanol 0.4 mL
Agua milli-Q 3.8 mL

Tras la electroforesis, los geles fueron tefiidos con una solucién de Coomassie
coloidal (ProtoBlue Safe, National Diagnostics, con un limite de deteccién de 5 ng). Para ello,
se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno con agua destilada. Posteriormente, los geles se
sumergieron de 1 a 4 h en la solucién de Coomassie coloidal con agitacion suave. Finalmente,
se lavo con agua destilada hasta eliminar el exceso de colorante no unido a las bandas de
proteina. En la estimacion de las masas moleculares se compard la banda de proteina
cargada con los marcadores de masa molecular correspondientes (Perfect Protein Markers,
15-150KDa).

3.16.2 DESGLICOSILACION

Las VP purificadas se trataron con la enzima péptido-N-desglicosilasa-F (PNGasa F)
para eliminar la glicosilacion. Esta enzima hidroliza los oligosacaridos unidos al grupo
amino de la cadena lateral de los residuos de asparagina. Se desnaturalizaron 16 pg de VP
pura en tampoén fosfato sédico 50 mM pH 7.5 incubdndola con agentes desnaturalizantes
(SDS al 0.02 % (p/v) y p-mercaptoetanol 10 mM concentraciones finales) a 100°C durante 10
min. Posteriormente, se anadieron 2.5 U de PNGasa F a la mezcla y se incubé a 37°C

durante 2 h. La reaccién se detuvo tras incubacion a 100°C durante 5 min.

La estimacion aproximada del grado de glicosilacion se llevé a cabo mediante SDS-
PAGE comparando la movilidad electroforética de las enzimas desglicosiladas con las

originales.
3.16.3 DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR POR MALDI-TOF

La estimacion exacta de la masa molecular del parental VPL2 y las variantes
evolucionadas R4, R4DEL y 2-1B se determin6 mediante espectrometria de masas de tiempo
de vuelo tras desorcién e ionizacién por laser asistida por matriz (MALDI-TOF) en el
servicio de protedmica del CIB. Dichos valores de masa molecular se emplearon para
calcular los grados de glicosilacién y fueron utilizados en todos los calculos cinéticos. Se

us6 como matriz 2,5-dihidroxiacetofenona (2,5-DHAP) disolviendo 7.6 mg (50 pumol) en 375
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puL de etanol y 125 pL de una solucion acuosa citrato de diamonio hidréogeno 80 mM. La
muestra se preparé mezclando 2.0 uL de proteina pura (1 pg/ uL en H2O) con 2.0 pL de
acido trifluoroacético al 2% en agua y 2.0 uL de matriz. 1 uL de esta mezcla se deposito en
una placa MALDI MTP 384 polished Steel (Bruker) dejandola secar a temperatura ambiente.
Las muestras se analizaron en un equipo Autoflex III MALDI-TOF/TOF instrument (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemania), operado en el modo positivo y calibrado externamente con
seroalbumina bovina (BSA) de Bruker cubriendo el rango de 30000 - 70000 Da. Los espectros

se registraron en modo lineal, sumando 1000 acumulaciones para cada experimento.
3.16.4 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

De manera rutinaria y para estimar los factores y el rendimiento de las
purificaciones, la concentracion de proteinas se determino mediante el método de Bradford
(1976) utilizando el kit protein assay dye reagent (BioRad). El ensayo se basa en el cambio del
maximo de absorbancia de 465 a 595 nm de una solucién acida del colorante azul brillante
Coomasie G-250 al unirse a proteinas. Se mezclaron 160 pL de muestra con 40 uL de
reactivo Bradford en una placa de 96 pocillos, se agité y tras una incubaciéon de 5 min a
temperatura ambiente se valoro su absorbancia a 595 nm. El dato se interpolé en una curva

de calibrado (lineal en el intervalo 1-20 pg/mL) realizada con BSA.

3.16.5 ANALISIS ESPECTROSCOPICO. DETERMINACION
ESPECTROFOTOMETRICA DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

Los espectros UV-vis del parental VPL2 y las variantes evolucionadas R4, R4DEL y
2-1B purificadas, asi como de la VPL2 de E. coli, se registraron en un espectrofotometro
Shimadzu UV-1500 en cubetas de cuarzo de 100 uL y 1 cm de paso éptico. Los espectros se
realizaron a temperatura ambiente entre 250 y 800 nm en tampodn tartrato sédico 10 mM pH
5.0 (que se empled también en la celda de referencia para ajustar la linea base). La
concentracién de enzima pura se determiné a partir del coeficiente de extincion molar
calculado para la VP nativa producida por P. eryngii a 407 nm, maximo de absorbancia de la
banda Soret (& 407 = 150000 M-lcm-!) (Martinez, M]J et al., 1996; Ruiz-Duenas, F] et al., 1999a).

3.16.6 DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO

El punto isoeléctrico del parental VPL2 y las variantes R4, R4DEL y 2-1B fue
determinado por electroforesis bidimensional en el servicio de proteémica del CIB. Se
analizaron 8 pg de proteina pura con un gradiente lineal de pH en el intervalo 3.0 a 10. Los

geles fueron tefiidos con una solucién acuosa de azul Coomassie.
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3.16.7 TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A MEMBRANA (WESTERN-BLOT)

Para la determinacion de la secuencia aminoacidica del extremo N-terminal de las
distintas variantes secretadas por S. cerevisiae, fue necesario su transferencia a membrana
mediante Western-blot. Las VP purificadas se cargaron en un gel SDS-PAGE y se
transfirieron a una membrana de polivinildenofluoruro (PVDF) de 0.2 um (Transfer pack
170-4156, BioRad) con un equipo Trans-BlotTurbo Transfer System (BioRad). Una vez
montado el sandwich con el gel en contacto con la membrana se aplicé un voltaje de 25 V
con una intensidad 2.5 A durante 7 min. Las bandas de proteina fueron visualizadas tras
incubar la membrana durante 15 min en una solucioén acuosa de azul brillante Coomassie R-
250 que contenia metanol 40 % (v/v), acido acético 10% (v/v) y 0.1 % de azul Coomassie R-
250 (p/v). Se elimind el colorante no fijado a las bandas de proteina con una solucién acuosa

que contenia 45 % de metanol (v/v) y 45 % de acido acético (v/v).

Una vez visualizadas las bandas de la proteina de interés, se cortaron con una hoja
de bisturi y sus extremos N-terminal fueron secuenciados en colaboracién con el

“Helmholtz Centre of Infection Research” (HZI: Braunschweig, Alemania).
3.16.8 DETERMINACION DEL pH OPTIMO DE ACTIVIDAD

Los perfiles de pH de actividad en las diferentes variantes se evaluaron en tampdn
B&R 100 mM a distintos valores de pH (de 2.0-9.0 ajustados con acido acético o NaOH). Se
obtuvieron los perfiles para el parental VPL2 y las variantes evolucionadas R4, R4DEL, 2-
1B, 2-1BDEL y VPL2DEL, en placas de 96 pocillos a partir del extracto crudo de
fermentados en matraz. Se prepararon diluciones de las enzimas en tampon tartrato sédico
20 mM pH 5.0 para que alicuotas de 10 uL dieran una respuesta de actividad adecuada
durante la medida en el lector de placas en modo cinético. La composiciéon de la mezcla de
ensayo fue: tampon B&R 100 mM (ajustado al pH en estudio) conteniendo ABTS 2 mM y
H202 0.1 mM. Sobre pocillos con 190 uL de mezcla de ensayo se ahadieron 10 uL de enzima.
Las microplacas se agitaron brevemente y se midio la actividad peroxidasa. Cada condicién
de pH se realizd por triplicado. Las actividades fueron normalizadas con respecto al

maximo de actividad mostrado en su caso por cada variante.
3.16.9 DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD FRENTE AL pH

La estabilidad frente al pH para el parental VPL2 y las variantes evolucionadas R4,
R4DEL, 2-1B, 2-1BDEL y VPL2DEL se determind incubando la enzima en tampon B&R 190
mM en un intervalo de pH entre 2.0 y 9.0 y midiendo la actividad residual tras diferentes

tiempos de incubacién.
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Los extractos crudos de los fermentados de las diferentes variantes se concentraron
10 veces en concentradores Amicon Ultra con un corte molecular de 10000 Da y se
dializaron con tampon tartrato sédico 10 mM pH 5.0. Se prepar6 una dilucion 1/20 de estas
muestras en tampon B&R 190 mM (al pH adecuado). Se incubaron las muestras a 4°C
(durante 1, 4, 25 y 120 h). Se extrajeron alicuotas inmediatamente después de diluir la
enzima en cada pH y tras los periodos de incubaciéon establecidos para valorar actividad
inicial y residual. Los ensayos de actividad se llevaron a cabo en tampdn tartrato sédico 100
mM pH 3.5 conteniendo ABTS 2 mM y H20: 0.1 mM. Cada experimento se realizé por
triplicado.

3.16.10 ESTABILIDAD FRENTE A TEMPERATURA

El estudio de la estabilidad frente a temperatura del parental VPL2 y las variantes
obtenidas durante el proceso de evolucion se abordé mediante la determinacion de tres
parametros: Tso, ti2 y Ta. En todos los casos, se prepararon diluciones de las enzimas en
tampon tartrato sodico 20 mM pH 5.0 para que alicuotas de 20 pL dieran una respuesta de
actividad adecuada durante la medida en el lector de placas en modo cinético. La mezcla de
ensayo estuvo formada por tampodn tartrato sédico 100 mM pH 3.5 conteniendo ABTS 2 mM

y H2020.1 mM. Cada valor representado procedio6 de tres medidas independientes.

3.16.10.1 Determinacion de la Tso

Se definié Ts0 como la temperatura a la que la enzima retiene el 50 % de su actividad
tras un periodo de incubacién de 10 min. El calculo de la Tso se realiz6 con el termociclador
de gradiente. El gradiente de temperatura estudiado comprendid el intervalo 30-80°C con
temperaturas intermedias de 30.0, 31.7, 34.8, 39.3, 45.3, 49.9, 53, 55, 56.8, 59.9, 64.3, 70.3,
75.0, 78.1 y 80.0°C. Se incubaron 50 uL de enzima en placas de PCR de 96 pocillos por cada
temperatura del gradiente. Las placas se sellaron con film termo resistente (Deltalab) y se
incubaron a la temperatura correspondiente durante 10 min. Posteriormente, las placas se
incubaron en hielo durante 10 min y se atemperaron a temperatura ambiente durante 5 min
mas. La actividad residual se midié mezclando 20 puL de cada pocillo con 180 uL de mezcla
de ensayo. Las actividades residuales se refirieron a la actividad inicial de las muestras

incubadas a temperatura ambiente.

3.16.10.2 Determinacion de la vida media frente a la temperatura (ti2)

La vida media, ti2, se definié como el tiempo transcurrido para que la enzima
pierda el 50 % de su actividad a una temperatura dada. La temperatura a la que se
determiné ti2 fue de 70°C. En tiras de tubos de PCR (BioRad) se incubaron 50 pL de
muestra a 70°C en un termociclador Mycycler (BioRad) y se extrajeron 3 tubos
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independientes a distintos tiempos de incubacion, se incubaron en hielo durante 10 min y
se atemperaron a temperatura ambiente durante 5 min. Se midié la actividad residual
mezclando 20 pL de cada tubo con 180 puL de mezcla de ensayo. Las actividades residuales

se refirieron a la actividad inicial de las muestras a temperatura ambiente.

3.16.10.3 Determinacion de la Termoactividad (T.)

La termoactividad, Ta, se definié como la temperatura 6ptima en la que la enzima
mostrd su maxima actividad. El intervalo de temperaturas ensayado fue 30-80°C, con
temperaturas intermedias de 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 y 80°C. Se midid la actividad
durante 60 s mezclando 20 uL de enzima con 180 uL de mezcla de ensayo atemperada para

cada temperatura en estudio.

3.17 MODELADO MOLECULAR

El estudio in silico de las mutaciones introducidas en las variantes R4 y 2-1B durante
el proceso de evolucién dirigida se realizo sobre la estructura cristalografica de la VP
aislada de P. eryngii (isoforma vpl2) PDB id: 3FJW con una resolucién de 2.8 A. Se utilizaron
los programas DeepView/Swiss-Pdb Viewer v 4.0.2. y Pymol Viewer v 1.3 (DeLano Scientific

LLC) para generar los modelos.
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41 CONSTRUCCION DEL GEN DE FUSION PARENTAL avpl2

Con la finalidad de obtener unos niveles de expresion funcional adecuados para
evolucionar la VP en S. cerevisiae, se construyd el gen de fusion avpl2 formado por la

secuencia prepro-lider del factor a de S. cerevisine y la secuencia de la VP madura de P.

eryngii.
Promotor gap
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Figura 4.1. Protocolo seguido para la construccion de los plasmidos pGAPZavpl2 y pJRavpl2

detalles adicionales ver Apartado 3.7.7, pag 66.
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En el disefio de awpl2 fue necesario: (1) fusionar el cDNA de vpl2 de P. eryngii con la
secuencia prepro-lider del factor a para obtener el plasmido pGAPZawvpl2; (2) clonar el gen
de fusion parental avpl2 en el vector episomico bifuncional pJRoC30 dando lugar a la

construccion pJRavpl2 (Figura 4.1).

4.2 EXPRESION FUNCIONAL HETEROLOGA DE LA VP EN

S. cerevisiae

La expresion funcional heteréloga del gen parental awpl2 se llevd a cabo en la cepa
BJ5465 de S. cerevisiae deficiente en proteasas y especialmente indicada para la secrecion de
proteinas heterdlogas. Inicialmente fue necesario determinar si la levadura transformada
con pJRawpl2 era capaz de secretar la VP y para ello se realizé un test de expresion
funcional en base a la actividad VP. Una vez comprobada la capacidad de secreciéon de VP
por la levadura, se optimizd la expresiéon en placa de 96 pocillos ya que era el formato en el
que se iban a desarrollar los experimentos de evolucion molecular dirigida. Finalmente, se
pusieron a punto las condiciones de cultivo en matraz con el fin de producir suficiente

enzima para su purificacion y caracterizacion.
4.2.1 TEST DE EXPRESION FUNCIONAL DE LA VP

Se realizéd un test de secreciéon de la VP tanto en medio s6lido como en medio
liquido (en matraz) con y sin aporte exégeno de grupo hemo (hemina) con el fin de detectar
actividad peroxidasa en cultivos de S.cerevisiae transformados con el plasmido pJRawvpl2
(Apartado 3.10.1.1, pag 71).

No se detectd actividad peroxidasa en los cultivos de levaduras crecidas en placas

de medio de expresion sélido (con y sin hemina) tras una incubacion a 30°C durante 7 dias.

En medio liquido, se tomaron datos de DOsow y actividad peroxidasa a lo largo de la
fermentacion. Se evalué el efecto de la concentraciéon de hemina utilizada sobre el
crecimiento de la levadura. Se observd que los cultivos sin hemina mostraron valores
mayores de DOeoo, y por tanto mayor crecimiento, que los cultivos suplementados con
hemina (Figura 4.2A). Por otro lado, los cultivos suplementados con hemina tuvieron
valores de actividad peroxidasa de 1.2 U/L (Figura 4.2B) mientras que los cultivos sin

hemina no presentaron actividad.

En estos ensayos se emple6 como control negativo células de S.cerevisiae sin
transformar con pJRavpl2 para determinar posibles interferencias con el ensayo de
actividad peroxidasa: (1) producidas por el propio crecimiento de la levadura en el medio

de expresion y (2) generadas por la presencia de hemina en el medio de expresién. En
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ningin caso, se detecté actividad peroxidasa en los sobrenadantes de los controles

negativos (Figura 4.2B).

30
A 12 B
25
g 1,0
20 =
= 08
-
=]
g 15 S 06 -
) E
i S 04
20
5 02 - I
0 + L Ll G'D | I - - - s - -
39 41 43 45 47 39 41 43 45 47
Tiempo de induccion (horas) Tiempo de induccion (horas)

Figura 4.2. Resultado del test de expresion en medio liquido en matraz. A) Efecto de la hemina
sobre el crecimiento (DOsw) de S. cerevisiae. B) Efecto de la hemina sobre la expresién de la VP por S.
cerevisige. Células transformadas con pJRawvpl2 en medio de expresiéon sin hemina (H); control
negativo en medio de expresiéon sin hemina (); células transformadas con pJRawvpl2 en medio de
expresién con hemina (M); control negativo en medio de expresién con hemina (). Se muestran los
valores medios de 3 experimentos independientes. Como control negativo se emplearon células de S.
cerevisidge sin transformar sometidas a las mismas condiciones que las células transformadas con
pJRawpl2.

4.2.2 AJUSTE DE LAS CONDICIONES DE MICROFERMENTACION EN
FORMATO PLACA DE 96 POCILLOS

4.2.2.1 Optimizacion del medio de expresion

En el test de expresion se comprobd que la expresion de VP en S.cerevisiae es
dependiente de la disponibilidad de una fuente ex6gena de grupo hemo. Por este motivo, se
decidié evaluar diferentes fuentes de hemo: hemina, hemoglobina bovina y el acido o-
aminolevulinico (0-ALA, precursor en la ruta de sintesis de porfirinas) (Apartado 3.10.1.2,
pag 71).

Como se mostrd en el apartado anterior, la hemina promovio la secrecién de VP en
niveles detectables, ademas no afectd al crecimiento de la levadura con concentraciones < 50
mg/L. Sin embargo, finalmente se descarté como fuente exdgena de hemo porque interfirié
con el método de screening (Apartado 4.3) disefiado para los experimentos de evolucion
dirigida. Esto se debe a que la hemina precipita a valores de pH acidos (en el ensayo de
screening, la hemina remanente en el sobrenadante de las microfermentaciones en placa de

96 pocillos precipita en el tampon de actividad, pH 3.5).
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El d-ALA también fue descartado debido a que su inclusién supuso una
ralentizacion en la secrecién de la VP de mds de 24 h en matraz, mientras que en microplaca

no fue posible detectar secrecion en los tiempos ensayados (24, 48, 72 y 96 h).

La hemoglobina bovina se selecciond como fuente final de hemo ya que permitié la
secrecion de niveles detectables de VP en los tiempos de induccién ensayados (Figura
4.3A). Ademas, la concentracidén escogida (100 mg/L) no interfirio6 con el método de
screening. Con concentraciones superiores a 100 mg/L, la hemoglobina remanente en el
sobrenadante de las microfermentaciones en placa de 96 pocillos oxidé el ABTS del ensayo

de screening generando un fondo que enmascar6 los valores de actividad.

También se decidié estudiar el efecto de la adicion al medio de expresion de CaCl:
(la VP presenta dos Ca? estructurales) y etanol (para permeabilizar la membrana celular de
la levadura y favorecer la secrecion) y su combinacion con distintas concentraciones de
hemoglobina. La adicion de etanol (25 g/L) al medio de expresion supuso un aumento de la
secrecion de VP de 1.2 veces (respecto del medio de expresiéon sin suplemento). E1 CaClz
suplementado a elevadas concentraciones reaccion6 con el tampon fosfato potasico presente
en el medio de expresién precipitando en fosfato calcico. Sin embargo, no se aprecié dicho
efecto cuando la concentracion de CaCl: fue 1 mM. La adicion de CaClz: 1 mM no
incrementd la secrecién de VP, pero su combinacion con etanol 25 g/L supuso una mejora

global de la expresion de VP de 1.4 veces (Figura 4.3B).

A pesar de esta mejora, finalmente se decidi¢ utilizar como tnico aditivo exégeno al
medio de expresion hemoglobina bovina 100 mg/L, ya que el crecimiento de la levadura se
vio ralentizado por la presencia de etanol lo que podria conducir a problemas de

estabilidad plasmidica tras la induccién.

