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Resumen

RESUMEN

La enzima lignino peroxidasa (LiP) y el alcohol veratrilico (AV) desempefian un papel
clave en el proceso de degradacion de la lignina llevado a cabo por hongos de la
podredumbre blanca. Su aplicaciéon tiene un potencial uso en procesos industriales y
biotecnolégicos, sin embargo, su uso a gran escala y a nivel industrial requiere de la
optimizacion de la catalisis y estabilidad de esta enzima. Esta problematica requiere ser
estudiada y solucionada empleando ingenieria de proteinas, la cual adapta e implementa
metodologias experimentales y computacionales para el disefio racional de enzimas con

afinidad especifica por un sustrato.

Considerando la problematica anteriormente descrita, en esta tesis se planteé
como objetivo general: caracterizar y racionalizar el rol de los aminoacidos cercanos al
residuo Trp171 en el ciclo catalitico de LiPH8 mediante analisis de mutagénesis sitio

dirigida y técnicas de modelado y simulacion computacional.

Para llevar a cabo el objetivo general, e implementar una solucién factible, fue
propuesta una estrategia multidisciplinaria, que involucré la sinergia entre las areas de
bioinformatica, quimica y biotecnologia. La metodologia de investigacion implementada
consistié en: (1) estudiar las interacciones intermoleculares entre AV y LiPH8 por medio
de herramientas de modelado y simulacion computacional, (2) generar y caracterizar las
mutantes de LiPH8 y evaluar sus parametros cinéticos, y (3) finalmente, estudiar en detalle
la funcidon de cada uno de los residuos del microambiente acido alrededor del residuo
Trp171 en la catalisis de LiPH8.

Como resultados finales de esta tesis se obtuvieron 19 enzimas mutantes de
LiPH8; entre las cuales las mutantes simples E168Q y E250Q permitieron identificar como
residuos cruciales para la unién de AV y la catélisis enzimatica a E168 y E250,
respectivamente. Estos resultados experimentales se racionalizaron a través del calculo de
las energias de interaccion enzima-sustrato (a un nivel mecanico cuantico semiempirico) y

la deslocalizaciéon de la densidad de espin obtenida a través de calculos QM/MM.

Palabras claves: Lignino peroxidasa, alcohol veratrilico, densidad de espin, ingenieria de

proteinas, mutagénesis sitio dirigida, modelado y simulacién computacional.




Abstract

ABSTRACT

The lignin peroxidase (LiP) enzyme and its substrate veratryl alcohol (VA) play a key
role in the degradation process of lignin that is carried out by white rot fungi. This enzymatic
system has a potential application in industrial and biotechnological processes. However, its
use on a large scale and at an industrial level requires the optimization of the catalysis and
stability of LiP enzyme. This problem could be studied and solved using protein engineering,
which adapts and implements experimental and computational methodologies to rationally

design enzymes with specific affinity for a substrate.

Considering the abovementioned issue, this doctoral thesis aims to characterize
and rationalize the role of the amino acids close to Trp171 in the catalytic cycle of LiPH8

using site-directed mutagenesis analysis, computational modeling and simulations.

In order to carry out the main goal and to find out a potential solution, a
multidisciplinary strategy was proposed, which involved the synergy between the areas of
bioinformatics, chemistry and biotechnology. The implemented research methodology
consisted in: (1) To study the intermolecular interactions between VA and LiPH8 by means
of computational modeling and simulation tools, (2) To generate and characterize the LiPH8
mutants and to evaluate their kinetic parameters, and (3) to study in detail the role of each

residue around the acid microenvironment of Trp171 in the catalysis of LiPH8.

As final results of this thesis, 19 mutant enzymes of LiPH8 were obtained; from
which E168Q and E250Q mutants permitted to identify as crucial residues for the binding of
VA and the LiP enzyme catalysis to the residues E168 and E250, respectively. These latter
experimental results were rationalized through the estimation of enzyme-substrate
interaction energies (at a semi-empirical quantum mechanical level) and the delocalization

of the spin density obtained through the QM / MM calculations.

Key words: Lignin peroxidase, veratryl alcohol, spin density, protein engineering, site-

directed mutagénesis, modeling and computational simulation.
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CAPITULO I: Introduccién

CAPITULO 1: INTRODUCCION
1.1- Problema identificado y desarrollo cientifico/tecnolégico alcanzado.

En un intento por mitigar el impacto ambiental generado por el uso de combustibles
fésiles, la comunidad cientifica internacional ha venido prestando interés en investigar el
uso de nuevas tecnologias para la produccién de energia valorizando la biomasa
lignoceluldsica, la cual es la fuente de combustible organico mas abundante en el mundo.
Los biocombustibles como el bioetanol, biohidrogeno, biogas, biodiesel, bio-aceite, gas

biosintético y biochar se producen actualmente a partir de material Iignocelulésicoz.

La produccién de bioetanol a partir de material lignocelulésico considera tres etapas:
1) pre-tratamiento, 2) sacarificacion y 3) fermentacion. En el proceso de pre-tratamiento se
modifica la estructura lignocelulésica permitiendo que durante la sacarificacién se dé la
transformacién enzimatica de celulosa y hemicelulosa en monosacaridos como glucosa y
xilulosa, los cuales seran biotransformados en etanol durante el proceso de fermentacion®.
Actualmente los procesos de pre-tratamiento utilizan metodologias de alto gasto energético
(altas presiones y temperaturas) y compuestos quimicos oxidantes como NaOH y HySO4.
Kumari et al.* y Hu et al.® describen en sus revisiones los pre-tratamientos mas empleados
en la actualidad y, brevemente, exponen los cambios estructurales y quimicos del material
lignoceluldsico al ser procesado empleando las diferentes metodologias®. Asi, teniendo
presente que la estructura del material lignocelulésico se compone de celulosa (38-50%),
hemicelulosa (23-32%) y lignina (10-25%) (Ver Figura 1.1.1); y que la lignina y la
hemicelulosa actuan como barreras fisicas que previenen la degradacion enzimatica de la
celulosa por accidén de celulasas durante la hidrdlisis enzimatica, los diferentes procesos
buscan hacer mas disponible la celulosa. Sin embargo, la mayoria de esos procesos son
ineficientes en la degradacion de lignina; la cual en conjunto con compuestos secundarios
no deseados que se generan: compuestos fendlicos, vainillina, furfural, 5-
hidroximetilfurfural (HMF) y acido formico, ejercen un rol negativo en el proceso
subsiguiente de sacarificacién porque inhiben la catalisis de las celulasas.

Especificamente, la lignina impide la accién enzimatica de las celulasas por dos

mecanismos competitivos: 1) uniéndose a la superficie hidrofébica de la celulosa, la cual es

14



CAPITULO I: Introduccién

de unién preferencial para las celulasas y 2) interactuando con los aminoacidos
especificos Tirosina 466, 492 y 493, los cuales reconocen la celulosa en la celulasa de

Trichoderma reesei (TrCel7A)°.

Celulosa

OH

0 HO 1
0]

OH

o] L -

OH OH

Lignina H

H
CH, ,C 3
o
(¢} 0

~OCH

HO °
HO
OH

OH 0

OH
0 HO lo) 0
HO 0 o HO 8
OH o OH
OH

HO

HO

- Hemicelulosa -

Figura 1.1.1. Estructura de la biomasa lignocelulésica. Representacién esquematica y estructural de la

celulosa, hemicelulosa y lignina (Adaptado de Alonso et al.7)

Para mitigar el efecto tanto de la lignina como de otros agentes inhibitorios de las
celulasas durante el proceso de pre-tratamiento y sacarificacién, diferentes mecanismos
han sido descritos: 1) adicionar mayor concentracion de celulasas o de celulosa durante el
proceso de sacarificacion. Asi, al aumentar la concentracion de enzima o de sustrato, se
disminuye la probabilidad de obtener enzimas inactivas dado que existe mayor afinidad
entre el sustrato (celulosa) y enzima (celulasa) que entre inhibidor y enzima®. 2) Adicionar
agentes surfactantes como tween 40 y 80, ya que estos disminuyen la adsorcion de las
celulasas sobre la lignina®'°. 3) Adicionar albumina de suero de bovino (BSA), la cual se
adsorbe sobre la superficie de la lignina y evita la interaccién lignina-celulasa''. 4)
Adicionar sales de iones divalentes, donde la interaccién de estos iones con la superficie de

la lignina disminuye la carga negativa de esta y por ende debilita las interacciones
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electrostaticas entre la lignina y las celulasas'®'®. 5) Modificar la lignina por medio de
sulfonaciones y carboxilaciones para disminuir su caracter hidrofébico y por ende disminuir
su interaccién con las celulasas'. Adicionalmente a las metodologias descritas, se han
explorado tecnologias sustentables como el uso de enzimas lignoceluldsicas durante el
pre-tratamiento para con ello moderar los efectos de la lignina y sus subproductos fendlicos

sobre las celulasas®.

En la naturaleza diferentes organismos degradan lignina, los mas efectivos son los
hongos de la podredumbre blanca, algunos ascomicetes y basidiomicetes, los cuales
mediante la secrecion de enzimas como: lacasas, manganeso peroxidasa (MnP), lignino
peroxidasas (LiP) y versatil peroxidasa (VP), son capaces de degradar la lignina para
emplearla en su metabolismo como fuente de carbono. Asi, en los procesos de produccion
de biocombustibles se aprovecha esta capacidad y, por tanto, los microorganismos y sus
enzimas lignoliticas han venido siendo empleados con dos principales propdsitos:
deslignificacion y detoxificacion. La deslignificacion se emplea para reducir el contenido de
lignina en el material vegetal lignoceluldsico y la detoxificacion para reducir la presencia de
compuestos toxicos que se generan en las biomasas tras ser sometidas a tratamientos

quimicos y/o fisico-quimicos del material lignocelulésico™.

El proceso de deslignificacién se ha abordado mediante la aplicacion de cuatro
metodologias: 1) deslignificacion fungica, en la cual los microorganismos son directamente
inoculados en la biomasa objetivo de degradacién, 2) deslignificacion enzimatica, en la cual
se aplican extractos enzimaticos purificados o semi-purificados de enzimas
lignoceluldsicas, 3) sistema mediador de lacasa (LMS), el cual usa mediadores redox
(ABTS, HBT) que difunden en la matriz a deslignificar y permiten mejorar la actividad
catalitica de las lacasas y 4) fermentacion fungica integrada (IFF) que emplea
microorganismos como Phlebia sp. MG-60 que degrada lignina y produce etanol a partir de
la celulosa. Estas metodologias han sido combinadas estratégicamente con algunos pre
tratamientos fisicos y fisico-quimicos, dado que al descomponer la estructura del material
lignoceluldsico se facilita la colonizacién de los hongos y permite mejorar los porcentajes de
degradacion de lignina, obtencién de etanol y disminucién de productos tdxicos'®'”. Sin

embargo, el alto tiempo de incubacion y las dificultades para el crecimiento de los hongos a
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escalas industriales limitan la aplicacion futura de esta estrategia a nivel industrial. Por ello,
las investigaciones se han enfocado en emplear la deslignificacién enzimatica, metodologia
en la que se ha visualizado que el combinar las diferentes enzimas lignoceluldsicas
maximiza la deslignificacién’®. Mediante el uso de la ingenieria de proteinas como
herramienta para mejorar la catalisis enzimatica y estabilidad de las enzimas

lignoceluldsicas, se puede potenciar la aplicacion de esta metodologl'a3’15.

La ingenieria de proteinas usa tres enfoques: disefio racional, semi-racional y
evolucién dirigida. El disefio racional realiza la modificacion molecular mediante mutaciones
sitio dirigidas de las proteinas usando informacion estructural como fundamento para la
modificacion especifica de la secuencia aminoacidica. El disefio semi-racional emplea la
mutagénesis por saturacion para reemplazar los codones de aminoacidos seleccionados
(hotspots) por los 19 aminoacidos adicionales. El disefio por evolucion dirigida en ausencia
de informacion estructural, emplea metodologias como mutaciones aleatorias vy
recombinacién de genes para desarrollar el disefio enzimatico'. Caracterizar bioquimica
y estructuralmente las enzimas con potencial aplicacién en los procesos de
deslignificacion, permitira conseguir grandes avances en la produccion de
biocombustibles'®. Por ello, el presente trabajo doctoral tuvo por objetivo caracterizar el
rol de los aminoacidos cercanos a Trp171 en el ciclo catalitico de la enzima lignolitica con
mayor potencial de oxidacion, lignino peroxidasa H8 (LiPH8) de Phanerochaete
chrysosporium mediante andlisis de mutagénesis sitio dirigida y técnicas de modelado
computacional que abarcan simulacion de dinamica molecular, métodos cuanticos

semiempiricos y métodos hibridos QM/MM.

1.2- Estado del arte de LiPH8 de Phanerochaete chrysosporium.

La enzima LiPH8 fue descrita por primera vez en Phanerochaete chrysosporium por
Ming y Kirk®®, y posteriormente varias isoformas se han descrito en diferentes
microorganismos y otros hongos de la podredumbre blanca. Choinowski et al.*'
describieron la estructura cristalina de LiPH8 e indicaron que la enzima contiene 1 ion de
Fe** unido a un anillo hemo de tipo b (ferriprotoporfirina IX) por mol de proteina, posee una

estructura globular de dimensiones aproximadas de 50A x 40A x 40A (ejes X, Yy Z
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respectivamente) y se compone por un dominio proximal (C-terminal) y uno distal (N-
terminal). En medio de estos dominios, el grupo hemo esta incrustado y es accesible desde

el solvente via dos canales pequenos.

A N-terminal B

—~» Asp183

Figura 1.2.1. (A) Estructura de LiPH8 en la que se destaca grupo prostético hemo y residuos de cisteina
(representados en barras) e iones estructurales de calcio (representados en esferas verdes). (B) Grupo hemo
y sus interacciones con los residuos de anclaje a LiPH8 (las lineas amarillas entrecortadas representan
enlaces de hidrégeno). Modelos generados a partir de la estructura cristalografica de LiPH8 de

Phanerochaete chrysosporium (PDB: 1LLP).

La estructura secundaria de LiPH8 se compone de 16 a-hélices (8 mayores y 8
menores) y una lamina 3 en el dominio proximal. LiPH8 tiene 8 residuos de Cys, todos
formando enlaces disulfuro. Hay dos sitios de unién a los iones de calcio, uno en cada
dominio. Posiblemente la funcion de estos iones, como en las manganeso peroxidasas, es
de mantener la topologia del sitio activo® ( Figura 1.2.1 A). La enzima esta N-glicosilada
en el residuo Asn257 y O-glicosilada en los residuos Ser334 y Thr320. Se ha propuesto
que las cadenas de carbohidratos tienen el rol de proteger de la protedlisis de la enzima. El
atomo de hierro del grupo hemo esta hexa-coordinado por los cuatro nitrégenos tetra pirrol
del grupo hemo y por el residuo proximal His176 (atomo Ne2). En el sexto sitio de

coordinacion del hierro, una molécula de agua enlaza por medio de un enlace de hidrogeno
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con el residuo distal His47 (d&tomo Ne2) y otras dos moléculas de agua (Ver Figura 1.2.1
B). El grupo hemo no es plano y tiene un desplazamiento de 0.1A hacia la histidina distal,
se une a la proteina a través de los enlaces de hidrogeno que forman los grupos propionato
con Arg43, Ala180, Asn182 y Asp183. El sitio de union al perdxido esta localizado sobre el
lado distal del grupo hemo con un canal extendido al exterior de la proteina y esta formado
por los residuos Arg43, Phe46 e His47. De estos residuos, Arg43 e His47 son residuos
conservados en las peroxidasas, mientras que Phe46 no lo es. El residuo Arg43 estabiliza
las cargas negativas durante la unidn del peroxido y estabiliza el oxigeno que interactua
con el ion del hierro en el complejo LiP-l; mientras el residuo distal His47 actua como un

aceptor de protones del peréxido®2°.

En el bolsillo proximal, el residuo His176 se coordina con el atomo de hierro del
grupo hemo y forma enlaces de hidrégeno con Asp238, residuo que ayuda a estabilizar el
Fe(IV)-0O intermediario en el compuesto |. La triada Asp-His-Fe esta conservada en las
peroxidasas de las plantas y se ha descrito que influye en el potencial redox de estas
enzimas segun la basicidad (caracter imidazolato) de la histidina axial; asi, se ha descrito
que el alto potencial redox de LiP comparado con la citocromo C peroxidasa (CcP) y la
peroxidasa del rabano (HRP) es debido al menor caracter imidazolato de la histidina

proximal?®.

El ciclo catalitico de LiPH8 se ha descrito de forma similar al de las peroxidasas
clasicas como HRP. Una molécula de perdxido oxida el estado de reposo de la enzima
mediante la sustraccién de dos electrones y se genera la formacion del compuesto | (LiP-I),
el intermediario mas activo de la enzima que se caracteriza por presentar dos equivalentes
de oxidacién en forma de complejo oxo ferril (Fe**=0) y un catién radicalario 1 de porfirina
(P™)?". A través de la oxidacion de una molécula de sustrato, la enzima recupera un
electron en la porfirina y pasa a formar el compuesto Il (LiP-1l) que conserva el complejo
oxo ferril (Fe**=0). Finalmente, por la oxidacién de una segunda molécula de sustrato, la
enzima recupera el segundo electrén y regresa al estado de reposo.? (Ver Figura 1.2.2). A
pH 3.0, en la presencia de un exceso de H,O; y en ausencia de algun sustrato, LiP-ll
reacciona con H,O, para formar una enzima cataliticamente inactiva, conocida como

compuesto Il (LiP- 1Y%,
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AV** LiP H,0,
[Fe3+]
AV H,0
LiP-1l LiP-I
[Fe**=0] < '/ T\ [Fe®*=0 P**]
AVet AV

Figura 1.2.2. Ciclo catalitico de LiP.

Durante el ciclo catalitico, el alcohol veratrilico (AV); el sustrato nativo de LiPH8
juega un rol central para prevenir la inactivacién de LiPH8 mediada por peroxido™, mejorar
la oxidacién de otros sustratos por parte de LiPH8®' y participar como mediador redox
permitiendo la oxidacién de algunos sustratos que no son oxidados directamente por
LiPH8%*%, Por todo lo descrito, muchas investigaciones se han centrado en estudiar los
diferentes mecanismos en los cuales participan LiPH8 y AV. En la mayoria de los casos, ha
sido sugerido que el AV actua como un mediador redox a través de su radical cationico
(AV™)**. Sin embargo, el corto tiempo de vida media de esta especie radicalaria en solucion
acuosa (17 s)* y la evidencia reciente a través de experimentos de fluorescencia usando
el sensor BODIPY 581/591, que demostréo que el AV™ no actia como un oxidante
difusible®®, han permitido rechazar esta hipdtesis. Por tanto, ha tomado importancia la
hipotesis sugerida por Khindaria et al.®” que establece que los procesos mediados por AV™*
son a través de la formacion del complejo LiP-AV™, detectado por resonancia

paramagnética (EPR).

El aminoacido Trp171 fue identificado como el aminoacido clave para oxidacién de
AV a veratraldehido (VAD). En los mutantes Trp171Ala y Trp171Ser la oxidacion del AV por
parte de LiPH8 se anula. Por ello, se identificaron dos sitios de oxidacion en LiPH8%, la
cavidad hemo (tipica de las peroxidasas) y el residuo superficial Trp171. Estudios de
mutagénesis de los aminoacidos alrededor del Trp171 determinaron que el microambiente

acido alrededor del Trp171 es importante para estabilizar el AV sobre la superficie de la
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enzima dado que al realizar las mutaciones E168Q, E250Q y D165N las constantes

cinéticas Kn Y Vinax S vieron afectadas (Ver Tabla 1.2.1). "

~ s g =1 -1 -1
L. m ’ ’
Tabla 1.2.1. Parametros cinéticos Km (UM) , Vimax (S7) Y Vmax/Km (s"/mM™), reportados

por Smith et al., para la oxidacién de AV por LiPH8 y mutantes del entorno acido de

Trp171.
Enzima Kun (UM) Vinax (S7) Vinax/Km
(S uM)
LiPH8 190 + 2 20.2+0.6 106.3 + 0.3
D264N 193 + 14 21405 107.0+ 0.8
D165N 235+ 19 8.9+0.2 38.0+0.3
E168Q 520 + 68 8.1+05 16.0 + 0.2
E250Q 458 + 22 7.9+0.2 17.2 + 0.1

Recientes estudios de simulacion de dinamica molecular (SDM) desarrollados por
Recabarren et al.*® sugirieron que adicionalmente a las interacciones electrostaticas
establecidas con los residuos acidos, las interacciones hidrofébicas con algunos residuos
de la cavidad hidrofébica cercana al residuo catalitico Trp171 también ayudarian a
estabilizar el AV sobre la superficie de la enzima. Anteriormente, también se sugirié esto a
partir de la evidencia desde experimentos de cristalografia de Choinowski et al.?" sugirié

1.%° que demostré la importancia que

esto también e informacion previa de Sollewijin et a
juegan las interacciones hidrofébicas y aromaticas en la interaccion LiP-AV. Por ejemplo, al
evaluar los parametros cinéticos para la oxidacion de AV en el mutante F2671 de LiPHS, la

Km aumentod 3 veces.

