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RESUMEN

La familia de los citocromos P450 se distingue por llevar a cabo reacciones de oxidacion en
los enlaces C-H, demostrando un alto grado de quimio-, regio- y estereoselectividad. Entre
otros, destaca el citocromo P450 de Bacillus megaterium (P450swm3), una enzima
autosuficiente conocida por catalizar la hidroxilacion de acidos grasos, mostrando altas tasas

cataliticas y buena estabilidad.

El objetivo principal de este proyecto fue la construccion de mutantes del P450gm3
mediante un disefio semi racional, con la finalidad de modificar su especificidad para que
pueda utilizar el acido p-cumarico como sustrato. Este analisis, previamente realizado por
Jorge Jiménez (Jiménez, 2019), emple6 acoplamientos moleculares utilizando estructuras
cristalogréficas conocidas y se apoyd en informacion ya reportada, lo que permitio identificar
los residuos determinantes para la hidroxilacion del &cido p-cumaérico. Se propuso la
construccion de la biblioteca combinatoria que incluyera las siguientes variantes: R47R/S,
F82/A/SIG, F87/IAIGIW, A328/FIV, A330/P/T/IK y T438/Y/N/L/V, buscando facilitar el
acceso del sustrato y mejorar la afinidad en el sitio activo, lo que permitiria al P450gms3

utilizar el &cido p-cumarico como sustrato.

La identificacion de variantes del P450sm3 capaces de hidroxilar &cido p-cumarico y
potencialmente producir &cido cafeico en la biblioteca de mutantes (aproximadamente
20,000 variantes generadas) requirié de una estrategia de deteccion eficaz. Para ello, se
establecié un método de tamizaje basado en la interaccion del complejo Fe(lll)-Ferrozina
con &cido cafeico en condiciones acidas. Utilizando un formato en placas de 96 pozos, se
logré un limite de deteccion de 0.04 mM y un rango de deteccion lineal de 0.04 a 0.4 mM.
Se aplico el ensayo Fe(l11)-FZ para el tamizaje de las bibliotecas disefiadas. Se exploraron
2,500 variantes del P450sm3 y se seleccionaron cuatro variantes para analizar sus
caracteristicas espectroscopicas y los productos de reaccion. Los resultados sugieren que el
disefio de bibliotecas semi-racional puede ser una estrategia eficaz para obtener un nimero
reducido de variantes, sin embargo, la exploracién completa ha requerido de la optimizacion

de los esfuerzos de seleccién.
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INTRODUCCION

1.1 Enzimas como catalizadores

En quimica, un catalizador se define como un compuesto que acelera la velocidad de reaccion
al disminuir la energia de activacion necesaria, y lo hace sin consumirse en el proceso. En el
contexto bioldgico, este papel lo desempefian las enzimas, moléculas biocataliticas
compuestas por una secuencia de aminoacidos que determinan su estructura tridimensional
y que esto presenta una relacion con la funcién que desempefian (Walsh, 2001). La ventaja
distintiva de las enzimas como biocatalizadores radica en su capacidad para operar en
condiciones suaves de temperatura, presion y pH. Por el contrario, los catalizadores
convencionales utilizados en la industria quimica, cémo el rodio, requieren de condiciones
de reaccién extremas, son poco selectivos, generan productos secundarios y tienen un

impacto ambiental negativo (Sheldon y Woodley, 2018; Desai, 2011).

1.2 Aplicaciones y limitaciones de las enzimas

Las enzimas han sido empleadas para la produccion de agentes edulcorantes,
biocombustibles, detergentes en polvo, fabricacidn de textiles y de compuestos de interés
farmacéutico; ademas, desempefian un papel importante en dispositivos de diagnéstico
clinico y tratamiento médico (Porter et al., 2016).

A pesar de su versatilidad, las enzimas se enfrentan a ciertas limitaciones en entornos
industriales debido a diferencias con su entorno biolégico, como el nivel de expresion,
solubilidad y estabilidad, asi como su actividad catalitica y especificidad hacia sustratos de
interés comercial (Sheldon y Brady, 2018). Para superar estas limitaciones, se han
implementado estrategias de ingenieria de proteinas, como la evolucion dirigida y el disefio
racional (Galanie et al., 2020), con el objetivo de mejorar propiedades especificas que

permitan su utilizacion de manera competitiva con los procesos quimicos industriales.
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1.3 Ingenieria de proteinas

La aplicacion de técnicas como la mutagénesis sitio dirigida ha permitido producir proteinas
con sustituciones precisas en uno o mas residuos de aminoacidos, e incluso, cambios
completos de asas y dominios (Brannigan y Wilkinson, 2002). Esta capacidad de construir
de proteinas modificadas a voluntad y analizar sus propiedades posteriormente, se fusiono
para dar origen al campo de la ingenieria de proteinas. Desde entonces, esta disciplina ha
permitido aprovechar el conocimiento sobre la estructuray funcion de las proteinas para crear
moléculas con caracteristicas deseadas. Dentro de este campo, se destacan estrategias como

el disefio racional y la evolucion dirigida de proteinas.

Por un lado, el disefio racional necesita conocimiento estructural de la enzima y del
estado de transicion de la reaccion a catalizar, empleando métodos computacionales para
predecir propiedades deseadas antes de realizar sustituciones en los residuos de aminoacido
(Korendovych, 2018). Por otro lado, la evolucién dirigida imita el proceso darwiniano,
construyendo bibliotecas de variantes hasta obtener una enzima con las propiedades
deseadas, seleccionada mediante un método de tamizaje de alta eficiencia (Arnold et al.,
2001). A pesar de sus diferencias, estas estrategias pueden combinarse en enfoques semi-
racionales (Chica et al., 2005), identificando posiciones relevantes y sometiéndolas a
mutagénesis a saturacion o generando librerias de mutantes combinatorias (Reetz et al.,
2006).

1.4 Construccion de bibliotecas de mutantes

La construccion de bibliotecas implica realizar multiples mutaciones en la secuencia de ADN
que codifica la proteina y seleccionar aquellas variantes que posean la funcion de interés o
que estén mejoradas. Estos procesos utilizan métodos como la PCR propensa a errores, la
mutagénesis sitio-dirigida, la mutagénesis a saturacion de sitios especificos y la
recombinacion aleatoria (Neylon, 2004). Con la mutagénesis a saturacion, es posible crear
una biblioteca de variantes que contengan los 20 posibles aminoacidos en una 0 mas
posiciones, mientras que la mutagénesis sitio-dirigida (bibliotecas inteligentes) introduce un

numero limitado de mutaciones precisas (Reikofski y Tao, 1992).
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Dado que la construccion de bibliotecas genera una diversidad de variantes con
propiedades diversas, es necesario considerar un método de tamizaje que permita la seleccion
de enzimas con las caracteristicas deseadas. Por lo tanto, es crucial prestar atencion a este

proceso.

1.5 Tamizaje de bibliotecas de variantes

Dentro de las propiedades modificables en una enzima se encuentran su estabilidad,
solubilidad, expresion, especificidad por sustrato e incluso cambios en el mecanismo de
reaccion. Dependiendo de la propiedad o funcién deseada, es posible identificarlas mediante
un método de tamizaje. Este paso es muy importante, ya que un enfoque inadecuado puede
resultar en la no identificacion de aquellas variantes con las propiedades deseadas. Para este
fin, se han desarrollado diversos métodos de tamizaje, como la deteccién de absorbancia o
fluorescencia en placas de microtitulacion (MTPs), tamizaje en placas de agar, deteccion de
células activadas por fluorescencia (FACS) y métodos empleando microfluidos. De estas
estrategias, destacan los ensayos en MTPs debido a su facil adaptabilidad, amplio rango
dinamico y simplicidad, aunque el andlisis de librerias extensas sélo es viable con la ayuda
de la robdtica (Zeng et al., 2020).

Los ensayos en MTPs proporcionan informacion util, pero suelen ser de los mas
laboriosos. Por lo general, las variantes enzimaticas se cultivan, expresan y analizan en pozos
individuales, adaptando el medio de reaccién y el ensayo espectroscépico correspondiente.
Si tanto el producto como el sustrato carecen de una propiedad Optica que se pueda
monitorear, se pueden derivatizar con alguna sustancia para poder emplear un método
colorimétrico o fluorescente que cuantifique ya sea la formacion de producto o la
desaparicion de sustrato. Esto facilita el seguimiento visual de las reacciones enzimaticas o
su cuantificacion mediante un lector espectrofotométrico de MTPs. Alternativamente, los
productos de reaccion pueden ser tamizados mediante cromatografia de gases, HPLC vy
espectrometria de masas, aunque este proceso es complejo y limita el nimero de variantes

que pueden ser analizadas.
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1.6 Citocromos P450

Una de las enzimas favoritas en la ingenieria de proteinas es el citocromo P450 (CYP, siglas
en inglés de cytochrome P), una superfamilia de monooxigenasas que contienen un grupo
hemo en su sitio activo, con méas de 300,000 secuencias genéticas descritas y que estan
presentes en todos los reinos bioldgicos (Nelson, 2018). El término “P450” proviene de Su
caracteristico pico espectroscopico a A=450 nm, el cual aparece tras la reduccion del hierro
del hemo al unirse a mondxido de carbono (Omura y Sato, 1964). Estas enzimas participan
en la biosintesis de esteroides, alcaloides, flavonoides y vitaminas, en el metabolismo de
xenobidticos y en los procesos de detoxificacion (Zhan y Li, 2017). Su reaccion distintiva
consiste en la insercién de un &tomo de oxigeno en un enlace carbono-hidrogeno (R-H),
generando un producto hidroxilado (R-OH) y agua (H20). Para ello, requieren de oxigeno
molecular (O2) y dos electrones suministrados a través de moléculas de NAD(P)H (Ec. 1).