4.2.2.2 Optimizacion del tiempo de incubaciéon en microplaca

La produccion de VP en placas de 96 pocillos requiere de un tiempo minimo de
incubacion en medio de expresion para alcanzar unos niveles de actividad VP detectables.
Se expreso la VP en placas de 96 pocillos y se midid la respuesta frente a ABTS de los
sobrenadantes celulares tras diferentes tiempos de fermentacion (24, 48, 72 y 96 h). Tras 72
h de incubacién en medio de expresiéon con hemoglobina 100 mg/L se obtuvo una
concentracion de VP en el sobrenadante detectable y cuantificable (en torno a las 160 mU/L)
con el método de screening disefiado (Figura 4.3A), siendo éste el tiempo seleccionado para

la microfermentacion previa al screening.
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Figura 4.3. Optimizacion del medio de expresion en microplaca. Se muestra el efecto de tres
concentraciones de hemoglobina bovina (100 mg/L (M), 50 mg/L (M), 25 mg/L (' )) sobre A) la
expresion de VP por S. cerevisiae a distintos tiempos de inducciéon. B) Efecto de la adicion de CaClz y
etanol sobre la expresion de VP a las 72 h de induccién. Los valores representados proceden de 3
experimentos independientes normalizados con los datos de los controles negativos. Como control
negativo se emplearon células de S. cerevisiae sin transformar sometidas a las mismas condiciones que
las células transformadas con pJRawvpi2.

4.2.3 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE EXPRESION DE VP EN
MATRAZ

El crecimiento de la levadura en microplacas se encuentra sumamente limitado por
el area del pocillo y la disponibilidad de oxigeno. Fue necesario, por tanto, optimizar las
condiciones de fermentacién en matraz de los clones de S. cerevisine portadores del gen
parental avpl2 y de sus variantes evolucionadas (Apartado 3.10.1.3, pag 73) para facilitar su

produccién a mayor escala permitiendo su purificacion y caracterizacion bioquimica.

4.2.3.1 Optimizacion del medio de expresion

En base a los resultados obtenidos para la optimizacion del medio en microplacas se
analizaron medios de expresiéon suplementados con diferentes concentraciones de
hemoglobina bovina. Se observé una relacion directa entre el aumento de concentracién de
hemoglobina en el medio y la actividad peroxidasa (pasando de 6.5 U/mL con hemoglobina
100 mg/L a 10.2 U/mL con hemoglobina 1000 mg/L, tras 72 h de fermentacién). En los
controles negativos (células de levadura sin transformar con pJRawpl2) no se detectd
actividad peroxidasa (Figura 4.4A).
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Figura 4.4. Efecto de la concentraciéon de hemoglobina bovina y la temperatura de incubacion en el
crecimiento y expresion de VP en matraz. A) Andlisis de distintas concentraciones de hemoglobina
bovina en matraz (para el mutante R4). Las concentraciones analizadas fueron: 100 mg/L (' ), 200
mg/L (i), 300 mg/L (M), 500 mg/L (M) y 1000 mg/L (H). B) Efecto de la temperatura de incubacion en
el crecimiento celular del tipo parental VPL2, a 20°C (O) y 30°C (@) y en la actividad peroxidasa, a
20°C (A) y 30°C (A). Se muestran los valores medios y la desviacidn estandar.

También se valoraron distintas concentraciones de etanol. Con etanol 25 g/L se
obtuvieron los mayores niveles de expresion sin comprometer la viabilidad del cultivo, ya
que cuando la concentracion fue de 50 g/L se observo que la DOsoo del cultivo no pasé de 0.5
tras 5 dias de incubacion.

4.2.3.2 Optimizacion de la temperatura de fermentacion en matraz

Se estudio el efecto de la temperatura (20 y 30°C) sobre la secreciéon de VP en S.

cerevisiae (Figura 4.4B).

Se observd que a 20°C la levadura tardé mas tiempo en crecer que a 30°C
produciéndose una ralentizacion de ~48 h. De manera genérica, la levadura alcanzoé la fase
estacionaria tras 120 h de incubacién a 20°C en el medio de expresién mientras que a 30°C
tardo entre 48 y 72 h. Es destacable el hecho de que los cultivos que expresaron la variante
evolucionada R4 mostraron una ralentizacién en el crecimiento de unas 48 h adicionales
respecto de lo descrito anteriormente tanto a 20 como a 30°C. Este efecto no se observo para

los fermentados del parental VPL2 ni el mutante 2-1B.

Cuando se analizd la secrecién de cada variante VP de manera individual, se
apreci6 que una vez alcanzada la fase estacionaria la actividad peroxidasa detectada para el
parental VPL2 fue mayor a 20°C que a 30°C. Los sobrenadantes de fermentados a 20°C
mostraron una actividad de 270 + 10 U/L frente a valores de actividad de 112 + 2 U/L para
los fermentados a 30°C.
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Sin embargo, los fermentados de las variantes evolucionadas R4 y 2-1B se
comportaron de manera distinta, mostrando actividades superiores a 30°C (15500 + 200 U/L
y 2200 + 100 U/L, respectivamente) que a 20°C (1400 = 50 U/L y 480 + 20 UJ/L,

respectivamente).

4.3 OPTIMIZACION DEL PROTOCOLO DE HTP-SCREENING

La evolucién molecular dirigida de enzimas requiere de un método de exploracion
o screening que sea sensible y reproducible. Se realizé un estudio preliminar de diferentes
sustratos colorimétricos evaluando sus respuestas frente a fermentados de la VP en matraz,
para posteriormente trasladarlo a formato high-throughput (HTP). Para ello, se empled el gen
de fusion parental auvpl2 expresado en microcultivos de S. cerevisize, optimizdndose el
ensayo de actividad peroxidasa a partir de los sobrenadantes celulares procedentes de
micro-fermentaciones (Apartado 3.13.1, pag 86). Una vez ajustadas y validadas las
condiciones éptimas del ensayo colorimétrico basado en la oxidacion del sustrato ABTS, se
disenaron los diferentes protocolos de screening de actividad inicial y de termoestabilidad
(Apartado 3.13.2, pag 87). Los mejores clones seleccionados en cada generacién se
sometieron posteriormente a tres re-screenings consecutivos para descartar la seleccion de

falsos positivos.
4.3.1 SELECCION DEL SUSTRATO PARA EL SCREENING DE ACTIVIDAD

De manera preliminar, se evalu6 la actividad peroxidasa frente a 5 sustratos (RB5,
AV, Mn*, DMP y ABTS) en los sobrenadantes de fermentados de matraz de levadura
transformada con el gen de fusion parental awvpl2. La finalidad de este experimento fue
determinar el sustrato mas adecuado para el ensayo de HTP-screening que se usaria durante

el proceso de evolucion dirigida.

En el caso de RB5 y AV, no se detectd actividad en el sobrenadante. Cuando se uso
el Mn?, la sefial que se registré fue muy baja y poco reproducible. El DMP y el ABTS dieron
niveles de actividad bajos pero cuantificables (1.2 U/L y 4.8 U/L, respectivamente), y por
ello se escogieron para su optimizacion en microfermentaciones. La actividad frente a DMP
detectada en los sobrenadantes a partir de cultivos en placas de 96 pocillos fue inferior a 70
mU/L. Con ABTS la respuesta fue 160 mU/L, con una senal lineal, estable y reproducible,
por lo que fue el sustrato escogido para la validacion del método de screening de los

experimentos de evolucién dirigida.
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4.3.2 VALIDACION DEL ENSAYO DE HTP-SCREENING

Se validd el ensayo colorimétrico de HTP-screening basado en la oxidacién de ABTS
para la exploracion de actividad en microplaca de genotecas obtenidas por evolucién
dirigida. Para ello, se analizd la linealidad y el coeficiente de varianza del ensayo a partir de
sobrenadantes procedentes de microfermentaciones segin se detalla en el Apartado
3.13.1.2, pag 86.

Se observé un incremento lineal de actividad proporcional al volumen de
sobrenadante, determinandose la existencia de una relacion lineal entre la cantidad de VP

secretada y la respuesta del ensayo (Figura 4.5A).

La validacion del ensayo concluyé mediante la evaluacion del coeficiente de

varianza para la oxidacién del ABTS por la VP, que fue del 13 % (Figura 4.5B).
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Figura 4.5. Validacion del método colorimétrico de screening. A) Linealidad del ensayo con ABTS.
Cada punto representa el promedio de 3 experimentos (3 pocillos). Las barras de error indican el
limite de confianza del 95 %. B) Determinacién del CV para el ensayo de screening con ABTS. Las
actividades estan representadas en orden descendente.

4.4 EVOLUCION MOLECULAR DIRIGIDA DE VP

Se llevaron a cabo 6 ciclos de evolucion dirigida. Las generaciones 12, 22, 3% y 42 se
dedicaron a la mejora de la actividad/secrecion de la VP en S. cerevisiae. Las generaciones 42,
5% y 6% se emplearon para mejorar la estabilidad termal de la peroxidasa. La 4* generacién

compartid la selecciéon de mutantes con mejor actividad total y mejor termoestabilidad.
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4.4.1 PRIMERA GENERACION: PCR MUTAGENICA

Se construyd una genoteca sometiendo el gen de fusién parental avpl2 a PCR
mutagénica, siguiendo el protocolo descrito en el Apartado 3.11.2, pag 79. Se exploré una
libreria de 1408 clones (Figura 4.6) con el ensayo de HTP-screening de actividad descrito en
el Apartado 3.13.2, pag 87 y aplicando dos re-screenings consecutivos para descartar la
presencia de falsos positivos. Como referencia (estdndar interno de cada placa) se utilizé el

tipo parental avpl2.

Actividad relativa

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Libreria

Figura 4.6. Paisaje del ensayo de screening de la primera generacion. La actividad de los clones de la
libreria preparada por mutagénesis aleatoria esta representada en orden descendente. Alrededor del
60 % de los clones mostraron una actividad total inferior a la del parental VPL2 y entorno al 15% de
los clones se inactivaron por la mutagénesis. La linea discontinua indica la actividad del tipo parental

(=1).

Desde este momento, se define MAT (mejora de actividad total) como el producto
de la actividad especifica (con ABTS) y la secrecidon frente al correspondiente parental
empleado en el ciclo evolutivo. En este primer ciclo, se seleccionaron 4 mutantes que
mostraron valores MAT entre 9 y 3.6 veces superiores al parental VPL2. El mejor mutante
de esta generacion fue 11H10. Esta variante presenté una inica mutacion en la secuencia de
la proteina madura, T184M, responsable de un valor MAT de ~9 veces frente al parental
VPL2. Adicionalmente, esta mejora supuso una reducciéon del tiempo de incubaciéon en el
medio de expresion de 72 a 24 h para poder detectar actividad VP, lo que permiti6 que en el
siguiente ciclo de evolucién pudiera realizarse el ensayo de screening tras 24 h de induccion.
El mutante 15G9 mostrd valores MAT de ~7 veces respecto al parental VPL2. Esta variante
incorpord una unica mutacion en la secuencia de la proteina madura, E37K (Tabla 4.1). El
mutante 4B5 presentd valores MAT de ~6 veces respecto al parental VPL2, conteniendo tres
mutaciones: una en el pro-lider del factor a (V[a50]A) y dos en la proteina madura, (H39R e

12781, mutacién silenciosa). El ultimo mutante seleccionado, 4B1, tuvo valores MAT de 3.5
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veces respecto al parental VPL2 e incorpord tres mutaciones: una mutacion silenciosa en el
pre-lider del factor a (A[a19]A) y dos en la proteina madura, V160A y S324T. La Tabla 4.1y

la Figura 4.7 resumen el primer ciclo de evolucién dirigida.

o-pre  &-pro opl2
Parental P P P

avpl2
PCR mutagénica Genoteca de 1408 clones
Tag/MnCl,

MAT MUTANTE

T184M
9 11H10 [
E37K
7.4 15G9 %
V[a50]A H39R 12781
6.3 4B5 LG 1 - E.a
Ala191A V160A $324T
3.6 4B1 !

Figura 4.7. Representacion esquematica del primer ciclo de evolucion dirigida. Con estrellas se
muestran las mutaciones introducidas en la secuencia del parental avpl2 mediante PCR mutagénica.
Se incluyen las mejoras de actividad total (valores MAT en veces) obtenidas en el segundo re-
screening respecto VPL2. En azul se representa la secuencia de la proteina madura; en rosa y en gris se
representan las secuencias del pre-lider y del pro-lider del factor a, respectivamente.

Tabla 4.1. Mutantes de la 1* generacion.

Mutante Cambio de nucledtido Cambio de aminoacido MAT!?
11H10 C551T (ACG/ATG) T184M 9.07
15G9 G109A (GAG/AAG) E37K 7.37
T[a149]C (GTT/GCT)? V[a50]A3
4B5 A116G (CAC/CGCQ) H39R 6.29
T834C (ATT/ATC) 127814
T[a57]C (GCT/GCC)? Ala19]A24
4B1 T479C (GTC/GCC) V160A 3.56
T970A (TCC/ACC) S324T

I MAT: Mejora de actividad total (en veces) respecto al parental VPL2 en el 2° re-screening. > Mutacion en el
pre-lider del factor a. ®* Mutacion en el pro-lider del factor a. * Mutacion silenciosa.
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4.4.2 SEGUNDA GENERACION: PCR MUTAGENICA COMBINADA CON in
vivo DNA SHUFFLING

En la segunda generacion se emplearon como parentales los mutantes 11H10, 15G9,
4B5 y 4B1. La genoteca se creo mediante PCR mutagénica y recombinacion a través de in
vivo DNA shuffling, tal y como se describe en el Apartado 3.11.3, pag 80. Se explor6é una
libreria de 1740 clones (Figura 4.8) con el ensayo de HTP-screening de actividad empleado
en la generacidn anterior, con la salvedad que las placas se sometieron al screening tras 24 h
de incubacién en medio de expresion. Como parental referencia (estandar interno de cada

placa) se utilizo el mejor mutante de la generacion anterior (11H10).

Actividad relativa
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Figura 4.8. Perfil evolutivo de la segunda generacion. La actividad de los clones de la libreria
preparada por mutagénesis aleatoria y recombinacion in vivo esta representada en orden
descendente. Alrededor del 80 % de los clones mostraron una actividad total inferior a la del parental
y entorno al 30% de los clones se inactivaron por mutagénesis/recombinacion. La linea discontinua
indica la actividad del tipo parental, el mutante 11H10 de la 12 generacion (=1).

Se seleccionaron 7 mutantes que mostraron valores MAT entre 4.6 y 2.9 veces
superiores al parental referencia 11H10. El mejor mutante de esta generacién fue 16E12.
Esta variante presentd dos mutaciones en la secuencia de la proteina madura, T184M
(procedente del parental 11H10) y Q202L (nueva mutacién introducida en este ciclo),
ademas de una mutaciéon nueva en el pro-lider del factor a, E[a27]G (Tabla 4.2). Es
significativo resefiar que todos los mutantes seleccionados incluyeron la mutaciéon T184M

del parental 11H10, consecuencia logica de su importancia en la actividad total detectada.
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PCR mutagénica
Tag/MnCl, / Genoteca de 1740 clones
in vivo DNA shuffling

ENTRECRUZAMIENTOS I MAT | MUTANTE |

Ela27]G Q202L
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Figura 4.9. Representacion esquematica del segundo ciclo de evolucion dirigida. Con estrellas se
muestran las mutaciones introducidas mediante PCR mutagénica y recombinacién in vivo durante el
2¢° ciclo. Los rectangulos indican las mutaciones acumuladas procedentes de los parentales, siguiendo
un cédigo de colores en funcién del parental. Se sugieren los diferentes entrecruzamientos generados
por el proceso de in vivo DNA shuffling. Se incluyen las mejoras de actividad total (valores MAT en
veces) obtenidas en el segundo re-screening respecto del parental referencia 11H10. En azul se
representa la secuencia de la proteina madura; en rosa y en gris se representan las secuencias del pre-
lider y del pro-lider del factor a, respectivamente. N.mut indica nueva mutacién introducida.

Se hizo un analisis detallado de los mutantes seleccionados para escoger los
correspondientes parentales para el 3¢ ciclo de evolucion. En particular, los mutantes 19E7,
10A4 y 19E3 fueron descartados como parentales por presentar menor actividad con

secuencias equivalentes al resto de mutantes seleccionados (Figura 4.9):

e El mutante 19E7 mostré la misma secuencia que 20D1 pero con una mutacion
menos (I[a6]T) y menor actividad que este ultimo (valores MAT de 3.2 y 3.8 para
19E7 y 20D1, respectivamente), por lo que no se selecciond como parental al contar
ya con 20D1 para el siguiente ciclo.

e El mutante 10A4, con un valor MAT ~3, presentd las mutaciones E37K y T184M
heredadas por recombinacion de los parentales 15G9 y 11H10, e incorpor6 una
mutacion nueva en el pre-lider del factor a, (S[al5]G). Las mismas mutaciones
heredadas aparecieron en el mutante 19C2, con un valor MAT de ~4, incluyendo

una mutacidn silenciosa en la proteina madura (D318D). Por lo tanto se dedujo que
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la mutacion en el pre-lider de 10A4 no era beneficiosa para la secrecién, siendo
descartado este mutante como parental para el siguiente ciclo.

e El mutante 19E3, con un valor MAT de 2.9, hered6 las mutaciones V160A, T184M y
S5324T tras recombinaciéon de los parentales 4B1 y 11H10. Las dos primeras
mutaciones aparecieron en el mutante 13G1, con un valor MAT ~3.2, incluyendo
una mutacion silenciosa en el pre-lider del factor a (A[a19]A). Por lo tanto, en este
caso también se pudo deducir que la mutacién S324T de 19E3 no era beneficiosa
para la actividad total, y se procedid a descartar este mutante como parental para el

tercer ciclo de evolucion.

Tabla 4.2. Mutantes de la 22 generacion.

Mutante Cambio de nucledtido Cambio de aminoacido MAT!
A[a80]G (GAA/GGA)? E[a27]G?
16E12 C551T (ACG/ATG) T184M 4.58
A605T (CAA/CTA) Q2021
G109A (GAG/AAG) E37K
19C2 C551T (ACG/ATG) T184M 3.98
C954T (GAC/GAT) D318D*
T[al7]C (ATT/ACT)? [[a6]T?
T[a149]C (GTT/GCT)? V[a50]A3
20D1 3.77
A116G (CAC/CGC) H39R
C551T (ACG/ATG) T184M
T[a149]C (GTT/GCT)? V[a50]A3
19E7 A116G (CAC/CGC) H39R 3.22
C551T (ACG/ATG) T184M
T[a57]C (GCT/GCC)? A[a19]A24
13G1 T479C (GTC/GCC) V160A 3.16
C551T (ACG/ATG) T184M
T[a43]G (TCC/GCC)? S[a15]A2
10A4 G109A (GAG/AAQG) E37K 2.98
C551T (ACG/ATG) T184M
T479C (GTC/GCC) V160A
19E3 C551T (ACG/ATG) T184M 2.89
T970A (TCC/ACC) S$324T

! MAT: Mejora de actividad total (en veces) respecto al parental (11H10) en el 2° re-screening. 2 Mutacion en
el pre-lider del factor a. ® Mutacién en el pro-lider del factor a. + Mutacion silenciosa. Las nuevas
mutaciones se muestran subrayadas. MAT: mejora de actividad total.
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4.4.3 TERCERA GENERACION: PCR MUTAGENICA COMBINADA CON in
vivo DNA SHUFFLING

En la tercera generacion se utilizaron como parentales los mutantes 16E12, 19C2,
20D1 y 13G1. La genoteca se disefi6 mediante PCR mutagénica y recombinacion a través de
in vivo DNA shuffling siguiendo las condiciones descritas para el ciclo anterior. Se explord
una libreria de 1131 clones (Figura 4.10) con el ensayo de HTP-screening de actividad
empleado en la generacion anterior. Como parental referencia (estdndar interno de cada

placa) se utiliz6 el mejor mutante de la generacion anterior (16E12).

3,0

Actividad relativa

0 200 400 600 800 1000

Libreria

Figura 4.10. Perfil evolutivo de la tercera generacidon. La actividad de los clones de la libreria
preparada por mutagénesis aleatoria y recombinacion in vivo esta representada en orden
descendente. Alrededor del 90 % de los clones mostraron una actividad total inferior a la del tipo
parental y entorno al 13 % de los clones se inactivaron por mutagénesis/recombinacién. La linea
discontinua indica la actividad del tipo parental, el mutante 16E12 de la 22 generacién (=1).