Por otro lado, la oxidacion de los sustratos en la cavidad hemo es a través del
contacto directo con el cofactor; mientras la oxidacion en la superficie de LiPH8
compromete una ruta de transferencia electronica de largo alcance (LRET). En ésta, el
residuo Trp171 es activado como una especie radicalaria intermediaria después de que el
compuesto | le sustrae un electron a través de una ruta LRET que ha sido recientemente
caracterizada*'. Sin embargo, no se ha obtenido a la fecha evidencia directa de cual es la
especie radicalaria formada sobre el Trp171 en LiPH8. Los variantes E250Q vy
E168Q/E250Q, de forma similar al Trp164 de versatil peroxidasa (VP), presentan un radical

neutro (Trp)***. Bernini et al**. desarrollaron calculos QM/MM (Mecénica
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Cuantica/Mecanica Molecular) por medio de los cuales sugirieron que la especie radical
cationico del Trp (TrpH™) es la de mayor probabilidad de existencia en LiPH8, dado que el
ambiente acido alrededor del Trp171 favoreceria la estabilizacion de la especia catidnica.
En el caso de considerarse la especie como radical neutro (Trp’), la desprotonacién del
nitrdgeno inddlico generaria una carga negativa adicional sobre el Trp171 y esta seria dificil

de estabilizar en el microambiente acido donde el Trp171 se encuentra ubicado.

También se ha propuesto que el aminoacido Glu250 desprotonaria el Trp171 en
LiPH8 dado que, en la estructura cristalografica elucidada por Choinowki et a*'. (Codigo
PDB 1LLP), el grupo carboxilo del Glu250 esta formando un enlace de hidrogeno con el
nitrégeno inddlico del Trp171. En célculos previos de SDM y QM/MM en VP, se evidencid
que el residuo Glu243 (homdlogo de Glu250 en LiP) participa en un mecanismo paso a
paso en el cual después de la transferencia del electron, el Glu243 desprotona el radical

intermedio (Trp™) y se forma el radical neutro (Trp")***°.

1.3- Novedad, relevancia e impacto de la tesis

Teniendo presente la informacién estructural de LiPH8 anteriormente descrita, la
presente tesis abordd un estudio detallado de las interacciones intermoleculares entre
LiPH8 y el sustrato AV por medio de un analisis molecular y complementario aplicando

técnicas in-silico y experimentales.

En primer lugar, los estudios de SDM permitieron analizar las interacciones enzima-
sustrato para el AV en sus estados neutro y radical catidnico. Se detectaron diferentes
perfiles de interaccion de los residuos de LiPH8 para los sistemas LiP-AV y LiP-AV™. A
partir de ellos se seleccionaron los principales residuos de LiPH8 que establecieron
interacciones con AV, con el fin de evaluar el efecto de su mutacion en los parametros
cinéticos de la enzima. Los analisis cinéticos de los mutantes generados demostraron que
la mutacion simple de los residuos identificados a partir de los calculos de SDM, que
participaban en la interaccion de LiPH8 con el AV en su estado neutral, no afectaban la K
0 K.at de la enzima; mientras que los residuos que participan en la estabilizacion de AV™ si

tenian una implicancia. Informacion complementaria, obtenida por medio de calculos de
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energia de interaccidn a nivel cuantico semiempirico y estudios de densidad de espin a

nivel de teoria QM/MM, esclarecioé la importancia de cada residuo en la catalisis enzimatica.

De los estudios llevados a cabo, se obtuvieron resultados que contribuyen al
conocimiento estructural, catalitico y bioquimico de las enzimas lignoliticas, especialmente
LiPH8, la cual se pretende emplear en los procesos de deslignificacion enzimatica
mediante su mejoramiento a través de la ingenieria de proteinas. La completa comprension
de la importancia relativa de determinados residuos aminoacidicos en el ciclo catalitico de
LiPH8 y la caracterizacion de la implicancia de cada residuo, permiten avanzar en el
planteamiento de estrategias de disefio racional de enzimas lignoliticas con actividad
catalitica mejorada. Dos ejemplos exitosos de tal estrategia son el caso reportado por Ruiz-

1 %® en el que la capacidad de oxidacién por compuestos de naturaleza fendlica

Duenas et a
fue mejorada en algunas peroxidasas al realizar mutaciones puntuales que agrandan la
cavidad de acceso al hemo; o el caso reportado por Doyle et al'., donde por medio de
estrategias de disefio racional de enzimas de novo fue posible lograr la catalisis del AV en
Coprinus cinereus peroxidasa (CiP) al introducir mutaciones puntuales en el microambiente

acido de Trp171 emulando las que se presentan en LiPHS8.
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CAPITULO 2: HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1. Hipétesis

La actividad catalitica de LiPH8 es modulada por las interacciones moleculares que
se generan entre el AV y algunos de los residuos aminoacidicos cercanos al residuo
catalitico Trp171.
2.2. Objetivos
2.2.1. Objetivo general

Caracterizar el rol de los aminoacidos cercanos a Trp171 en el ciclo catalitico de
LiPH8 mediante analisis de mutagénesis sitio dirigida, simulacion de dinamica molecular,
célculos cuanticos semiempiricos y de densidad de espin a nivel QM/MM.

2.2.2. Objetivos especificos

1. Profundizar en el estudio de las interacciones intermoleculares entre AV y LiPH8 por

medio de herramientas de simulacion de dinamica molecular.

2. Caracterizar la participacion de los residuos de la cavidad hidrofébica cercana a

Trp171 en la capacidad catalitica de LiPHS8.

3. Estudiar en detalle la funciéon de cada uno de los residuos del microambiente acido

alrededor del Trp171 en la capacidad catalitica de LiPHS8.
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

3.1- Materiales y métodos para el objetivo N° 1:
“Profundizar en el estudio de las interacciones intermoleculares entre AV y LiPH8 por

medio de herramientas de simulacion de dinamica molecular.”

Para realizar una caracterizacion mas detallada de las interacciones
intermoleculares entre AV y LiPHS8, fueron llevados a cabo estudios de simulacion de
dindamica molecular (SDM) en los que se explord la diferencia de interaccion entre AV, en
sus estados de radical cationico y neutro, con la superficie de LiPH8. Para ello fueron

desarrolladas las siguientes actividades:

3.1.1- Descripcidén de los parametros iniciales del sistema

La estructura cristalografica de LiPH8 (codigo PDB: 1LLP)?" fue preparada usando la
herramienta “protein preparation wizard” de la suite de programas de Schrodinger*’. Los
ordenes de enlace, la adicién de los atomos de hidrogeno y eliminacion de las cuatro
moléculas de carbohidratos fueron realizadas utilizando esta herramienta. Los estados de
protonacion de los residuos de LiPH8 se calcularon con PROPKA®® a un valor de pH 3.0.
Los residuos GIlu168 y Asp264, previamente protonados por PROPKA, fueron
manualmente desprotonados. Reportes previos sugieren el estado desprotonado de estos
residuos a pH 3.0*. El grupo hemo fue modelado como compuesto |. Para ello, los
parametros para modelar dicho complejo fueron aplicados segun criterios del campo de
fuerza OPLS-2005. El atomo de Fe*® fue conectado por medio de enlaces de orden cero a
los cuatro atomos de nitrégeno del anillo de porfirina (dos teniendo carga parcial de cero y
dos de -1) y ademas al nitrégeno del grupo inddlico de la histidina proximal (His176) y a un

atomo de oxigeno coordinando con el Fe**.

Para el AV, las cargas parciales atdmicas representando su estadi radical catiénico
(AV™) y su estado neutro (AV) fueron calculadas por medio de calculos QM/MM “single
point” usando el software QSite (Schrédinger)*®. El nivel de teoria usado fue B3LYP/6-
31+G*: OPLS-2005. Las 5 estructuras del complejo LiPH8-AV obtenidas a través de
protocolos de docking molecular, y representativas del analisis por clusterizacion del trabajo

previo realizado por Recabarren et al. *°, fueron empleadas como entrada para los
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célculos QM/MM. EI AV fue considerado en la region QM y el resto de la proteina,

incluyendo moléculas de agua y iones, fueron considerados en la region MM.

El valor de las cargas parciales de los atomos de AV obtenidas en cada célculo
QM/MM fueron promediadas y asignadas manualmente atomo por atomo para simular el
AV en sus estados radicalario (AV™) y neutro (AV(ESP)). De manera adicional, y con el
objetivo de establecer comparaciones, se tomaron en consideraciéon las cargas atomicas
con que el campo de fuerza OPLS 20005 describe el sustrato AV en su estado neutro. De
esta manera se establecieron tres sistemas a ser simulados: LiP-AV(ESP), LiP-AV(OPLS) y
LiP-AV™.

3.1.2- Estudios de simulacion por dinamica molecular (SDM)

Como se indicd previamente, los sistemas LiP-AV (ESP), LiP-AV(OPLS) y LiP-AV™
fueron simulados empleando dindmica molecular usando el software DESMOND®. Cinco
simulaciones independientes de 200 ns fueron llevadas a cabo para cada sistema. Las
estructuras representativas de los calculos previamente realizados en nuestro grupo de
trabajo fueron las conformaciones iniciales usadas para cada simulacién, soélo fueron
modificados los valores de las cargas parciales para los atomos del sustrato en cada caso
segun valores obtenidos el los calculos QM/MM. Los parametros para las simulaciones
fueron similares a los previamente reportados por Recabarren et. al*®. Cada sistema fue
insertado en una caja ortorrombica de moléculas de agua SPC y fue neutralizado por
adicion de iones de Na*. Se us6 un buffer de moléculas de agua de 10 A que rodeaba
todas las caras de la proteina. Las condiciones periddicas fueron aplicadas sobre los ejes
X, Yy Z. El protocolo de relajacion en DESMOND 3.4 fue usado. Este protocolo minimiza la
energia en cada sistema mediante seis pasos. Primero, se alcanzé un gradiente de energia
menor de 0.05 kJ/mol A, aplicando el algoritmo de “steepest descent’ y activando y
desactivando los criterios de restriccion sobre los atomos pesados del sistema molecular.
Luego, se llevaron a cabo 4 simulaciones cortas de (12 a 24 ps) aplicando criterios de
restriccion sobre los atomos pesados y finalmente se realizé una simulaciones molecular
sin tener restriccion alguna sobre el sistema. Estas simulaciones fueron llevadas a cabo
empleando un ensamble isotérmico-isobarico (NPT) que mantiene la temperatura a 300 K a

través del método de Nosé-Hoover’’ con un tiempo de relajacion de 1 ps. La presion se
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mantuvo fija a 1 atm utilizando el método de Martyna-Tobias-Klein®? (MTK) con un tiempo

de relajacion de 2 ps.

Se realizaron cinco SDM de 50 ns para las mutantes simples de LIPH8: D165N,
E168Q, E250Q, D264N y F267I. Las estructuras de los mutantes se generaron a partir de
la estructura cristalografica de LiPH8 (codigo PDB 1LLP)?", a través de la opcion "Mutate
residue” disponible en Maestro®® y se usaron como conformaciones iniciales para las SMD
que no incluian ningun sustrato. Se aplicé un protocolo de minimizacién para relajar la
estructura de cada mutante utilizando el paquete de software MACROMODEL>*. El método
del gradiente se utilizd con un criterio de convergencia de energia < 0.05 kJ/A-mol. Los
estados de protonacién se ajustaron a pH 3.0 usando PROPKA*. Los mismos parametros
descritos anteriormente se utilizaron para ejecutar las SDM y de cada una de ellas se
guardé una conformacion cada 50 ps para realizar los calculos del area de superficie
accesible al solvente (SASA)® alrededor del residuo Trp171; utilizando el script TCL
(Figura 3.1.2.1) incluido en la herramienta de analisis para el software VMD version 1.9.2
para Linux®®. Se realizaron calculos de SASA para evaluar el efecto que causaba cada

mutacion en la estructura de LiPH8 alrededor del Trp171.

set sel [atomselect top ]
set n [molinfo top get numframes]

set output [open w]

1
2
3
4
5
)
7
8

El for {set 1 @} {$1 < $n} {incr 1} {
molinfo top set frame $i
set sasa [measure sasa 1.4 $sel]
puts $./8
9 puts Soutput "$i §

1@
11  puts $n/$
12 puts

13 puts

14 close Soutput

Figura 3.1.2.1 Script usado para el calculo del SASA.

3.1.3- Analisis de las simulaciones de dinamica molecular

Las trayectorias generadas en cada SDM fueron utilizadas para evaluar la ocurrencia
de las interacciones intermoleculares entre los diferentes residuos de LiPH8 con AV por
medio de la herramienta “Simulation Interactions Diagram (SID)” de Maestro®. La
ocupancia, definida como la probabilidad de que una molécula de sustrato interactue con
una region especifica de la enzima, fue evaluada por medio del plugin “volmap” disponible
en VMD®°,
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3.2- Materiales y métodos para el objetivo N° 2:
“Caracterizar la participacion de los residuos de la cavidad hidrofébica cercana a Trp171 en

el ciclo catalitico de LiPH8”.

En un reporte previo de Recabarren et al.*, y a partir de resultados obtenidos en el
objetivo 1, se encontr6 que los residuos de la cavidad hidrofébica cercana al residuo
catalitico Trp171 participan en la estabilizacion del AV en la superficie de LiPH8. Para
verificar dicha informacion, experimentalmente fueron producidos los mutantes simples de
los residuos de la cavidad hidrofébica y evaluados sus parametros cinéticos. Estos

mutantes fueron producidos y caracterizados realizando las siguientes actividades:

3.2.1- Clonamiento del gen de LiPH8

La secuencia correspondiente a LiPH8, conteniendo los 7 aminoacidos del pro
péptido del N-terminal de la proteina, fue tomada desde la base de datos del Joint Genome
Institute (JGI) mediante busqueda con el codigo JGI ID# 2989894. Esta secuencia fue
optimizada para expresion en Escherichia. coli con la herramienta online OPTIMIZER®" y se
sintetiz6 por ATG:biosynthetics (Merzhausen, Alemania) un gen que contenia 350
aminoacidos (343 de la proteina madura y 7 del pro péptido) y los sitios de restriccion Ndel
y BamHI. Este gen sintético fue clonado en el vector pET23b (+) (Novagen), formandose el
plasmido pET23b-LiPH8. Este plasmido fue proporcionado por el laboratorio del Prof. Angel
T. Martinez (Centro de Investigaciones Bioldgicas, CSIC, Espafia) y fue usado como el
templado para generar los mutantes simples de la cavidad hidrofébica usando la técnica de

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

3.2.2- Generacioén de los mutantes por PCR

Los mutantes simples F129A, F164A, 1268A, Q274A y P279A fueron producidos por
PCR usando el kit de mutagénesis QuikChange™ (La Jolla, CA, USA). Cada mutacién fue
introducida en el plasmido pET23b-LiPH8 a través del disefio de partidores mutagénicos
directos y reversos conteniendo la mutacién deseada en la secuencia de nucledétidos (ver
Anexo 4). Las reacciones de PCR contenian 20 ng del DNA molde (Plasmido pET23b-
LiPH8), 500 uM de cada nucledtido, 125 ng del primer directo y reverso, 2.5 unidades de la

polimerasa PfuTurbo y buffer de reaccion al 1X. Las condiciones de reaccion para las PCR
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fueron: (i) un ciclo inicial de 95 °C por 1 min, (ii) 18 ciclos a 95 °C por 50 s, 55 °C por 50 s, y
68 °C por 10 min, (iii) un ciclo final de 10 min a 68 °C. Después de los ciclos de PCR se
realizd una digestion con la enzima Dpnl durante 1 h a 37 °C para digerir el DNA parenteral
no mutado y luego se hizo una purificacion simple de las muestras de PCR con el kit de
purificacion para reacciones de PCR QIAquick® (#28104, Qiagen). Los plasmidos
mutagénicos obtenidos fueron transformados por choque térmico a 42 °C por 90s en
células quimio competentes de E. coli DH5a y estas células fueron inoculadas en el medio
solido LB con ampicilina 100 uM. Después de 12 h de incubaciéon a 37 °C, a partir de las
colonias que crecieron, se replicaron e inocularon 3 colonias en 25mL del medio liquido LB
conteniendo ampicilina 100 pg/mL. Después de un tiempo de incubacion “overnight” a 37
°C se extrajo el DNA plasmidial usando el kit Plasmid mini Kit de QIAGEN®. Este DNA fue
secuenciado para verificar la presencia de la mutacion deseada en cada plasmido
mutagénico y, aquellos que tenian la mutacion, fueron transformados en células E. coli

BL21 (DE2)pLysS para expresar las proteinas mutantes.

3.2.3- Produccion enzimatica

Para producir la enzima silvestre de LiPH8 y las mutantes F129Al, F164A, 1268A,
Q274A y P279A, se inocularon colonias de células BL21 (DE2)pLysS, conteniendo los
plasmidos mutagénicos verificados por secuenciacion, en 100 mL de medio liquido LB con
ampicilina 100 pg/mL y diclofenaco sodico 34 pg/mL en un matraz de 500 mL. Luego se
incubaron “overnight” a 37 °C en un agitador orbital a 200 rpm. 15mL de este pre cultivo fue
utilizado para inocular 1 L de medio liquido TB (24 g/L de extracto de levadura, 20 g/L
triptona, glicerol 75% 4 mL/L, 17 mM KH;PO4, 72 mM K;HPO4) en matraces de 2 L
conteniendo ampicilina 100 ug/mL y diclofenaco 34 ug/mL. Las células fueron incubadas a
37 °C y 220 rpm hasta alcanzar una ODgyo de 0.6 (=3 h). Alcanzada dicha OD se procedi6 a
inducir la expresiéon de las proteinas por adicion de 1 mM de IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopirandsido) y por 6 h adicionales las células se dejaron en crecimiento. Pasado

este tiempo, las células fueron recolectadas por centrifugacion a 7000 rpm.

La informacién obtenida en el proceso de estandarizacién de la expresion de las
proteinas permitio identificar que la proteina expresada heterélogamente en mayor parte se

acumulaba en los cuerpos de inclusion. Para recuperarla, el pellet de células recolectado
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por centrifugacion fue resuspendido en 150 mL de buffer de diélisis (50 mM Tris-HCI pH
8.0, EDTA 10 mM, DTT 5 mM, 2 mg/mL lisozima), la mezcla fue incubada por 30 min en
hielo y pasado este tiempo se adicion6 DNasa | (0.1 mg/mL) y se incubd la mezcla por
otros 30 min adicionales. Luego, la solucién fue sometida a sonicacién en ciclos de 6
rafagas de 10-15 s con intervalos de descanso en hielo y se centrifugé finalmente la mezcla
a 14000 rpm por 40 min. El pellet conteniendo el polipéptido de los cuerpos de inclusion de
LiPH8 variante, o enzimas mutantes, fue lavado con 50 mL de solucién de lavado (Tris-HCI
20 mM pH 8.0, EDTA1 mMy 5 mM DTT). Esta mezcla fue centrifugada por 40 min a 14000
rom y la proteina precipitada fue solubilizada en 10 mL de Tris-HCI 50 mM (pH 8.0)
conteniendo urea 8 M, EDTA 1 mM y DTT 5 mM. La solucién fue dejada en agitacién suave
a 4 °C hasta la solubilizacion completa del polipéptido (=1 h), luego fue centrifugada por 15
min a 15000 rpm para eliminar el material insoluble y finalmente a la mezcla conteniendo el
polipéptido solubilizado de LiPH8, o variantes de LiPHS8, se le determind la concentracién

de proteina empleando el espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000/2000 ThermoFisher.

3.2.4- Activacion in vitro de LiPH8 y sus variantes

Las condiciones de replegado in vitro empleadas para producir LiPH8 y sus variantes
fueron: buffer Tris-HCI 50mM pH 8.0, urea 0.16M, hemina 5 pM, CaCl, 5mM, GSSG 1.6
mM y polipéptido tomado desde cuerpos de inclusion a concentracion de proteina 0.1
mg/mL. Estas condiciones fueron aplicadas para replegar cada mutante en un volumen
total de 4L.