R-H + 0, + NAD(P)H + H" — R-OH+ H,0+NAD(P)" Ec.1

Segun la configuracion de los componentes proteicos involucrados en la transferencia
de electrones, los citocromos P450 pueden ser clasificados en hasta diez clases distintas
(Hanneman et al., 2007). De estas clases, se resaltan las diferencias entre la clase I, I1'y VIII
(ver Figura 1). El sistema de clase | constan de tres proteinas separadas: una reductasa que
contiene FAD, encargada de transferir electrones al segundo componente del sistema, una
ferredoxina, la cual reduce al propio citocromo P450. En bacterias, estas tres proteinas son
solubles; mientras que en eucariotas, inicamente la ferredoxina es soluble. Por otro lado, el
sistema de clase Il, comdn en eucariotas, se localiza en el reticulo endoplasmético (RE) y
estd compuesto por dos proteinas integrales de membrana: el citocromo P450 y la NADPH-
citocromo P450 reductasa (CPR), que contiene los grupos prostéticos FAD y FMN. Por
ultimo, la clase VIII incluye citocromos P450 fusionados con su par reductasa de tipo
eucariota, la CPR, en una Unica cadena polipeptidica, lo que les permite ser cataliticamente
autosuficientes como monooxigenasas, un ejemplo de esto es el PA50BM3 estudiado en este

proyecto.
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1.7 Citocromo P450 de Bacillus megaterium (P450sm3)

Dentro de la familia de los CYPs destaca el de Bacillus megaterium (CYP102A1), compuesto
por 1,049 amino&cidos que de forma natural cataliza la oxidacion en sitios subterminales de
acidos grasos de 12 a 20 carbonos (Narhi y Fulco, 1986). EI P450smz €S una enzima
autosuficiente debido a la fusion y expresion en un Unico polipéptido con un dominio
catalitico (dominio hemo), y un dominio reductasa (CPR), lo que le permite ser el CYP con
la mayor actividad catalitica (17,100 mint) cuando utiliza acido araquidénico como sustrato
(Noble et al., 1999). Ademas, se ha descrito que el P450sm3 hidroxila sustratos como alcanos,
fenoles y esteroides, ademas de que pueden catalizar reacciones de epoxidacion,
desalquilacion, desaminacion y peroxidacion (Whitehouse, 2012). De forma activa, el
P450gswm3 Se presenta como dimero, en donde cada mondmero interactda durante la catalisis,
permitiendo el transporte de electrones hacia el sitio activo mediante el movimiento de

bisagra del dominio reductasa (ver Figura 2A).

Clase 1
R-H
NAD(P)H . ) 0,
e Ferredoxina e
—_—
(Fe,S,)
NADP+ H,0
R-OH
Clase II

NAD(P)H )

Clase VIII
NAD(P)H
(P) EAD
. R-H
NADP+ 0,

R-OH

Figura 1. Citocromo P450 en los sistemas de clase I, I1 'y VIII.
Se representa esquematicamente los sistemas de clase I, I1'y VIII de los citocromos P450 segun la
configuracion de los componentes proteicos involucrados en la transferencia de electrones.
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A pesar de que no se ha logrado cristalizar la estructura dimérica del P450BM3, se
han depositado mas de 100 estructuras cristalograficas en el PDB ya sea del dominio hemo
o fusionado a un dominio FAD. Por ejemplo, para estudios de acoplamiento molecular, se
utiliza como referencia la estructura 1BU7, que corresponde a un dimero del dominio hemo
P450BM3 WT sin ligando (ver Figura 2B ). La disponibilidad de estructuras cristalograficas
del dominio hemo del P450sm3 en presencia o ausencia de diferentes sustratos, ha permitido
la exploracion de su relacion estructura-funcion, logrando expandir su repertorio de
reacciones y sustratos y obteniendo compuestos de interés biotecnolégico (Acevedo-Rocha
etal., 2018).

Figura 2. Representaciones del P4A50BM3.
(A) El ciclo catalitico del P450BM3 en una estructura monomeérica. (B) Modelo de cintas del P450BM3, el
grupo hemo esta resaltado en rojo; la imagen corresponde solo al dominio hemo, PDB: 1BU?7.
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ANTECEDENTES

Se han explorado varios enfoques de ingenieria de proteinas para modificar la especificidad
del P450em3. Por ejemplo, Meinhold y colaboradores emplearon la evolucién dirigida para
alterar su especificidad, logrando hidroxilar alcanos con un 52% de regioselectividad en la
posicién terminal (Meinhold et al., 2006). Ademas, se ha investigado el uso de moléculas
sefiuelo que imitan al sustrato natural, con el propésito de hidroxilar sustratos aromaticos
como el benceno y pequefios alcanos como el propano (Shoji et al., 2013; Cong et al., 2014).
Otros enfoques han posibilitado que esta enzima catalice reacciones no naturales, como la
transferencia de carbenos (Coelho et al., 2013; Wang et al., 2014), nitrenos (Brandenberg et

al., 2019) y la hidroxilacion selectiva de enlaces Si-H (Bahr et al., 2020).

Los analisis estructurales del P450sms3 han caracterizado al canal de acceso al sustrato
como un canal largo que conecta la superficie de la proteina con el bolsillo catalitico, donde
se encuentra el grupo hemo (ver Figura 3). En este canal, algunos residuos como el L75, V78,
L188 y M354 extienden sus cadenas laterales hacia este espacio (ver Figura 3B, D),
proporcionando multiples objetivos para mutagénesis, mientras que residuos como el P25,
R47 y Y51, que se ubican en la entrada del sitio catalitico, se han relacionado con el
reconocimiento de los &cidos grasos (Ahmed et al., 1999). De manera paralela, mediante
simulaciones de acoplamiento molecular del P450sm3, se ha demostrado que los residuos
dentro del sitio activo como el F87 y A328 (ver Figura 3C) causan cambios en la
regioselectividad , es decir, que se favorecen la formacion de un enlace sobre un atomo
especifico y determinan la obtencion de un producto mayoritario, mediante la estabilizacion
del sustrato en diferentes conformaciones de union (Branco et al., 2008).

En conjunto, el analisis estructural y el progreso en ingenieria de proteinas han
facilitado la generacion de numerosas variantes con cambios de especificidad hacia sustratos
como el indol (Li et al., 2000), propranolol (Otey et al., 2006), alcoxiresulfuros fluorégenos
(Lussenburg et al., 2005), terpenos (Seifert et al., 2009). También, se destacan las variantes
P450sm3-A328V, que permite hidroxilar hexano y octano, para obtener sus correspondientes
alcoholes (Peters et al., 2003), y la mutante F87A, que hidroxila &cidos grasos de cadena
corta y compuestos bencilicos como el o-xileno (Whitehouse et al., 2011).
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Figura 3. Canal de acceso al sustrato y sitio activo del P450gwms.

(A) Localizacion del canal de acceso al sustrato (verde) en el dominio hemo del P450gms, PDB ID: 1BU7. (B)
y (D) Vista frontal y posterior de los residuos de aminoacido que modulan el canal de acceso. En amarillo,
residuos localizados en la entrada; en azul, residuos intermedios; en café, residuos al final del canal y cercanos
al sitio activo. (C) Residuos del en sitio activo. En verde, residuos que rodean al grupo hemo; en azul, residuos
en la parte superior. El grupo hemo se encuentra en color rojo.

En cuanto a la generacidn de variantes mediante mutagénesis aleatoria, se ha logrado
obtener ejemplos destacados, como la P450sm3(R47L/Y51F/A264G) con la capacidad de

hidroxilar compuestos como el fluoranteno con keat > a 100 min (Li et al., 2001).

Ademas de las estrategias de mutagénesis aleatoria o sitio-dirigida, se ha investigado
en enfoques alternativos, como la utilizacion de moléculas sefiuelo. En este sentido, se ha
demostrado que el P450sms es capaz de oxidar moléculas simples como el benceno sin
necesidad de mutar el gen, empleando acidos perfluorocarboxilicos de cadena larga como
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moléculas sefiuelo (Shoji et al., 2013). Estas moléculas, inertes, llenan parte del sitio activo,
restringiendo la entrada de los sustratos y permitiendo una interaccion méas cercana al hemo

de lo que seria posible sin ellas (Munday et al., 2016).

En términos generales, la evolucion dirigida ha demostrado ser una estrategia
sumamente efectiva para identificar aminoédcidos necesarios para lograr cambios
significativos en la funcion y la especificidad del P450swm3 (Fasan et al., 2008). Sin embargo,
su éxito depende de la capacidad para explorar grandes bibliotecas de variantes. Por lo tanto,
resulta beneficioso limitar la variabilidad en la secuencia a aquellos residuos que se

consideren con mayor influencia en definir la especificidad de la proteina.