Se seleccionaron 8 mutantes que mostraron valores MAT entre 3.1 y 1.8 veces
superiores al parental referencia 16E12. El mejor mutante de esta generacién fue 10C3. Esta
variante presentd tres mutaciones (E37K, T184M, Q202L) procedentes del proceso de in vivo
DNA shuffling y una nueva mutacion silenciosa, P185P (Tabla 4.3). Es notable destacar que
de los 8 mutantes seleccionados, 6 incorporaron la mutacién E37K y 5 la mutacion Q202L,

indicando su influencia sobre la mejora de actividad total.
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ENTRECRUZAMIENTOS | MAT | MUTANTE
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1n. mut. +16E12+19C2 3,12 10C3 [ { |
E37K T184M Q202L
16E12+19C2  3.08 6B1 | { | T =
E37K T184M Q202L D318D
16E12+19C2+20D1 2,97 6AS8 [ | | - |
I[a6]T E37K T184M Q202L D318D
Fla12]F E[a45]1K L207P
3n. mut. +19C2 + 13G1 2.93 13E4
E37K V160A T184M
19C2+13G1  2.89 8C4 ] 1
E37K V160A T184M
Lla11lS
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E37K T184M Q202L
Pla54]P
1n mut+16E12+20D1  2.36 11F3 T
Ta6]T VIas50]A H39R T184M Q202L
13G1+20D1  1.81 1E11 |
Alax19]A H39R V160A T184M

Figura 4.11. Representacion esquematica del tercer ciclo de evolucion dirigida. Con estrellas se
muestran las mutaciones introducidas mediante PCR mutagénica y recombinacién in vivo durante el
3er ciclo. Los rectangulos indican las mutaciones acumuladas procedentes de los parentales, siguiendo
un cédigo de colores en funcién del parental. Se sugieren los diferentes entrecruzamientos generados
por el proceso de in vivo DNA shuffling. Se incluyen las mejoras de actividad total (valores MAT en
veces) obtenidas en el segundo re-screening respecto del parental referencia 16E12. En azul se
representa la secuencia de la proteina madura; en rosa y en gris se representan las secuencias del pre-
lider y del pro-lider del factor a, respectivamente. N.mut indica nueva mutacion introducida.
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Tabla 4.3. Mutantes de la 32 generacion.

Mutante Cambio de nucleétido Cambio de aminoacido MAT!?
G109A (GAG/AAG) E37K
C551T (ACG/ATG) T184M
10C3 3.12
A555G (CCA/CCG) P185P*
A605T (CAA/CTA) Q202L
G109A (GAG/AAG) E37K
C551T (ACG/ATG) T184M
6B1 3.08
A605T (CAA/CTA) Q202L
C954T (GAC/GAT) D318D#*
T[a17]C (ATT/ACT)> [[a6]T?
G109A (GAG/AAG) E37K
6A8 C551T (ACG/ATG) T184M 2.97
A605T (CAA/CTA) Q202L
C954T (GAC/GAT) D318D*
Cla36]T (TTC/TTT)? Flal12]F?4
Glal133]A (GAA/AAA) E[a45]K3
G109A (GAG/AAG) E37K
13E4 2.93
T479C (GTC/GCC) V160A
C551T (ACG/ATG) T184M
T620C (CTC/CCC) L207P
G109A (GAG/AAG) E37K
8C4 T479C (GTC/GCC) V160A 2.89
C551T (ACG/ATG) T184M
T[a33]C (TTA/TCA)? L[al1]S?
G109A (GAG/AAG) E37K
6E7 2.86
C551T (ACG/ATG) T184M
A605T (CAA/CTA) Q202L
T[«17]C (ATT/ACT)? [a6] T2
T[a149]C (GTT/GCT)? V[a50]A3
Ala162]T (CCA/CCT)3 P[a54]P3
11F3 < 4 236
A116G (CAC/CGQ) H39R
C551T (ACG/ATG) T184M
A605T (CAA/CTA) Q202L
T[a57]C (GCT/GCC)? Ala19]A24
A116G (CAC/CGQ) H39R
1E11 1.81
T479C (GTC/GCC) V160A
C551T (ACG/ATG) T184M
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I MAT: Mejora de actividad total (en veces) respecto al parental (16E12) en el 2° re-screening. > Mutacion en
el pre-lider del factor a. 3 Mutacién en el pro-lider del factor a. 4 Mutacion silenciosa. Las nuevas
mutaciones se muestran subrayadas.

Tras el analisis comparativo de las secuencias y los valores MAT, se descartaron los

mutantes 6A8, 8C4 y 1E11 como parentales para el siguiente ciclo de evolucién:

e El mutante 6A8 presentd la misma secuencia que 6B1 pero con una mutaciéon mas
(I[a6]T) y una actividad ligeramente inferior a 6B1 (valores MAT de 3.08 y 2.97 para
6B1 y 6A8, respectivamente). Por ello, se descarté como parental, al tener 6B1
prestaciones superiores con menos mutaciones.

e El mutante 8C4, con un valor MAT de 2.89, hered6 las mismas mutaciones que el
mutante 13E4 (E37K, V160A y T184M). Sin embargo, este ultimo incorpor6 dos
mutaciones nuevas en el prepro-lider del factor a (una de ellas silenciosa), y una
nueva mutaciéon en la proteina madura (L207P). El valor MAT de 13E4 fue
ligeramente superior al de 8C4, por lo que se decidié desechar este ultimo como
parental para el siguiente ciclo.

e El mutante 1E11 fue descartado al presentar el valor MAT mas bajo de los mutantes
seleccionados y sus mutaciones estar presentes en los parentales escogidos para el
cuarto ciclo evolutivo (a excepcidon de una mutacion silenciosa en el pre-lider del

factor ).

444 CUARTA GENERACION: StEP MUTAGENICO COMBINADO CON in
vivo DNA SHUFFLING

En la cuarta generacion se utilizaron como parentales 5 de los 8 mutantes de la
generacion anterior (10C3, 6B1, 13E4, 6E7 y 11F3). La genoteca se disefid mediante una
combinacion de StEP mutagénico e in vivo DNA shuffling con el fin de promover un mayor
namero de entrecruzamientos entre los genes parentales (Apartado 3.11.5, pag 80). Se
explor6 una libreria de 2088 clones mediante un ensayo HTP-screening que permitié valorar
actividad inicial y termoestabilidad, tal y como se describe en el Apartado 3.13.2.2, pag 89).
Como parental referencia (estdindar interno de cada placa) se utilizo el mejor mutante de la

generacion anterior (10C3).

Por lo tanto, paralelamente al screening de actividad se llevo a cabo un screening de
termoestabilidad seleccionando mutantes con actividad total mejorada y mutantes con
mayor termoestabilidad. La temperatura fijada para el screening de termoestabilidad fue de
60°C. Como se puede apreciar en la Figura 4.12, la seleccién de los clones se llevo a cabo en
funcién de dos pardmetros, Al (actividad inicial) y AR (actividad residual tras la incubacién

a altas temperaturas). El valor Al equivale al valor MAT definido en los screenings de
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generaciones anteriores. Las mejoras en termoestabilidad se calcularon en base al cociente
AR/AL

259

2,0

Al
AR/AI

1,0 4

0,5

0,0
0 500 1000 1500 2000 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Libreria Al

Figura 4.12. Paisajes evolutivos de la cuarta generacion. A) Perfil de actividad inicial (AI). La
actividad de los clones de la libreria se representa en orden descendente. Alrededor del 85 % de los
clones mostraron una actividad total inferior a la del tipo parental y entorno al 6 % de los clones se
inactivaron por mutagénesis/recombinacion. La linea discontinua indica la actividad del tipo
parental, el mutante 10C3 de la 32 generacion (=1). B) Representacion de la termoestabilidad (AR/AI)
frente a la actividad inicial (AI). AR: actividad residual tras incubacién a 60°C. El area roja indica los
clones seleccionados para los re-screenings de termoestabilidad. El area verde indica los clones
seleccionados para los re-screenings de actividad. La linea discontinua indica la actividad del tipo
parental, el mutante 10C3 de la 32 generacidén (=1).

Se incorporé un tercer re-screening basado en la determinacion de la Tso para medir

la termoestabilidad cinética de los mutantes escogidos (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Determinacion del valor Tso de los mutantes de la 4°G. Perfil de Tso del parental 10C3
(@), R4 (A) y 24E10 (M).Cada punto representa el valor medio de tres experimentos independientes e
incluye las desviaciones estandar.
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Finalmente se seleccionaron cuatro variantes, dos mutantes de actividad (R4 y 13E7)
y dos mutantes de termoestabilidad (24E10 y 21E9) (Tabla 4.4 y Figura 4.14).

P185P

10C3 (| |y :
E37K T184M Q2021
2 6B1 (| - =
= E37K T184M Q2021 D318D
ﬁ Flal2]F Elad5IK L207P
Z  13E4 TS (- | - - :
= E37K V160A T184M
f: Lla11]lS
= 6E7 | -
E37K T184M Q202L
Pla54]P
11F3 | I — - -
a6lT  Vias0lA H39R T181M Q202L

StEP mutagénico

in vivo DNA shuffling Genoteca de 2088 clones

ENTRECRUZAMIENTOS Al AR/AI | MUTANTE

g a 13E4 + 6B1 1.84 1.07 R4 1 | | | . .

g_‘) a: E37K V160A T184M Q202L

==

Z >

<z N214D

g (&' 1n.mut. + 1364 +6B1  1.73 0.88 13E7 ! | | | .

> E37K V160A T184M Q202L

- G330R

ag In.mut+13E4+6B1 107  1.23 24E10 | I hokg

E Q E37K V160A T184M Q202L

ZE

o ﬁ I81L P185P

S8 1nmut+13E4+10C3+6B1 156 115 PYLUIN [ | 1 i ]
Fla12]F E[a45]K E37K V160A T184M Q2021 D318D

Figura 4.14. Representacion esquematica del cuarto ciclo de evolucion dirigida. Con estrellas se
muestran las mutaciones introducidas mediante StEP mutagénico durante el 4° ciclo. Los rectangulos
indican las mutaciones acumuladas procedentes de los parentales, siguiendo un cédigo de colores en
funcion del parental. Se sugieren los diferentes entrecruzamientos generados por los procesos de
STEP mutagénico e in vivo DNA shuffling. Se incluyen los valores Al (Actividad inicial, en veces) y de
termoestabilidad (AR/AIL, en veces) obtenidas en el segundo re-screening respecto del parental
referencia 10C3. En azul se representa la secuencia de la proteina madura; en rosa y en gris se
representan las secuencias del pre-lider y del pro-lider del factor a, respectivamente. N.mut indica
nueva mutacion introducida.

R4 fue el mejor mutante de actividad con un valor MAT de 1.84. Este mutante no
mostrd ninguna nueva mutacidn sino una recombinacién de cuatro mutaciones que fueron
introducidas durante las generaciones 1 y 2 de la evolucién molecular (E37K, V160A,
T184M y Q202L). Ademas, R4 conservd una estabilidad equivalente a la del parental
referencia 10C3. El mutante R4 fue escogido como el mejor mutante de actividad total del
proceso de evolucion dirigida de la VP llevado a cabo en esta Tesis Doctoral. El otro

mutante de actividad, 13E7, presenté las mismas mutaciones que R4 mas una nueva
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mutacion (N214D). Dicha mutacién no fue beneficiosa para la actividad total ya que su
valor MAT fue inferior al de R4; ademds su termoestabilidad fue negativamente afectada

por dicha mutacién, por lo que 13E7 fue descartado.

Tabla 4.4. Variantes de la 42 generacion.

Mutante Cambio de nucledtido Cambio de aminoacido Al AR/AI2
G109A (GAG/AAG) E37K
T479C (GTC/GCC) V160A
R4 1.84 1.07

C551T (ACG/ATG) T184M
A605T (CAA/CTA) Q202L
G109A (GAG/AAG) E37K
T479C (GTC/GCC) V160A

13E7 C551T (ACG/ATG) T184M 1.73 0.88
A605T (CAA/CTA) Q202L
A640G (AAC/GAQ) N214D
G109A (GAG/AAQG) E37K
T479C (GTC/GCC) V160A

24E10 C551T (ACG/ATG) T184M 1.07 1.23
A605T (CAA/CTA) Q202L
GI988A (GGA/AGA) G330R
C[a36]T (TTC/TTT)? Fla12]F35

G[a133]A (GAA/AAA) E[a45]K*

G109A (GAG/AAG) E37K
A241C (ATC/CTC) 1811

21E9 T479C (GTC/GCC) V160A 1.56 1.15
C551T (ACG/ATG) T184M
A555G (CCA/CCG) P185P5
A605T (CAA/CTA) Q202L
C954T (GAC/GAT)* D318D>

! Mejora de actividad total (en veces) respecto al parental (10C3) en el 2° re-screening. > Mejora de
termoestabilidad (en veces) respecto al parental (10C3) en el 2° re-screening. > Mutacion en el pre-lider del
factor a. * Mutacion en el pro-lider del factor a. > Mutacion silenciosa. Las nuevas mutaciones se muestran
subrayadas. Al: actividad inicial; AR: actividad residual tras incubacién a 70°C.

El mejor mutante de termoestabilidad, 24E10, mostré una termoestabilidad 1.23
veces superior a la del parental referencia 10C3 (lo cual supuso un incremento en su Tso de
2.2°C). 24E10 presentd la misma combinacién de mutaciones que el mutante de actividad R4

e incorpord una nueva mutacién (G330R) responsable de la mejora de estabilidad. La
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combinacion de las cuatro mutaciones comunes a R4 y 24E10 favorecieron que este ultimo
mutante mostrara una termoestabilidad mejorada y conservara la actividad total del tipo
parental 10C3. El mutante 21E9, mostré una termoestabilidad 1.15 veces superior a la del
parental referencia 10C3. 21E9 presenté ocho mutaciones procedentes de la recombinacién
de los parentales 10C3, 6B1 y 13E4. Dos de las mutaciones se localizaron en el prepro-lider
del factor a y las seis mutaciones restantes en la secuencia vpl2: dos de ellas silenciosas y las
otras cuatro comunes al mutante R4 (E37K, V160A, T184M y Q202L). Ademas, 21E9
incorporé una nueva mutacion (I81L), posiblemente responsable de la mejora de
termoestabilidad. En altimo término se decidié escoger 24E10 como tinico parental para el

siguiente ciclo, con el objetivo exclusivo de mejorar la termoestabilidad de la VP.

4.4.5 QUINTA GENERACION: ENSAMBLAJE in vivo DE GENOTECAS
MUTAGENICAS CON DISTINTO ESPECTRO MUTACIONAL (IvAM)

La 5* y 6% generacion se enfocaron exclusivamente a la mejora de la
termoestabilidad de la enzima. En la generacion 5 se utilizé como parental el mutante 24E10
(mejor mutante de termoestabilidad de la generacién anterior). La genoteca se disefi6
mediante IvAM a través de 2 PCR mutagénicas con diferentes polimerasas (Taq y Mutazyme
II) recombinando in vivo los productos amplificados (Apartado 3.11.6, pag 81). Se explord
una libreria de 1392 clones mediante el ensayo HTP-screening descrito en la generaciéon
anterior, con la salvedad de que se escogieron uUnicamente mutantes con mejoras hacia
termoestabilidad. La presion selectiva pudo ser incrementada en este ciclo llevando a cabo
el screening a 80°C, debido a la mayor termoestabilidad del tipo parental 24E10 (que se

empled como parental referencia -estandar interno de cada placa-), Figura 4.15.

Se escogieron dos mutantes (3H9 y 15B4) con mejoras en termoestabilidad de 1.35 y
1.21 veces respecto el tipo parental 24E10. Cuando se analizaron sus valores de Tso,
unicamente 3H9 presentd una mejora significativa (1.2°C frente al parental 24E10), mientras
que 15B4 mostrd una Tso similar a la del parental (62.4°C frente a 62.7°C de 24E10). Por otro
lado, 3H9 disminuy¢ ligeramente su actividad (MAT de 0.79) mientras que 15B4 aumentd
su actividad (MAT de 1.2). Con la finalidad de mantener en la medida de lo posible la
actividad total durante la evolucion hacia termoestabilidad, ambos mutantes se escogieron

como parentales para el sexto ciclo de evolucion (Figura 4.17).
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Figura 4.15. Paisajes evolutivos de la quinta generaciéon. A) Perfil de actividad inicial (AI). La
actividad de los clones de la libreria se representa en orden descendente. Alrededor del 85 % de los
clones mostraron una actividad total inferior a la del tipo parental y entorno al 26 % de los clones se
inactivaron por mutagénesis/recombinacion. La linea discontinua indica la actividad del tipo
parental, el mutante 24E10 de la 4° generacion (=1). B) Representacion de la termoestabilidad (AR/AI)
frente a la actividad inicial (AI). AR: actividad residual tras incubacién a 80°C. El area roja indica los
clones seleccionados para los re-screenings. La linea discontinua indica la actividad del tipo parental,
el mutante 24E10 de la 42 generacién (=1).

En el tercer re-screening se determind la Tso de los mutantes procedentes del

segundo re-screening (Figura 4.16).
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Figura 4.16. Determinacion del valor de Tso de los mutantes de la 5°G. Perfil de Ts del parental
24E10 (@), 3H9 (W), 15B4 (O), 3G2 (V) y 12A8 (V).Cada punto representa el valor medio de tres
experimentos independientes e incluye las desviaciones estandar.
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Figura 4.17. Representacion esquematica del quinto ciclo de evolucién. Con estrellas se muestran
las mutaciones introducidas mediante IvAM durante el 5° ciclo. Los rectangulos indican las
mutaciones acumuladas procedentes de los parentales, siguiendo un cédigo de colores en funcién del
parental. Se incluyen los valores Al (en veces) y de termoestabilidad (AR/AI en veces) obtenidas en
el segundo re-screening respecto del parental referencia 24E10. En azul se representa la secuencia de
la proteina madura; en rosa y en gris se representan las secuencias del pre-lider y del pro-lider del
factor a, respectivamente. N.mut indica nueva mutacién introducida.

La Figura 4.17 también recoge dos mutantes de actividad seleccionados (12A8 y
3G2), con valores MAT~1.5 veces superiores al parental 24E10. Estos dos mutantes de
actividad fueron secuenciados con el fin de incluirlos en los siguientes ciclos para paliar la
pérdida de actividad detectada a costa de la mejora en la estabilidad. La inclusion de
mutaciones de actividad en los procesos de recombinacién podria mejorar la actividad total
en las variantes termoestables. Sin embargo, ambos mutantes de actividad fueron
finalmente descartados como parentales al presentar un considerable descenso en su

estabilidad cinética.
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Tabla 4.5. Variantes de la 52 generacidon.

Cambio de Cambio de AR/AI2
Mutante . . . AT
nucledtido aminoacido
G109A (GAG/AAG) E37K
T479C (GTC/GCQ) V160A
C551T (ACG/ATG) T184M
3H9 0.79 1.35
A605T (CAA/CTA) Q202L
A638C (GAC/GCCQC) D213A
G988A (GGA/AGA) G330R
G109A (GAG/AAG) E37K
T479C (GTC/GCCQ) V160A
C551T (ACG/ATG) T184M
15B4 A605T (CAA/CTA) Q202L 1.19 1.21
C851T (ACC/ATQ) T2841
G922A (GCC/ACQ) A308T
G988A (GGA/AGA) G330R
G109A (GAG/AAG) E37K
T479C (GTC/GCQ) V160A
T548G (ATT/AGT) 11815
12A8 C551T (ACG/ATG) T184M 1.48 0.77
A605T (CAA/CTA) Q202L
C956G (GCT/GGT) A317G
GI988A (GGA/AGA) G330R
G109A (GAG/AAG) E37K
T479C (GTC/GCQ) V160A
3G2 C551T (ACG/ATG) T184M 1.37 0.8
A605T (CAA/CTA) Q202L
A990T (AGA/AGT) R330S

! Mejora de actividad total (en veces) respecto al parental (24E10) en el 2° re-screening. > Mejoras de
termoestabilidad (en veces) respecto al parental (24E10) en el 2° re-screening. Las nuevas mutaciones se
muestran subrayadas. Al: actividad inicial; AR: actividad residual tras incubacién a 80°C.
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4.4.6 SEXTA GENERACION: PCR MUTAGENICA COMBINADA CON in
vivo DNA SHUFFLING

En la sexta y ultima generacion se utilizaron como parentales los 2 mutantes de
termoestabilidad de la generacion anterior (3H9 y 15B4). La genoteca se disefi6 mediante
PCR mutagénica y recombinacion a través de in vivo DNA shuffling, siguiendo las
condiciones descritas para los ciclos 2 y 3. Se explor6 una libreria de 1305 clones mediante
el ensayo HTP-screening descrito en la generacion anterior e incrementando la presion
selectiva a 90°C. Como parental referencia (estandar interno de cada placa) se utiliz6 el

mejor mutante de termoestabilidad de la generacion anterior (3H9) (Figura 4.18).
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Figura 4.18. Paisajes evolutivos de la sexta generacion. A) Perfil de actividad inicial (AI). La
actividad de los clones de la libreria se representa en orden descendente. Alrededor del 80 % de los
clones mostraron una actividad total inferior a la del tipo parental y entorno al 32 % de los clones se
inactivaron por mutagénesis/recombinacion. La linea discontinua indica la actividad del tipo
parental, el mutante 3H9 de la 5% generacion (=1). B) Representacion de la termoestabilidad (AR/AI)
frente a la actividad inicial (AI). El area roja indica los clones seleccionados para los re-screenings. La
linea discontinua indica la actividad del tipo parental, el mutante 3H9 de la 5% generacién (=1).