En la preparacion de la mezcla de replegado fue importante considerar el orden de
adicién de cada uno de los componentes mencionados. Asi, se adiciond 3240 mL de agua
grado Milli Q, luego 200 mL de buffer Tris-HCI 1 M pH 8.0, 100 mL CaCl; 200 mM, hemina
2 mM pre disuelta en NaOH 0.2 M, polipéptido de proteina desde los cuerpos de inclusion y
finalmente 3.92 g de GSSG pre disueltos en 50 mL de agua Milli Q. Es importante
mencionar que al momento de adicionar el polipéptido obtenido desde los cuerpos de
inclusion, tuvo que llevarse a cabo primero una disolucion intermedia de 8 veces con Tris-
HCI 50mM pH 8.0 conteniendo urea 8 M, EDTA 1 mM y DTT 5 mM de la mezcla obtenida
en el paso de produccion enzimatica. Esta mezcla resultante luego fue disuelta 4 veces
mas empleando el buffer Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM. Con estas disoluciones

intermedias se evitd la agregacion del polipéptido.
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La mezcla de replegado fue dejada en reposo por 16 h en oscuridad a temperatura
de 24-26 °C. Pasado este tiempo la mezcla fue concentrada empleando un sistema de
vacio que estaba acoplado a casetes de Pellicon® de un cut-off de 10 kDa. Luego la mezcla
concentrada fue dializada en buffer de acetato de sodio 20 mM pH 4.3 con CaCl, 1 mM
para promover la precipitacion de la hemina libre y los agregados no replegados de
proteina. El material insoluble fue removido por centrifugacion a 13000 rpm por 15 min y el
sobrenadante que incluia la proteina activa fue dializado en buffer de tartrato de sodio 10
mM pH 5.5 conteniendo CaCl, 1 mM.

3.2.5- Purificacién y caracterizacion de LiPH8 y sus variantes

Las enzimas activas de LiPH8 y sus variantes obtenidas por replegado in vitro fueron
purificadas por cromatografia de intercambio aniénico empleando una columna Resource Q
(GE Healthcare) acoplada a un FPLC (Fast Protein Liquid Chromatograph) AKTA. La
mezcla final del replegado in vitro fue cargada en la columna en buffer tartrato 10 mM pH
5.5 conteniendo CaCl, 1mM a un flujo de 1 mL/min. Las proteinas retenidas fueron eluidas
con un gradiente de NaCl desde 0 a 500 mM a flujo de 1mL/min. Durante el proceso de
purificacion fue monitoreada la absorbancia a las longitudes de onda de 280 nm y 410 nm.
Aquellas fracciones colectadas en la region donde la relacion 410 nm/210 nm era mayor a
2 se juntaron y dializaron en el buffer de almacenamiento (buffer tartrato de sodio pH 5.0).
Una vez dializadas, se concentraron empleando filtros Amicon®de un cut-off de 15 kDa y

se almacenaron a -80 °C.

Las enzimas purificadas fueron analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) para confirmar su grado de pureza. Para verificar que las proteinas obtenidas
estaban replegadas de manera adecuada y en ellas el grupo hemo fue acoplado
correctamente, se recolectaron barridos espectrofotométricos en la regién UV-Visible, 200-
700 nm, empleando un espectrofotometro ThermoFisher. En los espectros obtenidos fue
analizada la presencia de picos maximos caracteristicos de las hemo proteinas (405nm,
508n y 638nm) y el radio R, (Relacién 410 nm/280 nm) mayor a 2. Para estimar la
concentracion se considero el coeficiente de absortividad molar previamente reportado para
LiPH8 (£405 168000 M cm™)®®.
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3.2.6- Evaluacion de los parametros cinéticos de LiPH8 y sus variantes

Las constantes cinéticas en estado estacionario de LiPH8 y sus variantes para la
oxidacion de AV a VAD (g310 9300 mM"-cm™) fueron evaluadas por los cambios de la
absorbancia registrados en buffer tartrato de sodio 100 mM a un pH éptimo de oxidacién de
3. La reaccion fue evaluada a 25 °C usando un espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800. Las
mediciones fueron iniciadas tras la adicion de perdxido de hidrogeno (H202) a

concentracion de 0.25 mM.

Los valores para la constante de Michaelis-Menten (K,) y de la constante catalitica
(Kcat) con sus respectivos errores estandar fueron calculados por ajuste de las medidas
experimentales al modelo de la ecuacion de Michaelis-Menten incorporado en el software
SigmaPlot 12.0 (Systat. Software Inc, California). Los valores de la eficiencia catalitica
(Keat/Km) con sus errores estandar fueron obtenidos al realizar la operacion aritmética
correspondiente teniendo presente los valores de las incertidumbres de las constantes

enzimaticas Kcat Y Km.

3.3- Materiales y métodos para el objetivo N° 3:
“Estudiar en detalle la funciébn de cada uno de los residuos del microambiente acido
alrededor del Trp171 en la catalisis de LiPHS”.

A partir de un reporte previo de Smith et al.>® y los resultados obtenidos en el
objetivo 1, se determinaron los residuos del microambiente acido alrededor del residuo
catalitico Trp171 que demostraron participar en la catalisis de AV por LiPH8. Para estudiar
y caracterizar en detalle la funciéon de cada uno de los residuos, se produjeron
experimentalmente los mutantes de los residuos del microambiente acido y se evaluaron
sus parametros cinéticos. Ademas se llevdo a cabo una descripcién a nivel cuantico
semiempirico de las energias de union (AE) calculadas para cada residuo con el sustrato e

informacion complementaria de calculos a nivel QM/MM.

3.3.1- Generacioén de los mutantes por PCR, produccién enzimatica, activacion in

vitro, purificacién, caracterizacion y evaluacion de los parametros cinéticos.
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Los mutantes D165N, E168Q, E250Q, D264N, F267l, E168Q/E250Q,
D165N/E168Q, D264N/F2671 y D165N/E168Q/D264N/F267 fueron producidos por PCR
usando las mismas condiciones que se describieron en el numeral 3.2.2. El plasmido
pET23b-LiPH8 fue usado como templado para generar las mutantes simples y dobles
D165N/E168Q, D264N/F2671. Para estas dos ultimas mutantes, los partidores mutagénicos
contenian en la secuencia de nucleétidos la doble mutacién (Anexo 4). Los mutantes
E168Q/E250Q y D165N/E168Q/D264N/F267 fueron generados usando los plasmidos
pET23b-LiPH8/E168Q y pET23b-LiPH8/ D264N/F267| como templado.

La produccion enzimatica, activacion in vitro, purificacion, caracterizacién y
evaluacion de los parametros cinéticos para los mutantes D165N, E168Q, E250Q, D264N,
F2671, E168Q/E250Q, D165N/E168Q, D264N/F2671 y D165N/E168Q/D264N/F267 fue
desarrollada de manera similar a lo descrito para los mutantes de la cavidad hidrofébica
cercana a Trp171. De manera adicional, fueron determinadas las constantes cinéticas para
la oxidacion de los sustratos 2,6-dimetoxifenol (DMP) vy 2,2-azino-bis-[3-
etilenbenzotiazoline-6-sulfonato] (ABTS); para ello, los respectivos coeficientes de
absortividad molar de la aparicion de los productos de la oxidacion fueron considerados:
€469 55000 M~"-cm™ para la oxidacién del DMP al dimero coerulignona y €43 29300 M™"-cm”

' para la oxidacion del ABTS a su radical catidnico.

3.3.2- Calculos de energia de interaccion a nivel cuantico semiempirico

Las energias de interaccidon (AE) entre AV (tanto para la especie neutra como para la
radical cationica) y el sitio reactivo de LiP (residuos ubicados alrededor de Trp171) se
calcularon usando una estrategia que utiliza un muestreo conformacional basado en Monte
Carlo y calculos a nivel semiempirico de mecanica cuantica (SQM) que se esquematiza en
la Figura 3.2.2.1 para complejos molécula1-molécula2®®®?. Brevemente, esta estrategia
consiste en: (i) la moléculal se fija para permanecer estatica en el origen de sus
coordenadas cartesianas, (ii) luego, la molécula2 se mueve y se reorienta en relacion con
la molécula1 utilizando un vector de traslacién y una matriz de rotacion hasta que las
superficies de van der Waals de cada molécula se tocan cada uno®, (iii) para cada nuevo
complejo moléculal-molécula2, su energia single-point es calculada utilizando el método

parametrizado ndmero 7 (PM7)%%®* implementado en el programa MOPAC2016 version
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16.111L (para LINUX)®®, (iv) del célculo anterior se extrae el valor de la energia de
formacion (E) tanto para el complejo como para sus componentes aislados. Finalmente, la

energia de interaccion (AE) se obtiene de acuerdo con la siguiente ecuacion (1):

AE 2= Ecomplejo - (Emolécula1 + EmoléculaZ) (1)

Los pasos, (i) a (iv), se repiten para generar miles de complejos diferentes vy,
finalmente, se selecciona el valor AE mas frecuente como el valor calculado (Figura

3.2.2.1, paso 6) para la comparacion con los datos experimentales.

Simulaciones de Dinamica Molecular ~ Seleccion de los 10 frames Seleccion de los residuos ) Muestreg conformacional
de 50 ns para la enzima silvestre y cada localizados a menos de 5.5 A 100 mil conformaciones de VA alrededor del
una de las mutantes alrededor de Trp171 en un frame segmento seleccionado (radio de 11A)
PASO 7 PASO 6 PASO 5
AE Calculo de la energia de
A interaccién (AE)
E , d . .z © \ La AE de cada complejo moleculal-
nergla e interaccion § / \ molecula2 seleccionado es calculada
H I+ / \ como se indica por la siguiente formula:
promedio - g /o) .
AE _//’ \\ AE1,2= Ecomplejo - (Emoleculal + Emoleculaz)
E ia de inetl .z /
nerglaKc:meeolramon Donde E corresponde al calor de
formacién calculado a nivel
Finalmente, la AE promedio de los La AE de mayor frecuencia para semiempirico usando el método PM7
10 frames es calculado. los complejos es seleccionada, y con el programa MOPAC2016.

los pasos 3 al 6 son repetidos para
cada frame seleccionado.

Figure 3.2.2.1. Workflow para calcular las AE de los complejos de molécula1-molécula2.

Como entrada en este workflow se utilizaron 10 conformaciones extraidas de la zona
de equilibrio (regidon de la trayectoria de SDM con valores estables de RMSD para los
atomos del backbone del sistema enzimatico LiP (tipo salvaje y los cinco sistemas LiP con

mutaciones simples) (Figura 3.2.2.1 paso 1y 2). Conformaciones representativas fueron
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seleccionadas cada 3 ns a partir de los 20 ns, basado en el analisis de RMSD descrito
en el anexo 5. Para cada conformacién se seleccionaron los aminoacidos (aa) ubicados a
menos de 5.5 A del residuo Trp171; estos residuos corresponden a: Phe164, Asp165,
Leu167, Glu168, Glu250, Lys260, Asp264, Phe267 e 11e268 (Figura 3.2.2.1 paso 3).

Para realizar el muestreo conformacional, la molécula1 representé el fragmento
molecular (SEG) que incluye cada uno de los aa seleccionados (incluido Trp171) en el sitio
activo del sistema LiP salvaje (Figura 3.2.2.1 paso 3) y la molécula2 representé 100 mil
orientaciones diferentes de AV, considerando un radio de desplazamiento de hasta 11 A
alrededor de la molécula1 (Figura 3.2.2.1 paso 4). Esta distancia de corte se eligié para
generar un numero considerable de orientaciones de AV alrededor del segmento
seleccionado (que considera el espacio reactivo completo alrededor de Trp171). El
muestreo conformacional consideré el impedimento estérico de los residuos ubicados
alrededor de la moléculal. De esta manera, solo las conformaciones de la molécula de AV
generadas en el muestreo conformacional y ubicadas a menos de 5.5 A de cada aa fueron
seleccionadas para calcular el AE (Figura 3.2.2.1 paso 5 y 6) para los complejos AA-AV y
AA-AV™. Esto se llevdo a cabo considerando los pasos (iii) y (iv) de la metodologia
previamente detallada. Finalmente, el valor promedio de AE se obtuvo teniendo en cuenta
los resultados de los célculos sobre las 10 conformaciones seleccionadas (Figura 3.2.2.1

paso 7).

En un segundo estudio, la moléculal representé al segmento molecular mutado
(MSEG). Se consideraron cinco MSEG diferentes que incluian las siguientes mutaciones
puntuales informadas en la literatura cientifica y en las patentes consultadas: D165N,
E168Q, E250Q, D264N y F2671. Como en el primer protocolo, la molécula2 representoé cien
mil orientaciones diferentes de AV y AV™ alrededor de cada MSEG. Los MSEG
consideraron a Trp171 en sus diferentes formas: neutral, radical (Trp’) y radical catién
(TrpH™). Los valores de AE para los complejos de MSEG-AV se obtuvieron siguiendo los
pasos (iii) y (iv) de la metodologia previamente detallada. Finalmente, el valor promedio de
AE se obtuvo teniendo en cuenta los resultados de los calculos sobre las 10
conformaciones seleccionadas. Estos calculos nos permitieron evaluar cémo los residuos

(nativos y mutados) impactan la afinidad de AV contra el sitio activo de LiP (salvajey
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mutante) y, por lo tanto, comparar estos resultados computacionales con el efecto de esas

mutaciones en la actividad enzimatica experimental de LiP.

Se seleccionaron 100 complejos de LiP (tanto salvaje como mutantes)-VA con los
valores de AE mas bajos, con el objetivo de llevar a cabo la caracterizacion de sus
interacciones intermoleculares (interacciones Tr-1, enlaces de hidrogeno, entre otras)
utiizando el software BIOVIA Discovery Studio Visualizer version 2017 R2 (para

Windows)®°.

3.3.3- Calculos QM/MM de densidad de espin

Para describir la estructura electréonica del compuesto | en LiPH8, se extrajeron
conformaciones representativas desde las SDMs del sistema LiP-AV. Las moléculas de
agua, iones de Na’ y moléculas del sustrato fueron eliminados y luego fue aplicada una
minimizacién empleando el método de gradiente conjugado de Polak-Ribiere (PRCG)%
hasta que se alcanzé el criterio de convergencia de 0.05 kJ/A-mol en el gradiente de
energia. La estructura resultante fue usada como archivo de entrada para los calculos
QM/MM en los que se uso el software Qsite 5.7 (Schrodinger). El estado de multiplicidad
cuarteto del compuesto | fue calculado utilizando la teoria del funcional de la densidad
(DFT) con parametros electronicos de espin no restringidos. Para representar la estructura
electrénica de la regién cuantica (QM) se usé el funcional hibrido M06-L®® en combinacién
con el juego de base lacvp* y para representar los parametros atdmicos de la regién clasica
(MM) se utilizé el campo de fuerza OPLS-2005. Estos parametros fueron seleccionados
siguiendo evidencia bibliografica previa®. En la region cuantica, la esfera de coordinacion
del Fe™ fue incluida; por lo tanto, el anillo de porfirina con sus grupos propionato, el residuo
proximal His176 y el atomo de oxigeno ubicado a una distancia de = 1.6 A del Fe* fueron
incluidos. En calculos subsecuentes, en los que se analizd la oxidacion del Trp171 por el
compuesto | en la enzima silvestre y mutantes, el residuo Trp171 fue incluido en la regiéon
QM donde el corte las regiones QM y MM fue realizado entre los carbonos alfa y beta del
Trp171 y las valencias fueron saturadas con atomos de hidrégeno. Los mapas de la
densidad de espin fueron calculados y la densidad de espin por atomo fue estimada por el

método de particion de Mulliken’ para evaluar con ello la deslocalizacion electronica.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1- Resultados y discusion del objetivo N° 1:
“Profundizar en el estudio de las interacciones intermoleculares entre AV y LiPH8 por

medio de herramientas de simulacion de dinamica molecular.”

4.1.1- Parametros de descripcion del sistema

Para la descripcion del AV en sus estados radical (AV™) y neutro (AV (ESP)), se
realizaron calculos de energia puntual (single point) utilizando la metodologia de calculo
hibrido QM/MM. La regién cuantica (QM) fue modelada empleando la teoria del funcional
de la densidad (DFT) teniendo presente los parametros del funcional hibrido B3LYP vy la
funcién de base 6-31+G*. La region de mecanica clasica (MM) fue evaluada con los

parametros del campo de fuerza OPLS2005.

Los valores de carga parcial para cada atomo del AV fueron calculados promediando
los valores obtenidos en cada uno de los 5 calculos QM/MM de las poses representativas
de AV sobre la superficie de LiPH8 reportadas en el trabajo previo de Recabarren et al®.
Estas cargas parciales son reportadas en la Tabla 4.1.1.1, y en la misma tabla se muestran
ademas los valores de las cargas parciales atomicas obtenidas con el campo de fuerza

OPLS2005 que describen el AV en su estado neutro (AV (OPLS)).

Tabla 4.1.1.1. Cargas parciales atémicas para cada atomo del AV en los
sistemas AV™ AV(ESP) y AV(OPLS).

Cargas Atémicas

Atomo AV AV (ESP) AV (OPLS)
C1 0.1576 0.0490 -0.0780
c2 0.3268 0.2614 0.0850
c3 -0.3308 -0.3456 -0.1150
c4 0.3436 0.2358 0.0850
C5 -0.1878 -0.3458 -0.1150
C6 -0.1836 -0.1756 -0.1150
c7 0.3268 0.4380 0.1970
c8 0.0230 0.0536 0.1100
o] 0.0328 0.0956 0.1100
o1 -03272 -0.4060 -0.2850
02 -0.2980 -0.4028 -0.2850
03 -0.7528 -0.8350 -0.6330
H1 0.2110 0.1980 0.1150
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H2 0.2248 0.2102 0.1150
H3 0.1850 0.1548 0.1150
H4 0.0336 -0.0308 0.0480
H5 0.0568 -0.0072 0.0480
H6 0.1080 0.0686 0.0300
H7 0.1240 0.0772 0.0300
H8 0.0950 0.0562 0.0300
H9 0.0768 0.0234 0.0300
H10 0.1106 0.0590 0.0300
H11 0.1126 0.0586 0.0300
H12 0.5320 0.5094 0.4180

Al establecer una comparacion entre los valores de las cargas parciales atémicas
para los tres sistemas, es posible notar que los sistemas AV(ESP) y AV(OPLS) poseen
valores mas negativos en comparacion a los observados en las cargas parciales atdmicas
del AV™ (Ver Figura 4.1.1.1).

1.0

—=— AV(OPLS)
0.8 4 —=— AV(Neutro)
—a— AV*

0.6

0.4

0.2

0.0 4

Carga del atomo

-0.2

-0.4

-0.6

-0.8 -

-1.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
C1 C2 C3C4 C5 C6C7 C8 C9 O1 O2 O3 H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12

Nombre del Atomo

Figura 4.1.1.1. Cargas parciales atémicas de cada atomo del AV en los sistemas AV™, AV(ESP) y AV(OPLS).
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De igual manera que para las cargas parciales atdmicas, al graficar las superficies
de potencial electrostatico se evidencia que los sistemas AV(ESP) y AV(OPLS) adoptan

valores mas negativos comparados a los que se generan para el AV™ (Ver Figura 4.1.1.2).

AV (OPLS) AV (ESP)

AV

Flgura 4.1.1.2. Superficies del potencial electrostatico para el AV en los sistemas AV(OPLS), AV(ESP) y
AV™. En cada sistema es ilustrada la cara frontal y posterior. El potencial eléctrico 3D de cada molécula de
AV esté determinado por la carga en su conjunto de cada uno de los atomos que la componen. Las cargas
negativas en rojo y las positivas en azul.

Para la descripcion del grupo hemo, se emplearon los parametros descritos

previamente por Recabarren et al.*®

4.1.2- Analisis del mecanismo de unién de AV y AV™ a LiPH8 a través de

simulaciones de dinamica molecular

Para cada uno de los sistemas enzima-sustrato construidos, LiP-AV(ESP), LiP-
AV(OPLS), LiP-AV™, se simuld un tiempo total de 1 microsegundo (us) de dinamica
molecular (DM) clasica. Este tiempo fue obtenido de compilar 5 simulaciones de SDM
independientes de 200 ns, recopilandose y concatenando las trayectorias finales obtenidas.
Cada una de estas simulaciones fueron iniciadas desde las estructuras representativas
enzima-sustrato obtenidas del analisis por clusterizacién en el trabajo previo publicado por

I39

Recabarren et al””. En cada simulacion la ocurrencia de las interacciones intermoleculares

entre la enzima y el sustrato, como por ejemplo el enlace de hidrégeno, los contactos

42



CAPITULO IV: Resultados y discusion

hidrofébicos, las interacciones Tr-stacking borde-cara y Tr-stacking cara-cara; fueron
consideradas usando la herramienta “simulation interaction diagram” disponible en Maestro
version 2016.4%. La ocupancia en todos los sistemas fue analizada por medio de la
herramienta “volmap” que esta disponible en VMD®*®. La SDM de 1 ps de cada sistema fue

empleada para generar los diagramas de la Figuras 4.1.2.1 B, D, F.

En los diagramas de interaccion obtenidos (Figuras 4.1.2.1 A, C, E), fueron incluidos
aquellos residuos que presentaron un porcentaje de interaccion superior al 1.5%, que es el
resultado de concatenar el porcentaje de interaccién observado para cada residuo en las 5
replicas de SDM. Asi, el diagrama de interacciones para el sistema LiP-AV™ fue producto
de concatenar los valores de las 5 réplicas mostradas en las Figuras del Anexo 6, el del
sistema LiP-AV(ESP) de las réplicas de las Figuras del Anexo 7 y LiP-AV(OPLS) de las

réplicas de la Figuras del Anexo 8.