Mientras tanto, se han documentado enzimas capaces de hidroxilar al acido p-
cumérico, principalmente para la biosintesis de &cido cafeico. Por ejemplo, un estudio utiliza
a las enzimas Tirosina amonio liasa (TAL) y la enzima 4-hidroxifenilacetato 3-hidroxilasa
(4HPA3H), ésta tltima con la capacidad de hidroxilar acido p-cumarico (Lin et al., 2012),
para obtener acido cafeico (ver Figura 4A). Asimismo, dentro de la familia de los citocromos
P450, el CYP199A2 de forma natural posee la capacidad de hidroxilar el &cido cindmico y
producir &cido p-cumarico, pero mediante procesos de evolucion dirigida se ha logrado,
mediante una segunda hidroxilacion, convertir al acido p-cumarico en sustrato y obtener

acido cafeico (ver Figura 4B) (Furuya et al., 2012).
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Figura 4. Enzimas que hidroxilan &cido p-cumérico.
(A) Via de sintesis de acido cafeico en la que participan la enzima Tirosina amonio liasa (TAL) y la 4-
hidroxifenilacetato 3-hidroxilasa (4HPA3H), ésta ltima con la capacidad de hidroxilar &cido p-cumarico y L-
Tirosina. (B) Hidroxilacion del cido cindmico y p-cumarico mediante la enzima CYP199A2.

El &cido cafeico se destaca por sus propiedades antioxidantes, lo que lo convierte en
un aditivo valioso en diversas industrias, como por ejemplo, su aplicacion para prevenir la
oxidacion de los componentes en formulaciones cosméticas (Sato et al., 2011). Ademas, se
ha evidenciado que posee actividad antiviral y anticancerigena (Gomes et al., 2003; Wang et
al., 2009). Sin embargo, su obtencidn presenta desafios, ya que los métodos tradicionales de
extraccion a partir de plantas utilizan disolventes y técnicas cromatograficas que resultan en
bajos rendimientos (Cheetam y Banister, 2000). Por lo tanto, se siguen explorando

alternativas para la produccion eficiente de acido cafeico.

En este contexto, durante su tesis de maestria, Jorge Jiménez Niebla realizé un analisis
in silico del sitio activo de P450swms. Este analisis comprendid la implementaciéon de un
protocolo de refinamiento, seguido del acoplamiento molecular, utilizando estructuras
cristalogréficas conocidas: 1BVY, que correspondiente al complejo de dominios hemo y de
uniéon a FMN del P450swm3; 2FR7, que es el cristal del dominio hemo del CYP199A2; 4DNJ,

21



el dominio hemo del CYP199A2 co-cristalizado con 4-metoxibenzoato y la 1JPZ, que es la
estructura del dominio hemo del P450sms co-cristalizado con N-palmitoilglicina (PDB:
1BVY, 2FR7, 4DJN, 1JPZ; ver Figura 5, Tabla 1). Este andlisis se complemento con
informacidn de variantes ya reportadas, como la 4E10 (Chen et al., 2012), lo que permitié
identificar los residuos potencialmente implicados en la interaccién con el acido p-cumarico.
Se llevo a cabo una comparacion de los residuos que ocupan las posiciones equivalentes en
citocromos que realizan esta funcion, como el CYP98A3, parte de la ruta biosintética en
plantas (Schoch et al., 2001), y el CYP199A2 de Rhodopseudomonas palustris, que se ha
demostrado que hidroxila el acido p-cumarico (Furuya et al., 2012). Este Gltimo citocromo
funciona mediante un sistema de clase I, es decir, depende de otras enzimas para obtener los

equivalentes reductores necesarios para el ciclo catalitico.

Durante el analisis, se observo que algunos residuos estaban altamente conservados,
mientras que otros mostraron poca contribucion en la interaccion, lo que permitio delimitar
aquellos que desempefian funciones determinantes para la potencial unién e hidroxilacién
del acido p-cumaérico. De esta manera, se identificaron seis residuos como blancos de
mutagénesis combinatoria, y se planted la propuesta de construir la biblioteca de variantes:
RATRI/S, F82/A/SIG, F87/AIG/W, A328/F/V, A330/P/T/K y T438/YIN/L/V. El objetivo es
cambiar la especificidad del P450sm3 mediante la modificacion de la ruta de acceso del acido
p-cumarico al sitio activo, asi como de favorecer la orientacion correcta del anillo aromatico

cerca del grupo hemo para lograr su hidroxilacion.

Tabla 1. Estructuras cristalograficas empleadas en el analisis in silico.

PDB Enzima Descripcién Ligando Reso'IBL\Jcién Rfree Rwork
ID
1BVY CYP102A1  Dominios hemoy 2.03 0.275
de unién a FMN,
del P4505M3
1JPZ CYP102Al1 Estructura dimérica N- 1.65 0.193 0.177
del dominio hemo  palmitoilglicina
del P4505M3
2FR7 CYP199A2 Estructura del 2.01 0.230 0.198
dominio hemo del
CYP199A2
4DNJ CYP199A2 Estructura del 4- 1.80 0.205 0.158
dominio hemo del  Metoxibenzoato
CYP199A2
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Figura 5. Representacion 3D de las estructuras cristalograficas.

(A) Estructura del dominio hemo y de union a FMN del P450gms, PDB: 1BVY. (B) Estructura del dominio
hemo, co-cristalizado con N-palmitoilglicina (NPG) como ligando, PDB: 1JPZ. (C) Estructura del dominio
hemo del CYP199A2, PDB: 2FR7 y (D) co-cristalizado con 4-Metoxibenzoato (4-MBA), PDB: 4DNJ. En rojo
se encuentran los grupos hemo y FMN; en magenta, los ligandos.
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HIPOTESIS

La construccidon de variantes mediante mutagénesis combinatoria guiada por disefio permitiré

modificar la especificidad del citocromo P450sms para hidroxilar acido p-cumarico.

OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Construir una biblioteca de variantes del citocromo P450sm3 mediante mutagénesis

combinatoria guiada por disefio y evaluar su capacidad de hidroxilar acido p-cumarico.

4.2 Objetivos particulares

= Establecer un método de tamizaje en formato de alta eficiencia que detecte productos
con mayor capacidad antioxidante que el &cido p-cumarico.

=  Generar una biblioteca de variantes mediante mutagénesis sitio-dirigida en los residuos
de aminoécido seleccionados.

= Evaluar la biblioteca de variantes con el método de tamizaje propuesto y validado.

= Caracterizar los productos de reaccidén obtenidos por variantes seleccionadas de la
libreria combinatoria.

= Determinar los parametros cinéticos de la(s) variante(s) seleccionada(s).
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5.

MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos quimicos y bioquimicos

BioRad: agarosa; azul de bromofenol, azul de xilencianol. J.T.Baker: &cido férmico,
carbonato de sodio anhidro (Na2COs), cloruro de sodio (NaCl), cloruro de magnesio
hexahidrato (MgCl.+6H20), cloroformo, dodecil sulfato de sodio (SDS), fosfato de potasio
dibasico (K2HPOQs), fosfato de potasio monobésico (KH2PO4), glicerol, ferrozina, metanol.
Fermont: &cido clorhidrico. Gibco: extracto de levadura, triptona. Sigma: acido cafeico, acido

p-cumarico, ampicilina, azul brillante de Coomassie, cloruro de hierro hexahidratado
(FeCl3+*6H20), NADPH, 2-mercaptoetanol, imidazol, kanamicina, membranas de celulosa
para dialisis, reactivo de Folin, reactivo TEMED, sulfato de niquel hexahidratado. Thermo
scientific: IPTG.

5.2 Reactivos biologicos

New England Biolabs: Enzimas de restriccion Ncol, Sacl y Xhol. Thermo Fisher Scientific:
T4 DNA ligase. Roche: High Pure PCR Product Purification Kit y High Pure Plasmid
Isolation Kit. Sigma: lisozima, DNAsa I.

Las DNA polimerasas (Taq y PFU) fueron expresadas y purificadas en el laboratorio.
Los oligonucledtidos empleados (Tabla 2), asi como las secuencias de DNA de las variantes

fueron obtenidos por parte de la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN del IBt-UNAM.

5.3 Cepas y plasmido

Para la construccidn de variantes se emple6 al plasmido pCWori y como vector de expresion
al plasmido pET28a. Se utilizd la cepa de E. coli MC1061 (araD139 A(araA-leu)7697
A(lac)X74 galK16 galE15(GalS) lambda-e14-mcrAQO relAl rpsL150(strR) spoT1 mcrB1
hsdR2) para electrotransformacion y la cepa ER2566, derivada de BL21 DE3 (B F 1~ fhuA2
[lon] ompT lacZ::T7.1 gal sulAll A(merC-mrr)114::1S10 R(mcer-73::miniTn10)(Tet%)2
R(zgb-210::Tn10)(Tet®) endA1 [dcm]) para la sobreexpresion de la biblioteca de variantes.
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5.4 Preparacion de células electrocompetentes

A partir de un cultivo overnight de E. coli MC1061 y la posterior inoculacion y crecimiento
a saturacion en 1 L de medio de cultivo LB suplementado con estreptomicina, se obtuvo una
suspension bacteriana que fue centrifugada a 4500 RPM por 20 min. Enseguida, la pastilla
celular se lavo en tres ocasiones (mediante resuspension, manteniendo todas las soluciones
en hielo): primero con 1 L de agua destilada estéril, posteriormente con 0.5 L de glicerol al
10% estéril, este paso se repitio con 250 mL. Después de cada resuspension, la fraccion
celular se mantuvo en hielo durante 5 min y se separ6 mediante centrifugacion (4,500 RPM,
20 min, 4°C). La pastilla celular se resuspendié en 1 mL de medio 2 X GYT al 50% con
glicerol al 10% estéril. Finalmente, se alicuotaron fracciones de 50 pL de células, se

congelaron sobre hielo seco y fueron almacenadas a -70°C hasta su uso.