En el tercer re-screening se determind la Tso de los mutantes escogidos en el segundo

re-screening (Figura 4.19).

Se seleccion6 el mutante 2-1B como la variante final de termoestabilidad del proceso
de evolucion dirigida descrito en la presente Tesis Doctoral. 2-1B mostré una mejora de
estabilidad de 1.36 veces y un valor MAT de 0.77 veces respecto al parental 3H9 (Tabla 4.6).
El mutante 2-1B no adquirié por recombinacién ninguna de las mutaciones del parental
15B4 (Figura 4.20). Su secuencia fue idéntica a la del mejor parental de termoestabilidad

(3H9) incorporando una nueva mutacién (H39R) que le confirié una mejora en la Tso de 2°C.
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La mutacion H39R fue incorporada por primera vez en la ruta evolutiva en la primera

generacion (en el mutante 4B5), sin embargo se perdié a lo largo de los procesos de

recombinacion sucesivos (Figura 4.21).
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Figura 4.19. Determinacion del valor de Tso de los mutantes de la 6°G. Perfil de Tso del parental 3H9
(<), 2-1B (W), 3H3 (O), 4F2 (A), 14B5 (A) y 16A10 (O). Cada punto representa el valor medio de tres

experimentos independientes e incluye las desviaciones estandar.
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Figura 4.20. Representacion esquematica del sexto ciclo de evolucion. Con estrellas se muestran las
mutaciones introducidas mediante PCR mutagénica durante el 6° ciclo. Los rectangulos indican las
mutaciones acumuladas procedentes de los parentales, siguiendo un cédigo de colores en funcién del
parental original. Se incluyen los valores Al (en veces) y de termoestabilidad (AR/AI, en veces)
obtenidas en el segundo re-screening respecto del parental referencia 3H9. AR: actividad residual tras
incubacién a 90°C. En azul se representa la secuencia de la proteina madura; en rosa y en gris se
representan las secuencias del pre-lider y del pro-lider del factor a, respectivamente. N.mut indica
nueva mutacion introducida.
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Tabla 4.6. Variantes de la 62 generacion.

Mutante Cambio de nucleétido = Cambio de aminoacido Al AR/AI2
G109A (GAG/AAG) E37K
A116G (CAC/CGQO) H39R
T479C (GTC/GCQ) V160A
2-1B C551T (ACG/ATG) T184M 0.77 1.36
A605T (CAA/CTA) Q202L
A638C (GAC/GCC) D213A
G988A (GGA/AGA) G330R

! Mejora de actividad total (en veces) respecto al parental (3H9) en el 2° re-screening. > Mejoras de
termoestabilidad (en veces) respecto al parental (3H9) en el 2° re-screening. Las nuevas mutaciones se
muestran subrayadas. Al actividad inicial; AR: actividad residual tras incubacién a 90°C.

La Figura 4.21 resume el proceso completo de evolucion artificial de la VP.
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Figura 4.21. Representacion esquematica del proceso de evolucion de la VP. Con estrellas se
muestran las mutaciones nuevas. Los rectangulos indican las mutaciones acumuladas, siguiendo un
cédigo de colores en funcion del parental de procedencia. Se incluyen los valores MAT (mejoras de
actividad total, en veces) respecto del parental VPL2. También se incluyen los valores de Tso en °C. En
azul se representa la secuencia de la proteina madura; en rosa y en gris se representan las secuencias
del pre-lider y del pro-lider del factor a, respectivamente. En el parental avpl2 se muestran los sitios
de glicosilaciéon como estrellas azules, el sito de oxidacion del Mn?* (Glu36, Glu40 y Aspl75) como
flechas verdes, el Trp164 como una flecha negra y el sitio de uniéon del H202 (Arg43 y His47) como
flechas rojas. N.mut indica nueva mutacién introducida. N.d.: no determinado.
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4.5 ELIMINACION DE LA SECUENCIA EXTRA DEL EXTREMO
N-TERMINAL

Las VP expresadas por S. cerevisiae (el parental VPL2 y los mutantes R4 y 2-1B)
presentaron en el extremo N-terminal seis aminoacidos adicionales (EAEAEF) respecto de
la VP expresada por el hongo P. eryngii (ver Apartado 4.7.4, pag 139). Se decidio llevar a
cabo la eliminacién de esta extension y la posterior caracterizacion de las variantes
truncadas. Para suprimir la extension extra N-terminal se plantearon dos estrategias
moleculares diferentes: SOE e IVOE (Apartado 3.12, pag 82). Ambas técnicas funcionaron
con un rendimiento similar aunque el SOE requirié de una reaccién extra de PCR para el
ensamblaje del producto completo mientras que el IVOE prescindid de este paso a través de
la recombinacién homologa en S. cerevisiae (Figura 3.6 y 3.7, pags 84 y 85). Las genotecas
construidas para la obtencion de las variantes truncadas VPL2DEL, R4DEL y 2-1BDEL
fueron exploradas con el correspondiente ensayo de HTP-screening (Apartado 3.13, pag 86)
y los clones mostraron valores de actividad y estabilidad similares a los correspondientes
parentales (VPL2, R4 y 2-1B). Se secuenciaron los genes de varios clones verificando en
todos los casos la eliminacién de la extension EAEAEF sin la alteracion del marco de lectura
abierto. Las distintas variantes purificadas fueron transferidas a membranas y sus extremos
N-terminal secuenciados para analizar el procesado del péptido senial (ver Apartado 4.7.4,
pag 139).

4.6 PURIFICACION DE LA VP

La purificacion del tipo parental VPL2 y sus variantes evolucionadas R4, R4DEL y
2-1B se realiz6 siguiendo el protocolo descrito en el Apartado 3.14, pag 92.

El sobrenadante procedente de fermentados de células de S. cerevisiae transformadas
con las distintas VP fue sometido a una precipitacion fraccionada con (NH4):SOs. La
fraccion precipitada entre el 50 y el 65 % de sulfato de amonio se dializé y concentré por
ultrafiltracion. El concentrado fue sometido a cromatografia de intercambio anidnico fuerte
de baja resoluciéon (Figura 4.22). Las fracciones con mayor actividad peroxidasa y elevada
absorbancia a 407 nm (presencia de grupo hemo) se dializaron y concentraron,
sometiéndolas a cromatografia de intercambio aniénico fuerte de alta resoluciéon (Figura
4.23). Tras este paso de purificacién, la R: (relacién de absorbancia As7/A20) fue
aproximadamente 4. El rendimiento final de la purificacién fue de un 22 % (Figura 4.24,
Tabla 4.7) con un factor de purificacion ~22. Se detectaron dos glicoformas en la
purificacion de R4 y 2-1B con % de glicosilacion del 10.2 % (glicoforma I) y 9.75 %
(glicoforma II), estimados por MALDI-TOF (Figura 4.26). Mientras que la glicoforma I de
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R4 fue minoritaria, la glicoforma I de 2-1B representé ~ 45 %. El parental y mutantes
caracterizados en la presente Tesis Doctoral se refieren a la glicoforma II. La glicoforma I no
se estudio en mayor detalle por ser minoritaria (especialmente en el caso de R4) y presentar

propiedades bioquimicas similares a la glicoforma II.

Tabla 4.7. Purificacion de R4.

L, Proteina total Actividad Actividad especifica Factor de
Paso de purificacion

(mg/mL) (U/mL)! (U/mg)* purificacion
Extracto crudo 0.33 10.64 32.28 1.00
50-65% (NH4)2504 10.6 1031.7 97.4 3.02
Intercambio anionico 3.3 833.9 253 78
fuerte QFF
Intercambio anioniCO 13.5 9663.1 716.8 222

fuerte Biosuite Q

134 I

! La actividad se valoré como oxidaciéon de ABTS 2 mM en tampon tartrato sédico 100 mM, pH 3.5 tras la
adicion de H202 0.1 mM.

Para la purificacién de la variante R4DEL hubo que modificar el protocolo
incluyendo nuevos pasos cromatograficos, asi como aumentar el pH de los tampones
utilizados en las cromatografias debido al incremento del pI de esta variante tras la delecién
de la extensiéon EAEAEF (ver Apartado 4.7.3, pag 138).
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Figura 4.22. Cromatografia de intercambio aniénico fuerte de baja resolucién (QFF). Se muestra la
actividad (U/mL) de las fracciones recogidas a lo largo de la carrera (— ), proteina total (Abs 280 nm,
— ), grupo hemo (Abs 407 nm,— ) y gradiente de NaCl (%) (== ).UA: unidades de absorbancia.
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Figura 4.23. Cromatografia de intercambio anionico fuerte de alta resolucion (Q-Waters). Se
muestra la actividad (U/mL) de las fracciones recogidas a lo largo de la carrera (— ), proteina total
(Abs 280 nm,— ), grupo hemo (Abs 407 nm,— ) y gradiente de NaCl (%) (== ) en la purificacién de
R4 (A) y 2-1B (B). Se sefalan las glicoformas I y II.

150 kDa|
100 kDa| |

75 kDa

50 kDa

35 kDa

25 kDa

Figura 4.24. Electroforesis SDS-PAGE de los pasos de purificaciéon de la variante R4 (glicoforma
II). Carril 1, marcadores de masa molecular; 2, VPL2 expresada en E. coli; 3, extracto crudo filtrado; 4,
fraccion precipitada entre el 50-65 % de (NHai)250s; 5, cromatografia de intercambio aniénico fuerte
de baja resolucion (Hi-Trap-FFQ); 6, cromatografia de intercambio aniénico fuerte de alta resolucién
(Biosuite Q).
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4.7 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS VP
PURIFICADAS

4.71 MASA MOLECULAR Y DESGLICOSILACION

Las VP expresadas por S. cerevisize mostraron una movilidad electroforética menor
que la VPL2 expresada en E. coli siendo su masa molecular de ~40 kDa y ~35 kDa,
respectivamente (Figura 4.24, pag 135). Tras realizar una N-desglicosilacién la masa

molecular de las variantes expresadas en S. cerevisiae se redujo a ~35 kDa (Figura 4.25).

150 kDa |«
100 kDa | s
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50 kDa | s
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25 kDa| v

Figura 4.25. Analisis de desglicosilacion mediante electroforesis SDS-PAGE. Carril 1, marcador de
masa molecular; 2, mutante R4; 3, mutante R4 desglicosilado con PNGasa-F; 4, mutante 2-1B; 5,
mutante 2-1B desglicosilado con PNGasa-F. Gel tefiido con solucién coloidal de azul Coomassie. La
cantidad de VP en cada carril fue de 16 pg.

La masa molecular fue determinada por MALDI-TOF (con valores de 38618, 38600,
38761 y 38100 Da para el parental VPL2, y sus variantes evolucionadas R4, 2-1B y R4DEL,
respectivamente Figura 4.26, Tabla 4.8). El valor calculado a partir de la composiciéon de
aminodacidos fue de 35258, 35244, 35318 y 34567 Da para el parental VPL2 y los mutantes R4,
2-1B y R4DEL, respectivamente. De estos datos se pudo deducir que las VP secretadas por
S. cerevisiage mostraron unos grados de glicosilacién ~ 9-10 % (Tabla 4.8).
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Figura 4.26. Espectros de MALDI-TOF. Se indican los valores de masa molecular de A) VPL2; B) R4;
C) 2-1B; D) R4DEL.

Tabla 4.8. Caracteristicas bioquimicas y espectroscopicas.

Caracteristicas bioquimicas y Parental
espectroscopicas VPL2 R4 &1 R4 DEL

Masa molecular (Da)! 35258 35244 35318 34567
Masa molecular (Da)? 38618 38600 38761 38100

Grado de glicosilacion (%) 9.5 9.5 9.8 10.2

Ts0 (°C) 58 59.4 65.9 60

pl 4.6 4.6 4.6 49

pH 6ptimo?® 3.0 3.5 4.0 3.5

Max. region Soret (nm) 407 407 407 407

CT2 (nm)* n.d 504 503 504

CT1 (nm)? 631 638 638 643

! Masa molecular teérica estimada de la composicién de aminoacidos. 2 Masa molecular estimada por
MALDI-TOF. 3 pH optimo de oxidacion de ABTS. # Banda de transferencia de carga 2. 5 Banda de
transferencia de carga 1. N. d., no determinado.
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4.7.2 ANALISIS ESPECTROSCOPICO

Los espectros de absorcion del parental VPL2 y los mutantes R4, 2-1B y R4DEL
presentaron un perfil caracteristico de hemoproteina, con un maximo en la regioén Soret a
407 nm y dos maximos (CT1 y CT2) caracteristicos del Fe** en estado de alto spin como se
muestra en la Tabla 4.8 y en la Figura 4.27.
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Figura 4.27. Caracteristicas fisico-quimicas. Espectros de absorcion del parental VPL2 (m=), R4 (==); 2-
1B (==); R4ADEL (==) y VPL2 expresada en E. coli (==). El recuadro muestra el detalle de las dos bandas
de transferencia de carga CT1y CT2.

El grado de pureza de la enzima viene determinado por la indice R:(A47/Az2s0), de
manera que valores cercanos a 4 indican un alto nivel de pureza mientras que valores
inferiores apuntan la presencia de otras proteinas. La relacion A47/Az2s0 fue en torno a 4 para
todas las VP purificadas excepto para el parental VPL2 y R4DEL que fue 2, indicando
niveles de pureza inferiores, posiblemente debido a la presencia de productos de

desnaturalizaciéon de la VP que hayan perdido el grupo hemo (Smith, AT et al., 1990).
4.7.3 DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO

El punto isoeléctrico (pI) se determiné mediante electroforesis bidimensional. El
parental VPL2 y los mutantes R4 (Figura 4.28) y 2-1B mostraron un pl = 4.6. E1 mutante
truncado R4DEL tras la delecion de la extensién acida EAEAEF increment6 su pl 0.3
unidades (de 4.6 a 4.9, Tabla 4.8).
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Figura 4.28. Gel bidimensional para la determinacion del pI del mutante R4.

4.7.4 DETERMINACION DE LA SECUENCIA AMINOACIDICA DEL
EXTREMO N-TERMINAL EN LA VP MADURA

La secuencia del extremo N-terminal del parental VPL2 y los mutantes R4 y 2-1B fue
EAEAEFATCDDGRTT. La proteina madura expresada por el hongo presenta la secuencia
amino terminal ATCDDGRTT. Por tanto, las VP expresadas en S. cerevisiae incluyeron 6
aminoacidos (EAEAEF) adicionales en su extremo N-terminal. Los dos ultimos residuos
(EF) se introdujeron durante la construccion del plasmido pJRawvpl2 al insertar una diana de
restriccién para la enzima EcoRI (Apartado 3.7.7, pag 66). Los otros cuatro aminoacidos
(EAEA) pertenecen a la parte final del pro-lider del factor a (constituyendo la diana de
reconocimiento de la endopeptidasa STE13 del aparato de Golgi), que no fue procesado

correctamente en los estadios post-traduccionales.

La secuencia del extremo N-terminal para los truncados VPL2DEL, R4DEL y 2-
1BDEL fue ATCDDGRTT, demostrando que la eliminaciéon de la secuencia diana para

STE13 permitié un procesamiento correcto de la VP.
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4.8 DETERMINACION DEL NIVEL DE SECRECION DE LA VP

EN S. cerevisiae

El nivel de secrecion del tipo parental VPL2 y sus variantes evolucionadas R4, 2-1B
y R4DEL se estimé como el cociente entre la actividad total y la actividad especifica
estimada con ABTS (Tabla 4.9). El mutante R4 presenté un valor MAT de ~129 veces sobre
el del tipo parental VPL2. El desglose del valor MAT de R4 reflejéo una mejora de 51.6 veces
en expresion funcional y de 2.5 veces en la actividad especifica para la oxidacion de ABTS
con respecto al tipo parental. Asi, el nivel de secrecion alcanzado en R4 fue de 21.6 mg/L,
suponiendo el nivel de expresién funcional mas elevado descrito hasta el momento para
peroxidasas versatiles. La delecion de la extension N-terminal en R4DEL no afectd
significativamente a su actividad especifica, pero si a su expresién funcional que disminuyd
en torno al 60 % cuando se compard con el mutante R4. Del mismo modo, el mutante de
termoestabilidad 2-1B presenté valores de actividad especifica mejorados para ABTS

mientras sus niveles de secrecién se redujeron un 80 % frente al mutante de secrecion R4.

Tabla 4.9. Analisis de las mejoras en secrecidn y actividad especifica. Las actividades fueron
valoradas en tampoén tartrato sédico 100 mM pH 3.5 conteniendo ABTS 2 mM y H20:2 0.1 mM.
DActividad total valorada en sobrenadantes de fermentados en matraz. El nivel de secrecion se
dedujo del cociente entre la actividad total y la actividad especifica.

Analisis de mejoras

Actividad Niveles de

. Actividad MAT . L, Actividad
Variante especifica secrecion L .,
total (U/L)!  (veces)! especifica Secrecion
(U/mg) (mg/L)
(veces) (veces)
VPL2 120+ 6 1 283 0.42 1 1
R4 15500 + 150 129 717 21.6 2.5 51.6
2-1B 2120 + 20 18 562 3.77 2 9
R4DEL 4670 + 320 39 528 8.84 1.9 20.5
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4.9 CARACTERIZACION CINETICA

Los parametros cinéticos del estado estacionario fueron valorados para la oxidacion
de ABTS, DMP, Mn?* y RB5 (Tabla 4.10). El mutante R4 aument6 ~10 veces su afinidad por
el ABTS en el sitio de oxidaciéon de baja eficiencia (el canal de acceso al hemo), a la vez que
mejord su ket 1.6 veces, lo que se tradujo en una eficiencia catalitica para este sustrato

reductor 16 veces superior a la del parental VPL2. Se observaron resultados similares para
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el DMP en el sitio de oxidacién de baja eficiencia: la Km disminuyé 5 veces lo que compensé
la ligera caida de la keat (1.7 veces) generando una eficiencia catalitica ~3 veces superior a la
del tipo parental VPL2. Para ambos sustratos, ABTS y DMP, las constantes cinéticas para el
sitio de oxidacion de alta eficiencia (en el triptéfano catalitico 164) no se pudieron
determinar debido a que la oxidacién mejorada de estos sustratos en el sitio de baja
eficiencia enmascard la oxidacion en el sitio de alta eficiencia. Por otro lado, no se
apreciaron cambios significativos en los parametros cinéticos para la oxidacion del RB5 en
el Trp164. Sin embargo, si se observd una disminucion de la afinidad por el Mn?*. Aunque
su ket aument6 ligeramente, la eficiencia catalitica para el Mn?* disminuyé ~2.6 veces
respecto a la del parental VPL2 (Tabla 4.10). Las constantes cinéticas de la variante R4DEL
solo se determinaron para la oxidacion de ABTS en el sitio de baja eficiencia y la oxidaciéon
de RB5, mostrando valores ligeramente superiores a los del mutante R4 (con eficiencias

cataliticas ~1.5 veces superiores a R4, Tabla 4.10).