Debido a que cada una de las SDM inici6 desde una estructura representativa
diferente, y en las SDM fue aplicado un enfoque de difusion libre en que se permitid
explorar la superficie total de la enzima por el sustrato sin aplicar ninguna restriccién,
existen diferencias en el porcentaje de interaccion por cada residuo cuando se comparan

los resultados entre réplica y réplica de las SDM por sistema.

Teniendo en cuenta que el objetivo de este estudio fue obtener una caracterizacion
cualitativa de las diferencias de interaccion entre AV y AV™ con LiPH8, el hecho de aplicar
un esquema de difusion libre del sustrato sobre la superficie de la enzima es de utilidad, en
vez de considerar una exploracién de la superficie de energia potencial (SEP) donde se
esperaria una convergencia completa de las estructuras enzima-sustrato bajo parametros

de minima energia.
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Figura 4.1.2.1. Perfiles de interaccion por residuo para las SDM de 1 ps de los sistemas enzima-sustrato: (A)
LiP-AV™, (C) LiP-AV(ESP) y (E) LiP-AV(OPLS). Sélo se incluyen las interacciones con un valor mayor al 1.5%
y que se establecieron entre el sustrato y el backbone y/o cadena lateral de los aminoacidos indicados.

Los mapas volumétricos de ocupacion (MVO) para AV y AV™ en la superficie de LiP se muestran

respectivamente en el lado derecho de la figura (B, D, F). Los MVO se generaron utilizando el médulo volmap
de VMD.

44



CAPITULO IV: Resultados y discusion

Al analizar el diagrama de interaccion para el sistema LiP-AV™" (Figura 4.1.2.1 A) se
observa que las interacciones mas abundantes son los enlaces de hidrogeno entre el AV™"y
los aminoacidos de caracter acido (Asp y Glu). Todos los residuos con los que interacciona
el AV™ a lo largo de la SDM estan ubicados en la cara opuesta del canal de acceso al
grupo hemo, la cual se conoce como la cara posterior de la proteina®'. Se identificaron los
siguientes residuos acidos con los que AV™ interacciona: Glu168, Glu163, Asp264 y
Asp263. Entre estos residuos, que estan cerca al residuo Trp171, el Glu168 tiene el mayor
porcentaje de interaccion (12.8%). En orden consecutivo de predominancia de
interacciones, estan las interacciones hidrofébicas y de 1r-stacking establecidas con los
residuos Phe267 (10.8%) y Phe164 (5.6%). Experimentalmente, y a nivel in silico, se ha
sugerido que los residuos aromaticos como Phe son importantes en la estabilizacién del AV
en la superficie de la proteina®. La evidencia computacional aqui recolectada sugiere que
los residuos Phe267 y Phe164 también participan estabilizando el AV™. Las interacciones
con los residuos Asp11, Asp19, Asp22, Glu163, Asp278 y Asp284 aparecen en un rango de
ocurrencia del 1.6 al 4.4%. Finalmente, la interaccién minoritaria con el residuo Trp171
(1.7%) sugiere que el AV™, aunque permanezca en la cercania del Trp171, interacciona de
forma transitoria con este residuo y puede difundir hacia el solvente. Adicionalmente la
superficie accesible al solvente de Trp171 se ve disminuida por la presencia de los demas

residuos de su entorno, como se discutira mas adelante.

La Figura 4.1.2.1 C muestra el diagrama de interaccién para el sistema LiP-AV(ESP).
Se observa claramente que existen diferencias con respecto al diagrama de interaccién del
sistema LiP-AV™. La interaccion con mayor grado de ocurrencia es la generada con el
residuo Cys34 a través de enlaces disulfuro, sin embargo se encuentra distante del residuo
catalitico Trp171. Esta interaccidén so6lo aparece en dos réplicas de este sistema (Anexo 7
Figuras A-B). Otra interaccion representativa es la que se observa con el residuo Asp278
(8.4%), la cual es una interaccién que sélo se presenta en la cuarta réplica y tiene un
porcentaje de interaccion de 42%. (Anexo 7 Figura D). Es posible detectar, a partir de la
informacion presentada para este sistema, que hay una amplia heterogeneidad en las
interacciones establecidas a lo largo de las diferentes simulaciones del sistema LiP-
AV(ESP) y, como fue mencionado previamente con respecto al esquema de libre difusion

del sustrato adoptado en las SDMs, las simulaciones desarrolladas no representan los
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mapas de convergencia para la union del AV a la superficie de la enzima. Las interacciones
hidrofébicas con los residuos Phe129, Ala271 y los enlaces de hidrégeno con el residuo
GIn274, aunque en pequefio porcentaje, muestran la tendencia del AV de visitar la cavidad
hidrofébica cercana al Trp171. Esta cavidad ha sido propuesta como un sitio de unién para
sustratos fendlicos?’. La participacion del residuo Phe267 al establecer contactos
hidrofébicos e interacciones Tr-stacking con el AV complementa este grupo de
interacciones que en un bajo porcentaje explican la baja tendencia del AV de visitar las
zonas cercanas al Trp171. En el diagrama de ocupancia ilustrado en la Figura 4.1.2.1 D se
puede ver con mayor claridad la baja ocupancia en las cercanias del residuo Trp171 y, de
manera complementaria, se nota que el AV visita otras pequefias cavidades en dos
regiones diferentes de la superficie de la proteina al establecer enlaces de hidrégeno con
los residuos Asp22, GIn33, Lys133 e interacciones hidrofébicas con los residuos Val98,
Pro105, Ala281, Pro294 y Phe301.

Finalmente, el tercer sistema LiP-AV(OPLS) (Figura 4.1.2.1 E) muestra un diagrama
de interaccion que estda mas concentrado alrededor del Trp171, con un alto porcentaje de
interaccion presentado por este residuo (11.3%). Este porcentaje se puede descomponer
en un 2.8% de interacciones hidrofébicas, 2.8% y 5.0% de interacciones Tr-stacking cara-
cara y borde cara, respectivamente, y un 1.7% de enlaces de hidrogeno que se establecen
entre el AV y el grupo hidroxilo del carbono beta del Trp171. Las interacciones hidrofébicas
con los residuos de la cavidad hidrofébica cercana a Trp171, como en el sistema LiP-
AV(ESP), estan presentes en un bajo porcentaje. Sin embargo, el sustrato interacciona con
residuos adicionales que componen esta cavidad y, por tanto, se detectaron interacciones
hidrofébicas con los residuos 11€268, Pro279 y Phe164. Complementando lo anterior,
aparecen interacciones con los residuos del microambiente acido alrededor del Trp171,
Asp264 (4.0%) y Phe267 (5.4%). Recabarren et al’® demostraron la sinergia generada
entre la interaccion conjunta de enlaces de hidrogeno e interacciones 1r-stacking, la cual
favorece la union del sustrato a la superficie de la enzima. El mapa de ocupancia de la
Figura 4.1.2.1 F muestra la tendencia de movimiento del AV entre las regiones cercanas al
Trp171 pero de manera adicional en otras regiones que son visitadas por el sustrato al

establecer interacciones hidrofébicas con los residuos Val98, Phe148 y Val262.
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Al analizar las energias de interaccion, y sus componentes energéticos, en los
sistemas donde el AV visita con mayor ocurrencia los residuos cercanos al Trp171
(sistemas LiP-AV™ y LiP-AV(ESP)), se puede observar que en el sistema LiP-AV™ las
energias que estabilizan la interaccion enzima-sustrato son principalmente energias
electrostaticas y, por su parte, para el sistema LiP-AV(ESP) participan principalmente

energias de Van der Waals (Ver Figura 4.1.2.2).
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Figura 4.1.2.2. Componentes de las energias de interaccion para la trayectoria de SDM de 1us en los

sistemas LiP-AV™" y LiP-AV(OPLS). (A) Energia de interaccion electrostatica (B) Energia de Van der Waals.

Los analisis computacionales por SDM sugieren que hay una clara diferencia en los
perfiles de interaccion por residuo para el AV™ y AV, pero la ocupancia mayoritaria de
ambos sustratos ocurre en un area con un radio de 8 A alrededor del residuo catalitico
Trp171. En este radio se pueden observar dos subregiones descritas en la estructura
cristalografica de Chowinoski et ai”': el microambiente acido alrededor del residuo Trp171 'y
la cavidad hidrofobica cercana a Trp171. AV™ interacciona con residuos del microambiente
acido por medio de enlaces de hidrogeno con los residuos Glu168, Asp264 y estableciendo
interacciones tr-stacking con el residuo Phe267. Por su parte, AV establece s6lo enlaces

de hidrégeno con Asp264 y presenta una mayor interaccién con los residuos de la cavidad

47



CAPITULO IV: Resultados y discusion

hidrofébica cercana al residuo Trp171 en comparacion con AV™. Por lo tanto, para tratar de
clarificar cual de estas interacciones halladas en los analisis de SDM son de importancia en
la interaccion enzima-sustrato, y por ende en el ciclo catalitico de LiPH8, se llevaron a cabo
estudios de mutagénesis sitio dirigida, que corresponden a los objetivos especificos 2 y 3

de la presente tesis.

4.2- Resultados y discusion del objetivo N° 2:
“Caracterizar la participacion de los residuos de la cavidad hidrofébica cercana a Trp171 en

el ciclo catalitico de LiPH8”.

4.2.1- Generacion de los mutantes de la cavidad hidrofébica cercana a Trp171 por

PCR (Polymerase Chain Reaction).

Los residuos de la cavidad hidrofobica cercana a Trp171: Phe129, Phe164, 11e268,
GIn274 y Pro279, que presentaron interaccién con AV a lo largo de las SDM en los
sistemas LiP-AV(ESP), LiP-AV(OPLS) y LiP-AV™ fueron seleccionados para evaluar por
medio de mutagénesis sitio dirigida su potencial participacion en la variacion de los
parametros cinéticos de LiPH8. Dichos residuos fueron mutados por el aminoacido alanina
con el objetivo de perturbar las interacciones que se detectaron con los andlisis de las
SDMs. La mayoria de las interacciones entre el sustrato y la cavidad hidrofébica se
establecieron por contacto con los atomos de la cadena lateral de los aminoacidos

indicados.

En la Figura 4.2.1.1 se puede observar el alineamiento multiple del DNA plasmidial de
pET23b-LiPH8 y los plasmidos mutagénicos de las variantes F129A, F164A, 1268A, Q274A
y P279A. Se consideraron solo los nucleétidos de las proteina maduras, y no se presentan

los nucledtidos del pro péptido ni los sitios de restriccion de Ndel y BamHI.

LiPHS8 CCGGGTGCGCCGCAGATGAACTTCTTCACCGGTCGTGCGCCGGCGACCCAGCCGGCGCCG 420
F129A CCGGGTGCGCCGCAGATGAACTTCGCCACCGGTCGTGCGCCGGCGACCCAGCCGGCGCCG 420
F164A CCGGGTGCGCCGCAGATGAACTTCTTCACCGGTCGTGCGCCGGCGACCCAGCCGGCGCCG 420
I268A CCGGGTGCGCCGCAGATGAACTTCTTCACCGGTCGTGCGCCGGCGACCCAGCCGGCGCCG 420
Q274A CCGGGTGCGCCGCAGATGAACTTCTTCACCGGTCGTGCGCCGGCGACCCAGCCGGCGCCG 420
P279A CCGGGTGCGCCGCAGATGAACTTCTTCACCGGTCGTGCGCCGGCGACCCAGCCGGCGCCG 420
kkhkkkkkhkkhkkhkkhkkihkkhkkhkkikkk*%x kkhkkhkkkhkkhhkkhkhkhkkhkkhkkhhkkhhkhhkkhkkhkkikkhkhkk k%
LiPHS8 GCGGGTGAATTCGACGAACTGGAACTGGTTTGGATGCTGTCTGCGCACTCTGTTGCGGCG 540
F129A GCGGGTGAATTCGACGAACTGGAACTGGTTTGGATGCTGTCTGCGCACTCTGTTGCGGCG 540
F164A GCGGGTGAAGCCGACGAACTGGAACTGGTTTGGATGCTGTCTGCGCACTCTGTTGCGGCG 540
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I268A GCGGGTGAATTCGACGAACTGGAACTGGTTTGGATGCTGTCTGCGCACTCTGTTGCGGCG 540
Q274A GCGGGTGAATTCGACGAACTGGAACTGGTTTGGATGCTGTCTGCGCACTCTGTTGCGGCG 540
P279A GCGGGTGAATTCGACGAACTGGAACTGGTTTGGATGCTGTCTGCGCACTCTGTTGCGGCG 540
*khkkkkkkk* kkhkhkkkhkkhhkkhkkhhkhkkhkhkkhhkhhkhhkhkhkkhhkhhkhdhkd kkhhkikhkk kxk kk,k**k*%
LiPHS8 CTGGTTGACGACTTCCAGTTCATCTTCCTGGCGCTGACCCAGCTGGGTCAGGACCCGAAC 840
F129A CTGGTTGACGACTTCCAGTTCATCTTCCTGGCGCTGACCCAGCTGGGTCAGGACCCGAAC 840
F164A CTGGTTGACGACTTCCAGTTCATCTTCCTGGCGCTGACCCAGCTGGGTCAGGACCCGAAC 840
I268A CTGGTTGACGACTTCCAGTTCGCCTTCCTGGCGCTGACCCAGCTGGGTCAGGACCCGAAC 840
Q274A CTGGTTGACGACTTCCAGTTCATCTTCCTGGCGCTGACCGCGCTGGGTCAGGACCCGAAC 840
P279A CTGGTTGACGACTTCCAGTTCATCTTCCTGGCGCTGACCCAGCTGGGTCAGGACGCGAAC 840

EE R R R R R R R R R R R R R R *hkkkhkkhdkdkhkhkhrhhkhkx khkhkdkhkhkkxhkdhdx *hkxx

Figura 4.2.1.1. Alineamiento multiple de la secuencia del gen que codifica a LiPH8 con los mutantes del sitio
accesorio para generar las proteinas mutantes LiPH8-P129A, LiPH8-P164A, LiPH8-1268A, LiPH8-Q274A y
LiPH8-P279A. Los nucledtidos mutados via PCR son los resaltados en verde. El alineamiento fue generado

usando Clustal Omega”.

4.2.2- Produccién enzimatica de los mutantes de la cavidad hidrofébica cercana a
Trp171.

Bajo las condiciones de cultivo indicadas en la seccion 3.2.3, las células de E. coli
BL21 (DE2)pLysS conteniendo el plasmido de LiPH8 silvestre, pET23b-LiPH8, y los
plasmidos mutagénicos de F129A, F164A, 1268A, Q274A y P279A generados via PCR,
presentaron sobreexpresion de las proteinas después de la induccion con IPTG a
concentracion de 1mM. Como se observa en las Figuras 4.2.2.1 A-B, a tiempo 0 h (previo
a induccidén) no se presentd expresion ninguna, pero tras la adicién de IPTG en los tiempos
posteriores se observa una sobreexpresion que va aumentando en funcion del tiempo. Este
comportamiento fue observado tanto para la proteina silvestre (Figura 4.2.2.1 A) como
para el mutante F129A presentada en la Figura 4.2.2.1 B, a modo de ejemplo de expresion
de las proteinas mutantes generadas. Para los muestreos indicados en la Figura 4.2.2.1

fue considerado factor de correccién la OD registrada a tiempo de O h.
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Figura 4.2.2.1. Analisis de expresién para LiPH8 y la mutante F129A por SDS-PAGE. En la linea 1

se presenta el marcador del peso molecular.
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4.2.3- Purificacion de LiPH8 y las enzimas mutantes de la cavidad hidrofébica
cercana a Trp171

Desde las soluciones obtenidas por activacion in vitro, y siguiendo la metodologia
descrita en la seccion 3.2.4, se purificaron en un unico paso cromatografico de intercambio
anionico la enzima silvestre de LiPH8 y las mutantes F129A, 1268A, Q274A y P279A. El
mutante F164A no fue posible de obtener bajo las condiciones testeadas de replegado a
nivel in vitro. En la Figura 4.2.3.1 se ilustra a modo de ejemplo el cromatograma de elucién
del replegado in vitro de LiPH8 silvestre.
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Figura 4.2.3.1. Cromatograma del perfil de elucion de LiPHS8 silvestre en una columna Resource Q a 280nm vy

410nm y un gradiente de NaCl.

Las enzimas purificadas fueron analizadas por SDS-PAGE (Figura 4.2.3.2) para
verificar su nivel de pureza y peso molecular. Todas las enzimas presentaron una banda
predominante de 40 kDa, peso molecular reportado para las isoenzimas de Lignino
peroxidasas de P. chrysosporium?®. La mutante I268A fue la que presenté mayor grado de
impurezas lo que provocd que el valor de su radio R, fuera de 1.5. Para LiPH8, F129A,
Q274A y P279A los valores de radio R, fueron de 3.3, 2.6, 2.1 y 3.0, respectivamente.
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Figura 4.2.3.2. SDS-PAGE de las enzimas mutantes de la cavidad hidrofébica cercana a Trp171.
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Todas las enzimas purificadas presentaron el espectro UV-Visible tipico de las
peroxidasas’® y no hubo diferencias significativas en los valores de los maximos de la
banda de Soret (408nm) y de los maximos de las bandas de transferencia de carga del
grupo hemo al atomo de Fe** CT1y CT2 (=504nm y =638nm) (Ver Figura 4.2.3.3).
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Figura 4.2.3.3. Espectros UV-Visible de LiPH8 y las 4 variantes de la cavidad hidrofébica cercana a Trp171.
La banda Soret y los detalles de las bandas CT1 Y CT2 son indicados en negrilla.
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4.2.4- Evaluacion de los parametros cinéticos de LiPH8 y las variantes de la cavidad

hidrofébica cercana a Trp171

Para la oxidacion de AV a VAD, evaluada a pH 3.0, 25 °C y en presencia de peréxido
de hidrogeno en concentraciones saturantes (0.25mM); las constantes enzimaticas
obtenidas para LiPH8 silvestre y los mutantes de la cavidad hidrofébica cercana a Trp171,
son indicadas en la Tabla 4.2.4.1. Se observa que los mutantes F129A, 1268A, Q274A y
P279A conservaron valores similares para las constantes K, y Kca, cuando éstas son
comparadas contra los valores de LiPH8 silvestre (Ver Tabla 4.2.4.1 y Figura 4.2.4.1 A).
Estos resultados sugieren entonces que mutaciones simples de los residuos de la cavidad
hidrofébica cercana a Trp171 no tienen impacto en la unién o catalisis de AV a VAD. Los
diagramas de interaccién, obtenidos desde las SDMs (Figura 4.1.2.1), sugirieron que las
interacciones hidrofébicas detectadas entre los residuos de la cavidad hidrofobica cercana
a Trp171 y AV eran potencialmente importantes para la estabilizacion del sustrato en la
superficie de la enzima, pero la informacién obtenida experimentalmente sugiere que

dichas interacciones no afectan los parametros cinéticos de oxidacion para el AV.

Tabla 4.2.4.1. Parametros cinéticos K, (UM) , Kcat (s™) Y Kea/Km (s” mM™) para la oxidaciéon de AV y HQ por
LiPH8 y variantes de la cavidad hidrofébica cercana a Trp171. Son especificados los valores promedio *

desviacion estandar.

Sustratos Constantes LiPH8 Mutantes
cinéticas Nativa F129A 1268A Q274A P279A

Km 73.9+3.9 63.6 +2.6 56.1+ 3.3 82.4+8.2 59.4 + 3.4

AV Keat 20.9+0.2 17.8+0.2 15.7 £0.2 18.2 £ 0.4 20.2+0.2
Keat/ Km 2821+152 2799+152 2799+16.8 2209+225  340.1+19.8

Km 218+1.2 18.1+1.4 11.3£1.2 176 £1.0 251+ 3.1

HQ Keat 9.5+0.2 9.4+0.2 6.9+0.26 82+1.0 8.2+0.3
Keaty Km 4272+26  519.8+419 6065+63.5 467.3+29.0 326.7+42.0

Choinowski et al.?' propusieron que la cavidad hidrofébica cercana a Trp171 era un

sitio potencial de oxidacion y estabilizacion de sustratos de naturaleza fendlica. Para
verificar dicha hipétesis, se realizaron estudios de cinética enzimatica para la oxidacion de
hidroquinona (HQ) (€247 21.000M"-cm™). Como lo demuestran los resultados de la Tabla

4.2.41 y Figura 4.2.4.1 B, no se obtuvieron alteraciones significativas de los parametros
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cinéticos enzimaticos Ky, y Keat, para lo oxidacion de HQ, tras mutar los residuos Phe129,
l1e268, GIn274 y Pro279 de LiPH8.
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Figura 4.2.4.1. Cinéticas enzimaticas para la oxidacién de AV y HQ por LiPH8 y mutantes de la cavidad
hidrofébica cercana a Trp171. En la grafica ®LiPH8 VF129A

I1268A ®Q274A AP279A.