5.5 Preparacion de células quimiocompetentes

La fraccion celular de una suspension bacteriana (1mL a 0.5-0.6DOe00) Se separé mediante
centrifugacion (13,000 x g, 2 min). Enseguida, la pastilla celular se lavé en dos ocasiones
(mediante resuspension, manteniendo todas las soluciones en hielo): primero en 0.5 mL de
agua destilada estéril, posteriormente en 0.5 mL de CaCl, 100 mM estéril. Después de cada
resuspension, la fraccion celular se mantuvo en hielo durante 5 min y se separé mediante
centrifugacion (2,000 x g, 5 min, 10°C). Finalmente, la pastilla se resuspendié en 0.05 mL

de CaCl, 100 mM estéril y se mantuvo durante 5 min en hielo.

5.6 Transformacion y seleccion bacteriana

Transformacion por electroporacion: el producto de ligacion desalinizado y resuspendido en
2 pL de ddH0 se transfirio a 50 pL de células electrocompetentes y se incub6 60 s en hielo,
después se transfirid a una celda fria de 0.1 cm para electroporacion, se dio un pulso eléctrico
a una constante de tiempo de 4 a 5 ms de 25Uf, 1.8 kV y 200 ohm de resistencia con ayuda
de un electroporador (MicroPulser, BioRad). Posteriormente se transfirio a 1 mL de medio
SOC y se incubo por 40 min a 37°C. La suspension se decanto en placas de agar con medio
LB solido suplementado con antibiotico. Se incub6 a 37 °C por una noche para la obtencion

de colonias transformantes.
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Transformacion por choque térmico: de 50-100 ng de DNA se afiadieron a 50 uL de células
quimiocompetentes, se incubaron 30 min en hielo, seguido de 30 s a 42°C, finalmente 5 min
en hielo. Posteriormente, se transfirié a 1 mL de medio LB precalentado y se incub6 por 1 h
a 37°C y 250 RPM. La suspension se plateé en medio LB solido suplementado con

antibidtico. Se incub6 a 37°C por una noche para la obtencién de colonias transformantes.

5.7 Ensayo de Folin-Ciocalteu (F-C) para contenido de fenoles totales

El reactivo de Folin-Ciocalteu (F-C) se diluy6 en una proporcion 1:4 (v/v) con agua destilada
y se mantuvo protegido de la luz y refrigerado hasta su uso. Se prepardé una solucién de
Na>COz al 7.5% en agua destilada. La reaccion colorimétrica se realizo adicionando 50 pL
del reactivo diluido de F-C a los 20 L obtenidos del ensayo de actividad. La mezcla se dejo
en reposo durante 8 min, protegido de la luz, luego se agregaron 50 pL de la solucion de
Na,COzy se aford a 200 pL con ddH-0. Esta mezcla se mantuvo en reposo durante 2 horas
en ausencia de la luz antes de medir Abs a A=765nm (adaptado de Ainsworth y Gillespie,
2007).

5.8 Ensayo férrico-ferrozina para la capacidad antioxidante total

Se peso la cantidad adecuada de FeClz*6H20 para lograr una concentracion final de Fe(l1l)
en solucion de 2x10° M. Luego, se afiadié 1 mL de solucién de HCl 1 M y se mezcld con
una solucién previamente preparada que contenia 0.123g de ferrozina (FZ) en ddH20. La
mezcla se diluy6 a 25 mL para que la concentracion final de ferrozina fuera de 1x102 M.
Esta solucion se empled inmediatamente ya que la estabilidad del complejo Fe(ll1)-FZ es
menor a un dia aun cuando se conserva en recipiente hermético y protegido de la luz solar.
La reaccion colorimétrica se realiz6 adicionando 200 pL del complejo Fe(l11)-FZ a 20 uL de
la muestra del ensayo de actividad, dejando en reposo 30 min antes de medir Abs a A=562
nm (Adaptado de Berker et al., 2010). De manera cualitativa, el cambio de tonalidad de rosa

a morado se observa con relacién a la capacidad antioxidante de los compuestos presentes.
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5.9 Construccién de la biblioteca de variantes

La biblioteca de variantes se construy6 mutagenizando los sitios 47, 82, 87, 328, 330 y 438
mediante el protocolo de megaprimer PCR (adaptado de Forloni et al., 2019), empleando los
oligonucleotidos de la Tabla 2 y como templado al plasmido pCWori que contiene el gen del
P450sms3 variante 4E10 (A82L y A328V) que hidroxila alcanos como el propano y etano
(Chen et al., 2012).

Tabla 2. Oligonucleétidos para la construccion de la biblioteca.

e Sesnia 59

R47 rv RS AGCGCGTTACSCTACCAGGCGCC

F87 rv AB2IAISIG CCAGCTTGTSVMTAACCCGTCTCCTRMAAAATCACG

F87/FIAIGIW O —
A32?</A330 AQSS?A/AP/;EI'\//K AGGGAAAATKBAGGGRMAGTTGGCC

T438 T438T/YIN/ILIV AACTACGAGCTCGATATTAAAGAAACTTTADHSTTAAAACCTG
S566 rv --- ACGGMGTAGCGAACGCCTTTTAC
Ncol Fw --- TCTATCCATGGCAATTAAAGAAATGCCTC
Xhol Rv --- TCGATCTCGAGATCCCCAGCCCACACGTC

*Los nuclettidos mutagénicos se encuentran subrayados. Codigo de una letra para bases degeneradas: M=A/C,
R=A/G, S=C/G, K=GIT, V=A/C/G, D=A/GIT, H=A/T/C, B=C/G/T.

La reacciones de PCR se realizaron conforme a la region a mutagenizar, empleando las

mezclas de reaccion y condiciones de amplificacion que se muestran en el Anexo 1.
5.10 Clonacién de las librerias

Se realizaron reacciones de digestion de DNA con las endonucleasas Sacl y Xhol cuando se
traté del fragmento de PCR con la region que codifica para el dominio reductasa, con las
mutaciones en 438. Por otra parte, las reacciones de digestion con las endonucleasas Ncol y
Sacl fueron con el fragmento de PCR que contuvo la region que codifica para el dominio

hemo, con las mutaciones en 47, 82, 87, 328 y 330.

Los productos digeridos se ligaron utilizando la T4 DNA ligasa en una reaccion a
16°C por 12 horas, utilizando como vector al pET28a. El producto de ligacion fue
desalinizado mediante precipitacion con butanol y etanol previo a la transformacion por

electroporacion en células MC1061 de E. coli.
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5.11 PCR de colonias

Las colonias fueron resuspendidas en 14 pL de ddH:0. Las células se lisaron en un
termociclador aplicando 65°C durante 30s, 8°C durante 30s, 97°C durante 3 min, 8°C durante
1 min y 65°C durante 3 min. Posteriormente, se agregaron 6 pL de mezcla de reaccion que
contenia buffer de Tag, dNTPs, Taq polimerasa y oligos (A330Fw y 566Rv). La PCR se

realiz6 tomando como referencia las condiciones del anexo 2 para un fragmento especifico.

5.12 Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Las muestras de ADN se mezclaron 5:1 con buffer de carga 6X (0.25% de azul de
bromofenol, 0.25% de azul de xilencianol, 30% de glicerol). Una alicuota de 3 pL de cada
muestra se cargd en un gel al 1% de agarosa suplementado con bromuro de etidio. La
separacion electroforética de fragmentos de ADN se realiz6 a 100V por =30 min. El gel se

visualiz6 usando un fotodocumentador Gel Doc™ EZ Imager (BioRad).

5.13 Cultivo y expresion de variantes del P450sms en formato de cajas de 96 pozos

Colonias individuales de E. coli ER2566 o BL21 transformadas con la libreria de variantes o
con el P450sm3 WT fueron inoculadas en cajas de cultivo de 96 pozos de 1 mL que contenian
medio LB (Km™) y se incubaron a 37°C y 250 RPM por 12 h. Estas cajas sirvieron de
preindculo y de memoria para preservar las diferentes clonas. Con 50 pL de precultivo se
inocularon 900 pL de medio TB (Km™) en cajas nuevas. Después de 4.5 h de incubacion a
37°C, cuando se alcanz6 una DOeo de ~0.6, se indujo la sobreexpresion de proteina
adicionando 50 pL de medio TB con IPTG 5 mM (C¢= 0.25 mM), la temperatura de
incubacion se cambid a 30°C y se mantuvo hasta 24 h post-induccién. Posteriormente, las
cajas se centrifugaron durante 30 min a 3500 RPM y 4°C, descartando el sobrenadante. El
pellet celular se congeld a -20°C al menos 8 h y entonces fue resuspendido en 500 pL de
buffer KPi (100 mM, pH 8) que contenia lisozima (0.5mg/mL), DNAsa | (0.1mg/mL) y
MgCl2 (10mM) e incubado 1 h a 37°C con agitacion. En seguida, las cajas se centrifugaron
10 min a 1500g y 4°C para obtener el sobrenadante con lisado celular, el cual se emple6 para
los ensayos de actividad y el proceso de tamizaje (ver Figura 6. Ronda de tamizaje de variantes
en formato de MTPs.).
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5.14 Consumo de NADPH a A=340 nm y tamizaje de variantes

En MTPs de 96 pozos de fondo transparente, se transfirieron 30 pL del lisado celular
proveniente de cada clonay se agregaron 120 pL de buffer KPi (100mM, pH 8) que contenia
acido p-cumarico 0.8 mM (resultando en una concentracion final de 0.4 mM). Tras 5 min de
incubacion con el sustrato, la reaccion se inicié adicionando 50 pL de NADPH 2.8 mM
(concentracion final 0.7 mM). Un MTP sirvié de control sin adicionar sustrato para
determinar la sefial de fondo del NADPH. Luego de la adicion de NADPH, se monitore6 su
oxidacion a A=340 nm durante 15 min (a intervalos de 12s) utilizando el lector de MTPs

Tecan Saphire II.