El mutante 2-1B, mostré un comportamiento similar a R4 viéndose incrementada la
afinidad por el ABTS y el DMP en el sitio de oxidacion de baja eficiencia unas 16 y 13 veces,
respectivamente, respecto al parental VPL2. Esto supuso un aumento de la eficiencia
catalitica de ~61 y 12 veces para cada compuesto respecto al tipo parental. Las constantes de
oxidacién para RB5 se mantuvieron similares a las de VPL2. Finalmente, el sitio de
oxidacién de Mn?* se vio negativamente afectado por el proceso evolutivo, con una
disminucion en la afinidad de 95 veces. Al igual que en el caso del mutante R4 la keat
aumento6 ligeramente (1.8 veces), pero no impidi6é un descenso de la eficiencia catalitica de

~52 veces respecto al parental VPL2.

Respecto a las cinéticas frente a H202, los mutantes R4 y 2-1B presentaron un
notable descenso en su afinidad (4 y 16 veces respecto al parental VPL2, Tabla 4.10, Figura
4.29). Sin embargo sus valores kcat mejorados compensaron la caida de afinidad mostrando
eficiencias cataliticas similares a la del tipo parental. Este efecto implicé que los mutantes
evolucionados pudieran operar a concentraciones de H20: mas elevadas con velocidades
mejoradas (con ket expresadas como moléculas de peréxido reducido por molécula de VP
por segundo) de 135 s! para el parental VPL2 a 1720 s para 2-1B. De esta forma, R4 y 2-1B
funcionaron eficientemente en presencia de elevadas concentraciones de H202, mostrando
actividades especificas para el ABTS de 3530 y 11300 U/mg, respectivamente, cuando se
usaron condiciones saturantes de H20: (con concentraciones de 2.0 y 7.6 mM de H20: para
R4 y 2-1B, respectivamente,). Bajo estas condiciones, la actividad total de oxidacion de
ABTS del sobrenadante de R4 fue ~74000 U/L, lo que supone el valor mas alto descrito en la
literatura para cualquier peroxidasa (Tabla 4.11).
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Tabla 4.10. Constantes cinéticas de estado estacionario para el parental VPL2 y los mutantes R4,
2-1B y R4DEL. Knm (mM), keat (5!), keat/Km (mM- s1). Las constantes cinéticas para el H202 se
estimaron empleando ABTS como sustrato reductor bajo condiciones de saturacién y teniendo en
cuenta la estequiometria de la reacciéon (una molécula de H20: es reducida por la oxidacién de dos
moléculas de ABTS). N.m.: no medible. N.d.: no determinado.

Mutante
Compuesto Parental VPL2 Mutante R4 Mutante 2-1B
R4DEL
Km 0.0046 + 0.0002 n.m. n.m. n.m.
ABTS
keat 25.3+0.3 n.m. n.m. n.m.
(Alta eficiencia)
keat/Km 5470 + 190 n.m. n.m. n.m.
Km 0.54 + 0.05 0.056 + 0.003 0.034 + 0.004 0.05 + 0.005
ABTS
keat 220 + 30 365+ 6 850 + 40 520 + 20
(Baja eficiencia)
keat/Km 410 + 30 6480 + 280 25000 + 2100 9880 + 620
Km 0.015 + 0.001 n.m. n.m. n.d.
DMP
keat 12.1+0.2 n.m. n.m. n.d.
(Alta eficiencia)
keat/Km 790 + 50 n.m. n.m. n.d.
Km 32+6 6.5+0.5 2.5+0.2 n.d.
DMP
keat 98 +7 58 +1 97 +1 n.d.
(Baja eficiencia)
kecat/Km 3.1+04 9.1+0.5 39+2 n.d.
Km 0.007 = 0.0007 0.0066 + 0.0004  0.0055 +0.0006  0.0043 + 0.0004
RB5 Keat 11.8+0.5 10.6 +0.2 9.4+04 10.5+0.3
keat/Km 1670 + 100 1600 + 65 1700 + 140 2440 + 170
Km 0.045 + 0.007 0.12 +0.01 4.3+0.3 n.d.
Mn2* keat 54 +1 75+1 98 +2 n.d.
keat/Km 1190 + 180 630 + 50 23+1 n.d.
Km 0.051 +=0.009 0.20 +0.02 0.8+0.1 n.d.
H:0: keat 135+5 490 + 15 1720 + 70 n.d.
keat/Km 2650 + 370 2400 + 160 2260 + 305 n.d.

142 I



Resultados

Tabla 4.11. Analisis de actividad en condiciones 6ptimas de las variantes evolucionadas y nativa.

S Condiciones de reaccion Actividad total i‘;;ﬂe‘(’:llzi:
[ABTS] (mM) [H202] (mM) (U/L)! (Ujmg)
VPL2 5.5 0.5 247 + 5 536
R4 0.6 2 74150 + 760 3531
2-1B 0.5 7.6 41070 + 490 11316
R4DEL 0.6 6 22760 + 150 2555

1 Actividad total valorada como oxidacién de ABTS en el sobrenadante de cultivos en matraz.
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Figura 4.29. Cinéticas para el H20:. Parental VPL2 (@), R4 (W) y 2-1B (V). Se muestra la media y la
desviacion estdndar de tres medidas independientes. El recuadrado muestra el detalle de las cinéticas
a bajas concentraciones de H20: para el parental VPL2 y el mutante R4.

4.10 DETERMINACION DEL pH OPTIMO DE ACTIVIDAD

Se determino6 el pH déptimo para la oxidacion de ABTS del parental VPL2 y las
variantes finales de evolucion R4 y 2-1B, asi como de las distintas variantes de delecién
VPL2DEL, R4DEL y 2-1BDEL.

El pH 6ptimo de oxidacion de ABTS se vio desplazado en el proceso de evoluciéon
artificial. Asi, el pH optimo para el parental VPL2 se desplazo6 desde 3.0, a 3.5 y 4.0 para los
mutantes R4 (4°G) y 2-1B (6°G), respectivamente (Figura 4.30A). Cuando se analizaron las
variantes de delecién se comprobd que la eliminacién de la extension N-terminal no
produjo ninguna modificacion en los perfiles de pH, mostrando comportamientos similares

a los de los productos no truncados correspondientes (Figura 4.30B). Se observé que el
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mutante 2-1B con o sin extension N-terminal retuvo aproximadamente un 30 % de su

actividad a pH 5.0 mientras que las otras variantes apenas conservaron un 5 % de actividad

relativa.
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Figura 4.30. Perfil de actividad frente al pH. Perfiles de pH para: A) el parental VPL2 (@) y los
mutantes R4 (A) y 2-1B (B), y B) las variantes de delecion VPL2DEL (O), R4DEL (A) y 2-1BDEL ().
La actividad peroxidasa medida con ABTS se relativizé al valor éptimo de actividad presentado por
cada variante. Cada punto procede del valor medio de tres experimentos independientes e incluye las
desviaciones estandar.

4.11 DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD FRENTE AL pH

La estabilidad frente al pH se vio modificada en el proceso de evolucién dirigida.
Mientras el parental VPL2 retuvo aproximadamente un 80 % de su actividad residual en un
intervalo de pH entre 3.5 y 5.0 tras 120 h de incubacién, el mutante de secreciéon R4

conservo el 100 % de su actividad residual en el intervalo de pH 4.0-7.0 (Figura 4.31).

En el caso del mutante de estabilidad 2-1B este efecto se acentu6 conservando el 100
% de su actividad residual en el intervalo de pH 4.0-8.0 tras 120 h de incubacion. 2-1B
conservo hasta un 60 % de su actividad residual tras 120 h de incubacién a pH 9.0, donde

las actividades residuales del tipo parental o del mutante R4 fueron nulas (Figura 4.31).

Al evaluar las variantes truncadas (VPL2DEL, R4DEL y 2-1BDEL) no se observo que
la eliminacion de la extensién N-terminal llevara asociada alguna diferencia en la
estabilidad frente al pH respecto a las correspondientes variantes no truncadas VPL2, R4 y
2-1B.
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Figura 4.31. Estabilidad frente al pH. Tiempo de incubaciéon 1 min (J), Th ( ), 4h (1), 25h (M) y
120 h (). Para cada variante, las actividades residuales se normalizaron con el valor mas alto de
actividad detectado frente a los pHs en estudio tras 1 min de incubaciéon. Cada punto representa el
valor medio de tres experimentos independientes e incluye las desviaciones estandar.
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4.12 ESTABILIDAD FRENTE A TEMPERATURA

El estudio de la termoestabilidad cinética del parental VPL2 y sus mutantes

evolucionados se abordé mediante el analisis de tres pardmetros.
4.12.1 DETERMINACION DE LA Tso

Tras 6 ciclos de evolucidn dirigida, la Tso se incrementd 8°C (con valores de 58.0,
59.4 y 65.9°C para el parental VPL2 y los mutantes R4 y 2-1B, respectivamente (Figura
4.32A). Con el fin de determinar si la extension extra N-terminal tenia algin efecto en la
estabilidad térmica, se analiz6 la Tsoen las variantes delecionadas VPL2DEL, R4DEL y 2-
1BDEL. Los valores de Tso fueron semejantes a los de las variantes no truncadas (58.0, 59.6,
y 65.4°C, para VPL2DEL, R4DEL y 2-1BDEL, respectivamente, Figura 4.32B), por lo que se
excluy6 cualquier posible efecto de la extension EAEAEF sobre la termoestabilidad de la VP

madura.

Es importante destacar que aunque el mutante de secreciéon R4 se obtuvo a partir de
4 ciclos orientados exclusivamente al incremento de la actividad total de la VP, su Tso fue
1.4°C superior a la del tipo parental VPL2, (Figura 4.21, pag 132). Del mismo modo, el
mutante 10C3 (mejor variante de la 3 G y parental empleado en la obtencion de R4) ya
presentd un incremento de ~2°C (con una Tso de 60.5°C, Figuras 4.21 y 4.33A). Se intentd
analizar qué mutaciones introducidas para mejorar la secrecion/actividad de la VP
confirieron mayor termoestabilidad en el mutante de secrecién R4. Para ello, se ensayaron
las Ts0 de cuatro variantes intermedias de las generaciones 1 y 2 en las que se pudo evaluar
de manera individual las mutaciones que aparecieron combinadas en 10C3 y R4. Las Tso del
mutante 11H10 (1*G, con la mutaciéon T184M) y del mutante 15G9 (12G, con la mutacién
E37K) fueron 2-4°C mayores a la del parental VPL2, lo cual corrobor¢ el efecto estabilizante
de las mutaciones T184M y E37K. Asimismo, el valor de Tso del mutante 16E12 (2°G, con las
mutaciones T184M y Q202L) fue 0.6°C superior al de 11H10 demostrando que la mutaciéon
Q202L contribuy¢ a la estabilidad térmica de la VP. Por otro lado, el valor de Tso fue similar
entre los mutantes 13G1 (2°G, con las mutaciones T184M y V160A) y el mutante 11H10 lo
cual indicé que la mutacién V160A no estuvo involucrada en la estabilidad termal de la VP
(Figura 4.33B). Cuando se comparé el valor de Tso del mutante 10C3 (3°G, con las
mutaciones E37K, T184M, Q202L y la mutacién silenciosa P185P) (60.5°C) con el del
mutante R4 (42G, con las mutaciones E37K, V160A, T184M, Q202) (59.4°C) se observé una
diferencia de 1°C debida a la inclusion de V160A en el mutante R4, mostrando un claro

efecto desestabilizante.

Es importante destacar que la mutacion H39R (introducida por primera vez en el

mutante 4B5, 1°G) se perdio durante los eventos de recombinaciéon que tuvieron lugar en la
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cuarta generacion, aunque fue finalmente redescubierta en el ciclo final de estabilidad
térmica (apareciendo en el mutante final de termoestabilidad, 2-1B). El valor de Tso del
mutante 4B5 fue 4°C superior al del parental VPL2, lo que confirm¢ el importante papel de

la mutacion H39R en la estabilidad proteica durante el proceso de secrecién.
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Figura 4.32. Determinaciéon de los valores de Ts para las variantes con y sin la extension N-
terminal. A) Perfiles de Tso del parental VPL2 (@), R4 (A) y 2-1B (M). B) Perfiles de Tso de VPL2DEL
(O), R4DEL (A) y 2-1BDEL (). Cada punto representa el valor medio de tres experimentos
independientes e incluye las desviaciones estandar.
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Figura 4.33. Determinacion de los valores de Tso para los parentales de la evolucion hacia
termoestabilidad y de las variantes intermedias de la 1* G y 2* G. A) Perfiles de Tso del parental
VPL2 (@) y los parentales de los 3 ciclos de evolucién hacia mejora de termoestabilidad: 10C3 ()
(3%°G, parental del primer ciclo hacia mejora de termoestabilidad), 24E10 (4*G) (¥), 3H9 (5°G) (<) y 2-
1B (M). B) Perfiles de Tso del parental VPL2 (@) y las variantes intermedias 11H10 (1*G) (O), 15G9
(12G) (#), 4B5 (12G) (<), 16E12 (2*G) (V) y 13G1 (2*G) (A). Cada punto representa el valor medio de
tres experimentos independientes e incluye las desviaciones estandar.
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4.12.2 DETERMINACION DE LA VIDA MEDIA (t12)

Se valoro¢ la ti2 del parental VPL2 y los mutantes R4 y 2-1B a 70°C. Se observé que
mientras que la t12 del parental fue de 1 min, la mejor variante de termoestabilidad 2-1B
mostrd una t12 de ~ 6 minutos. 2-1B retuvo en torno a un 20 % de actividad residual tras 15
min a 70°C mientras que el parental se inactivo tras 3 min de incubacion. R4 también

resultd ligeramente mas estable que VPL2, con una ti2 de 2.5 min (Figura 4.34A).
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Figura 4.34. Analisis de ti2 frente a temperatura y termoactividad. A) Determinacion de ti2. Se
muestra la actividad residual del parental VPL2 (@), R4 (A) y 2-1B (M) a distintos tiempos de
incubacién a 70°C. B) Termoactividad de VPL2 (@), R4 (A) y 2-1B (®). Cada punto representa el valor
medio de tres experimentos independientes e incluye las desviaciones estandar.

4.12.3 DETERMINACION DE LA TERMOACTIVIDAD (T.)

La Tano se vio desplazada durante el proceso de evolucion artificial siendo 40°C
para el parental VPL2 y las variantes evolucionadas R4 y 2-1B. Sin embargo, si se aprecid
una ampliacién en el intervalo de temperaturas en el que la VP presenté mayor actividad.
Este efecto fue especialmente notable para la variante de termoestabilidad 2-1B, la cual
retuvo por encima del 80 % de su actividad en el intervalo de 30 a 50°C mientras que el
parental VPL2 lo mostro en el intervalo de 30 a 45°C (Figura 4.34B).
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5.1 EXPRESION FUNCIONAL DE LA VP DE P. eryngii EN S.

cerevisiae

5.1.1 CONSTRUCCION DE avpl2

De manera general, la expresion funcional de genes en sistemas heterélogos es un

requisito esencial para llevar a cabo experimentos de evolucién dirigida.

Aunque han sido muchos los esfuerzos realizados para conseguir la expresion
funcional de peroxidasas ligninoliticas en hospedadores heterdlogos, los resultados han
sido bastante modestos. En algunos casos no se ha logrado detectar niveles minimos de
expresion funcional y cuando se han obtenido las actividades detectadas han sido muy
bajas (de Weert, S et al., 2010). En vista de la dificultad que supone la expresion funcional
heterologa de peroxidasas y en concreto de la VP de P. eryngii (Eibes, GM et al., 2009; Lu-
Chau, TA et al.,, 2004; Pérez-Boada, M et al., 2002; Ruiz-Duenas, F] et al., 1999a), en la
presente Tesis Doctoral se planteé su expresidon funcional en S. cerevisiae (hospedador
apropiado para evolucionar enzimas de origen eucariota) mediante el remplazamiento de la
secuencia sefal nativa de la VP por una secuencia sefial que favoreciera los procesos de
translocacion al RE y el posterior procesamiento correcto en el aparato de Golgi. En este
sentido, la secuencia del prepro-lider del factor a de S. cerevisiae ha sido utilizada con éxito
en las ultimas décadas para la expresion heterdloga de diferentes proteinas en levaduras
(Abdelmoula-Souissi, S et al., 2007; Brake, AJ et al., 1984; Brake, AJ, 1989; Bulter, T et al.,,
2003a; Maté, D et al., 2010). En base a esta informacion, se disefnd el gen de fusion avpl2
formado por la secuencia de la VP madura (isoforma vpl2) y la secuencia sefal (prepro-
lider) del factor a de S. cerevisiae. Esta construccion favorecio la secrecion de la VP al medio
extracelular. Los niveles iniciales de secrecién de VP en matraz aunque detectables y
cuantificables, fueron bajos (~1.2 U/L) por lo que requirieron de una optimizacién previa al

comienzo del protocolo evolutivo.
5.1.2 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE EXPRESION DE LA VP

Como se ha mencionado, la construccion avpl2 permitio la secrecién de VP al medio
extracelular en cultivos en matraz. Sin embargo, se observé una notable disminucion de la
actividad VP cuando se trasladé la fermentacion a formato HTP (placas de 96 pocillos,
necesarias para llevar a cabo las microfermentaciones de los experimentos de evolucién
dirigida). Este efecto se debié a una disminucién del crecimiento de la levadura debido a las

limitaciones derivadas de este formato (falta de aireacion y agitacion limitada).
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Con el fin de conseguir niveles aceptables de actividad peroxidasa en el
sobrenadante de los microcultivos, se optimizaron las condiciones de expresién de VP en

placas de 96 pocillos.

Se conoce que el grupo hemo desempefia un papel muy importante en el
metabolismo de la levadura ya que estd presente como cofactor en multiples proteinas de su
metabolismo. La levadura, en ausencia de hierro o hemo es capaz de priorizar sus
necesidades de manera que, bajo condiciones limitantes de hierro, tinicamente seran
sintetizadas las hemoproteinas esenciales, como las P450 monooxigenasas de la cadena de
transporte electrénico (Kaplan, ] et al., 2006). Por este motivo, la levadura no favorece la
sintesis de hemoproteinas expresadas heterologamente en grandes cantidades que no sean
basicas para su supervivencia. Sin embargo, la incorporacion del grupo hemo es
fundamental para la produccion heteréloga y funcional de peroxidasas en levaduras. Para
evitar los problemas derivados de la baja eficiencia de la maquinaria biosintética de
porfirinas (incapaz de sintetizar suficiente grupo hemo como para secretar peroxidasas en
cantidades detectables) o por la escasez de hierro o hemo en el medio (Conesa, A et al.,
2000; de Weert, S et al., 2010; Punt, PJ et al., 2002), se decidié suplementar el medio de

induccidon con una fuente exégena de grupo hemo.

Se ha descrito que la sobrexpresién de las dos primeras enzimas de la ruta de
sintesis de porfirinas aumenta 4 veces la produccion de la peroxidasa de C. cinera en A.
oryzae (Elrod, SL et al., 1997). Ademas, la sintesis de 5-ALA, precursor en la ruta de sintesis
de porfirinas, es un paso limitante (Fernandez-Cuartero, B, 1994; Gardner, LC et al., 1991).
Asi pues, se decidié emplear el 5-ALA como suplemento al medio de induccién ya que
ademas habia sido anteriormente utilizado con éxito en experimentos de evolucién dirigida
de la citocromo P450 monooxigenasa BM-3 de Bacillus megaterium y otras hemoproteinas
(Farinas, ET ef al., 2001). Sin embargo, en nuestro caso, su inclusién no supuso un aumento
de la secrecidn, es mas, en matraz se observé una ralentizaciéon de la expresion y en

microplaca no se consiguid observar actividad peroxidasa en los tiempos ensayados.