Los resultados expuestos previamente descartan la hipotesis de que los residuos de
la cavidad hidrofébica cercana a Trp171 cumplan alguna funcién en la oxidacién o union de
sustratos de naturaleza fendlica y no fendlica. Por otro lado, un anélisis combinado de las
secuencias genémicas de peroxidasas de clase Il, halladas en los genomas de hongos del
orden de los poliporales (Ver Figura 4.2.4.2), detallan que los residuos Phe129 y Phe164
de la cavidad hidrofobica cercana a Trp171 estdn conservados en la estructura de lignino
peroxidasas (LiP), manganeso peroxidasas (MnP) y versétil peroxidasas (VP) con un
consenso de 82% y 100%, respectivamente. Este hecho permite suponer que estos

residuos son parte del “scaffold” de las peroxidasas de clase Il y su funcién es netamente

estructural.
161| 171] 181| 191 201 211 221 231]

CS-MnP1 R-ELLAGRKN AVAPAIDGLI PVPQDNVSTI LARFADA--G NFSPFEVVSL LASHSVARAD KVDPTLDAAP FDTTPFTFDT
CS-MnP3 RVNFLAGRKN AVAPAIDGLI PEPQDNVTSI LARFADA--G NFSPFEVVSL LASHSVARAD KVDPTLDAAP FDSTPFTFDT
DS-MnP1l QLEFLAGRPN GTAPAIDGLI PEPQDSIDDI LARFDDA--G GFTPFEVVSL LASHTVARAD HVDPTLDAAP FDSTPFTFDT
DS-MnP2 RVNFLAGRKN AVAPAIDGLI PEPQDNVTSI LARFADA--G NFSPFEVVSL LASHSVARAD KVDPTLDAAP FDSTPFTFDT
PC-MnP1 RLEFLAGRPN KTIAAVDGLI PEPQDSVTKI LQRFEDA--G GFTPFEVVSL LASHSVARAD KVDQTIDAAP FDSTPFTFDT
PC-MnP2 RLEFMAGRPN TTIPAVEGLI PEPQDSVTKI LQRFEDA--G NFSPFEVVSL LASHTVARAD KVDETIDAAP FDSTPFTFDT
PC-MnP3 QLEFLAGRPN KTIPAIDGLI PEPQDSVTSI LERFKDA--G NFSPFEVVSL LASHSVARAD KVDETIDAAP FDTTPFVFDT
PS-MnP2A QLEFLAGRPN ATAPAVDGLI PEPQDNVTHI LERFADA--G GFTPFEVVSL LASHTVARAD KVDLTIDAAP FDSTPFTFDT
PE-PS1 RLNFFLGRPD ATQIPPDGLV PEPFDDVTKI LSRMGDA--G -FSTVEVVWL LASHTIAAAD HVDPSIPGTP FDSTPSTFDS
PO-MnP2 RLNFFLGRPD ATQIPPDGLV PEPFDSVDKI LSRMGDA--G -FSTVEVVWL LSSHTIAAAD LVDPSIPGTP FDSTPSTFDS
PE-PL2 RIPFFLGRPD AVAASPDHLV PEPFDSVDSI LARMGDA--G -FSPVEVVWL LASHSIAAAD KVDPSIPGTP FDSTPGVFDS
PO-MnP3 RLNFLLGRPP ATAASPNGLI PEPFDTVTDI LARMGDA--G -FSPEEVVAL LASHSVAAAD HVDETIPGTP FDSTPGEFDS
TV-MnP2 QLDVFIGRPD ATQPAPDLTV PEPFDTVDSI IERFSDA--G GFTPAEIVAL LVSHTIAAAD HVDPSIPGTP FDSTPEEFDT
TV-PGV RLOQFLLGRPN ATQPAPDKTI PEPFDTVDSI LARFLDA--A DFSPAEVVAL LASHTIAAAD EVDPTIPGTP FDSTPELFDT
TV-PGVII RLDVFLGRKD ATQPAPDLTV PEPFDDVTKI LARFDDA--G KFSSDEVVAL LVSHTIAAAD HVDPTIPGTP FDSTPELFDT
PO-MnP1 RIPFFLGRPP AKAASPIGLV PEPFDTITDI LARMDDA--G -FVSVEVVWL LSAHSVAAAD HVDETIPGTP FDSTPNLFDS
TV-LiP12 QLAAFVGRKD ATQPAPDGLV PEPFHTPDQI FDRLADASQG EFDPILTVWL LTAHTVAAAN DVDPTKSGLP FDSTPELWDT
TV-LiPGII QLAAFVGRKD ATQPAPDGLV PEPFHTPDQI FDRLADASQG EFDPILTVWL LTAHTVAAAN DVDPTKSGLP FDSTPELWDT
TV-LiP7 RLDFFLGRKD ATRPAPDGLV PEPFDTLEDV FARLADASAG EFDEILTVWL LTAHTIAATD HLDPTIPGTP MDSTPHIWDT
PC-LiPE QMNFFTGRKP ATQPAPDGLV PEPFHTVDQI IARVNDA--G EFDELELVWM LSAHSVAAVN DVDPTVQGLP FDSTPGIFDS
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PC-LiPB QMNFFTGRRP ATQPAPDGLV PEPFHTVDQI IARVNDA--G EFDELELVWM LSAHSVAAVN DVDPTVQGLP FDSTPGIFDS
PC-LiPA QMNFFTGRAP ATQPAPDGLV PEPFHTVDQI INRVNDA--G EFDELELVWM LSAHSVAAVN DVDPTVQGLP FDSTPGIFDS
PC-LiPH QMNFFTGRAP ATQAAPDGLV PEPFHTVDQL INRVNDA--G QFDELELVWM LSAHSVAAVN DVDPTIQGLA FDSTPGIFDS
PC-LiPF QMNFFTGRAP ATQAAPDGLV PEPFHTVDQI ISRVNDA--G EFDELELVWM LSAHSVAAAN DVDPTIQGLA FDSTPGVFDS
PC-LiPC QMNFFTGRAP ATQPAPDGLV PEPFHSVDQI IDRVFDA--G EFDELELVWM LSAHSVAAAN DIDPNIQGLP FDSTPGIFDS
PC-LiPJ QMNFFLGRPA PTKAAPDGLV TEPFHSVDQI LARMADA--G EFDELETVWL LSAHSVAAAN DVDPTRNGLP FDSTPGIFDT
PC-LiPD OMQFFLGRPE ATQAAPDGLV PEPFHTIDQV LARMLDA--G GFDEIETVWL LSAHSIAAAN DVDPTISGLP FDSTPGQFDS
PR-LiP TLNAFIGRKD ATQAAPDGLV PEPFHDVNTI LARFNDA--G DFDELETVWF LIAHSVAAQN DIDPAVSHAP FDSTPSVMDG
BA-LiP TLTFSIGRPP PVAAAPDGLV PEPFHTADQI FARMLDA--L QFDELETVWG LIAHTVGASN DVDPSIPRTP FDSTPSIFDG
TV-MRP QIGFFAGRSN DSQPAPDKLV PLPSDSVTDI LARVADA--G -FAPVELVWM LISHTVAAQD KVDDSIPGTP FDSTPSDFDA
GA-MnP QLSFFAGRSN DSQPSPPNLV PLPSDTADTI LSRFSDA--G -FDAVEVVWL LVSHTVGSQN TVDSSIPGAP FDSTPSDFDA
CC-CIP RLEFLTGRSN SSQPSPPSLI PGPGNTVTAI LDRMGDA--G -FSPDEVVDL LAAHSLASQE GLNSAIFRSP LDSTPQVFDT
PE-PL1 RIPFFLGRPD AVAASPDHLV PEPFDSVDSI LARMSDA--G -FSPVEVVWL LASHSIAAAD KVDPSIPGTP FDSTPGVFDS

*

*

Figura 4.2.4.2. Alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos de peroxidasas fungicas. LiP,
MnP, VP, CIP y otras peroxidasas de: Bjerkandera adusta (BA), Coryphaenoides cinereus (CC), Dichomitus
squalens (DS), Ganoderma applanatum (GA), Phanerochaete chrysosporium (PC), Phlebia. radiata (PR),
Pleurotus eryngii (PE), Pleurotus. ostreatus (PO), Ceriporiopsis. subvermispora (CS) and Trametes versicolor
(TV). El alineamiento fue generado por alineacion progresiva usando el software Mega773. Fueron alineadas
las proteinas maduras con codigo Genbank: PS-MnP1, U60413; PS-MnP3, AF161585; DS-MnP1, AF157474;
DS-MnP2, AF157475; PC-MnP1, M:60672; PC-MnP2, L29039; PC-MnP3, U70998; PS-MnP2A, AF161078;
PE-PS1 AF175710; PO-MnP2, AJ243977; PE-PL2, AF007224; PO-MnP3, AB011546; TV-MnP2, Z30668; TV-
PGV, X77154; TV-PGVII, Z54279; PO-MnP1, U21878; TV-LiP12, M64993; TV-LiPGII, X75655; TV-LiP7,
Z30667; PC-LIPE (H8), M92644; PC-LiPB (H8), M37701; PC-LiPA (H8), M27401; PC-LiPH (H8), M24082; PC-
LiPF, M77508; PC-LiPC (H10), M63496; PC-LiPJ, AF140062; PC-LiPD (H2), X15599; PR-LiP, 126290; BA-
LiP, 444058; TV-MRP, AF008585; GA-MnP, AB035734; and CC-CIP, X70789 y PE-PL1 AF007221.

4.3- Resultados y discusién del objetivo N° 3:

“Estudiar en detalle la funcion de cada uno de los residuos del microambiente &acido
alrededor del Trp171 en la catalisis de LiPHS8”.

4.3.1- Generacion de los mutantes del entorno acido alrededor de Trp171 por PCR,
produccioén enzimatica, activacién in vitro, purificacion, caracterizacion y evaluacion
de los parametros cinéticos.

Al igual que con los residuos de la cavidad hidrofdbica cercana a Trp171, las
principales interacciones intermoleculares detectadas por SDM, de AV™ y AV con los
residuos del entorno acido de Trp171 (Figura 4.1.2.1 A, C, E); fueron evaluadas por medio
de estudios de mutagénesis sitio dirigida y cinética enzimatica. Smith et al.” reportaron que
los residuos del microambiente acido alrededor del Trp171 eran de importancia en la
catalisis del AV por LiPH8, sin embargo, no se ha desarrollado un estudio detallado donde
se evalue la importancia de cada uno de esos residuos en la union y/o catalisis enzimatica.
Por tanto, y adicionalmente a los residuos Glu168, Asp264 y Phe267 que presentaron
interaccion con AV™ y AV en las SDM con un porcentaje mayor al 1%, los residuos Glu250
y Asp165 fueron también incluidos en este estudio. Los sistemas de estudio planteados

forman parte del objetivo 3 de la presente tesis.
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Inicialmente, se eligieron las mismas mutaciones simples de los residuos Asp165,
Glu168, Glu250, Asp264 y Phe267 reportadas por Smith et al." and Sollewijin et al.*°, con el
objetivo de comparar los resultados. Los mutantes D165N, E168Q, E250Q, D264N y F2671
fueron obtenidos por mutagénesis sitio dirigida usando como templado el plasmido
pET23b-LiPH8 y los primer respectivos (Anexo 4). Las variantes dobles y cuadruple fueron
formuladas para analizar el efecto cooperativo entre los residuos de LiPH8 en la interaccion
con los sustratos, y en base a los resultados de las interacciones detectadas por SDM y

resultados experimentales de los mutantes simples.

En la Figura del Anexo 9 se muestra el alineamiento multiple del DNA plasmidial de
los plasmidos mutagénicos obtenidos tras introduccién de la mutacion via PCR. Los
mutantes del microambiente acido alrededor del residuo Trp171 se sobre expresaron de
manera similar a lo observado en la Figura 4.2.2.1 y, tras replegado in vitro y purificacién
por un unico paso cromatografico de intercambié anionico, se obtuvieron las proteinas
analizadas por SDS-PAGE en la Figura 4.3.1.1
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Figura 4.3.1.1. SDS-PAGE Enzimas mutantes del entorno acido del Trp171

Todas las enzimas presentaron como banda mayoritaria la banda de 40 kDa (Figura
4.3.1.1) y aquellas enzimas donde el residuo Glu250 no fue mutado, presentaron un R,
mayor de 2.5 (Tabla 4.3.1.1).
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Tabla 4.3.1.1. Valores Rz de las variantes del entorno acido alrededor de Trp171 en LiPH8.

Mutante Rz Mutante Rz Mutante Rz

D250N 14 E168Q 3.0 D264N 4.6

D165N 2.8 F2671 4.0 D165N/E168Q 3.9

D165N/E168Q/D264N/F267I1 3.6 E168Q/E250Q 0.5 D264N/F267I 3.9
D165N/E168Q/E250Q/D264N/F2671 1.0 w1718 3.3

La mutacién del residuo Glu250 produjo un bajo porcentaje de recuperacion de
proteina activa desde las soluciones de replegado in vitro; pero aun asi las proteinas
obtenidas con mutacion de este residuo, al igual que las variantes de los otros residuos del
entorno acido alrededor de Trp171, presentaron el espectro clasico de las peroxidasas de

clase Il teniendo todas las enzimas maximos aproximados de espectro UV-Visible a 408nm,
504nm y 638nm (Figura 4.3.1.2).
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Figura 4.3.1.2. Espectros UV-Visible de las variantes del entorno &cido alrededor del Trp171 de LiPHS8. La
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banda Soret y los detalles de las bandas CT1 y CT2 son indicados en negrilla.

Al evaluar los parametros cinéticos de la oxidacién de AV a VAD por los mutantes
simples del microambiente acido alrededor del Trp171, los resultados estuvieron de

acuerdo con los previamente expuestos por Smith et al', o sea que la neutralizacion de la
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carga parcial de los residuos Glu168 y Glu250 produjo un aumento en la afinidad aparente
del sustrato (K;) de 3 y 5 veces, respectivamente (ver Tabla 4.3.1.2. y Figura 4.3.1.3. A).
Adicionalmente, la actividad enzimatica (Kgt) disminuyd un 75% y 40% al mutar los
residuos Glu250 y Asp165, respectivamente. Para verificar si estos cambios descritos en
los parametros cinéticos de LiPH8 eran debidos a la funcion especifica de cada residuo en
el ciclo catalitico de LiPH8, se evalud la oxidacion de otros dos sustratos: DMP como
representante de las unidades fendlicas de lignina y ABTS como representante de los

compuestos de bajo potencial redox.

Tabla 4.3.1.2. Parametros cinéticos K (UM) , Keat (s7) Y Kca/Km (s™ mM™) para la oxidacion de AV, DMP y
ABTS por LiPH8 y variantes del entorno acido alrededor de Trp171. Son especificados los valores

promedio * desviacion estandar.

Sustratos Constantes LiPH8 Mutantes
cinéticas Nativa E250Q E168Q D264N D165N
Kn 73.0+£3.9 221.2+22.3 3476 +37.0 90.1+55 80.9+4.1
AV Keat 209+0.2 52+0.1 171 +£0.7 20.0+£0.3 125+0.2
KeatKm 282.1+15.2 235+24 492 +5.6 222.0+14.0 1545+ 8.2
Kn 38.1+58 39.3+3.2 50.2+3.9 334+1.0 427 +2.4
DMP Keat 99+04 1.5+0.0 7.0+£0.2 10.1 £ 0.1 53+0.1
KeatKm 259.8 £40.9 38.2+ 3.1 1394 +11.5 302.4+9.5 214174
Kn 26.7+1.2 37.2+4A1 264+1.8 145+0.7 30.3+0.6
ABTS Keat 19.9+0.3 9.2+0.3 16.2+0.3 225+04 15.7 £ 0.1
KeatKm 7453 +35.3 247.3 +28.3 613.6 +43.4 1551.1£79.8 519.7 + 3.3
Sustratos Constantes Mutantes
cinéticas F267I D165N/E168Q D264N/F2671 E168Q/E250Q D165N/E168Q/
D264N/F267I
Kn 233.4 £20.2 367.8 +33.9 273.2 +23.6 2156.4 £ 474.2 2549.2 + 627.9
AV Keat 15.7+0.3 11.6+0.3 13.5+£0.3 76+0.6 20.7+1.8
KeatKm 67.3+6.0 31.5+3.0 494 +4.4 35+0.8 81121
Kn 64.2+10.3 78.3+10.5 78.3+6.8 754 +11.4 81.8+12.3
DMP Keat 7.3+04 96+04 9.2+05 53103 10.9+0.5
KeatKm 113.7+£19.3 1226 £17.2 2452 +22.2 70.3+11.3 133.3+20.9
Kn 288+1.2 38.3+34 226+19 54+05 59+0.8
ABTS Keat 194 +0.2 26.2+0.7 29.3+0.7 13.2+0.3 15.2+0.8
KeatKm 673.6 +28.9 684.1 + 63.4 1294.6 + 115.8 2459.1 + 215.0 2605.7 + 394.6

De manera similar a los resultados obtenidos para la oxidacion del AV, la oxidacién
de DMP y ABTS se vio afectada en términos de la Keat si el residuo Glu250 era mutado,

donde la K;z: disminuyd en un orden de 7 y 2 veces para la oxidacion de DMP y ABTS
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respectivamente. La mutacion simple de los otros residuos acidos alrededor del Trp171 no
cambio significativamente los parametros cinéticos de la oxidacion de DMP y ABTS (Tabla
4.31.2, Figura4.3.1.3CyE).

El anillo aromatico del residuo Phe267 demostré ser importante en la afinidad
aparente del AV y DMP; como fue previamente reportado por Sollewijin et ar®. Si el
sistema rico en electrones 1 es removido, (para el caso en estudio, mutar Phe por lle), el
valor de la Ky para el AV y DMP aumenta 3 y 1.5 veces, respectivamente. Las
interacciones t-stacking establecidas entre los anillos aromaticos del sustrato y el residuo

Phe267 no son viables en el mutante F2671.
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Figura 4.3.1.3. Cinéticas enzimaticas para la oxidacion de AV, DMP y ABTS por LiPH8 y mutantes del
entorno acido alrededor de Trp171. En graficos A,C,E ®LiPH8 ®E250Q VE168Q AD264N EMD165N mF267I.
Graficos B,D,F ®LiPH8 ®D165N/E168Q V D264N/F2671 AE168Q/E250Q MD165N/E168Q/D264N/F2671.

En estudios previos de modelado y simulacién molecular realizados por Recabarren et
al*®, y resultados obtenidos en las SDMs descritas en la seccién 4.1.2, se demostré que los
residuos Asp264 y Phe267 estabilizan de manera conjunta el AV en la superficie de la
enzima por medio de interacciones Tr-stacking y enlaces de hidrégeno. Al cambiar
simultaneamente ambos residuos en el mutante D264N/F2671 no se observo un efecto
sinérgico en la interaccion del AV porque el mutante doble conserva los parametros

enzimaticos Keat Y Knm €n valores muy similares al del mutante simple F267I.

Por el contrario, el mutante E168Q/E250Q si reflejé un efecto sinérgico en la
oxidaciéon del AV. En este mutante doble, el valor de la K, aumento 30 veces y la Kcat
disminuyo 3 veces al comparar los valores de K y Kcat frente la los de la LiPH8 nativa. El
aumento de 30 veces en el valor de la K, podria atribuirse a la alteracién conjunta de las
interacciones con los residuos Glu168 y Glu250. Estos residuos habian demostrado alterar
en un orden de 5y 3 veces el valor de la K, cuando la mutacién fue simple; por su parte el

valor de la K.;: se mantuvo en valores similares a los del mutante E250Q.

El mutante cuadruple, en conjunto con la variante E168Q/E250Q, demostraron oxidar
con mejor eficiencia el ABTS. En ambos mutantes el valor de la K, decrecié 5 veces y
estos resultados pueden ser racionalizados en términos de que, debido a la remocion del

efecto electrostatico repulsivo y las interacciones estéricas, el sustrato anidnico y
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voluminoso ABTS puede interaccionar mejor con LiPH8. Fernandez-Fueyo et al.’™
describieron resultados similares cuando las cargas del canal del grupo hemo en MnP6 de

C. subvermispora fueron neutralizadas.

Con el objetivo de validar los resultados obtenidos para LiPH8, el mutante homologo
de E250Q (E243Q) fue producido en versatil peroxidasa (VP) por mutagénesis sitio dirigida.
El plasmido pFLAG1-VPL2 usado por Acebes et al.”” fue usado como templado para
generar el mutante E243Q por PCR empleando los primer mutagénicos especificado en el
Anexo 4. La enzima VP nativa y la mutante E243Q fueron expresadas en células E. coli
W3110 en medio de cultivo TB por induccion con IPTG. Luego, los polipéptidos inactivos de
las enzimas fueron obtenidos desde los cuerpos de inclusion, y se activaron bajo las
condiciones de replegado in vitro especificadas a continuacién: urea 0.16 M, hemina 20
MM, CaCl, 5 mM, DTT 0.1mM, glutatiéon oxidado 0.5 My 0.1 mg/mL de polipéptido en buffer
Tris/lHCI 20 mM pH 9.5. Las enzimas activas se purificaron desde las soluciones de
replegado concentradas y dializadas por un unico paso cromatografico empleando la
columna Resource-Q. Su identidad fue verificada por SDS-PAGE y por la evaluacion de los

maximos del espectro UV-Visible en el rango 250-700nm. (Ver Figura 4.3.1.4).