Para el tamizaje de las variantes, las reacciones anteriores se dejaron incubando a
temperatura ambiente y en ausencia de la luz durante un maximo de 12 h. Después este

periodo, se tomaron 20 pL de cada pozo y se analizaron conforme al ensayo de Fe(lll)-FZ.

5.15 SDS-PAGE

La expresion y purificacion de variantes se analizd mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). El gel de separacion contenia 2 mL de ddH20, 1.65
mL de mezcla de acrilamida al 30 %, 1.25 mL de Tris 1.5 M (pH 8.8) con 0.05 mL de SDS
al 10 %, 75 pL de persulfato de amonio (APS) al 10% y 7.5 uL de TEMED. EI gel de
apilamiento constaba de 1.5 mL de ddH»O, 0.375 mL de mezcla de acrilamida al 30%, 0.625
mL de Tris 1 M (pH 6.8), 0.01 mL de SDS al 10%, 50 uL de APS al 10 % y 5 puL de TEMED.
Las muestras de proteina se mezclaron 4:1 con un buffer de carga 4x (Tris-HCI 62.5 mM con
pH 6.8, SDS al 2%, azul de bromofenol al 0.002%, glicerol al 10%) y se incubaron a 90°C
durante 5 min. Después de centrifugar (2 min, 9000 g), se cargaron de 10 pL de muestra en
el gel y 2 uL de marcador de proteina (11 a 245 kDa, NEB). La electroforesis en gel se llevo
a cabo a 25 mA durante 90 min con buffer de corrida (0.3% Tris, 1.5% glicina, 0.1% SDS en
ddH-0). Los geles se tifieron con azul brillante de Coomassie (0.05% de coomassie, 50% de
metanol, 10% de acido acético, en ddH20) y se destifieron con una solucién decolorante (40%

de etanol, 10 % de acido acético en ddH20).
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5.16 Ensayo por cromatografia en capa fina (TLC)

Se tomaron 200 pL provenientes del ensayo de actividad y se transfirieron inmediatamente a
un tubo eppendorf de 1.5 mL para evitar la oxidacién de los productos de reaccién. Se
adicionaron 50 uLL de HCI 0.1M para obtener solo especies protonadas que puedan migrar
correctamente. La cromatografia en capa fina (TLC) se realizo6 en placas de UV-silica (silica
gel 60 F2ss, Merck KGaA). Se aplicaron 5 puL de la muestra de reaccion y se utilizd como
fase movil una mezcla de cloroformo: metanol: acido férmico (85:15:1) para favorecer el
desplazamiento de los productos de la reaccion. Se incluyeron controles de &cido p-cumarico
y acido cafeico. Los productos de reaccion y controles fueron visualizados mediante

exposicién a luz UV.
5.17 Expresion y purificacion de variantes de P450sm3

ElI DNA plasmidico de las variantes se transformé por chogue térmico en E. coli. Se realizd
un cultivo nocturno en medio LB (Km™) de cada variante y fue empleado para inocular 100
mL de medio TB (Km®). Las células se cultivaron a 37°C y 200 RPM hasta alcanzar una
DOsoonm = 0.6, momento en el que se adiciond IPTG (0.25 mM) y se cambi¢ la temperatura
de incubacion a 30°C por 12 h més. Los cultivos fueron centrifugados a 6000 RPM por 20
min. Los pellet celulares se resuspendieron en buffer KPi (50 mM, pH 8) méas 300 mM NacCl
y se lisaron por sonicacion (10 pulsos de 50% de intensidad por 20 s, dejando enfriar por
120s; sonicador Branson 450). Los restos celulares se eliminaron por centrifugacion a 8000
RPM durante 30 min y a 4°C. Enseguida, el sobrenadante se filtr6 en una membrana de 0.22
pum antes de la purificacion por cromatografia de afinidad a His-tag mediante FPLC o por
gravedad en una columna de agarosa-Ni%*, en el cual se eluyd con imidazol de 350 mM en
buffer KPi (50 mM, pH 8) y 300 mM NacCl. Las eluciones se recolectaron y fueron analizadas
por SDS-PAGE. Las fracciones con la proteina pura se dializaron en membranas de celulosa
con corte de 14 kDa por 12 h y 4°C con agitacion constante en buffer KPi (50 mM, pH 8) y
NaCl 300 mM. Se cuantifico la cantidad de proteina por el método de Bradford y se corrobord

por absorbancia mediante espectroscopia.
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5.18 Espectro absoluto de las proteinas purificadas

El espectro se obtuvo mediante un barrido en la region de 250 a 700 nm utilizando un
espectrofotometro UV/Vis Beckman Coulter DU 730, empleando celdas de cuarzo de 1 cm.
Las proteinas purificadas se diluyeron 20 veces en buffer KPi 100 mM pH 8, siendo este
ultimo utilizado como blanco de absorcidn. Se presto atencion a la absorbancia en 418 nm
para detectar la banda Soret caracteristica de los citocromos P450 en estado de bajo spin y
ausencia de sustrato. Se calculd el factor Rz = A41g nm/A280 nm como indicador del grado de
pureza de la proteina con hemo. Las concentraciones de hemo activo se determinaron
utilizando As1enm Y Se calcularon aplicando la ecuacion de Lambert-Beer con un coeficiente

de extincién de €418 = 105 mM™* cm™,

5.19 Diferencia espectral de unién a sustratos

Se prepard una solucion del P450smsWT Y sus variantes en buffer KPi 100mM, pH 8 a una
concentracion de al menos 1 uM. A cada proteina se le afiadieron SDS y &cido p-cumarico a
un concentracion de 0.4 mM, dejando reaccionar durante 1 hora a 300 rpm y a 25°C. Luego,
se registraron los espectros de absorcion en la region de 390 nm a 418 nm para evaluar los
cambios espectrales en presencia y ausencia de sustratos. La diferencia espectral se calcul6

restando la absorbancia en ausencia de sustrato de la absorbancia en presencia de sustrato.

5.20 Modelado molecular del P450sm3

Para el acoplamiento molecular se empled AutoDock 4, utilizando la estructura del P450sm3
WT (PDB: 1BU7). Los cambios en aminoacidos simulados fueron con la funcion de
rotameros de UCSF Chimera. Las moléculas de agua cristalina fueron eliminadas, excepto la
que esta unida al hierro en el dominio hemo. Las estructuras de P450sm3 WT y sus variantes
se rotamerizaron y se minimizo la energia para corregir residuos con angulos de torsién no
estandar. Se definié un grid de 12 A alrededor del hierro del hemo. Las cadenas laterales de
los residuos vecinos dentro de 5 A de la molécula de agua unida se trataron de manera
flexible. Se llevaron a cabo 100 ejecuciones de acoplamiento y se agruparon aplicando un
limite de RMSD de 0,5 A y con la mejor energia de union.
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W Cultivo de colonias
U individuales

— —
Células E. coli Libreria de mutantes en
transformadas placas de agar

Crecimiento 4.5 horas
37°C
Seleccion de variantes
Induccidn de la expresion de proteina
Ensayo colorimétrico Produccién por 18 h

30°C

Centrifugacion
Lisis celular
Transferencia a placas de ensayo

Placa de ensayo (MTP)

Figura 6. Ronda de tamizaje de variantes en formato de MTPs.
Se muestra el proceso general del tamizaje de variantes que inicia desde la transformacion de la libreria hasta la
seleccion de variantes mediante el método de Fe(l11)-FZ.
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5.21 Estrategia experimental

5.21.1  Determinacion de un método de tamizaje en formato de alta eficiencia

La identificacion de las variantes del P450sms con la capacidad de hidroxilar al &cido p-
cumarico y por lo tanto producir un compuesto hidroxilado como el &cido cafeico, requirio
de la implementacién de un método de tamizaje. Para ello, se compararon dos ensayos
colorimétricos basandose en las caracteristicas quimicas del sustrato y del producto, los
cuales fueron: el ensayo Fe(lll)-FZ que evalua la capacidad antioxidante (seccion 5.8) y el
ensayo de Folin-Ciocalteu (F-C) que determina el contenido de compuestos fendlicos totales

(seccion 5.7).