Por otro lado, se ha estudiado en hongos la existencia de un complejo sistema de
captacién de hierro en ambientes con bajas concentraciones de éste, siendo capaces de
obtener hierro de distintas fuentes como transferrina y hemoglobina. En concreto, se han
descrito en Candida albicans receptores de superficie para la hemoglobina que ayudan a
interiorizar el hemo como molécula intacta (Philpott, CC, 2006). Por este motivo se decidid
probar la hemina y la hemoglobina como fuente exdgena de hemo. La hemina se habia
empleado con éxito anteriormente para la expresion heterdloga de peroxidasas fungicas en
Aspergillus sp. (Conesa, A et al., 2000; Lu-Chau, TA et al., 2004), asi como la hemoglobina
(Conesa, A et al., 2000). Tanto la hemina como la hemoglobina favorecieron la secrecién de

VP activa al medio extracelular. Sin embargo, la hemina se descartd para realizar los
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experimentos de evolucidon porque interferia con el protocolo HTP disefiado ya que la que
no era consumida por la levadura precipitaba al pH del tampoén empleado en el ensayo de
actividad. Finalmente, se eligié hemoglobina (100 mg/L) como fuente exégena de grupo
hemo ya que no interferia con el ensayo de screening y permitia la secrecién de VP en

microcultivos con valores de actividad detectables.

La adicién de etanol (2.5 % v/v) al medio de inducciéon provocd un aumento de la
secrecion de 1.2 veces, posiblemente debido a que el etanol aumenta la fluidez de la
membrana citoplasmatica incrementando su permeabilidad (Marza, E et al., 2002). También
se ha descrito que el etanol genera una respuesta a estrés semejante a la producida por la
temperatura (Piper, PW, 1995) promoviendo un cambio en el balance redox de la célula que
es especialmente importante en el proceso de plegamiento de proteinas en el RE. En
concreto, se ha sugerido que la eficiencia de plegamiento en el RE dependiente del balance
redox puede verse aumentada en cultivos suplementados con etanol (van de Laar, T et al.,
2007). Sin embargo, cuando la concentracion de etanol es superior al 4-6 % (v/v) disminuye
la velocidad de crecimiento y la viabilidad celular, se inhibe el transporte de nutrientes, se
reduce la actividad metabdlica e incluso puede conducir a la muerte celular (Canetta, E ef
al., 2006). Esto explicaria el estacionamiento del crecimiento de la levadura observado en

nuestro caso cuando se anadié un 5 % de etanol al medio de induccion.

Por otro lado, se probo a afadir Ca? (en forma de cloruro célcico) al medio de
induccion ya que la VP contiene 2 iones calcio en su estructura que son indispensables para
el correcto plegamiento y funcionamiento de la enzima. En principio, la adicién de Ca? no
supuso un aumento de secrecién, aunque cuando se ahadid conjuntamente con el etanol se
produjo un aumento de la expresién de 1.4 veces, rendimiento ligeramente superior al
obtenido afiadiendo tinicamente etanol (1.2 veces). En S. cerevisiae el flujo de Ca?* al interior
celular esta controlado por el sistema HACS (High-Affinity Ca?* influx System, compuesto
por tres proteinas que forman un canal en la membrana celular). Dicho sistema favorece la
entrada de Ca? como respuesta al stress en el RE permitiendo la supervivencia celular
durante largos periodos (Bonilla, M et al., 2001; Bonilla, M et al., 2003; Cunningham, KW,
2011; Ton, VK et al., 2004). Posiblemente, una mayor concentracién de Ca?* en el medio de
expresion beneficie el funcionamiento del sistema HACS compensando los efectos

estresantes del etanol de manera que la secrecion final de la VP se vea incrementada.

Aunque la maxima secreciéon de VP al medio extracelular se consiguié afiadiendo
hemoglobina, Ca?* y etanol, finalmente durante los experimentos de evolucién dirigida el
medio de induccién se suplementé tinicamente con hemoglobina 100 mg/L porque permitia
la secrecién de VP en cantidades cuantificables en formato HTP al tiempo que se disminuia
la complejidad del medio, evitando asi posibles interferencias durante el ensayo de

screening. Ademas, se observd que la adicién de etanol ralentizaba el crecimiento de la
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levadura, lo que podia conllevar la pérdida de plasmido tras la inducciéon en medio no

selectivo.

Por dltimo, se determiné que 20°C era la temperatura 6ptima de incubacién para la
produccion del parental VPL2, donde se detectaron mayores niveles de expresion. Se habia
descrito anteriormente un aumento de la expresion de la VP en Aspergillus sp. al disminuir
la temperatura de incubaciéon por debajo de 30°C (Eibes, GM et al., 2009). No obstante, para
la expresién de las variantes evolucionadas la temperatura éptima de expresién fue de
30°C. Esto puede deberse a que durante los experimentos de evolucién dirigida la
temperatura de incubacién fue de 30°C y se fueron seleccionando aquellas variantes que se

secretaban y fueran mas estables a dicha temperatura.

5.1.3 DISENO DEL ENSAYO DE SCREENING DE ACTIVIDAD Y
TERMOESTABILIDAD

Ademads de disponer de un sistema de expresion funcional, el segundo requisito
necesario para llevar a cabo experimentos de evolucién dirigida es disefiar un sistema de
exploracién sensible y reproducible que permita detectar pequefias variaciones en la
funcion o propiedad deseada. En este sentido, se decidio valorar la presencia extracelular
de VP midiendo su actividad mediante un ensayo colorimétrico que no interfiriera con el
contenido del sobrenadante celular. Para ello, se evaluaron varios sustratos tipicos de la VP.
El ABTS fue el compuesto seleccionado para desarrollar el protocolo HTPS debido a: i) su
sensibilidad, que se ha estimado en torno a ~ 5 nU/mL,; ii) el radical catiéonico formado de
color verde es estable durante varias horas (Bulter, T et al., 2003b); iii) la baja interferencia
mostrada con los componentes del sobrenadante celular bajo las condiciones estipuladas, y
iv) el ABTS es oxidado en dos de los tres sitios de oxidacion que presenta la VP, lo que a
priori garantizaria la conservacion o mejora de varios de los centros activos de la enzima
durante el proceso evolutivo. El protocolo fue ajustado para que fuera reproducible y fiable
de manera que la respuesta del ensayo mostré una relacién lineal con la cantidad de
sobrenadante de microcultivo y el CV fue de 13 %, lo que se considera aceptable para
evaluar librerias mutagénicas en experimentos de evolucion dirigida (Arnold, FH et al.,
2003a).

Por otro lado, se sabe que la falta de estabilidad de un biocatalizador es uno de los
principales obstaculos para su implantacion en distintos procesos industriales (Eijsink,
VGH et al., 2005; Gumulya, Y et al., 2011; Polizzi, KM et al., 2007). Por este motivo, una vez
mejorados los niveles de secrecidn mediante ciclos iterativos de evolucién molecular, se
decidié aumentar la termoestabilidad de la VP mediantes nuevos ciclos de evoluciéon
artificial. Para ello fue necesario disefiar un protocolo de screening que permitiera detectar

mejoras en la termoestabilidad cinética de los mutantes de cada ciclo. La presion selectiva



Discusion

(definida en este caso como la temperatura a la que se incubaron los sobrenadantes de las
librerias de mutantes) fue incrementada generacion tras generacién con la finalidad de
impulsar el proceso evolutivo hacia la obtenciéon de variantes mds termorresistentes. El
aumentar la presién selectiva representa una via adecuada para disefiar enzimas en el
laboratorio. En particular, enfoques parecidos han sido llevados a cabo en nuestro
laboratorio y por otros grupos para evolucionar enzimas resistentes a diversos factores
(como la presencia de disolventes organicos, aumentando la concentracion de estos
generacion tras generacion) (Chen, KQ et al., 1993; Zumarraga, M et al., 2007). Finalmente, la
incorporacion de varios re-screenings permitio confirmar y descartar la presencia de falsos

positivos, afladiendo mayor fiabilidad al protocolo evolutivo.

5.2 EVOLUCION MOLECULAR DIRIGIDA DE LA VP

En el proceso de evolucién dirigida de la VP se exploraron alrededor de 9000 clones
en seis generaciones con el fin de mejorar la expresion funcional y la termoestabilidad
(Tabla 5.1). De manera general, la secuencia awpl2 fue sometida a distintas técnicas
evolutivas de creacién de diversidad genética de forma que la apariciéon de mutaciones y/o
recombinaciones pudiera producirse tanto en la secuencia de la VP madura como en el
prepro-lider del factor a. Las mutaciones introducidas en la secuencia del prepro-lider del
factor a facilitarian el trdnsito del polipéptido en formacion a través de los compartimentos
celulares (RE y Golgi) y su procesado favoreciendo la secrecion de VP madura y funcional
al medio extracelular. De la misma manera, las mutaciones en la secuencia de la VP madura
podrian modificar los distintos bolsillos y regiones cataliticas y aumentar su actividad o

influir en el plegamiento y por ende en la secrecion.

La generacidn de diversidad genética se llevé a cabo mediante el empleo de técnicas
de mutagénesis aleatoria y recombinaciéon de DNA tanto in vitro como in vivo. Alternar y
combinar estas estrategias permitiéo aumentar considerablemente la velocidad del proceso
de evoluciéon promoviendo la acumulacion de mutaciones beneficiosas que fueron
apareciendo en cada ciclo de manera independiente, a la vez que se eliminaban aquellas
mutaciones neutras o deletéreas. Es importante sefialar que la tasa mutacional en estrecha
sinergia con las estrategias de recombinaciéon de DNA empleadas fueron meticulosamente
ajustadas para generar aproximadamente la seleccion de una mutacion beneficiosa por ciclo
evolutivo (por ejemplo, el mutante de secrecion R4 acumuldé 4 mutaciones tras 4
generaciones de evolucién). En este sentido, la recombinacién in vivo tuvo un importante
papel en el proceso de evolucion de la VP, ya que la elevada tasa de recombinacién (con un
grado de homologia de al menos el 70 %) junto con el mecanismo de reparacién de huecos

(in vivo gap-repair) de S. cerevisiae facilité la seleccién y recombinacién de las mejores
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mutaciones de los diferentes parentales en cada ciclo. Adicionalmente, esta técnica se
empled de manera rutinaria para regenerar el pldsmido circular de replicacion auténoma,
para lo que se disefiaron unas extensiones de unas 40-50 pb en los extremos de la secuencia
avpl2 mutada (sin alterar su marco de lectura abierto) que solaparan con los extremos del

plasmido linearizado.

En cuanto a las técnicas de mutagénesis aleatoria, las condiciones de PCR
mutagénica fueron ajustadas para introducir de forma general de 1 a 4 mutaciones por gen.
Por otro lado, a lo largo de la evolucion se emplearon dos polimerasas (Tag polimerasa y
Mutazymell) con distinto espectro mutacional para compensar la tendencia nucleotidica de

cada una de ellas permitiendo el acceso a una mayor porcién del espacio proteico.

En el primer ciclo de evoluciéon se empleé la Tag polimerasa para introducir
mutaciones induciéndola a cometer error mediante la adicién de MnCl: y utilizando muy
bajas concentraciones de DNA molde. Las variantes analizadas presentaron entre 1 y 3

cambios aminoacidicos por proteina de fusion.

En el segundo y tercer ciclo, las mejores variantes de cada generacion se
amplificaron y mutaron con la misma técnica empleada en la 1°G y se recombinaron en la
levadura (in vivo DNA shuffling) para, como se ha comentado anteriormente, promover la
acumulacidon de mutaciones beneficiosas. Las variantes analizadas ademas de mostrar una
combinacion de mutaciones de varios parentales también presentaron nuevas mutaciones (1

a 2 cambios aminoacidicos).

En el cuarto ciclo se decidié cambiar la estrategia de recombinacién: las mejores
variantes de la tercera generacién se recombinaron in vitro mediante la técnica de StEP
mutagénico (Zhao, H et al., 1998) haciendo uso de polimerasas deficientes en actividad
exonucleasa reparadora 3'—5'para favorecer la introduccién de mutaciones aleatorias al
tiempo que se completaba la recombinaciéon de los diferentes parentales (Arnold, FH et al.,
2003b). Adicionalmente, esta técnica se combind con la recombinacién in vivo en la levadura
de los productos amplificados por StEP para aumentar la complejidad de la genoteca y, por
tanto, la riqueza en los posibles eventos de entrecruzamiento. Las variantes analizadas
mostraron una combinacion éptima de las mutaciones de los parentales ademas de aparecer
nuevas mutaciones. Concretamente, en este ciclo se obtuvo la mejor variante de expresién
funcional (R4) que presentd 4 mutaciones (E37K, V160A, T184M, Q202L) procedentes de la
recombinacién de los correspondientes parentales. Paralelamente, se descubri6 una variante
de estabilidad térmica (24E10) que mostrd las mismas mutaciones que la variante de
secrecion mas una nueva mutacion (G330R), introducida gracias al StEP mutagénico, que le
aportd termoestabilidad (su Tso aumento6 ~2°C). El empleo del StEP mutagénico junto con in
vivo DNA shuffling en un tnico paso evolutivo permitié al mutante 24E10 aumentar su

termoestabilidad cinética sin que su actividad total se viera mermada, Figura 4.14, pag 123.
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Ciclo evolutivo 1G 2G 3G 4G 5G 6G
Mutacion
11H10| 15G9 [4B5|4B1| 16E12 | 19C2 | 20D1 | 13G1 | 10C3 | 6B1 13E4 6E7 11F3 | R4 | 24E10 | 3HY9 [15B4 | 2-1B
Aminoacido Codén
I(a6)T ATT/ACT * o
L(al1)s TTA/TCA *
F(al2)F TTC18/TTT26 *
A(a19)A GCT21/GCCr2 * o
E(a27)G GAA/GGA *
E(a45)K GAA/AAA *
V(a50)A GTT/GCT * o o
P(a54)P CCA1s/CCT1s *
E37K GAG/AAG * o o (o] (o] (o] (o] (o] (o] (o] (o]
H39R CAC/CGC * o o *
V160A GTC/GCC * (o] (o] (o] (o] (o] (o] (o]
T184M ACG/ATG * (e] o (o] o o (o] o (o] o (o] o (o] o o
P185P CCA18/CCGs *
Q202L CAA/CTA * o o o o o o o o o
L207P CTC/CCC *
D213A GAC/GCC * (o]
12781 ATTs0/ATC17 *
T2841 ACC/ATC *
A308T GCC/ACC *
D318D GAC20/GATss * o
S$324T TCC/ACC *
G330R GGA/AGA * o (o] (o]
MAT (veces)! 9 7.4 6.3 3.6 41.2 35 33.9 28.4 129 127 121 118 97 238 138 109 164 84
Tso (°C) 59.9 61.9 62.1 | nd 60.5 Nd nd 59.6 60.5 nd nd nd nd 594 627 63.9 62.4 | 65.9

Tabla 5.1. Mutaciones del proceso de evolucion dirigida de la VP. ' MAT, mejoras de actividad total (en veces) respecto del parental VPL2. %, mutacién nueva;
O, mutaciéon acumulada; subrayadas las mutaciones silenciosas; en subindice el uso de codones de S. cerevisiae.
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En la quinta generacion se hizo uso de la técnica IvAM para combinar in vivo dos
genotecas obtenidas con dos polimerasas con distinta tendencia mutagénica, Tag/MnCl: y
Mutazyme II. Finalmente, para el sexto ciclo se recurrié a la mutagénesis aleatoria a través
de Tag/MnCl: e in vivo DNA shuffling. En este caso, se obtuvo la variante final de
termoestabilidad (mutante 2-1B) que presentdé una mutacién nueva (H39R) que se habia
perdido durante los eventos de recombinacion de la cuarta generacion y que fue re-
descubierta en este ultimo ciclo. La Tabla 5.1 resume y complementa la Figura 4.21, pag
132, recogiendo el proceso evolutivo completo y detallando los cambios aminoacidicos y

nucleotidicos asi como el uso de codones para las mutaciones silenciosas.
5.2.1 EVOLUCION DIRIGIDA HACIA EXPRESION FUNCIONAL

Los cuatro primeros ciclos de evoluciéon molecular fueron orientados a aumentar la
expresién funcional de VP en S. cerevisige. Finalmente, se obtuvo la variante R4, que mostré
una mejora en actividad total (en fermentados en matraz), respecto del parental original
VPL2, de 129 veces (Tabla 4.9). Un analisis en detalle determiné que la actividad especifica
para el ABTS se incrementd en 2.5 veces respecto de la nativa mientras que la expresion
funcional aumenté unas 52 veces alcanzando niveles de secrecion de 21.6 mg/L, los mas
altos descritos hasta la fecha para la expresion heteréloga de una peroxidasa versatil (Tabla
4.9, pag 140). Unos niveles similares (21 mg/mL) fueron reportados para la expresién
homologa de la peroxidasa versatil MnP2 de P. ostreatus (Tsukihara, T et al., 2006). También
se han descrito niveles de hasta 100 mg/L para la expresién heterdloga de otras enzimas
ligninoliticas (MnP de P. chrysosporium) en Aspergillus sp. (Conesa, A et al., 2000). Los
niveles obtenidos para R4 fueron suficientemente elevados para poder desarrollar
cémodamente nuevos estudios de evolucion dirigida hacia mejora de otras propiedades y
constituyen de manera general una plataforma evolutiva idoénea para el disefio de VP
mejoradas. Es importante resaltar que ni las expresiones homologas o las expresiones
heterdlogas en hongos filamentosos son adecuadas para afrontar experimentos de
evolucién molecular dirigida debido a la dificultad que supone la manipulacién genética de
estos hospedadores (ausencia de vectores episémicos que permitan la recuperacion del gen
mejorado, integracion de varias copias del gen en el genoma, etc.) y el desarrollo de

screenings de alto rendimiento (HTP).

Cabria esperar que las mejoras de expresion se debieran a mutaciones introducidas
en el prepro-lider del factor a, de hecho, en esta fase del estudio aparecieron mutaciones
tanto en la secuencia del péptido sefial (hasta nueve mutaciones, cinco en el pre-lider y
cuatro en el pro-lider) como en la de la VP madura. Sin embargo, las mutaciones en el
péptido sefial no se conservaron por lo que no se incluyeron en la variante final de

secrecion (mutante R4). A pesar de ello, el prepro-lider del factor a nativo (sin mutaciones)
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permitiod la secrecién en altas concentraciones de R4. En cualquier caso, no se debe descartar
que la inclusion de estas u otras mutaciones en el prepro-lider del mutante R4 a través de
técnicas de mutagénesis dirigida convencional pudieran conferir mayores niveles de
secrecion. Estudios previos realizados en nuestro laboratorio y en otros grupos de
investigacion indican que la evolucién dirigida del prepro-lider del factor o puede conferir
mejoras de hasta 10 veces en los niveles de secrecién de otras enzimas ligninoliticas (lacasas
de alto potencial redox) asi como en anticuerpos y otras proteinas (Camarero, S et al., 2012;
Maté, D et al., 2010; Rakestraw, JA et al., 2009).

Merece la pena enfatizar que las estrategias de generacién de diversidad genética
empleadas durante esta primera etapa del proceso evolutivo, al generar una media de un
cambio aminoacidico por ciclo, permitieron identificar el papel de cada mutacién en las
propiedades de la enzima. La variante de expresién R4 presenté unicamente cuatro
mutaciones, E37K, V160A, T184M y Q202L. Estas mutaciones aparecieron de forma
individual en la primera generacion (E37K, V160A, T184M) y en la segunda (Q202L) y
mediante la estrategia adoptada en esta fase se fueron recombinaron hasta generar la
variante R4 (Figura 4.21, pag 132 y Tabla 5.1, pag 157). Estas cuatro mutaciones fueron las
responsables del incremento en la expresién funcional y actividad especifica frente a ABTS
proporcionando una plataforma adecuada sobre la que sustentar la evoluciéon hacia

termoestabilidad.
5.2.2 EVOLUCION DIRIGIDA HACIA TERMOESTABILIDAD

Una vez se obtuvo una variante que exhibiese niveles elevados de expresion
funcional se decidié mejorar la enzima para que fuese mas estable a elevadas temperaturas.
Para ello, se llevaron a cabo tres ciclos de evolucidn, para los que se disefiaron protocolos
especificos de deteccion de termoestabilidad que permitieron el aumento de la presiéon

selectiva en cada ciclo de 60°C en la 4* G a 80°C y 90°C en la 5% y 62 G, respectivamente.