250
150
100 0.8 1

VP E243Q

0.14 503
0.12

0.10
0.08
0.06
0.04
0.02

0.00
450 500 550 600 650 700

0.6

638

41 kDa S 37 0.4

Absorbancia (UA)

(e@y) Jeinosjop osad

0.2 {

- 25
-—

15

0.0
VP 300 400 500 600 700
E243Q Longitud de Onda (nm)

Figura 4.3.1.4. (A) SDS PAGE y (B) Espectro UV-Visible para la variante E243Q de VP.

La banda Soret y los detalles de las bandas CT1 y CT2 son indicados en negrilla.

Los parametros cinéticos para la oxidacion de AV, DMP y ABTS fueron evaluados en

concentraciones saturantes de H;O, (0.25 mM) y en buffer tartrato 0.1 M pH 3.0. La
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oxidaciéon de Mn?* se evalué a pH 3.5 considerando la formacion del complejo de tartrato

de Mn** y su coeficiente de absorcién Molar € 235 = 6500 M 'ecm™.

De forma similar a los resultados obtenidos en las cinéticas de oxidacion de AV por el
mutante E250Q en LiPHS8, en el mutante E243Q de VP la K¢s disminuye para la oxidacion
de AV, DMP y ABTS (4, 3 y 2 veces, respectivamente) cuando el residuo Glu243 es
mutado por Glutamina (Ver Tabla 4.3.1.3 y Figura 4.3.1.5 A-D). La oxidacién del Mn** no
se vio afectada porque el sitio de oxidacién de Mn** ha sido localizado y descrito en otra
region de la enzima’®. Este hecho permite concluir que las alteraciones en la K.t en E243Q
son debidas a la mutacién puntual en el residuo Glu243 y no a cambios estructurales en el
mutante.

Tabla 4.3.1.3. Parametros cinéticos K, (UM) , Keat (™) Y Kea/Km (s”'/mM™) para la
oxidacién de AV, DMP, ABTS y Mn?* por VP y la variante E243Q. Son especificados

los valores promedio * desviacion estandar.

Sustratos Constantes cinéticas VP Mutante
Nativa E243Q
Kn 2749.1 +£453 2271.1 £ 145.8
AV
Keat 6.6 +0.0 1.6+0.0
Keat/Kim 24+0.0 0.7+0.0
Kn 176 +£1.0 18.3+1.3
DMP
Keat 7.1+0.1 2.6+0.0
Keat/Kim 403.4 + 23.6 142.1 £ 10.1
Kn 79+09 731206
ABTS
Keat 15.4 £ 0.6 78125
Keat/Kim 1949.4 + 234.7 1068.5 + 393.5
Kn 267.6 + 19.8 224.3+10.4
Mn2+
Keat 282.1+6.1 247.6 + 3.2
Keat/Kim 1054.2 + 81.1 1103.9 £ 53.1

Finalmente, con la intencién de verificar si la cavidad hidrofébica cercana a Trp171
cumplia la funcién de sitio auxiliar de uniéon y oxidacion de los sustratos en LiPH8, se
produjo el mutante quintuple D165N/E168Q/E250Q/D264N/F2671 usando como templado
el plasmido del mutante cuadruple y los primer mutagénicos de E250Q (Anexo 4). La
hipotesis de trabajo era que al alterar todo el sitio principal de unién de los sustratos, o sea
los residuos cercanos al residuo catalitico Trp171, el posible sitio accesorio entraria a jugar

un papel en la oxidacion de AV. Sin embargo, y de manera similar a las condiciones de
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oxidacion reportadas para el mutante W171S, no se detectd oxidaciéon alguna de AV hasta

alcanzarse concentraciones superiores a 12500 pM>2.
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Figura 4.3.1.5. Cinéticas de la oxidacién de AV, DMP, ABTS y Mn2+por VP y mutante E243Q en todas las
graficas ®VP ®E243Q.

4.3.2- Calculos de energia de interaccion a nivel semiempirico de mecanica cuantica.

La energia de interaccion (AE) para el sistema (LiP-AV)™ fue evaluada a un nivel de
calculos de mecanica cuantica semiempirico (Semiempirical Quantum Mechanics (SQM)).
Para ello, la enzima silvestre de LiPH8 y los mutantes fueron modelados considerando
segmentos moleculares que incluian los residuos ubicados en un radio de 5.5 A alrededor

del Trp171 y siguiendo la metodologia descrita en seccién 3.3.2.

En una primera aproximacion se evaluo la AE entre cada aminoacido del segmento de
la proteina en su estado silvestre (SEG) y el AV tanto en forma neutra (AV) como
radicalaria (AV™). Los resultados que se presentan en la Tabla 4.3.2.1 permiten observar

que los valores mas favorables (mas negativos) de AE fueron obtenidos entre cada
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aminoéacido de la proteina silvestre y el AV™". Los aminoacidos mas proximos al Trp171;
residuos Asp165, Asp264, Glu250, Glu168 y Phe267; fueron los que presentaron valores

mas favorables de AE con AV™.

Tabla 4.3.2.1. Valores promedio de AE (kcal-mol_1) entre AV
(neutro y radical catiénico) y los 9 amino acidos (aa)
localizados a menos de 5.5 A alrededor de Trp171.

AE (kcal-mol™")

aa

aa/AV aal AV™

Trp171 -11.9+0.2 -13.8+0.4
Phe164 -74+04 -21.5+0.6
Asp165 -10.5+0.2 -87.1+0.7
Leu167 -7.4+0.3 -14.3+0.5
Glu168 -10.2+0.2 -75.7+0.6
Glu250 -10.3+0.2 -76.5+0.5
Lys 260 -10.3+0.3 30.1+0.7
Asp264 -104+0.3 -83.1+04
Phe267 -79+0.3 -22.7+0.6
1le268 -55+0.2 -13.6+0.3

A continuacién, se evalud la energia de interaccion entre cada aminoacido del
segmento de la proteina en su estado mutado (MSEG) y el sustrato en forma radicalaria
(AV™) para los mutantes simples del entorno acido al Trp171 realizados a nivel
experimental. Los resultados se presentan en la Tabla 4.3.2.2 y se puede observar que
para todas las variantes generadas, se obtienen valores de AE menos favorables (mas
positivos) entre el aminoacido mutado y el AV™* respecto al mismo aa en LipH8 silvestre. La
pérdida de afinidad observada a nivel experimental (mayores valores de K.,), es predicha
adecuadamente por los calculos de AE y se podria plantear que estos célculos pueden
predecir posibles mutaciones que mejoren o empeoren la interaccion enzima-sustrato en el

sistema bajo estudio.

Tabla 4.3.2.2. Valores promedio de AE (kcal-mol™") entre AV (radical cati6nico) y cada uno de
los amino acidos mutados (Maa) en el entorno acido del Trp171(MAA)

S . aa/AV” Amino acidos Maa/AV™
Aminoacido original
AE mutados AE

(aa) (kcal-‘mol™) (Maa) (kcal-mol™)
Asp165 -87.1+0.7 Asn165 -147+04
Glu168 -75.7+0.6 GIn168 -28.4+0.5
Glu250 -76.5+0.5 GIn250 -222+04
Asp264 -83.1+04 Asn264 -16.6 £ 0.3
Phe267 -22.7+0.6 lle267 -226+04

64



CAPITULO IV: Resultados y discusion

En una siguiente aproximacion computacional, se evalué la AE para las interacciones
entre el sustrato y los segmentos de las enzimas mutantes (MSEG): D165N, E168Q,
E250Q, D264N y F267I. Se estimaron los valores de AE entre el sustrato de reaccion (AV)
y los diferentes MSEG considerando las dos posibles especies de radicales formadas en

Trp171 (TrpH™ y Trp’), descritas por Bernini et al’’

. Los resultados presentados en la Tabla
4.3.2.3 indican valores mas favorables de AE para TrpH™ (Tabla 4.3.2.3, columna 3) que
para Trp’ (Tabla 4.3.2.3, columna 2). Sin embargo, cuando se consideré la interaccion
intermolecular entre el producto de la reaccion (AV™) y el residuo Trp171 ya reducido (Trp),
se observaron los valores de AE mas favorables (mas negativos) (Tabla 4.3.2.3, columna
4). Estos valores obtenidos de AE ponen en evidencia, en términos energéticos, la
capacidad de la enzima LiPH8 para estabilizar el AV™ en su superficie, lo cual esta en
concordancia con los resultados de las SDM y la evidencia experimental que ha

demostrado la formacion del complejo LIP-AV™ por EPR?'.

Tabla 4.3.2.3. Valores promedio de AE (kcal'mol”) entre AV (neutro y radical cati6nico) y los
segmentos ubicados a 5.5 A alrededor del Trp171 en la enzima silvestre (SEG) y mutantes (MSEG). El
valor del SASA y el porcentaje de actividad residual son también especificados.

(sggg;nﬁgtgg) Valores promedio de AE (kcal'm0|'1) ':‘:stll‘:::lg 'I'er;1s$1
Trp AV TrpH'JAV Trp/AV* (%) (A?)
SEG (LiPH8 silvestre) -104+0.4 -29.6+0.4 -161.9+0.2 100+£0.9 399+3
MSEG(D165N) -55+0.3 -15.3+0.3 -124.3+£0.3 59.0+04 385+4
MSEG(E168Q) -8.1+£0.2 244 +£0.2 -138.4 £0.3 68.2+1.3 394+3
MSEG(E250Q) -4.1+0.2 -5.1+0.3 -109.1 £ 0.2 240+04 3792
MSEG(D264N) -9.8+04 -22.7+0.2 -145.8+0.4 923+1.8 404 £ 4
MSEG(F2671) -6.5+0.2 -18.1+0.4 -135.9+0.5 71.0+£1.7 390+3

?La actividad residual fue evaluada en buffer sodio tartrato 0.1 M pH 3.0 usando 0.31 mM de AV (concentracion saturante),
0.25 mM H,0,y 0.01 uM de enzima. El porcentaje de actividad residual fue calculado como un cociente entre la actividad
enzimatica de cada mutante con respecto a la enzima silvestre , y luego fue multiplicado por 100.

Para todos los segmentos de las enzimas mutantes analizadas, la mutacién puntual
caus6 un aumento de los valores de AE cuando se compararon con el valor de AE en la
enzima nativa (-161.9 kcal-mol™). De esta manera, cuando se analizaron los resultados del
sistema que presento los valores mas favorables de AE (MSEG(Trp)/AV™), se observo que
la mutacion de los residuos Glu250, Asp165, Phe267, Glu168 y Asp264 causé una
reduccion del valor del AE de 32%, 23%, 16%, 14% y 9%, respectivamente; por tanto, la
pérdida de afinidad por el AV fue correctamente predicha por los calculos de AE. Al
establecer una correlacion entre los valores de AE y los valores experimentales del

porcentaje de actividad catalitica residual para todos los mutantes estudiados (Tabla
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4.3.2.3, columna 5), se obtiene un buen coeficiente de correlacion (r*=0.94), Figura 4.3.2.1
A. Un estudio similar en los que las diferencias de la K, en algunas enzimas mutantes
producian diferencias en la catalisis enzimatica de una deshidrogenasa fue reportado por
Tiwari et al’®.

De lo anterior, es posible sugerir que la metodologia SQM empleada tiene el potencial
de proporcionar valores de AE que permitirian identificar posibles mutaciones que causen

cambios en la actividad enzimatica de LiPHS8.
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Figura 4.3.2.1. Correlacion entre (A) Valores experimentales de % de actividad residual vs AE de los

sistemas Trp/AV™" y (B) valores experimentales de K, vs Valores promedio del SASA del Trp171.

Al analizar los valores del SASA (Solvent Accesible Surface Area) para el Trp171 en
los segmentos de las enzimas mutantes E250Q, D165N, F2671 y E168Q, y comparando los
resultados con el segmento de la enzima silvestre (SEG), se observd una reduccion parcial
de 8%, 4%, 2% y 1%, respectivamente en los valores de SASA (Tabla 4.3.2.3, columna 6).
Por tanto, las mutaciones indicadas causaron una compactacion del espacio alrededor del
Trp171 como se ilustra en la Figura 4.3.2.2 B, C, D, F. Por el contrario, la mutacién D264N
generd una apertura y expansion de los residuos que forman la cavidad alrededor del
Trp171 (Figura 4.3.2.2 E) y generé un aumento del valor del SASA, favoreciendo asi la

interaccion entre Trp171 y AV™ y por tanto se observan los valores de AE mas favorables.

Al establecerse una correlacion entre los valores experimentales del Kt y los

obtenidos a partir del SASA (Tabla 4.3.2.3, columna 6), se presenta un coeficiente de
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correlacion de r’=0.89 (Figura 4.3.2.1 B). Por tanto, se podria sugerir que para la catalisis
de LiPH8 es importante el acceso del sustrato al Trp171, dado que para que ocurra la
transferencia electronica entre enzima y sustrato es necesaria una adecuada orientacion y

distancia del sustrato sobre la superficie de la enzima.

F2671

Figura 4.3.2.2. Analisis de SASA para Trp171 en los sistemas de la enzima LiPH8 silvestre y mutantes.

Para los sistemas LiPH8 nativa y mutantes D264N y E250Q se seleccionaron los
100 complejos con los valores AE mas favorables con el objetivo de analizar las principales
interacciones intermoleculares que se presentaron entre Trp171 y AV™ (Figura 4.3.2.3). El
analisis mostré la presencia de interacciones Tr-mm stacking borde-cara entre el anillo
aromatico del AV y el anillo inddlico del Trp171, pero estas interacciones se registraron en
diferentes porcentajes para los sistemas estudiados (67%, 100% y 80%, para LiPH8 nativa,
E250Q y D264N, respectivamente). La cavidad ligeramente menos compacta alrededor de
Trp171 en los sistemas de LiPH8 nativa y mutante D264N, permitié generar 33% y 7% de
interacciones 1r-stacking cara-cara (Figura 4.3.2.3 B, E). Ademas, se identifico un 43% de
enlaces de hidrégeno entre el residuo Asn y el AV en el mutante D264N (Figura 4.3.2.3 D).
De este ultimo, el 13% correspondié a complejos estabilizados sélo con este tipo de

interaccién, y el 30% a complejos que se estabilizaron con enlaces de hidrogeno e
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interacciones T-m stacking borde-cara de manera conjunta (Figura4.3.2.3 D).
Probablemente, esta variedad de interacciones intermoleculares contribuyeron a obtener
valores de AE similares a los observados en la enzima LiPH8 nativa. Por otro lado, la
cavidad compactada, y su mayor impedimento estérico alrededor de Trp171 en el mutante
E250Q, sélo permitié generar interacciones 1-11 stacking borde-cara que tenian mayores
distancias de unién (diferencias de aproximadamente 0.25 A en promedio) y, por lo tanto,
menor estabilidad que las generadas en LiPH8 nativa obteniéndose con ello valores de

energia de interaccion menos favorables.

LiPH8 Nativa E250Q D264N

EEE 1 stacking borde cara (67%) mEE T stacking borde cara ~ WEE rtstacking borde cara (80%)
(100%) HEME Enlaces de Hidrégeno (43% and 13%)

M NN ntstacking cara cara (33%) BN W rstacking cara cara (7%)

Figura 4.3.2.3. Principales interacciones de Trp171-AV™ en los 100 complejos con valores de AE mas
favorables para (A,B) LiPH8 nativa, (C) mutante E250Q, (D,E) mutante D264N.

4.3.3- Calculos QM/MM de densidad de espin.

Con el fin de entender los cambios experimentales registrados en la K¢ en el
mutante E250Q de LiPH8, se realizaron calculos de densidad de espin a un nivel de
célculos hibridos QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular Mechanics). Reportes previos

han empleado esta metodologia como un indicador adecuado que permite explicar los
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cambios de reactividad en sistemas enzimaticos donde se presentan eventos cataliticos
que implican la transferencia de electrones®® % Al considerar en el calculo QM/MM tanto
el sustrato como la enzima es posible esclarecer si un electrén desapareado producto de la
oxidacion enzimatica es energéticamente mas estable en los orbitales moleculares del

agente oxidante o reductor.

Para la enzima nativa de LiPH8, y el mutante E250Q, se realizd un analisis de
densidad de espin. Varias conformaciones de las estructuras de las enzimas mencionadas
fueron extraidas desde las SDMs donde las estructuras alcanzaron un RMSD estable
(Anexo 5), luego a estas estructuras se les realizé6 un muestreo conformacional siguiendo la
metodologia especificada en la Figura 3.2.2.1. paso 3 y 4, y se calcul6 la AE entre AV y
Trp171. A las estructuras con los valores de energia mas favorables se les procedid a
calcular la densidad espin. Se considero en la region QM el residuo Trp171 y el sustrato AV
y en la region MM se incluyé el resto de la enzima sin tener presente iones y moléculas del
solvente. Se calcul6 el estado electrénico doblete de la capa QM usando la aproximacion
QM/MM vy utilizando el siguiente nivel de teoria: funcional M06-2L base 6-31G™ para la
region QM y los parametros del campo de fuerza OPLS-2005 para la region MM.

Inicialmente, se encontré6 que aquellas estructuras en las que se establecia una
interaccion T-stacking borde-cara entre AV y Trp171 eran estructuras en las que se
compartia densidad de espin. Por tanto, y como criterio final de seleccion de las
estructuras a las que se le realiz6 muestreo conformacional, se establecié la seleccion de
aquellas estructuras con valores de AE mas favorables y que presentaran la interaccion 1

stacking borde-cara entre el sustrato y el residuo Trp171.

Diez estructuras fueron seleccionadas para los sistemas de LiPH8 nativa y mutante
E250Q y se evalud la variacién de la densidad de espin por atomo a través del analisis de
la poblacion electrénica estimada por el método de particion de Mulliken®, con el objetivo
de determinar la deslocalizacion electronica desde el agente reductor (AV) al agente
oxidante (Trp171).
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En la Figura 4.3.3.1 A,B,C se puede observar que hay una mayor densidad de espin
sobre el AV en el sistema E250Q que en LiPH8 nativa, indicando esto que una mayor
transferencia de electrones desde el AV hacia el Trp171 ocurriria en la enzima mutante
E250Q que en la enzima nativa. Estos resultados no estan en concordancia con la
evidencia experimental porque al disminuir la Kt en la enzima mutante E250Q, se
esperaria una disminucién de la densidad de espin sobre el AV en el sistema mutante y no

un aumento como es observado.
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Figura 4.3.3.1. Representacion QM/MM de la distribucién de la densidad de espin en Trp171 y AV (A)

LiPH8 E250Q

densidad de espin para la distribucion de un electron en LiPHS8, (B) densidad de espin para la distribucién de
un electron en E250Q, (C) representacién en un diagrama de caja de la distribucién de la densidad de espin
sobre AV en LiPHS8 nativa y variante E250Q (D) representacion en un diagrama de caja de la distribucion de

la densidad de espin sobre Trp171 en LiPH8 nativa y variante E250Q.

Al analizar la densidad de espin sobre el Trp171 en el sistema mutante y LiPH8
nativa (Figuras 4.3.3.1 B, D) se aprecia poca densidad de espin sobre el Trp171 del
variante E250Q, demostrando esto que el Trp171 en la variante de E250Q es poco estable

energéticamente para albergar un electréon desapareado, lo cual concuerda con la
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evidencia experimental y computacional disponible. Para dar mayor claridad a esto, el
analisis de la oxidacion del Trp171 por LiPH8 como compuesto | fue realizado siguiendo la

metodologia indicada en la seccién 3.3.3.

Los resultados presentados en la Figura 4.3.3.2 muestran el modelado QM/MM de
la oxidacion del Trp171 por parte de la enzima como compuesto | en LiPH8 nativa y
variante E250Q considerando el estado electronico cuarteto. Como se puede observar en
los mapas de densidad de espin (Figure 4.3.3.2 B, C), dos electrones se establecen en los
orbitales mixtos dxz/dyz y px/py del Fe** y el oxigeno acorde a reportes previos %' y en la
deslocalizacion del tercer electron desapareado es donde se establecen diferencias en los
sistemas bajo estudio. En LiPH8 nativa, el tercer electron desapareado esta
mayoritariamente posicionado sobre el Trp171 (~80%) (Figura 4.3.3.2 A,B) mientras que
en el mutante E250Q se observa un menor posicionamiento en ese electron desapareado
sobre el Trp171 (~55%) (Figura 4.3.3.2 A,C). Adicionalmente, se observa como
compensacion una mayor localizacion de densidad espin sobre los grupos propionato del
anillo porfirinico en E250 (Ver Figura 4.3.3.2 C).
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Figura 4.3.3.2. Representacion QM/MM de la distribucion de la densidad de espin en Trp171 y el grupo hemo
(A) representacion en diagrama de caja de la distribucién de la densidad de espin sobre Trp171 en LiPH8
nativa y variante E250Q, (B) densidad de espin para la distribucion de tres electrones en LiPH8, (C) densidad

de espin para la distribucion de tres electrones en E250Q.