Con la finalidad de adaptar los ensayos a volimenes de ~200 uL en un formato de
placas de microtitulacion de 96 pozos (MTPs), se simuld el proceso de expresion del P450gms
(seccion 5.13) para obtener lisado celular. También se simul6 el proceso de la seccion 5.14,
ya que las reacciones se realizan en presencia de sustrato y NADPH. Para evaluar las
respuestas colorimétricas de ambos ensayos y determinar la sensibilidad, rango lineal e
interferencias de los componentes en la mezcla de reaccion, se realizaron una serie de
reacciones bajos las condiciones indicadas a continuacion:

1. Condiciones estandar (medio acuoso o tamponado, que normalmente manejan los
ensayos de Fe(lll)-FZ y F-C)

2. Condiciones estandar en presencia de lisado celular
3. Condiciones estandar en presencia de lisado celular y NADPH

Para cada condicion de ambos ensayos, las reacciones fueron en formato de serie, en la
gue se ensayaron concentraciones crecientes de cada compuesto (anexo 2).

o Serie A. Concentraciones de 0 a 0.4 mM de acido p-cumérico.

o Serie B. Concentraciones de 0 a 0.4 mM de &cido cafeico.

o Serie C. Concentraciones decrecientes de acido p-cumérico (de 0.4 a 0 mM) y
concentraciones crecientes de acido cafeico (de 0 a 0.4 mM), simulando la reaccion en
la que la concentracion del producto (&cido cafeico) aumenta como resultado del
consumo del sustrato (&cido p-cumarico).

Posterior a simular el proceso de la seccion 5.14 con las 3 condiciones, se tomaron 20
ML de cada condicion y serie (10 % de muestra) y se depositaron en otro set de MTPs para
realizar por separado cada ensayo colorimétrico, mezclando con sus correspondientes

reactivos y obteniendo las absorbancias conforme los métodos colorimétricos.
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5.21.2 Construccion de la biblioteca de variantes del P450sm3

La biblioteca se construy6 siguiendo el protocolo del megaprimer PCR (seccion 5.9 y anexo
1), que inicialmente consiste en la generacion de un fragmento con la mutacion deseada y
posteriormente emplearlo como megaprimer en una segunda ronda de PCR para amplificar
una region mas larga de ADN que pueda clonarse en el vector apropiado (ver Figura 7). Se
adoptO esta estrategia con el objetivo de acumular mutaciones en cada ronda de PCR,
manteniendo simultdneamente los codones silvestres, lo que resultd en una biblioteca con
combinatoria de variantes. Sin embargo, debido a la disminucién de la eficiencia en las
reacciones de PCR con este método, se dividid la construccién de las variantes en 4 etapas.
Cada una de estas etapas implico la generacion de bibliotecas independientes que sirvieron
de respaldo y de templado para las PCR subsiguientes. Cada paso incluy6 reacciones de PCR,
digestion, ligacion, transformacion, PCR de colonia, secuenciacion y recuperacion del banco
de ADN plasmidico.

Lﬁ Templado WT
«——
M
PCR-1
A-M
> *—
3 -
. v
> AM Py Templado WT

B
l PCR-2

Producto mutante (A-M-B)

Figura 7. Método de megaprimer.
Se emplean los primers Ay B, que contienen sitios de restriccion (p.ej. Ncol y Sacl) y un “clamp” extra en el
extremo 57, mientras que el primer M es el que introduce las mutaciones. En una segunda PCR, el producto A-
M se emplea como megaprimer junto con el primer B para obtener el producto final (A-M-B) que se restringe
y clona.

35



La presencia del gen se confirm6 mediante PCR de colonias, empleando un par de
oligos que se unen a sitios intermedios de la region codificante hemo y de reductasa. Para su
secuenciacion, las colonias con PCR positiva se cultivaron en medio LB (Km™) para obtener
un cultivo y aislar el ADN plasmidico, corroborando por digestion la presencia del gen con

un par de enzimas Ncol-Sacl o Ncol-Xhol.

El primer paso consistioé en mutagenizar la posicion 438, que se encuentra después de
un sitio de corte Sacl. Se utilizé como templado la region reductasa de la variante “Mut M”
que contiene mutaciones en 6 posiciones que le confieren mayor termoestabilidad que la
silvestre (Saab-Rincon et al., 2018). Confirmadas las mutaciones, se recuperaron todas las
colonias transformantes para la extraccion del ADN plasmidico que contenia la libreria de
variantes sobre esta posicion. El respaldo de esta libreria se resuspendi6 en glicerol/LB (1:1)

y se conservo a -70°C.

En el segundo paso, se mutagenizaron las posiciones 47, 82 y 87, obteniendo un
fragmento que fue clonado y del cual se gener6 un ADN plasmidico que se utiliz6 como
templado para el tercer paso, en el que se adicionaron las mutaciones en 328 y 330 (seccion
5.9 y anexo 1). De la misma manera, se guardé un respaldo de células en glicerol/LB (1:1)
a-70°C. Finalmente, teniendo un ADN plasmidico con variabilidad en 47, 82, 87, 328 y 330;
y otro con variabilidad en 438, se completo la libreria fusionando mediante digestion y

ligacién ambas regiones en un solo banco de ADN.

El ADN plasmidico de la biblioteca completa fue aislado y transformado en células
de E. coli BL21 para la expresion de las variantes conforme a la seccién 5.13 y continuar con

el proceso de tamizaje empleando el método establecido.

Durante la construccion de la biblioteca de variantes, se contabilizé el nimero de
colonias transformantes en cada proceso para verificar que se obtuviera de forma
representativa la variabilidad conforme a la combinacién de nucleotidos. En algunos casos
no se continud con el proceso siguiente hasta haber obtenido un nimero adecuado de colonias

transformantes. El proceso en general puede ser visualizado en la Figura 8)
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5.21.3 Tamizaje de la biblioteca y seleccion de variantes del P450sm3

Una vez construido el banco de ADN plasmidico con la biblioteca de variantes, se procedid

con el tamizaje en busca de variantes capaces de hidroxilar el acido p-cumérico.

En primer lugar, se aseguré que el protocolo a seguir (seccidn 5.13) permitiera obtener
un lisado celular con presencia del citocromo P450gms y que mostrara actividad detectable
mediante consumo de NADPH, principalmente porque la expresion de proteina se produce
en volimenes no mayores a 1 mL de medio de cultivo y la obtencion del lisado celular es a
través de lisis enzimatica, un método poco eficiente para romper células comparado con la

sonicacion.

Construccion de Tamizajey
pCWori bibliotecas de seleccion de
Gen P450 4E10_MutM variantes variantes

Ronda de ,
@ tamizaje
'Y

Plédsmido con biblioteca
de variantes

S

<«— 2"Rondade —
tamizaje

Fenotipo repetido Seleccion de
variantes
TLC Secuenciacion.
—_— e Expresion y
U U S purificacién a
Seleccion de

> mayor escala
variante(s)

Deteccién de productos

330 de reaccién

—_—) F
Biblioteca

Figura 8. Construccién de bibliotecas y seleccion de variantes.

Se presenta un esquema general de los procesos involucrados en la construccién de la biblioteca, el tamizaje y
seleccion de variantes. (A) Aislamiento del plasmido de las colonias transformantes. (B) Empleo del método de
megaprimer. (C) Clonacién del gen mutado y su posterior transformacion en E. coli. (D) Evaluacion de la
eficiencia de transformacion (p. ej. garantizando que el ndmero de colonias sea al menos 3 veces mayor que la
variabilidad esperada) y secuenciacion del banco. (E) Baja eficiencia de transformacion, se repite el proceso.
(F) Aislamiento del plasmido con la biblioteca completa, para su tamizaje.
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Establecidas las condiciones de trabajo, el tamizaje de variantes se realizo empleando
el ensayo de Fe(l11)-FZ. Durante este proceso, se obtuvieron los datos de absorbancia de cada
lote de variantes, asi como de un nimero de pozos destinados a P450smz WT como control y
se construyo una curva estandar con acido cafeico en concentraciones que iban de 0 a 0.4
mM. Como criterio de seleccidn, se establecié que las variantes con valores de absorbancia
superiores al promedio més 1 desviacion estdndar obtenido del P450em3 WT serian
seleccionadas. Las variantes seleccionadas se sometieron a un segundo proceso de tamizaje

para confirmar el fenotipo mostrado y descartar falsos positivos.

Seleccionada una variante que mostré consistentemente el fenotipo deseado, se llevd
a cabo un andlisis mediante cromatografia en capa fina (TLC) para detectar la formacién de
productos que pudieran estar influyendo en el ensayo colorimétrico. Para ello, se probaron
diferentes proporciones de disolventes organicos (tolueno, acetato de etilo, metanol,
cloroformo, acido acético, acido formico) y se determin6é que una mezcla de cloroformo,
metanol y &cido formico en una proporcion 85:15:1 proporciona la mejor separacion de los
compuestos. Dado que tanto el acido p-cumarico como el &cido cafeico son compuestos

aromaticos, la TLC se visualizo en placas de silica-gel mediante exposicion a la luz UV.