En esta etapa no se observaron nuevas mutaciones en el péptido sefial en las
variantes secuenciadas posiblemente porque solo se valoraron aumentos en estabilidad
térmica lo cual indica que el protocolo de screening estaba adecuadamente disefiado y
ayudd a evitar la presencia de falsos positivos debido a aumentos de secreciéon de VP en el

medio.

El analisis de los parametros Tso, t12 y Ta confirmo la estabilidad mejorada de la
variante definitiva (mutante 2-1B), seleccionada en el sexto ciclo de evolucién. Tras la
determinacion de las termoestabilidades de varios mutantes intermedios, se aprecié que la
Ts0 aumentod hasta 6°C durante los tres ciclos de evolucion hacia estabilidad, una media de

2°C por ciclo. Asimismo, se detect6 un aumento en la Tso de hasta 2°C durante los 4
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primeros ciclos de evolucién (orientados a mejorar la secrecién y actividad), lo cual supone
una mejora neta de 8°C en la termoestabilidad cinética del mutante 2-1B frente al parental
VPL2. El encontrar mutaciones de estabilidad (T184M, E37K, H39R) durante las
generaciones orientadas a la secrecidn nos lleva a pensar que a priori dichos cambios
aminoacidicos pudieran influir positivamente en la exocitosis asi como en estabilidad de las

VP secretadas.

Un dato que valida dicha hipotesis es la pérdida y recuperaciéon de la mutacion
H39R. Dicha mutacion fue introducida en la 1°G destinada a detectar mejoras en secrecién
(el mutante 4B5, present6 ademas un aumento de Tso de 4°C). Desafortunadamente, la
mutacion H39R se perdié durante los eventos de recombinacion de la 4°G. Sin embargo,
cuando se evolucion6é hacia termoestabilidad con mayores presiones selectivas fue
finalmente re-descubierta (sexto ciclo) proporcionando un incremento de 2°C en la Tso para

el mutante final 2-1B (Figura 4.21, pag 132).

Nuestros resultados contrastan con el hecho de que las mutaciones que favorecen la
actividad suelen conferir cierta flexibilidad a la estructura proteica lo que conlleva una
pérdida de estabilidad, de la misma manera que las mutaciones que otorgan estabilidad
suelen tener un efecto negativo sobre la actividad al incrementar la rigidez estructural de la
enzima (Bloom, ]JD ef al., 2009; Romero, PA et al., 2009). En este caso no sucede asi, ya que
R4 y 2-1B, siendo claramente mads activas que el parental (su eficiencia catalitica frente a la
mayoria de sustratos probados es mayor o igual que la de VPL2, Tabla 4.10, pag 142),
demuestran ser mas estables que ésta. Sin embargo, el proceso de evolucién hacia
estabilidad no ha sido gratuito, si bien no ha causado efectos negativos en la actividad si lo
ha hecho en la secrecién que de manera global se vio drasticamente disminuida pasando de
21.6 mg/L en R4 a 3.77 mg/L en 2-1B, aunque todavia mostrando niveles de secrecion

notablemente superiores a los de la enzima parental VPL2 (0.42 mg/L).

5.3 ANALISIS DE LA EXTENSION N-TERMINAL

El factor a es una feromona de 13 aminodcidos secretada por células haploides de S.
cerevisiae durante la reproduccion sexual para favorecer la formacion de diploides. El factor
a es producido como un precursor inmaduro de 165 aminoacidos que contiene una
secuencia sefal (prepro-lider) de 83 aminodcidos seguido de cuatro copias de la feromona
factor & madura, estas copias estan flanqueadas por unas secuencias espaciadoras de 6-8
aminodcidos (Lys-Arg-[Glu/Asp-Alalzs) (Brake, AJ et al., 1984; Zsebo, KM et al., 1986). El
prepro-lider del factor a ha sido habitualmente utilizado para facilitar la secrecion de
proteinas heterdlogas en diferentes organismos como S. cerevisize, P. pastoris y

Schizosaccharomyces pombe (Rakestraw, JA et al., 2009; Shuster, JR, 1991). Este prepro-lider
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contiene una pre-region de 19 aminoacidos seguido de una pro-region de 64 aminoacidos
con tres sitios de N-glicosilacion. El pre-lider interviene en la translocacion del polipétido
en formacién al RE donde es escindido (entre los aminoacidos 19 y 20) por la accién de una
endopeptidasa (peptidasa sefial) localizada en la membrana del RE. Es en el RE cuando se
anade un pequeno oligosacarido (ntucleo, MansGlcNac: (Mafias Nufiez, PI, 1997)) a los
residuos de Asn tras lo que el polipéptido es dirigido al aparato de Golgi donde se
adicionan residuos de manosa al nticleo constituyendo la cadena externa del oligosacarido.
Al pro-lider del factor a se le han atribuido distintas funciones como su papel en el
direccionamiento del polipéptido hacia vacuolas (para ser degradado por proteasas) o hacia
vesiculas secretoras (para ser secretado al espacio periplasmico o al medio extracelular)
(Rakestraw, JA et al., 2009). Ademads, se piensa que puede tener actividad chaperona
interviniendo en el correcto plegamiento del polipéptido. En el Golgi tardio el pro-lider es
procesado por la acciéon de tres proteasas: KEX2, STE13 y KEX1. KEX2 es una
aminopeptidasa dibasica de membrana que reconoce la secuencia (Lys-Arg) y corta en su
extremo carboxilo. Posteriormente, actta la dipeptidil aminopeptidasa de membrana STE13
que procesa los pares (Glu/Asp-Ala) del extremo N-terminal del polipéptido. Finalmente, la
serin proteasa KEX1 escinde las Lys y Arg del extremo C-terminal, paso esencial para la
maduracion adecuada de los tandems de factor a, aunque no es necesario en los casos de
expresién heterdloga de proteinas fusionadas al prepro-lider del factor a (Brake, AJ et al.,
1984; Cooper, A et al., 1989; Daly, R et al., 2005; Rakestraw, JA et al., 2009; Shuster, JR, 1991)
(Figura 5.1y 5.2).

PRE PRO
Y YY Sl al $2 a2 s3 a3 s4 a4

S1 al S2
FADAFA™
X
KEX2 | | KEX2
al

Figura 5.1. Estructura y procesamiento del prepro-lider del factor a. Esquema del factor a inmaduro
constituido por el prepro-lider y 4 copias de la secuencia del factor & maduro con sus secuencias
espaciadoras correspondientes. Se muestra los sitios de procesamiento proteolitico (PS, peptidasa
sefial; KEX2; STE13 y KEX1) y los tres sitios de N-glicosilaciéon del pro-lider. PRE, pre-lider en rosa;
PRO, pro-lider en gris; en azul se muestran las 4 copias del factor a maduro (al, a2, a3 y a4); en rojo
se muestran las secuencias espaciadoras (S1, 52, S3 y 54).
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Figura 5.2. Transito y maduracion del factor a en S. cerevisiae. Se muestran los distintos pasos de
maduracién del factor a desde su sintesis como un polipéptido inmaduro, pasando por el RE y Golgi
hasta ser secretado al exterior de la célula. RE, reticulo endoplasmatico; PS, peptidasa sefal.

Sin embargo, el procesamiento del prepro-lider del factor a no siempre sigue estas
pautas. Algunos estudios han descrito un procesamiento incorrecto debido a la secrecién de
altos niveles de proteinas foraneas (que habian sido fusionadas a la secuencia prepro-lider
del factor a para favorecer su produccion heterdloga) cuyo extremo N-terminal mostraba
una serie de aminodcidos adicionales procedentes de la secuencia de corte de la peptidasa
STE13 (EAEA, Glu-Ala-Glu-Ala) indicando un procesamiento incompleto del pro-lider. Este
fenémeno ha sido atribuido a unos bajos niveles de peptidasa STE13 en el Golgi,
insuficientes para procesar las elevadas cantidades de proteina recombinante (ej. hEGF,
IFN-al) que se estaban secretando (Brake, AJ et al., 1984; Zsebo, KM et al., 1986).
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En la Figura 5.3.A1 se representa el procesamiento correcto hipotético del prepro-
lider del factor o de las variantes de VP. En este caso, la secuencia del extremo N-terminal
seria EFATCDDGR, siendo EF la secuencia correspondiente a la diana de restriccion de
EcoRI introducida durante la construccion del plasmido pJRaVPL2. No obstante, la
secuenciacion del extremo N-terminal tanto del parental VPL2 como de los mutantes de
evolucién R4 y 2-1B, confirmé la presencia de una extensién de 6 aminoacidos (EAEAEF)
correspondientes a la secuencia de corte de la peptidasa STE13 (EAEA) y la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion EcoRI (EF) (Figura 5.3.A2), confirmando el
procesamiento incorrecto del pro-lider del factor a. Se decidid eliminar dicha extension con
el fin de valorar su contribuciéon a las mejoras observadas en las VP secretadas por S.
cerevisiae. La secuenciacion del extremo N-terminal de las variantes de delecidn purificadas
confirmo la correcta eliminaciéon de dicha extension (Figura 5.3.B) demostrando que en
ausencia de las repeticiones (Glu-Ala) se conseguia un procesamiento correcto del pro-lider

por parte inicamente de la endopeptidasa KEX2.

DR

A a-pre a-pro EcoRI avpl2
. T
o T
I}L‘}‘iid.lﬁ.l KEX2STE13
DR
EcoRI
L
...AKEEGVSLEKREAEAEFATCDDGRTTA...
XX X
[ANAT
/ KEX2 STE13 \
1) Procesamiento correcto 2) Procesamiento incorrecto
del prepro-lider del prepro-lider
EF EAEAEF
a-pre a-pro . avpl2
: -
X X
...AKEEGVSLEKI{?ATCDDGRTTA...
KEX2
Procesamiento en las
variantes de delecion

Figura 5.3. Representacion del procesamiento del extremo N-terminal en las VP secretadas por S.
cerevisiae. A) 1. Procesamiento hipotético correcto del prepro-lider del factor o; 2. Procesamiento real
del prepro-lider del factor a en las VP secretadas por S. cerevisiae. B) Procesamiento real del prepro-
lider del factor a en las variantes de delecidon. En rosa y gris el prepro-lider del factor a, en azul la
secuencia de la VP. En rosa oscuro la diana de restriccion EcoRI (DREcoRI).
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Las variantes truncadas VPL2DEL, R4DEL y 2-1BDEL se comportaron de manera
similar a las variantes con la extension extra, mostrando perfiles de estabilidad a pH y
temperatura, asi como perfiles de actividad frente al pH semejantes. La caracterizaciéon en
profundidad de R4DEL revel6 que las propiedades espectroscdpicas y las constantes
cinéticas apenas variaban respecto del mutante R4. Sin embargo, los niveles de secrecion de
R4DEL disminuyeron un 60 % respecto de R4. Se ha descrito que un ambiente acido,
provocado por las repeticiones (Glu-Ala), en el entorno del par (Lys-Arg) podria aumentar
la eficiencia catalitica de KEX2 (Zsebo, KM et al., 1986). Por esta razon, la eliminacién de las
repeticiones (Glu-Ala) posiblemente disminuya la eficiencia de KEX2 lo que podria derivar

en un descenso en la secrecion.

54 CARACTERIZACION DE LAS VP EXPRESADAS EN

S. cerevisiae

Tanto el parental VPL2 como los mutantes evolucionados R4, R4DEL y 2-1B fueron
purificados y caracterizados. Los mutantes evolucionados mostraron caracteristicas
similares al parental VPL2 (con parecidas masas moleculares, grados de glicosilacion y pls).
A diferencia de otras proteinas expresadas heterologamente en S. cerevisinze que son
hiperglicosiladas, el bajo grado de glicosilacion de las VP secretadas por S. cerevisiae (9-10%)
se deba probablemente a tiempos cortos de residencia en el compartimento de Golgi lo que

derivaria en una mayor facilidad durante la exocitosis.

Las caracteristicas espectroscopicas de las VP expresadas por S. cerevisiae fueron
semejantes a las de la VP de P. eryngii e incluso a las de la VP expresada en E. coli. Asi, se
observd un maximo en la regién Soret a 407 nm y dos bandas de transferencia de carga
(CT1 y CT2) correspondientes al hierro en estado de alto spin, caracteristico de

hemoproteinas.

Por otro lado, ademads de las mejoras en secrecion y termoestabilidad mencionadas
anteriormente, las variantes evolucionadas mostraron una alteracion de las constantes
cinéticas para algunos de los sustratos tipicos de la VP. Como se ha comentado en el
apartado de Introduccion, en la VP se han identificado tres sitios diferentes para la
oxidacién de sustratos de distinta naturaleza: el canal del hemo (sitio de oxidacién de baja
eficiencia para el ABTS y el DMP), un Trp catalitico superficial en la posicion 164 (sitio de
oxidacion de alta eficiencia para el ABTS y el DMP, donde ademas se puede oxidar el RB5 y
el AV) y el bolsillo de oxidacion del Mn?* (donde se oxida exclusivamente el Mn?*) (Ruiz-
Duenas, FJ et al., 2007, Ruiz-Duenas, FJ et al., 2008; Ruiz-Duenas, FJ et al., 2009a; Ruiz-
Duenas, FJ et al., 2009b). Tras el analisis de las constantes cinéticas se determiné que, en el

proceso de evolucion, el canal del hemo se vio afectado de tal manera que aumenté la
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afinidad por los sustratos ensayados (las Km para el ABTS y DMP disminuyeron
considerablemente) al tiempo que sus valores de ket aumentaron permitiendo alcanzar
notables mejoras en las eficiencias cataliticas (con keat/Km para ABTS mejoradas en 16 y 61
veces para los mutantes R4 y 2-1B respecto al parental VPL2, Tabla 4.10, pag 142). Mientras
que el Trpl64 catalitico no vario sus constantes cinéticas para el RB5, si lo hizo el sitio de
oxidacién del Mn?* que resulté afectado de manera negativa en su afinidad por el Mn?* con
lo que la eficiencia catalitica se vio drasticamente mermada tras la evolucion (pasando de
1190 mM-! s en el parental VPL2 a 23 mM-! s en el mutante 2-1B). Esta modificacion de las
constantes cinéticas encuentra explicacién en el protocolo de HTP-screening disefiado. En el
ensayo de screening se empled como unico sustrato el ABTS, ya que éste es oxidado en el
canal del hemo asi como en el Trp164 (sitios de oxidacidon de baja y alta eficiencia para el
ABTS, respectivamente), con el fin de evitar la tendencia a perder actividad en los
diferentes sitios cataliticos. De esta manera, los valores cinéticos en ambos sitios se
conservaron o incluso mejoraron (como es el caso del canal del hemo). Sin embargo, el sitio
de oxidacién del Mn?* no fue valorado durante la evolucién lo que significo la introduccion
de mutaciones que posiblemente afectaron negativamente a dicho centro catalitico. Este
fenémeno indica que las propiedades que no se valoran en el screening pueden perderse o
verse afectadas durante el proceso de evolucion dirigida. Para futuras aplicaciones en las
que pudieran requerirse VP con actividades potenciadas para Mn?*, se podria emplear
alguna de las variantes evolucionadas e impulsar dicha actividad mediante evoluciéon
dirigida en combinacion con enfoques semi-racionales a través de un protocolo de screening

especifico para Mn?*.

Se calcularon las constantes cinéticas para el H20: empleando como sustrato
reductor el ABTS (por cada molécula de H20:2 que es reducida se oxidan dos moléculas de
ABTS). En el transcurso de la evolucion se observd un importante descenso de la afinidad
de la enzima por el H202 (la Km de R4 y 2-1B aumenté 4 y 15 veces, respectivamente) sin que
se viera afectada la eficiencia catalitica, Tabla 4.10, pag 142. Esto implicé que las VP
evolucionadas pudieran trabajar a elevadas concentraciones de H20: ademas de mostrar
una termoestabilidad mejorada. En consecuencia, los mutantes mostraron actividades
especificas de 3530 y 11300 U/mg para R4 y 2-1B, respectivamente, para la oxidacion de
ABTS en condiciones saturantes de H202, siendo un posible punto de partida para

evolucionar VP resistentes al peroxido.

Ademads del descenso en la afinidad por el perdxido, la caracterizacion de las VP
desveld cambios en otras propiedades de la enzima que en ningin momento fueron objeto
de mejora durante la evolucién dirigida. Asi, se observé un aumento en el pH 6ptimo de
oxidacién de ABTS de hasta una unidad (de 3.0, 3.5 y 4.0 para el parental VPL2 y los

mutantes R4 y 2-1B, respectivamente) tras seis ciclos de evolucion. Otro dato inesperado fue
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que mientras el parental VPL2 expresado en S. cerevisiaze mostrd estabilidades frente al pH
similares a las de la VP nativa expresada por P. eryngii, asi como las VP expresadas
heterélogamente en A. nidulans y E.coli (Lu-Chau, TA et al., 2004; Morales Esteban, M, 2009;
Pérez Boada, M, 2003) las variantes evolucionadas mostraron mayor estabilidad a pH
alcalinos, en especial el mutante 2-1B. Mientras 2-1B conservé un 60 % de actividad tras 120
h de incubacién, el parental VPL2 y R4 perdieron toda su actividad a pH 9.0 en menos de 1
h (Figura 4.31, pag 145). Es bien conocido que las peroxidasas fungicas de Clase II son
sensibles a pHs basicos (Verdin, ] et al., 2006). Existen estudios realizados sobre la LiP, MnP
y VP que correlacionan la caida de actividad tras un tratamiento térmico o alcalino con la
pérdida de los Ca?" estructurales (George, SJ et al., 1999; Lu-Chau, TA et al., 2004; Nie, G et
al., 1997; Youngs, HL et al., 2000). En base a este argumento, el aumento de la estabilidad a
pH 9.0 mostrado por 2-1B, asi como el aumento de su termoestabilidad, se podria atribuir a
que las mutaciones introducidas durante la evolucién estabilizaron los Ca?* estructurales

evitando asi su pérdida.

5.5 ANALISIS ESTRUCTURAL DE LAS MUTACIONES

Las mutaciones introducidas durante el proceso de evolucion dirigida han sido
analizadas en base al modelo de la estructura cristalografica de la VP aislada de P. eryngii
(isoenzima VPL2) PDB id: 3FJW con una resolucién de 2.8 A (Figura 5.4).

Tabla 5.2. Mutaciones de las VP evolucionadas.

Distancia Distancia Distancia Interacciones

Fe3*(A) Mn2(A)  Trple4 (A) Antes Después

Mut.! Dom.2 ES? Loc.*

E37K  Distal Hélicep ~ Corcanaalsitiode o, o 7.61 21.86 E36, 2x(S41) D30, 2x(S41)
oxidacion del Mn2*

. - Cercana al sitio de C34, G35, E36, G35, E36, L42,
H39R  Distal = HeliceB idacion del Mnz 7" 674 1669 4o Ra3,P190  R43, P190
V160A Distal ~ Hélice F Cercana al Trp164 15.87 25.52 6.52 - V163, W164

T184M Proximal Lémina p Szzczgzsldsellh&:f 13.03 8.62 21.86 A174, 1181 A174

1199, A235
202L i imi i : . ‘ , A235,
Q20 Proximal Lamina 3 Zona interna 17.14 22.9 15.85 2x(E304) 1199, E304
. Sin
D213A  Proximal Canal del hemo 20.25 20.31 29.46 - -
estructura
G330R C-Terminal " Superficial 18.09 8.57 27.07 - V328

estructura
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1 Mut., mutacion; 2 Dom., dominio; 3 ES, estructura secundaria; ¢ Loc., localizacion relativa. Se muestran
subrayados los residuos con los que se rompe la interaccién tras la mutaciéon. Se muestran en negrita los
residuos con los que se crea una nueva interaccion tras la mutacion.

En la Tabla 5.2 se resumen algunas caracteristicas de las mutaciones obtenidas en el
proceso de evolucidon dirigida como la localizacion, distancias a sitios cataliticos e

interacciones con residuos circundantes.