La deslocalizacion de electrones estimada por los mapas de densidad de espin ha
demostrado estar bien correlacionada con la fuerza impulsora de la transferencia de
electrones para determinar la estabilidad del electron no pareado en los orbitales
moleculares del donante o aceptor’®®"%2. Ademas, la deslocalizacién de densidad de espin

es comparable a la afinidad electronica y, por tanto, una enzima debe tener una alta
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capacidad de aceptar electrones de manera eficiente®®, que es uno de los criterios que se
debe cumplir para que cualquier enzima peroxidasa sea considerada como un catalizador
eficiente. Por lo tanto, las densidades de espin calculadas mediante el enfoque QM/MM
proporcionan informacion cuantitativa que demuestra que la mutacion en el residuo Glu250
implica un aumento de la afinidad electrénica en Trp171 y, por lo tanto, la reactividad
enzimatica de la LiP tiende a disminuir porque la LiP como compuesto | en el mutante

E250Q extrae un electron de Trp171 con menor eficiencia que la enzima nativa de LiPH8.
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CAPITULO V:

Conclusiones
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

En esta tesis doctoral, por metodologias de SDM se estudiaron las interacciones
entre LIP y el AV en su estado neutro (AV) y como radical cationico (AV™). Estos estudios
evidenciaron que la interaccion del AV con LiP podria ocurrir principalmente en dos sitios
de LiP, una cavidad hidrofébica cercana al residuo catalitico Trp171 y el entorno acido del
Trp171. Para ambos sitios se caracterizaron los aminoacidos involucrados en la interaccion
con el AV o AV™y se hallo la predominancia de interacciones hidrofébicas y electrostaticas

respectivamente.

Mediante estudios de cinética enzimatica de mutantes simples de los principales
residuos de LiP que interactuaban con AV en las SDM se observd que la mutacion los
residuos Phe129, 11e268, GIn274 y Pro279 pertenecientes a la cavidad hidrofobica cercana
al Trp171, no producia cambios en las constantes de cinética enzimatica de LiP. Por lo
tanto, aunque dichos residuos demostraron interactuar con el AV en las SDM, no tienen un

rol significativo en el ciclo catalitico de LiP.

Por otra parte, la mutacién de algunos residuos pertenecientes al entorno acido del
Trp171 si afectd los parametros cinéticos de LiP. Al mutar los residuos Glu168, Glu250 y
Phe267 la K, aumentd y al mutar el Glu250 la K¢t disminuyd. La racionalizacién de estos
resultados usando calculos de energia de interaccion de LiP-AV a nivel semiempirico de
mecanica cuantica, demostré que los valores de la energia de interaccion (AE) eran mas
favorables para la interaccién con el AV en su estado radicalario que neutro y los valores
mas favorables de AE se presentaron para el complejo producto de la reaccién enzimatica

(Trp-AV™) que para los posibles complejos sustrato-enzima (TrpH*/AV o Trp’/AV).

El estudio de la oxidacion del residuo Trp171 por parte del compuesto | en la
variante LiP E250Q a través de calculos QM/MM demostré que el Trp171 en esta variante
presenta una mayor afinidad electronica. Esto conlleva a que la oxidacion del Trp por el
compuesto | sea menos eficiente y este fendbmeno, en conjunto con un menor SASA
observado para el Trp171, posiblemente serian la causa de la disminucion de los valores
de Keat.
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Las propiedades cataliticas de LiPH8 estan moduladas por los residuos Glu168, Glu250 y
Phe267 cercanos al Trp171. La mutacién de estos residuos permite optimizar la afinidad y
catalisis de LiPH8 por diferentes sustratos. En esta tesis esto fue demostrado al generar el
mutante cuadruple D165N/E168Q/E250Q/F2671 de LiPH8 que demostrd tener mayor
afinidad por el ABTS por haberse neutralizados las cargas cercanas al Trp171 y haberse

removido un aminoacido voluminosos (Phe267).
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Lignin peroxidase (LiP) and its natural substrate veratryl alcohol (VA) play a crucial role in lignin degradation by
Received 14 May 2019 white-rot fungi. Understanding the molecular determinants for the interaction of this enzyme with its substrates

Received in revised form 3 July 2019 is essential in the rational design of engineered peroxidases for biotechnological application. Here, we combine

:5?“‘;;: Z ‘{:11121(:)119 uly 2019 computational and experimental approaches to analyze the interaction of Phanerochaete chrysosporium LiP (iso-

enzyme H8) with VA and its radical cation (VA™, resulting from substrate oxidation by the enzyme). Interaction
Keywards: energy calculations at semiempirical quantum mechanical level (SQM) between LiP and VA/VA"" enabled to
Phanerochaete chrysosporium identify those residues at the acidic environment of catalytic Trp171 involved in the main interactions. Then, a
Lignin peroxidase battery of variants, with single and multiple mutations at these residues (Glu168, Asp165, Glu250, Asp264,
Veratryl alcohol and Phe267), was generated by directed mutagenesis, and their kinetics parameters were estimated on VA and
Sited-directed mutagenesis two additional substrates. The experimental results show that Glu168 and Glu250 are crucial for the binding of
Interaction energy VA, with Glu250 also contributing to the turnover of the enzyme. The experimental results were further rational-
gltl)\—ﬂMMM ized through new calculations of interaction energies between VA/VA™ and LiP with each of the single muta-

tions. Finally, the delocalization of spin density was determined with quantum mechanics/molecular
mechanics calculations (QM/MM), further supporting the contribution of Glu250 to VA oxidation at Trp171.

© 2019 The Authors. Published by Elsevier BV. on behalf of Research Network of Computational and Structural
Biotechnology. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license ( http://creativecommons.org/licenses/
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Computational Modeling Methods for Understanding
the Interaction of Lignin and Its Derivatives with
Oxidoreductases as Biocatalysts

Jans Alzate-Morales, Rodrigo Recabarren,
Isabel Fuenzalida-Valdivia, Jefferson Romero and
Angel T. Martinez

Additional information is available at the end of the chapter

http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.70554

Abstract

This chapter will be presented as follow. First, a brief introduction to structure and
characterization of lignin and its derivatives is presented, as well as their importance as
chemical scaffolds for obtaining value-added products in chemical, food, pharmaceutical
and agriculture industry. Second, an extensive review of different reports using computa-
tional modeling methods —like molecular dynamics simulations, quantum mechanics and
hybrid calculation methods, among others—in the understanding of enzyme-substrate
interaction and biocatalysis will be presented. Third, and as last part of chapter, some
hand picked examples from literature will be chosen as successful cases where the inter-
play between experiment and computation has given as a result protein engineered oxi-
doreductases with improved catalytic capabilities.

Keywords: lignin, oxidoreductases, QM-MM, docking, molecular dynamics, biocatalysis
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Anexo 3. Poster de participacion nacional 2017.

“Crucial Residues Associated with Phenol degradation by Lignin peroxidase H2 from Phanerochaete
chrysosporium an approximation based on Molecular Dynamics with virtual Alanine Scanning”

Jefferson O. Romero", Isabel Fuenzalida-Valdivia', Wendy Gonzalez', Jans Alzate-Morales'
Centre for Bicinformatics and Molecular Simulation, School of Bioinformatics Engineering, 2 Norte 685 Casilla 721, Universidad de Talca, Talca, Chile

“Email: Jeromero@utalca.cl

Introduction

’ Methodology ~

Lignin p (LiP) from Ph crysosporium has been shown The crystal structure of LIP (PDB code 1LLP) was used in
to mineralize a variety of P and to oxidize a this study. The structure was prepared with the protein
number of phenalic and palycyclic aromatic compounds through a direct or preparation wizard tool of Maestra2. Docking calculations
Indirect p y that was pr y (Figure 1), of VA In its radical state at Trp171 were performed with the
The key amine acds involved in this function have not been reported yet. In Glide® program generating 40 poses. The conformation
this work, using Molecular Dy (MD) lon and Computational with the better value of AG calculate with MMGBESA
Alanine Scanning (CAS). it was possible to identify a possible binding place was d. three lecules of Phenal were
to phencl oxidation next to catalytic residue Trp171. The most important added and the system was prepared 1o run molecular

and resid; ponsible for the stabdization of the substrate at (MD) sl with the o d and
the protein surface was ized and three | wiere the OPLS-2005 force fleld. Frames in which an interaction

proposed to confirm the information presented. between Protein and Phenol was detected through
Simulation Interaction Diagram (SID) were clustered and

the structures with a difference of 5 kcallmol of the

- -

w - - — - e minimum AG value i every duster were submitted to

w N mowws “ oo e Compt Alanine g (CAS). The enzymatic

Y/ N\ St PR /*“. variants were generated with the residue scanning module

-l \reen e w / s 2 of Bloluminate®, AG value for this structures were also

Tloaene \ / ‘neewr 7 /AL Fig2, Representation of system of DM evaluated and a final A4G binding value were calculated to
o - e — we ' every g to 1.

e . w - o

AAG yrary™ BGrrtrgmutare * ACmtrg-assaywa (1)
Fig 1. The cataiytic cycle of LiP in the degradation of phenalic compounds. (left) Drect
pathraay (nght) indirect pathway \ )

e Results and discussion N\
Tabla 1. Caloulated binding free energy for the Phenal binding to the WT

and representative mutants in each cluster,

*Hydrogena Boses

*Haphotsc contacts Cluster Contribution
* = ik (sckge fuce)

AG binding  AAG binding
{kcalimole) (kcallmole)

¥ shcking (facetooe)

i

e I
H Wild Type -25.873(1.546 -
2 e Cluster 1 w» ( )
PheIn? Phe164Ala  -20.987(1.945) 4.885(0.614)
- - Wid Type | -36.033(1.637) -
uster I T 1
. N M . Phe129Ala | -33.227(1.808) | 2.806(0.851)
Whteranan T T 1
Wild Type | -21.413(1.605) .
Fig 4, Simaiation Interaction Disgram for 3 MD of 200ns Cluster 3

GIn274Ala | -17.236(1.643) | 4.177{2.920)

A0 WY

Fig 3. Volumetric map of the Phenol occupancy oblained using

VMD's vaimap plugin®
\ Fig 5. Representative structures from dustering calculations derved from MD, A) Cluster 1 B) Cluster 2 C) Cluster 3
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ANEXOS

Anexo 4. Partidores mutagénicos empleados para generar los variantes de LiPH8 y VP.

Tabla 1. Partidores (forward y reverse) empleados para generar las variantes de LiPH8
y VP. Los nucleétidos mutados son resaltados en verde

Mutacion Primer Secuencia
E243Q fwd CAG ACT GCC TGC CAATGG CAG TCCATG G
rev CCA TGG ACT GCC ATT GGC AGG CAG TCT G
F129A fwd G ATG AAC TTC GCC ACC GGT CGT GCG CCG GCG
rev C GCC GGC GCA CGA CCG GTG GCG AAG TTC ATC
F164A fwd GAC GCG GGT GAA GCC GAC GAACTG GAACTG G
rev CCAGTTCCAGTT CGT CGG CTTCACCCGCGTC
D165A fwd GCG GGT GAA TTC AAC GAA CTG GAACTG GTT TGG
rev CCA AAC CAGTTC CAG TTC GTT GAATTC ACC CGC
E168Q fwd GAC GAA CTG CAACTG GTT TGG ATG CTG TCT GCG
rev CGC AGA CAG CAT CCAAAC CAGTTG CAGTTC GTC
E250Q fwd CGT ACC GCG TGC CAATGG CAG TCT TTC GTT AAC
rev GTT AAC GAA AGA CTG CCATTG GCA CGC GGT ACG
D264N fwd CTG GTT GAC AAC TTC CAG TTC ATC TTC CTG GCG
rev CGC CAG GAA GAT GAACTG GAA GTT GTC AAC CAG
F2671 fwd GAC GAC TTC CAG ATC ATC TTC CTG GCG CTGACCC
rev GGG TCA GCG CCA GGAAGATGATCT GGAAGT CGTC
1268A fwd GAC TTC CAGTTC GCC TTC CTG GCG CTGACC CAGC
rev GCT GGG TCA GCG CCA GGA AGG CGAACT GGAAGTC
Q274A fwd GCG CTG ACC GCG CTG GGT CAG GAC CCG AAC GCG
rev CGC GTT CGG GTC CTG ACC CAG CGC GGT CAG CGC
P278A fwd G GGT CAG GAC GCG AAC GCG ATG ACC GAC TGC
rev G CAG TCG GTC ATC GCG TTC GCG TCC TGA CCC
D264N/F267I fwd CTG GTT GAC AAC TTC CAG ATC ATC TTC CTG GCG
rev CGC CAG GAA GAT GAT CTG GAA GTT GTC AAC CAG
D165N/E168Q fwd GGT GAATTC AAC GAA CTG CAACTG GTT TGG ATG CTG
rev CAG CAT CCAAAC CAGTTG CAG TTC GTT GAATTC ACC
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ANEXOS

Anexo 5. Analisis de RMSD para el backbone de la proteina de los sistemas LiPH8 silvestre y
mutantes del entorno acido con respecto a la estructura cristalografica PDB 1LLP: HLiPHS,
ED165N, "D264N, mE168Q, ME250Q y MF267I.
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ANEXOS

Anexo 6. Diagramas de interaccion para las réplicas de las SDM del sistema LiP-AV"*. (A) Réplica 1,
(B) Réplica 2.
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Residuo
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ANEXOS

Anexo 6. Diagramas de interaccidn para las réplicas de las SDM del sistema LiP-AV"". (C) Réplica 3,
(D) Réplica 4.
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ANEXOS

Anexo 6. Diagramas de interaccién para las réplicas de las SDM del sistema LiP-AV"". (E) Réplica 5.
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ANEXOS

Anexo 7. Diagramas de interaccidon para las réplicas de las SDM del sistema LiP-AV(ESP). (A)
Réplica 1, (B) Réplica 2.
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ANEXOS

Anexo 7. Diagramas de interaccion para las réplicas de las SDM del sistema LiP-AV(ESP). (C)
Réplica 3, (D) Réplica 4.
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ANEXOS

Anexo 7. Diagramas de interaccion para las réplicas de las SDM del sistema LiP-AV(ESP). (E)
Réplica 5.
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ANEXOS

Anexo 8. Diagramas de interaccidon para las réplicas de las SDM del sistema LiP-AV(OPLS). (A)
Réplica 1, (B) Réplica 2.
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ANEXOS

Anexo 8. Diagramas de interaccion para las réplicas de las SDM del sistema LiP-AV(OPLS). (C)
Réplica 3, (D) Réplica 4.
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ANEXOS

Anexo 8. Diagramas de interaccion para las réplicas de las SDM del sistema LiP-AV(OPLS). (E)
Réplica 5.
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ANEXOS

Anexo 9. Alineamiento multiple de la secuencia del DNA plasmidial de LiPH8 y los plasmidos de
los mutantes del entorno acido de Trpl71. El alineamiento fue generado por alineacion
progresiva usando el software Mega773. Los nucledétidos mutados via PCR son resaltados en
verde.

|78
LiPH8 GCGACCTGCTCTAACGGTAAAACCGTTGGTGACGCGTCTTGCTGCGCGTGGTTCGACGTTCTGGACGACATCCAGCAG
D165N GCGACCTGCTCTAACGGTAAAACCGTTGGTGACGCGTCTTGCTGCGCGTGGTTCGACGTTCTGGACGACATCCAGCAG
E1680Q GCGACCTGCTCTAACGGTAAAACCGTTGGTGACGCGTCTTGCTGCGCGTGGTTCGACGTTCTGGACGACATCCAGCAG
E2500Q GCGACCTGCTCTAACGGTAAAACCGTTGGTGACGCGTCTTGCTGCGCGTGGTTCGACGTTCTGGACGACATCCAGCAG
D264N GCGACCTGCTCTAACGGTAAAACCGTTGGTGACGCGTCTTGCTGCGCGTGGTTCGACGTTCTGGACGACATCCAGCAG
F267I GCGACCTGCTCTAACGGTAAAACCGTTGGTGACGCGTCTTGCTGCGCGTGGTTCGACGTTCTGGACGACATCCAGCAG
D165N_E168Q GCGACCTGCTCTAACGGTAAAACCGTTGGTGACGCGTCTTGCTGCGCGTGGTTCGACGTTCTGGACGACATCCAGCAG
E168Q_E250Q GCGACCTGCTCTAACGGTAAAACCGTTGGTGACGCGTCTTGCTGCGCGTGGTTCGACGTTCTGGACGACATCCAGCAG
D264N_F267I GCGACCTGCTCTAACGGTAAAACCGTTGGTGACGCGTCTTGCTGCGCGTGGTTCGACGTTCTGGACGACATCCAGCAG

D165N_E168Q D264N_F267I GCGACCTGCTCTAACGGTAAAACCGTTGGTGACGCGTCTTGCTGCGCGTGGTTCGACGTTCTGGACGACATCCAGCAG

Fhhkhkhhkhhkhhhhhhkhhhhkh ok hhhhkhhhhhkhkhk ok ke ok ok ok ok ok kh ok ok ok hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk k%

|156
LiPH8 AACCTGTTCCACGGTGGTCAGTGCGGTGCGGAAGCGCACGAATCTATCCGTCTGGTTTTCCACGACTCTATCGCGATC
D165N AACCTGTTCCACGGTGGTCAGTGCGGTGCGGAAGCGCACGAATCTATCCGTCTGGTTTTCCACGACTCTATCGCGATC
E168Q AACCTGTTCCACGGTGGTCAGTGCGGTGCGGAAGCGCACGAATCTATCCGTCTGGTTTTCCACGACTCTATCGCGATC
E2500 AACCTGTTCCACGGTGGTCAGTGCGGTGCGGAAGCGCACGAATCTATCCGTCTGGTTTTCCACGACTCTATCGCGATC
D264N AACCTGTTCCACGGTGGTCAGTGCGGTGCGGAAGCGCACGAATCTATCCGTCTGGTTTTCCACGACTCTATCGCGATC
F2671 AACCTGTTCCACGGTGGTCAGTGCGGTGCGGAAGCGCACGAATCTATCCGTCTGGTTTTCCACGACTCTATCGCGATC
D165N_E168Q AACCTGTTCCACGGTGGTCAGTGCGGTGCGGAAGCGCACGAATCTATCCGTCTGGTTTTCCACGACTCTATCGCGATC
E168Q_E250Q AACCTGTTCCACGGTGGTCAGTGCGGTGCGGAAGCGCACGAATCTATCCGTCTGGTTTTCCACGACTCTATCGCGATC
D264N_F2671 AACCTGTTCCACGGTGGTCAGTGCGGTGCGGAAGCGCACGAATCTATCCGTCTGGTTTTCCACGACTCTATCGCGATC

D165N_E168Q D264N_F267I AACCTGTTCCACGGTGGTCAGTGCGGTGCGGAAGCGCACGAATCTATCCGTCTGGTTTTCCACGACTCTATCGCGATC

Khkkkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk*x

|234
LiPHS TCTCCGGCGATGGAAGCGCAGGGTARATTCGGTGGTGGTGGTGCGGACGGTTCTATCATGATCTTCGACGACATCGAA
D165N TCTCCGGCGATGGAAGCGCAGGGTARATTCGGTGGTGGTGGTGCGGACGGTTCTATCATGATCTTCGACGACATCGAA
E1680 TCTCCGGCGATGGAAGCGCAGGGTARATTCGGTGGTGGTGGTGCGGACGGTTCTATCATGATCTTCGACGACATCGAA
E250Q TCTCCGGCGATGGAAGCGCAGGGTAAATTCGGTGGTGGTGGTGCGGACGGTTCTATCATGATCTTCGACGACATCGAA
D264N TCTCCGGCGATGGAAGCGCAGGGTAAATTCGGTGGTGGTGGTGCGGACGGTTCTATCATGATCTTCGACGACATCGAA
F2671I TCTCCGGCGATGGAAGCGCAGGGTARATTCGGTGGTGGTGGTGCGGACGGTTCTATCATGATCTTCGACGACATCGAA
D165N_E168Q TCTCCGGCGATGGAAGCGCAGGGTARATTCGGTGGTGGTGGTGCGGACGGTTCTATCATGATCTTCGACGACATCGAA
E168Q_E250Q TCTCCGGCGATGGAAGCGCAGGGTARATTCGGTGGTGGTGGTGCGGACGGTTCTATCATGATCTTCGACGACATCGAA
D264N_F2671I TCTCCGGCGATGGAAGCGCAGGGTARATTCGGTGGTGCTGGTGCGGACGGTTCTATCATGATCTTCGACGACATCGAA