Finalmente, obteniendo una variante o variantes que mostraran un producto de
reaccion en la TLC, se aislo el ADN plasmidico para determinar los cambios en la secuencia.
Ademas, se procedid a caracterizar en mayor medida su producto de reaccion expresandola

y purificandola conforme a la seccién 5.17. (ver Figura 8).
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RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Determinacion de un método de tamizaje en formato de alta eficiencia

Uno de los desafios en la construccion de bibliotecas de variantes radica en identificar
aquellas con mejoras en sus caracteristicas entre el gran nimero de variantes generadas
(Arnold y Georgiou, 2008). Aunque algunos métodos de tamizaje utilizando MTPs se centran
en el analisis del consumo de NADPH de las variantes (Glieder y Meinhold, 2003), se suelen
identificar algunas con mayor consumo de NADPH, sin embargo, detrés de este consumo
puede existir baja eficiencia de acoplamiento y la formacién reducida de productos (Morlock
et al., 2018). Por lo tanto, una estrategia adecuada implica el uso de métodos colorimétricos
o fluorescentes especificos para la formacion de productos. En este sentido, se han
desarrollado métodos de seleccion de variantes del P450gms capaces de detectar productos
hidroxilados a partir de compuestos aromaticos o alquenos (Alcalde et al., 2004; Wong et al.,
2005). Sin embargo, para los objetivos del presente proyecto se necesitd de un método
especifico para la cuantificacién de &cido cafeico en formato de MTPs, que fuera répido,
simple y reproducible. Para lograrlo, se determin6 el mejor método de tamizaje mediante la
comparacion de la sensibilidad, rango lineal e interferencias en los ensayos propuestos de

Fe(lll)-FZ y F-C. Los resultados se presentan a continuacion.
6.1.1 Ensayo de F-C

Conforme a la estrategia desarrollada (seccion 5.21.1), se ensayaron diferentes condiciones
tomando en consideracién la presencia de lisado celular, NADPH, acido p-cumarico y acido

cafeico.
> Condiciones estandar

Se realizé una comparacion de las respuestas colorimetricas obtenidas en presencia de acido
p-cumarico y acido cafeico en buffer KPi (100 mM, pH 8) y ddH.O. Cualitativamente, se
observo la formacidon de un color azul en funcién de la concentracion de cada reactivo (Figura
9), siendo mas pronunciada en la Serie B (cafeico) respecto a la Serie A (cumarico); mientras

que, la coloracion mas intensa se observo en la Serie C.
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En el ensayo de F-C existe una transferencia de electrones en medio alcalino de los
compuestos fendlicos a complejos de acido fosfomolibdico/fosfotingstico, lo que resulta en
la formacién de complejos coloreados que absorben a A=765 nm (Singleton et al., 1999). Por
consiguiente, la intensidad de la coloracion en la Serie C era de esperarse dado que existe la

presencia conjunta del &cido p-cumarico y del &cido cafeico.

No obstante, dado que el objetivo era determinar la sensibilidad del ensayo y su rango
lineal, se registraron las absorbancias a A=765 nm en un intervalo de concentraciones de 0 a

0.4 mM de cada compuesto en cada una de las series, que son mostradas en la Figura 10.

Serie B

Serie A

Blanco

Figura 9. Formacion de color para el ensayo de F-C en formato de MTPs
(A) Vista lateral de una MTP: se muestran las respuestas colorimétricas de las tres series ensayadas. (B) Vista
superior de una MTP: se muestra ademas la respuesta del blanco de reactivos. Serie A: concentraciones
crecientes de &cido p-cumérico; Serie B: concentraciones crecientes de acido cafeico; Serie C: concentraciones
decrecientes de acido p-cumarico y crecientes de acido cafeico.

Los datos de absorbancia (Figura 10) proporcionan la siguiente informacion: en la
Serie A, que abarca concentraciones crecientes de acido p-cumarico, se identifico un rango
lineal de 0 a0.28 mM con un ajuste de R?=0.96; en la serie B, con concentraciones crecientes
de &cido cafeico, se identificé un rango lineal de 0 a 0.4 mM, e incluso superior, con un ajuste
de R?=0.98. Sin embargo, se presenté variabilidad a partir de concentraciones mayores a 0.3
mM. Respecto a la Serie C, que comenzé con 0.4 mM de &cido p-cumarico y 0 mM de
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Abs a 765 nm

cafeico, se registro una absorbancia inicial (ordenada al origen) de 0.29 y la linealidad (R*=
0.8) se mantuvo por encima de este valor conforme se disminuyd la concentracion de p-

cumarico a 0 mM y se aumento la de cafeico hasta 0.4 mM.

Considerando la pendiente del rango lineal, se observd que la intensidad de
absorbancia obtenida con el acido cafeico fue 2.2 veces mayor que la del &cido p-cumérico.
Este fendmeno podria atribuirse a las diferencias en la estructura quimica de estos
compuestos, dado que el &cido cafeico cuenta con un grupo hidroxilo méas que el &cido p-

cumarico, lo que podria resultar en una mayor transferencia de electrones hacia los complejos

del reactivo de Folin.

En la serie que incluyé ambos compuestos, solo fue posible distinguir la presencia del

acido cafeico del p-cumarico cuando sus concentraciones superaron los 0.28-0.3 mM.
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Figura 10. Curvas estandar para el ensayo de F-C en condiciones estandar.
(A) Comparacion del rango lineal entre el &cido p-cumaérico y &cido cafeico, con el promedio + SD. (B) Curva
obtenida de la Serie C, que muestra concentraciones crecientes de acido cafeico y decrecientes de acido p-
cumarico, de 0 a 0.4 mM. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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» Condiciones estandar, en presencia de lisado celular

Al agregar lisado celular al medio de reaccion, se obtuvieron los siguientes datos: Para las
series con concentraciones crecientes de ambos compuestos, se identificé un rango lineal de
0 a 0.4 mM, con R%>0.9. Sin embargo, nuevamente se observa una discrepancia en los datos
cuando se ensayaron concentraciones superiores a 0.28 mM (Figura 11A). Ademas, se noto
una disminucién en la intensidad de coloracion obtenida con el &cido cafeico en comparacion

con la obtenida en ausencia de lisado celular.

En cuanto a la Serie C, se observo un comportamiento similar a las condiciones
estandar, donde la linealidad comenz6 a partir de 0.257. Esto indica que valores por encima
de este umbral indicarian la presencia de acido cafeico como producto de la reaccion cuando

esta presente el &cido p-cumarico (Figura 11B).
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Figura 11. Curvas estandar para el ensayo de F-C en presencia de lisado celular.
(A) Comparacion entre las curvas obtenidas de acido p-cumérico y acido cafeico, con el promedio + SD. (B)
Curva obtenida de la Serie C, que muestra concentraciones crecientes de acido cafeico y decrecientes de acido
p-cumarico, de 0 a 0.4 mM. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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» Condiciones estandar, en presencia de lisado celular y de NADPH

En presencia de lisado celular y NADPH, se logro un ajuste lineal con R? > 0.935 para ambas
series de concentraciones crecientes de acido cafeico y acido p-cumaérico, lo que descarta la
interferencia del lisado celular en la linealidad. No obstante, segin se observa en la gréfica
A de la Figura 12A, cuando la concentracion de ambos compuestos es de 0 mM, la curva
lineal inicia por arriba de 0.355 y de 0.4032, respectivamente. Esto sugiere que la presencia
de NADPH en el medio de reaccion contribuye a la absorbancia registrada. Este patrén se
confirma en la Serie C (Figura 12B), donde la presencia del NADPH aumenta los valores de
absorbancia en 2.25 veces. Se esperaba que, dado que el NADPH se adiciona en exceso, esta
contribucion se mantuviera constante y, por ende, no afectara la deteccién de la aparicion de

acido cafeico.

De manera general, con el ensayo de F-C se obtuvieron curvas lineales con una buena
correlacion de los datos para concentraciones crecientes de acido p-cumarico y el &cido
cafeico, incluso en presencia del NADPH. Ademas, la intensidad de la coloracion obtenida
por el acido cafeico fue mayor que la del cumarico. Teniendo en cuenta la contribucion en la
absorbancia del NADPH, se puede establecer una linea base que indica la presencia de acido
cafeico. Sin embargo, para la deteccidn de este compuesto con el ensayo de F-C, una variante
debe producir concentraciones por arriba de 0.28 mM, lo que implica que al menos el 70%

del sustrato debe ser convertido.
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Figura 12. Curvas estandar para el ensayo de F-C en presencia de lisado celular y NADPH.
(A) Comparacidn de las respuestas obtenidas para la Serie A (&cido p-cumarico) y Serie B (acido cafeico). (B)
Curva obtenida de la Serie C en presencia (+) y ausencia (-) de NADPH. Se muestra el valor promedio + SD.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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6.1.2 Ensayo de Fe(l11)-FZ

Siguiendo la estrategia desarrollada, se llevaron a cabo varios ensayos considerando la
influencia del lisado celular, la interferencia del NADPH y la contribucion tanto del &cido p-

cumarico como del acido cafeico cuando se encuentran en la misma mezcla de reaccion.

En el ensayo de Fe(lll)-FZ, se produce la formacion de color morado que va en
funcién de la capacidad antioxidante de los compuestos presentes, tal como se obtuvo con el
acido cafeico (Figura 13) en el que la formacion de color estuvo en funcion de su
concentracion, mientras que con el acido p-cumarico no se presentaron cambios de
coloracion incluso en la concentracion ensayada mas alta (0.4 mM), que fue similar al blanco
empleado (buffer KPi mas ddH>0). Esta observacion sugiere que el ensayo de Fe(lll)-FZ
genera cambios de coloracion especificamente en presencia del &cido cafeico y no del &cido
p-cumarico. La Serie C fue fundamental para confirmar esta observacion, ya que en esta serie
ambos compuestos estaban presentes en la mezcla y la formacion de color fue similar a la

curva del acido cafeico.