Figura 5.4. Estructura molecular de la VP nativa y el mutante 2-1B. A la izquierda se muestra la
estructura cristalografica de la VP de P. eryngii (PDB: 3FJW). A la derecha se muestra el modelo
molecular propuesto para el mutante 2-1B. Se muestran los residuos mutados; el grupo hemo en rojo
con la histidina proximal; los Ca?" estructurales como esferas azules; el Mn?* como esfera gris; los
residuos acidos del sitio de oxidacion del Mn?* en color verde-azulado; los residuos implicados en la
reaccién con el H202 en verde; el Trp164 en negro.

5.5.1 MUTACIONES INTRODUCIDAS DURANTE LA EVOLUCION HACIA
SECRECION

El mutante de secrecion R4 presentd 4 mutaciones (posteriormente conservadas en
el mutante de termoestabilidad 2-1B): E37K, V160A, T184M, Q202L. En el modelo propuesto
los residuos Thr184, Glu37 y Vall160 estan parcialmente expuestos al solvente y distribuidos
en diferentes regiones de la proteina, mientras que la GIn202 ocupa una posicién interna en

la proteina.
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Mutacion T184M

La mutaciéon T184M parece interrumpir un puente de hidrégeno con la Ile181
eliminando posibles tensiones estructurales en esta region (Figura 5.5A y 5.5B). Esta
ruptura podria provocar la reorientacion del aminoacido Alal74 (unido mediante un
puente de hidrégeno al aminoacido 184) modificando la posiciéon del Aspl75 que es uno de
los tres aminoacidos acidos que interviene en la oxidacién del Mn2?*. La hipotética
modificacién en la orientacion de este residuo del bolsillo del Mn?* podria explicar el

aumento de la Km para el Mn?* en el mutante R4.

Figura 5.5. Analisis estructural de la mutacion T184M. A y B muestran la mutacion T184M (en verde
y subrayada). El grupo hemo se representa en rojo, los aminoacidos implicados en la oxidacion del
Mn?* se muestran en cian. La esfera gris representa el Mn?*.

Mutacién Q202L

La mutaciéon Q202L parece interrumpir dos puentes de hidrégeno con la Ala235 y el
Glu304. Este ultimo residuo esta situado al inicio de la cola C-terminal de la proteina. Es
probable que los cambios producidos por la mutacién Q202L puedan aumentar la

flexibilidad estructural de la enzima mejorando su secrecion (Figura 5.6A y 5.6B).

Figura 5.6. Analisis estructural de la mutacion Q202L. A y B muestran la mutacién Q202L (en cian y
subrayada) y sus distintas interacciones.
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Mutacién E37K

El oxigeno carboxilico de la cadena lateral del Glu37 parece formar un puente de
hidrégeno con el nitrégeno del enlace peptidico del Glu36 (ambos localizados en la hélice B,
Figura 5.7A). Segun el modelo, la mutacién E37K podria romper esta interacciéon y
establecer un puente salino con el residuo Asp30 localizado al final de la hélice A. Es
probable que esta nueva interaccion compacte las hélices A y B lo que podria mejorar la
estabilidad, ya que la mutacién E37K aumenté por si sola la Tso 4°C. Por otro lado, el Glu36
es uno de los tres residuos dcidos implicados en la oxidacion del Mn?* y parece posible que
el desplazamiento de la hélice B (donde se encuentra localizado) debido a la mutacién E37K
pudiera modificar su posicién relativa respecto de los otros dos residuos 4acidos. Este
cambio podria afectar a la geometria de la esfera de coordinacién del Mn?" y por ende a su
afinidad (Figura 5.7A y 5.7B).

/
Q \/ Hélice A Q /’ | \/ Hélice A
/’L\ y —_

A SN i

ffé:,-cee Gludo ‘Ier,,-ces Gludo
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Argd3 -ty

Asp30

B

Figura 5.7. Analisis estructural de la mutacion E37K. A y B muestran la mutacién E37K (en azul
oscuro y subrayada). El grupo hemo se representa en rojo, los aminoacidos implicados en la
oxidacion del Mn?* se muestran en cian. La esfera gris representa el Mn?*. También se muestran los
aminoacidos implicados en la unién del H202 (Arg43 e His47)

Mutacion V160A

Finalmente, la mutacién V160A, de acuerdo con el modelo, parece crear dos nuevos
puentes de hidrogeno con los residuos Trpl64 y Vall63, sin que se vea afectada la actividad
del Trpl64 catalitico (Figura 5.8A y 5.8B). Las mejoras debidas a esta mutacion podrian

estar relacionadas con una correcta maduracion en la via secretora en S. cerevisiae.
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Figura 5.8. Analisis estructural de la mutacion V160A. A y B muestran la mutacion V160A (en rosa y
subrayada). El grupo hemo se representa en rojo, el Trp164 catalitico se muestra en negro.

5.5.2 MUTACIONES INTRODUCIDAS DURANTE LA EVOLUCION HACIA
TERMOESTABILIDAD

Todas las mutaciones encontradas durante la evolucion hacia termoestabilidad se
localizaron en la superficie del mutante 2-1B (G330R, D213A y H39R) (Figura 5.4).
Mutaciéon G330R

La mutacién G330R esta localizada en la cola C-terminal de la proteina, que es una
region con elevada movilidad. Segin el modelo, esta mutacién parece generar un nuevo
puente de hidrégeno con la Val328, que podria estabilizar y dar mas rigidez a esta zona (la

Tso se vio aumentada 2.2°C tras la aparicidon de esta mutacién) (Figura 5.9A y 5.9B).

M \/ M Y
| S . /ﬂ

Gly330 Arg330

Figura 5.9. Analisis estructural de la mutacion G330R. A y B muestran la mutacion G330R (en
naranja y subrayada). El grupo hemo se representa en rojo, los aminoacidos implicados en la
oxidacién del Mn?* se muestran en cian. La esfera gris representa el Mn?. También se marcan los
aminoacidos mutados presentes en el mutante R4 (E37K en azul oscuro y T184M en verde).
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Mutacion D213A

La mutaciéon D213A esta expuesta al solvente en la zona mas externa del canal del
hemo. El cambio de un residuo cargado negativamente por uno neutro podria contribuir a
una mejor union de sustratos cargados negativamente como el ABTS y por tanto, facilitar su
oxidaciéon en el bolsillo del hemo, lo que explicaria el gran descenso de la Km para este
sustrato (Figura 5.10). Por otro lado el cambio en la polaridad de esta region podria
proteger en cierto modo a la enzima de la desnaturalizaciéon por temperatura. Esta
explicacion estaria apoyada por el hecho de que el mutante intermedio 13E7 de la cuarta
generacion (Figura 4.14, pagl23) que presentaba la mutacion N214D (tnica diferencia con
R4) donde se produce un cambio de un aminoacido sin carga a uno cargado negativamente,
mostrd un descenso en la termoestabilidad (AR/AI = 0.88) con valores de actividad
inferiores a R4 (valores TAI de 1.73 frente a 1.84 de R4). De esta manera, las cargas
negativas en esta region de la proteina podrian afectar negativamente tanto a la unién del

sustrato como a la estabilidad de la proteina a elevadas temperaturas.

Figura 5.10. Analisis estructural de la mutacion D213A. A y B muestran la mutacién D213A (en azul
y subrayada). El grupo hemo se representa en rojo, los aminoacidos implicados en la oxidacion del
Mn?* se muestran en cian. La esfera gris representa el Mn?, la esfera azul representa el Ca?* proximal.
C y D muestran la superficie expuesta al solvente de la entrada del canal principal de acceso al hemo
indicando la mutacién D213A (en blanco y subrayada). El grupo hemo se muestra en colores CPK.
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La mutacion H39R apareci6 en distintos momentos de la evolucion, en concreto el
mutante 4B5 y el mutante 2-1B incorporaron esta mutacion en el primer y tltimo ciclo de la
evolucién, respectivamente. Como se ha comentado anteriormente, esta mutacion en el
mutante 4B5 supuso una notable mejora de termoestabilidad (aument6é la Tso 4°C).
Analizando el modelo, parece que esta mutacién tiene un efecto positivo sobre la
estabilidad tanto a la temperatura como al pH debido a varias causas. Por un lado, la His39
parece establecer un enlace de hidrégeno con la Pro190 actuando como un puente entre la
hélice B y el loop que rodea al Ca?* proximal. Con la mutacion H39R, el enlace de hidrogeno
desaparece para dar lugar a uno nuevo con la misma Pro190. En el modelo, la distancia del
puente de hidrégeno pasa de ser de 3.00 A a 3.11 A (His39 y Arg39, respectivamente), este
distanciamiento podria favorecer la compactacion del dominio proximal y distal

promoviendo un aumento de la termoestabilidad (Figura 5.11A, 5.11B y 5.12).

\

Figura 5.11. Analisis estructural de la mutacion H39R. A y B muestran la mutacion H39R (en violeta
y subrayada). El grupo hemo se representa en rojo, los aminoacidos implicados en la oxidacion del
Mn?* se muestran en cian. La esfera gris representa el Mn?". La esfera azul representa el Ca?
proximal. También se marcan los aminodcidos mutados presentes en el mutante R4 (E37K en azul
oscuro y T184M en verde) y los aminoacidos implicados en la reaccion con el H202 (Arg43 e His47) en
color CPK.

Por otro lado, la Pro190 es contigua a la Thr189, uno de los cinco aminoacidos que
se encuentran coordinando al Ca? proximal (junto con los residuos Ser170, Asp187, Val192
y Asp194). Parece probable que esta mutacion no afecte inicamente al Ca* proximal, sino
que de una manera indirecta también pudiera influir sobre el Ca?* distal. En la Figura 5.12
se muestra la red de puentes de hidrégeno que conectaria el Ca?* proximal con el distal a

través del residuo 39. Como se ha comentado, por un lado, la mutacién H39R permitiria
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establecer un puente de hidrégeno (con diferente orientacion y distancia) con la Pro190
contigua a la Thr189 que se encuentra coordinando el Ca? proximal, al tiempo que estaria
conectandose con el Ca?* distal a través de dos posibles vias: i) mediante una red de puentes
de hidrégeno entre los residuos Arg43, His47 (ambos intervienen en la unién del H202) y
Asp48 (uno de los cuatro residuos que se encuentra coordinando el Ca?* distal junto con la
Gly60, el Asp62 y la Ser64); ii) mediante una red de puentes de hidrégeno entre los residuos
Arg43, Ala79, Asn78, Glu72 y Ser64 (este ultimo coordinando el Ca?* distal).
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Figura 5.12. Representacion de los iones Ca* proximal y distal en la VP. A y B muestran la red de
puentes de hidrégeno que conectan el Ca?* proximal con el distal para el parental VPL2 (izquierda) y
el mutante 2-1B (derecha). Las esferas azules indican los Ca?" estructurales; el grupo hemo esta
representado en rojo; la mutacion H39R se muestra en violeta y subrayada; los residuos involucrados
en la coordinacién del Ca?* proximal son Serl70, Asp187, Thr189, Aspl94 y Vall92; los residuos
involucrados en la coordinacion del Ca?* distal son Asp48, Gly60, Asp62 y Ser64 y dos moléculas de
agua que no se muestran en el modelo.

Es probable que la modificacién de las interacciones de los distintos residuos con
los Ca? estructurales puede aumentar la termoestabilidad e incluso la estabilidad a pH
alcalinos. Esta hipotesis se apoya en estudios previos realizados en LiP, MnP y VP, en los
que se demuestra el importante papel estructural de los iones Ca?. En estos trabajos se

explica como la inactivacion de la enzima tras una incubacion a pH alcalinos asi como tras
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un tratamiento térmico se debe a la pérdida de uno o los dos Ca?" estructurales (que se
encuentran altamente conservados en las peroxidasas de Clase II). Esta inactivacion puede
revertirse con la adicion de Ca? exégeno (Banci, L et al., 1999; George, SJ et al., 1999; Lu-
Chau, TA et al., 2004; Nie, G et al., 1997; Sutherland, GR]J et al., 1996; Sutherland, GR]J et al.,
1997; Timofeevski, SL et al., 1997; Verdin, | et al., 2006; Youngs, HL et al., 2000). Las posibles
diferencias en la fuerza del puente de hidrégeno entre His39-Pro190 y Arg39-Pro190 del
parental VPL2 y 2-1B, respectivamente, podrian modificar la estabilidad de los Ca?

estructurales, evitando asi su pérdida en condiciones alcalinas o a elevadas temperaturas.

Adicionalmente, la mutacion H39R parece romper un puente de hidréogeno con la
Cys34, lo que podria contribuir a variar la distancia entre la hélice B y el grupo hemo
(Figura 5.11).

Por ultimo, merece la pena comentar que esta mutacion podria contribuir a la
perdida de afinidad hacia el Mn? (la Km para el Mn?* en el mutante 2-1B es 100 veces mayor
a la del parental VPL2), potenciando el efecto perjudicial de la mutaciéon E37K y T184M
sobre la catalisis del Mn?, ya que se localiza contigua al Glu40, que junto al Glu36 y el

Aspl75 forman el sitio de oxidacion del Mn?*.

Aunque las mutaciones E37 y H39 podrian dar lugar a cambios en la posicion
relativa de la hélice B donde se localizan los residuos implicados en la reaccién con el H20,
la modificacion de la Km para el peroxido en R4 y 2-1B estaria mas bien relacionada con la
mejora en la oxidacion del ABTS (muestran unos incrementos en la ket de 1.7 y 3.9 veces

respecto de VPL2) debido a una mejora del paso limitante en la reaccién global de la VP.
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Conclusiones

Se ha logrado la expresion en S. cerevisiae de la VP nativa de P. eryngii en forma
soluble, estable y funcional. Para ello se sustituyé la secuencia sefal nativa de la VP
por la del prepro-lider del factor a. Se optimizéd el medio de cultivo y las
condiciones de fermentacion tanto para microcultivos en placas de 96 pocillos como

para fermentaciones en matraz.

Se disefid un protocolo de exploraciéon en formato high-throughput basado en la
oxidaciéon del ABTS. Este fue empleado en la evolucién dirigida de la VP hacia
secrecion y actividad mostrando una elevada fiabilidad (CV inferiores al 13 %). Se
validé un protocolo para evolucionar la VP hacia termoestabilidad incorporando un

re-screening en el que se valoraron las Tso de las variantes seleccionadas.

El empleo de ABTS como sustrato reductor en los diferentes protocolos de screening
se tradujo en una mejora considerable para la oxidacién de sustratos en el canal del
hemo y la conservacion de actividad dependiente del triptéfano catalitico 164. Sin
embargo, se redujo la eficiencia catalitica en el sitio de oxidaciéon de Mn?* como

consecuencia de la acumulacion de varias mutaciones en este entorno.

Durante el proceso de evolucion dirigida hacia secrecion y termoestabilidad se
detectaron efectos laterales inesperados en el comportamiento de las variantes. En
particular, se desplazé el pH optimo de actividad frente a ABTS de 3.0 a 4.0. Dicho
cambio vino acompafado de una importante mejora de estabilidad de las VP
mutantes a pHs alcalinos. Asimismo se produjo un considerable aumento en la Km

para el H202 aunque sin repercutir en su eficiencia catalitica.

El proceso completo de evolucién dirigida comprendi6 seis generaciones: las tres
primeras hacia actividad y secrecion, las dos ultimas hacia termoestabilidad. La
cuarta generacion fue mixta combinando screenings tanto para actividad total como

para termoestabilidad.

Tras los cuatro primeros ciclos evolutivos se selecciond la mejor variante de
expresion funcional, el mutante R4, con unos niveles de secrecion de 21 mg/L. R4
acumulé cuatro mutaciones en la secuencia de la VP madura (E37K, V160A, T184M,
y Q202L). El meticuloso disefio de las estrategias de generacion de diversidad,
combinando mutagénesis aleatoria con procesos de recombinacion de DNA,
permitieron la incorporacion de una mutacion por ciclo evolutivo, lo que facilité el

estudio individual y colectivo de cada una de las posiciones mutadas.
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Tras la sexta generacion se seleccioné la mejor variante de termostabilidad, el
mutante 2-1B, que conservd las mutaciones presentes en R4 e incorpord las
mutaciones de estabilidad H39R, D213A y G330R. 2-1B mostr6 una Tso
incrementada en 8°C frente al parental VPL2, junto con una ti2 mejorada y una

ampliacion en su intervalo de termoactividad.

Las VP secretadas por S. cerevisiae, VPL2, R4 y 2-1B, presentaron una extension extra
N-terminal como resultado de un procesamiento incorrecto en el Golgi por la
peptidasa STE13. Se disefiaron mutantes truncados mediante diversas estrategias y
se verifico que dicho extremo no influye en las propiedades bioquimicas de las VP

pero si es importante para su secrecion en S. cerevisiae.

La plataforma evolutiva disehada en esta Tesis Doctoral ha permitido crear VP
expresadas funcionalmente, mas activas y robustas. Estos mutantes, debido a sus
niveles de secrecion, actividad y estabilidad, son un punto de partida idéneo para

su ingenieria hacia nuevos retos biotecnoldgicos.



Conclusions

The native VP from P. eryngii was functionally expressed by S. cerevisiae in soluble,
active and stable form. To this end, the original signal leader was replaced by the a-
factor prepro-leader and the media composition and fermentation conditions were
optimized for cultures in microtiter plates and flask formats.

A high-throughput screening assay based on the oxidation of ABTS was designed.
Highly reliable (CV below 13 %), the protocol was used in directing the evolution of
VP towards secretion and activity. Additionally, the assay was adjusted to evolve
the VP’s thermostability. To rule out false positives, the analysis of Tso values
during the re-screening of the best mutant hits was performed.

The use of ABTS as reducing substrate in the different screening protocols (for
secretion, activity and thermostability) derived in a noticeable improvement at the
haem channel site whilst the activity at the catalytic Trp164 was conserved. As side-
effect of evolution, the catalytic efficiency at the Mn?* site was reduced with several
mutations located in its neighborhood.

During the directed evolution for secretion and stability, other unexpected changes
were detected. The optimum pH for activity vs ABTS was shifted from 3.0 to 4.0. A
significant improvement in the stability of the VP mutants at alkaline pH was
produced. Along these lines, the Km for H20: was enhanced 15-fold while the
catalytic efficiency was kept.

The whole directed evolution experiment comprised 6 generations: the first three
towards activity and secretion and the last two cycles for thermostability. The 4t
generation combined screenings for secretion, activity and thermostability.

In generation 4, the best secretion mutant (R4 variant with expression levels of 21
mg/L) was selected. R4 harbored 4 mutations in the mature protein (an aminoacidic
backbone formed by E37K, V160A, T184M and Q202L). The strategies for the
generation of diversity (combining random mutagenesis with low mutational rates
and DNA recombination) allowed us, on average, to introduce one substitution per
round of evolution. This approach was very advantageous in terms of identifying
the roles of specific mutations.

In generation 6, the best stability mutant (2-1B variant) was selected. This mutant
kept the aminoacid backbone of R4 plus three new stabilizing mutations (H39R,
D213A and G330R). 2-1B showed a Tso improvement of 8°C over parent type along

with an enhanced f12 and a widened range of thermoactivity.

I 179



Evolucién Dirigida de la Peroxidasa Versatil de Pleurotus eryngii

8. The parent type, R4 and 2-1B mutants presented an extra N-terminal extension
upon secretion by S. cerevisize. An alternative processing by the STE13 protease of
the Golgi compartment was confirmed. To study the influence of the extra tail on
the VP properties, several truncate mutants were designed by in vivo and in vitro
approaches. It was concluded that the N-terminal extension was beneficial for
secretion without significantly altering the biochemical features of VP.

9. The laboratory evolution platform described here is useful to tailor VPs functionally
expressed, highly robust and active, being a suitable point of departure for further

engineering.
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8.2 ANEXOII

Secuencia completa del gen de fusion avpl2. Se indican las mutaciones introducidas

en el mutante R4 y en el mutante 2-1B.

pre-lider del factor a (57pb, 19 aminoacidos); pro-lider del factor a (192pb, 64 aminoacidos);

diana de corte de KEX2; diana de corte de STE13; diana de corte de EcoRI; proteina madura

(990pb, 330 aminoacidos); mutaciones de R4 (presentes también en 2-1B); mutaciones

exclusivas de 2-1B.
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