D165N_E168Q D264N_F267I TCTCCGGCGATGGAAGCGCAGGGTAAATTCGGTGGTGGTGGTGCGGACGGTTCTATCATGATCTTCGACGACATCGAA

Fhhkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhhhkhkhkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk ok k

|312
LiPH8 ACCGCGTTCCACCCGAACATCGGTCTGGACGAAATCGTTAAACTGCAGAAACCGTTCGTTCAGAAACACGGTGTTACC
D165N ACCGCGTTCCACCCGAACATCGGTCTGGACGAAATCGTTAAACTGCAGAAACCGTTCGTTCAGAAACACGGTGTTACC
E168Q ACCGCGTTCCACCCGAACATCGGTCTGGACGAAATCGTTAAACTGCAGAAACCGTTCGTTCAGAAACACGGTGTTACC
E2500Q ACCGCGTTCCACCCGAACATCGGTCTGGACGAAATCGTTAAACTGCAGAAACCGTTCGTTCAGAAACACGGTGTTACC
D264N ACCGCGTTCCACCCGAACATCGGTCTGGACGAAATCGTTAAACTGCAGAAACCGTTCGTTCAGAAACACGGTGTTACC
F2671 ACCGCGTTCCACCCGAACATCGGTCTGGACGAAATCGTTAAACTGCAGAAACCGTTCGTTCAGAAACACGGTGTTACC
D165N_E168Q ACCGCGTTCCACCCGAACATCGGTCTGGACGAAATCGTTAAACTGCAGAAACCGTTCGTTCAGAAACACGGTGTTACC
E168Q_E250Q ACCGCGTTCCACCCGAACATCGGTCTGGACGAAATCGTTAAACTGCAGAAACCGTTCGTTCAGAAACACGGTGTTACC
D264N_F267I ACCGCGTTCCACCCGAACATCGGTCTGGACGAAATCGTTAAACTGCAGAAACCGTTCGTTCAGAAACACGGTGTTACC

D165N_E168Q D264N_F267I ACCGCGTTCCACCCGAACATCGGTCTGGACGAAATCGTTAAACTGCAGAAACCGTTCGTTCAGAAACACGGTGTTACC

Fohkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh ok h ok ok ok ok ok hkhk ok ok hkh ok ok ok hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk ok k

[390
LiPHS CCGGGTGACTTCATCGCGTTCGCGGETGCGGTTGCGCTGTCTARCTGCCCGGGTGCGCCGCAGATGARCTTCTTCACC
D165N CCGGGTGACTTCATCGCGTTCGCGGETGCGGTTGCGCTGTCTARCTGCCCGGGTGCGCCGCAGATGARCTTCTTCACC
E1680 CCGGGTGACTTCATCGCGTTCGCGGETGCGGTTGCGCTGTCTARCTGCCCGGGTGCGCCGCAGATGARCTTCTTCACC
E250Q CCGGGTGACTTCATCGCGTTCGCGGETGCGGTTGCGCTGTCTARCTGCCCGGETGCGCCGCAGATGARCTTCTTCACC
D264N CCGGGTGACTTCATCGCGTTCGCGGETGCGGTTGCGCTGTCTARCTGCCCGGETGCGCCGCAGATGARCTTCTTCACC
F2671 CCGGGTGACTTCATCGCGTTCGCGGETGCGGTTGCGCTGTCTARCTGCCCGGETGCGCCGCAGATGARCTTCTTCACC
D165N_E168Q CCGGGTGACTTCATCGCGTTCGCGGETGCGGTTGCGCTGTCTARCTGCCCGGGTGCGCCGCAGATGARCTTCTTCACC
E168Q_E250Q CCGGGTGACTTCATCGCGTTCGCGGETGCGGTTGCGCTGTCTARCTGCCCGGGTGCGCCGCAGATGARCTTCTTCACC
D264N_F2671 CCGGGTGACTTCATCGCGTTCGCGGETGCGGTTGCGCTGTCTARCTGCCCGGETGCGCCGCAGATGARCTTCTTCACC

D165N_E168Q D264N_F267I CCGGGTGACTTCATCGCGTTCGCGGGTGCGGTTGCGCTGTCTAACTGCCCGGGTGCGCCGCAGATGAACTTCTTCACC

Khkkkkhhkhhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhhkhhhhhhhhhhkhkhkhhkkkkkkk*x

|468
LiPHS GGTCGTGCGCCGGCGACCCAGCCGGCGCCGGACGGTCTGGTTCCGGARCCGTTCCACACCGTTGACCAGATCATCAAC
D165N GGTCGTGCGCCGGCGACCCAGCCGGCGCCGGACGGTCTGGTTCCGGARCCGTTCCACACCGTTGACCAGATCATCAAC
E1680 GGTCGTGCGCCGGCGACCCAGCCGGCGCCGGACGGTCTGGTTCCGGARCCGTTCCACACCGTTGACCAGATCATCAAC
E250Q GGTCGTGCGCCGGCGACCCAGCCGGCGCCGGACGGTCTGGTTCCGGARCCGTTCCACACCGTTGACCAGATCATCAAC
D264N GGTCGTGCGCCGGCGACCCAGCCGGCGCCGGACGGTCTGGTTCCGGARCCGTTCCACACCGTTGACCAGATCATCAAC
F2671 GGTCGTGCGCCGGCGACCCAGCCGGCGCCGGACGGTCTGGTTCCGGARCCGTTCCACACCGTTGACCAGATCATCAAC
D165N_E168Q GGTCGTGCGCCGGCGACCCAGCCGGCGCCGGACGGTCTGGTTCCGGARCCGTTCCACACCGTTGACCAGATCATCAAC
E168Q_E250Q GGTCGTGCGCCGGCGACCCAGCCGGCGCCGGACGGTCTGGTTCCGGARCCGTTCCACACCGTTGACCAGATCATCAAC
D264N_F2671 GGTCGTGCGCCGGCGACCCAGCCGGCGCCGGACGGTCTGGTTCCGGARCCGTTCCACACCGTTGACCAGATCATCAAC

D165N_E168Q D264N_F267I GGTCGTGCGCCGGCGACCCAGCCGGCGCCGGACGGTCTGGTTCCGGAACCGTTCCACACCGTTGACCAGATCATCAAC

Fhhkhkhhhhkhhhhhhkhhhhhkhh ok ke hhhkhk ok ok ok ok h ok ok k ok ok ok ok ok ok hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk k%

95



ANEXOS

|546
LiPH8 CGTGTTAACGACGCGGGTGAATTCGACGAACTGGAACTGGTTTGGATGCTGTCTGCGCACTCTGTTGCGGCGGTTAAC
D165N CGTGTTAACGACGCGGGTGAATTCAACGAACTGGAACTGGTTTGGATGCTGTCTGCGCACTCTGTTGCGGCGGTTAAC
E1680Q CGTGTTAACGACGCGGGTGAATTCGACGAACTGCAACTGGTTTGGATGCTGTCTGCGCACTCTGTTGCGGCGGTTAAC
E2500Q CGTGTTAACGACGCGGGTGAATTCGACGAACTGGAACTGGTTTGGATGCTGTCTGCGCACTCTGTTGCGGCGGTTAAC
D264N CGTGTTAACGACGCGGGTGAATTCGACGAACTGGAACTGGTTTGGATGCTGTCTGCGCACTCTGTTGCGGCGGTTAAC
F267I CGTGTTAACGACGCGGGTGAATTCGACGAACTGGAACTGGTTTGGATGCTGTCTGCGCACTCTGTTGCGGCGGTTAAC
D165N_E168Q CGTGTTAACGACGCGGGTGAATTCAACGAACTGCAACTGGTTTGGATGCTGTCTGCGCACTCTGTTGCGGCGGTTAAC
E168Q_E250Q CGTGTTAACGACGCGGGTGAATTCGACGAACTGCAACTGGTTTGGATGCTGTCTGCGCACTCTGTTGCGGCGGTTAAC
D264N_F267I CGTGTTAACGACGCGGGTGAATTCGACGAACTGGAACTGGTTTGGATGCTGTCTGCGCACTCTGTTGCGGCGGTTAAC

D165N_E168Q D264N_F267I CGTGTTAACGACGCGGGTGAATTCAACGAACTGCAACTGGTTTGGATGCTGTCTGCGCACTCTGTTGCGGCGGTTAAC

Fhhkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhk hhkhhhhkh hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkk

| 624
LiPH8 GACGTTGACCCGACCGTTCAGGGTCTGCCGTTCGACTCTACCCCGGGTATCTTCGACTCTCAGTTCTTCGTTGAAACC
D165N GACGTTGACCCGACCGTTCAGGGTCTGCCGTTCGACTCTACCCCGGGTATCTTCGACTCTCAGTTCTTCGTTGAAACC
E168Q GACGTTGACCCGACCGTTCAGGGTCTGCCGTTCGACTCTACCCCGGGTATCTTCGACTCTCAGTTCTTCGTTGARACC
E2500Q GACGTTGACCCGACCGTTCAGGGTCTGCCGTTCGACTCTACCCCGGGTATCTTCGACTCTCAGTTCTTCGTTGARACC
D264N GACGTTGACCCGACCGTTCAGGGTCTGCCGTTCGACTCTACCCCGGGTATCTTCGACTCTCAGTTCTTCGTTGARACC
F2671 GACGTTGACCCGACCGTTCAGGGTCTGCCGTTCGACTCTACCCCGGGTATCTTCGACTCTCAGTTCTTCGTTGARACC
D165N_E168Q GACGTTGACCCGACCGTTCAGGGTCTGCCGTTCGACTCTACCCCGGGTATCTTCGACTCTCAGTTCTTCGTTGARACC
E168Q_E250Q GACGTTGACCCGACCGTTCAGGGTCTGCCGTTCGACTCTACCCCGGGTATCTTCGACTCTCAGTTCTTCGTTGARACC
D264N_F267I GACGTTGACCCGACCGTTCAGGGTCTGCCGTTCGACTCTACCCCGGGTATCTTCGACTCTCAGTTCTTCGTTGARACC

D165N_E168Q D264N_F267I GACGTTGACCCGACCGTTCAGGGTCTGCCGTTCGACTCTACCCCGGGTATCTTCGACTCTCAGTTCTTCGTTGAAACC

R e R e R

|702
LiPH8 CAGCTGCGTGGTACCGCGTTCCCGGGTTCTGGTGGTAACCAGGGTGAAGTTGAATCTCCGCTGCCGGGTGAAATCCGT
D165N CAGCTGCGTGGTACCGCGTTCCCGGGTTCTGGTGGTAACCAGGGTGAAGTTGAATCTCCGCTGCCGGGTGAAATCCGT
E168Q CAGCTGCGTGGTACCGCGTTCCCGGGTTCTGGTGGTAACCAGGGTGAAGTTGAATCTCCGCTGCCGGGTGAAATCCGT
E2500Q CAGCTGCGTGGTACCGCGTTCCCGGGTTCTGGTGGTAACCAGGGTGAAGTTGAATCTCCGCTGCCGGGTGAAATCCGT
D264N CAGCTGCGTGGTACCGCGTTCCCGGGTTCTGGTGGTAACCAGGGTGAAGTTGAATCTCCGCTGCCGGGTGAAATCCGT
F2671 CAGCTGCGTGGTACCGCGTTCCCGGGTTCTGGTGGTAACCAGGGTGAAGTTGAATCTCCGCTGCCGGGTGAAATCCGT
D165N_E168Q CAGCTGCGTGGTACCGCGTTCCCGGGTTCTGGTGGTAACCAGGGTGAAGTTGAATCTCCGCTGCCGGGTGAAATCCGT
E168Q_E250Q CAGCTGCGTGGTACCGCGTTCCCGGGTTCTGGTGGTAACCAGGGTGAAGTTGAATCTCCGCTGCCGGGTGAAATCCGT
D264N_F267I CAGCTGCGTGGTACCGCGTTCCCGGGTTCTGGTGGTAACCAGGGTGAAGTTGAATCTCCGCTGCCGGGTGAAATCCGT

D165N_E168Q D264N_F267I CAGCTGCGTGGTACCGCGTTCCCGGGTTCTGGTGGTAACCAGGGTGAAGTTGAATCTCCGCTGCCGGGTGAAATCCGT

Khkkkkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkkhhhkhkhhhkhkkkkhkkk*x

| 780
LiPH8 ATCCAGTCTGACCACACCATCGCGCGTGACTCTCGTACCGCGTGCGAATGGCAGTCTTTCGTTAACAACCAGTCTAAA
D165N ATCCAGTCTGACCACACCATCGCGCGTGACTCTCGTACCGCGTGCGAATGGCAGTCTTTCGTTAACAACCAGTCTAAA
E1680Q ATCCAGTCTGACCACACCATCGCGCGTGACTCTCGTACCGCGTGCGAATGGCAGTCTTTCGTTAACAACCAGTCTAAA
E2500Q ATCCAGTCTGACCACACCATCGCGCGTGACTCTCGTACCGCGTGCCAATGGCAGTCTTTCGTTAACAACCAGTCTAAA
D264N ATCCAGTCTGACCACACCATCGCGCGTGACTCTCGTACCGCGTGCGAATGGCAGTCTTTCGTTAACAACCAGTCTAAA
F267I ATCCAGTCTGACCACACCATCGCGCGTGACTCTCGTACCGCGTGCGAATGGCAGTCTTTCGTTAACAACCAGTCTAAA
D165N_E168Q ATCCAGTCTGACCACACCATCGCGCGTGACTCTCGTACCGCGTGCGAATGGCAGTCTTTCGTTAACAACCAGTCTAAA
E168Q_E250Q ATCCAGTCTGACCACACCATCGCGCGTGACTCTCGTACCGCGTGCCAATGGCAGTCTTTCGTTAACAACCAGTCTAAA
D264N_F267I ATCCAGTCTGACCACACCATCGCGCGTGACTCTCGTACCGCGTGCGAATGGCAGTCTTTCGTTAACAACCAGTCTAAA

D165N_E168Q D264N_F267I ATCCAGTCTGACCACACCATCGCGCGTGACTCTCGTACCGCGTGCGAATGGCAGTCTTTCGTTAACAACCAGTCTAAA

Kkkhkkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhk hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhkhk*x

| 858
LiPH8 CTGGTTGACGACTTCCAGTTCATCTTCCTGGCGCTGACCCAGCTGGGTCAGGACCCGAACGCGATGACCGACTGCTCT
D165N CTGGTTGACGACTTCCAGTTCATCTTCCTGGCGCTGACCCAGCTGGGTCAGGACCCGAACGCGATGACCGACTGCTCT
E1680Q CTGGTTGACGACTTCCAGTTCATCTTCCTGGCGCTGACCCAGCTGGGTCAGGACCCGAACGCGATGACCGACTGCTCT
E2500Q CTGGTTGACGACTTCCAGTTCATCTTCCTGGCGCTGACCCAGCTGGGTCAGGACCCGAACGCGATGACCGACTGCTCT
D264N CTGGTTGACAACTTCCAGTTCATCTTCCTGGCGCTGACCCAGCTGGGTCAGGACCCGAACGCGATGACCGACTGCTCT
F267I CTGGTTGACGACTTCCAGATCATCTTCCTGGCGCTGACCCAGCTGGGTCAGGACCCGAACGCGATGACCGACTGCTCT
D165N_E168Q CTGGTTGACGACTTCCAGTTCATCTTCCTGGCGCTGACCCAGCTGGGTCAGGACCCGAACGCGATGACCGACTGCTCT
E168Q_E250Q CTGGTTGACGACTTCCAGTTCATCTTCCTGGCGCTGACCCAGCTGGGTCAGGACCCGAACGCGATGACCGACTGCTCT
D264N_F267I CTGGTTGACAACTTCCAGATCATCTTCCTGGCGCTGACCCAGCTGGGTCAGGACCCGAACGCGATGACCGACTGCTCT

D165N_E168Q D264N_F267I CTGGTTGACAACTTCCAGATCATCTTCCTGGCGCTGACCCAGCTGGGTCAGGACCCGAACGCGATGACCGACTGCTCT

Fhhkhkhhhhh hhhhhhhh dhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkk

|936
LiPH8 GACGTTATCCCGCAGTCTAAACCGATCCCGGGTAACCTGCCGTTCTCTTTCTTCCCGGCGGGTAARACCATCAARGAC
D165N GACGTTATCCCGCAGTCTAAACCGATCCCGGGTAACCTGCCGTTCTCTTTCTTCCCGGCGGGTAARACCATCAAAGAC
E1680 GACGTTATCCCGCAGTCTAAACCGATCCCGGGTAACCTGCCGTTCTCTTTCTTCCCGGCGGGTAARACCATCAARGAC
E250Q GACGTTATCCCGCAGTCTAAACCGATCCCGGGTAACCTGCCGTTCTCTTTCTTCCCGGCGGGTAARACCATCAAAGAC
D264N GACGTTATCCCGCAGTCTAAACCGATCCCGGGTAACCTGCCGTTCTCTTTCTTCCCGGCGGGTAARACCATCAARGAC
F2671 GACGTTATCCCGCAGTCTAAACCGATCCCGGGTAACCTGCCGTTCTCTTTCTTCCCGGCGGGTAARACCATCAAAGAC
D165N_E168Q GACGTTATCCCGCAGTCTAAACCGATCCCGGGTAACCTGCCGTTCTCTTTCTTCCCGGCGGGTAARACCATCAAAGAC
E168Q_E250Q GACGTTATCCCGCAGTCTAAACCGATCCCGGGTAACCTGCCGTTCTCTTTCTTCCCGGCGGGTAARACCATCAAAGAC
D264N_F2671 GACGTTATCCCGCAGTCTAAACCGATCCCGGGTAACCTGCCGTTCTCTTTCTTCCCGGCGGGTAARACCATCAAAGAC

D165N_E168Q D264N_F267I GACGTTATCCCGCAGTCTAAACCGATCCCGGGTAACCTGCCGTTCTCTTTCTTCCCGGCGGGTAAAACCATCAAAGAC

Fhhkhkhhhhhhhhhhhhhhkhhhkhkhhhkhkhkhkhk ok ke ok ok hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk k%

|1014
LiPHS GTTGAACAGGCGTGCGCGGAAACCCCGTTCCCGACCCTGACCACCCTGCCGGGTCCGGAAACCTCTGTTCAGCGTATC
D165N GTTGAACAGGCGTGCGCGGAAACCCCGTTCCCGACCCTGACCACCCTGCCGGGTCCGGAAACCTCTGTTCAGCGTATC
E1680 GTTGAACAGGCGTGCGCGGAAACCCCGTTCCCGACCCTGACCACCCTGCCGGGTCCGGARACCTCTGTTCAGCGTATC
E250Q GTTGAACAGGCGTGCGCGGAAACCCCGTTCCCGACCCTGACCACCCTGCCGGGTCCGGAAACCTCTGTTCAGCGTATC
D264N GTTGAACAGGCGTGCGCGGAAACCCCGTTCCCGACCCTGACCACCCTGCCGGGTCCGGAAACCTCTGTTCAGCGTATC
F2671I GTTGAACAGGCGTGCGCGGAAACCCCGTTCCCGACCCTGACCACCCTGCCGGGTCCGGAAACCTCTGTTCAGCGTATC
D165N_E168Q GTTGAACAGGCGTGCGCGGAAACCCCGTTCCCGACCCTGACCACCCTGCCGGGTCCGGAAACCTCTGTTCAGCGTATC
E168Q_E250Q GTTGAACAGGCGTGCGCGGAAACCCCGTTCCCGACCCTGACCACCCTGCCGGGTCCGGARACCTCTGTTCAGCGTATC
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D264N_F2671 GTTGAACAGGCGTGCGCGGAAACCCCGTTCCCGACCCTGACCACCCTGCCGGGTCCGGAAACCTCTGTTCAGCGTATC
D165N_E168Q D264N_F267I GTTGAACAGGCGTGCGCGGAAACCCCGTTCCCGACCCTGACCACCCTGCCGGGTCCGGAAACCTCTGTTCAGCGTATC

Fhhkhkhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhkhhhh ok ok hkhhhkhh ok ok ok ok hhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk k%

|1041
LiPH8 CCGCCGCCGCCGGGTGCGTAAGGATCC
D165N CCGCCGCCGCCGGGTGCGTAAGGATCC
E1680 CCGCCGCCGCCGGGTGCGTAAGGATCC
E250Q CCGCCGCCGCCGGGTGCGTAAGGATCC
D264N CCGCCGCCGCCGGGTGCGTAAGGATCC
F2671I CCGCCGCCGCCGGGTGCGTAAGGATCC
D165N_E168Q CCGCCGCCGCCGGGTGCGTAAGGATCC
E168Q_E250Q CCGCCGCCGCCGGGTGCGTAAGGATCC
D264N_F2671I CCGCCGCCGCCGGGTGCGTAAGGATCC

D165N_E168Q D264N_F267I CCGCCGCCGCCGGGTGCGTAAGGATCC
]
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