Por lo tanto, se determiné directamente la sensibilidad del ensayo y el rango lineal en
presencia de lisado celular y NADPH, dado que estas son las condiciones presentes en el
tamizaje de la libreria de variantes. Por esta razon, se omite la presentacion de los datos de

absorbancia en condiciones estandar.

Blanco
(mM) 0 0.04 0.08 0.12 0.16 0.20 0.24 0.28 0.32 0.36 0.40 l

Serie A —»

Serie B —> » ’g‘ﬁ‘@@@\‘ O O 0‘,1
e — (@) @@9)@@@&0@6
Figura 13. Formacion de color para el ensayo Fe(l11)-FZ en formato de MTPs.

Serie A: Concentraciones crecientes de &cido p-cumarico; Serie B: Concentraciones crecientes de acido
cafeico; Serie C: Concentraciones decrecientes de acido p-cumarico y crecientes de acido cafeico.
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Blanco

)

NADPH

©)

NADPH

Figura 14. Formacién de color en presencia y ausencia de NADPH, para el ensayo de Fe(l11)-FZ.
(A, B'y C) Muestran la formacion de color de la serie A, serie B y serie C, respectivamente, en presencia (+) o
ausencia (-) de NADPH.

» Condiciones estandar, en presencia de lisado celular

En presencia de lisado celular, la curva correspondiente al acido p-cumarico no mostré un
rango lineal, ya que el coeficiente de determinacion (R?) fue apenas de 0.23, careciendo de
un aumento proporcional en funcién de la concentracion (Figura 15A). En contraste, la curva
del &cido cafeico demostré un rango lineal con R?=0.993 en las concentraciones ensayadas
(0 a0.4 mM) y una sensibilidad detectable a partir de 0.04 mM.

Al analizar la Serie C (Figura 15B) que representa concentraciones crecientes de acido
cafeico y decrecientes de acido p-cumarico, se observé una tendencia lineal con R?=0.9907.
Esto sugiere que la presencia del sustrato (acido p-cumarico) no interfiere en la formacién de
color cuando se esta generando producto (acido cafeico). Ademas, al comparar la ecuacion
de la recta de la serie B y C, se observa que las pendientes son similares, lo que indica que el

rango lineal del &cido cafeico en presencia del cumarico se mantiene.
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Figura 15. Curvas estandar para el ensayo de Fe(ll1)-FZ en presencia de lisado celular.
(A) Comparacion entre las curvas obtenidas para el acido p-cumarico y acido cafeico. (B) Curva obtenida de la
Serie C. Se muestra el valor promedio £+ SD. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

» Condiciones estandar, en presencia de lisado celular y de NADPH

En las condiciones que se manejarian durante el tamizaje de las variantes, la curva
correspondiente al acido p-cumarico carece de una linealidad (R?=0.26) en todas las
concentraciones ensayadas (Figura 16A). No se observan diferencias significativas en la
formacion de color entre concentraciones de 0.04 mM y 0.4 mM, siendo ambas similares al
blanco de reactivos. Por otro lado, la curva del acido cafeico exhibe un comportamiento lineal
en funcion de la concentracion con un R?=0.994. Sin embargo, a una concentracion 0 mM se
registré un valor inicial de Abs=0.688, indicando la contribucion del NADPH a este valor.
Esta observacion se aprecia mejor en la Figura 16B, que corresponde a la serie C, donde en
ausencia de NADPH, la curva de ambos compuestos inicia en 0.10, mientras que en presencia
de NADPH inicia en 0.7. Ademas, en la serie C el rango lineal del &cido cafeico cuando esta
presente el cido p-cumarico, el NADPH vy el lisado celular en el medio de reaccion, con una

sensibilidad para producir un cambio de color de alrededor de 0.04 mM.
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Figura 16. Curvas estandar para el ensayo de Fe(l11)-FZ en presencia de lisado celular y NADPH.
(A) Comparacion entre las curvas obtenidas para el acido p-cumarico y acido cafeico. (B) Curva obtenida de la
Serie C, en presencia (+) y ausencia (-) de NADPH. Se muestra el valor promedio = SD. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado.

En términos generales, el ensayo de Fe(lll)-FZ permite obtener un rango lineal en
funcion de la concentracién de acido cafeico (de 0.02 a 0.4 mM), incluso en presencia de
sustrato, NADPH vy lisado celular. En contraste, no se observa una respuesta lineal para el
acido p-cumarico en ninguna concentracion, lo que significa que incluso a concentraciones
elevadas (0.4 mM), el cambio de coloracion es insignificante, lo que facilitaria la
identificacion de la produccion de acido cafeico en una mezcla de reaccion. Se evidencia que
el NADPH contribuye a la formacidn de color cuando esta presente en el medio; por lo tanto,
un valor inicial (por ejemplo Abs=0.7) podria servir como linea base para indicar la presencia

de acido cafeico cuando se superen estos valores.
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Ensayo de F-C vs Ensayo de Fe(l11)-FZ

Ambos ensayos muestran una respuesta lineal respecto a la concentracion de &cido cafeico y
exhiben una sensibilidad similar a bajas concentraciones. Sin embargo, se presenta
interferencia debido al lisado celular, y la presencia del NADPH contribuye a la generacion

de color.

El rango lineal del ensayo de F-C para el &cido cafeico abarca desde 0.04 hasta 0.28
mM, mientras que en el ensayo de Fe(lll)-FZ va desde 0.02 hasta 0.40 mM (Tabla 3).
Ademas, para distinguir la presencia de acido cafeico del sustrato en una mezcla, se requiere
una concentracion minima de 0.28 mM en el ensayo de F-C, en comparacion con solo 0.04
mM con el ensayo de Fe(lll)-FZ.

Por lo tanto, considerando los resultados presentados, se ha validado y establecido el
ensayo de Fe(lll)-FZ como el método preferido para identificar variantes productoras de

acido cafeico, teniendo en cuenta su sensibilidad, rango lineal y desviacion estandar.

Tabla 3. Comparacion del método de F-C vs el método de Fe(l1)-FZ.

Ensayo de F-C Ensayo de Fe(lll)-FZ
Rango lineal 0.04-0.28 mM 0.02-0.40 mM
Limite de deteccion 0.04 mM 0.04 mM
Interferencia del NADPH Si Si
Interferencia del lisado . .
Si Si
celular
Concentracion minima de
acido cafeico detectable 0.28 mM 0.04 mM
en una mezcla
Tiempo minimo dedicado 2 horas 30 minutos
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6.2 Construccién de la biblioteca de mutantes del P450sm3

6.2.1 Construccion de variantes en T438

Se realiz6 la construccion de la biblioteca en la posicién 438, siguiendo la estrategia descrita
en la seccion 5.21.2 y realizando las reacciones de PCR segun lo detallado en el Anexo 1. El
proceso de construccion se resume en la Figura 17, en el cual se obtuvo el fragmento Ilamado
“T438/Xhol” que se clond en el vector pET28a. Después de transformar el producto de
ligacion, se contabilizaron 4,360 de colonias transformantes, lo que abarcé el 100% de la
variabilidad prevista. Para cubrir el 95% de las variantes generadas por la combinacion de
nucleotidos se requerian 52 clonas, y por la combinacién de aminoacidos, 39. La informacion

sobre el nimero de colonias obtenidas en cada paso se resume en la Tabla 4.

PET28
M pvs

T438/Xhol

pb

10000
5000

2000
1000 W

500

Fragmento T438/Xhol (1877pb)

Digestion y posterior ligacion

Figura 17. Construccion de mutaciones en la posicién 438.

(A) Electroforesis en gel de agarosa al 1% con el fragmento generado por PCR. M: Marcador de peso
molecular, 1y 2: producto de PCR que corresponde a un tamafio de 1877 pb. (B) Doble digestién Sacl/Xhol
del vector pET28a, se visualizan las bandas esperadas de 1866 pb y 6520 pb, M: Marcador de peso molecular.
(C) Colonias transformantes en E. coli MC1061, que fueron contabilizadas para evaluar la eficiencia de
transformacion
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La PCR de colonias revel6 que 9 de cada 10 contienen el gen clonado (Figura 18),
reflejando una eficiencia de clonacion del 90%. La cantidad de colonias transformantes
indicd una eficiencia de clonacién adecuada, lo que llevo a seleccionar algunas de las
colonias con PCR positiva para el aislamiento del ADN plasmidico y su posterior
secuenciacion en busca de cambios en la posicion 438. Los resultados de secuenciacion se

muestran en la Figura 19.

12345678910, 111213141516171819200) ()

Figura 18. PCR de colonias transformantes con mutaciones en 438.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%, carriles 1-20: PCR de 20 colonias transformantes seleccionadas al azar,
M: Marcador de peso molecular. (-) y (+) control de PCR negativo y positivo respectivamente. La banda del
control positivo corresponde a un tamafio de 724 pb.

TTGACTTTGAAGATCATACAAACTACGAGCTCGATATTAAAGAAACT| TAACGTTA s s
H : : A ; A 1320 Posicion T438
AACTGAAACTTCTAGTATGTTTGATGCTCGAGCTATAATTTCTTTGAAATTGCAAT
del P450,,,,,
F oD F E D H T N Y E L o 1 k e T | HE:|[-
! 425 a30 435 440 (SnapGene)
Rk ok kb ok ok ok ok ok koo kK xxxxerxrerxxrrrnrrxcrxxcx  Alineamiento
4E10 nuc 2144
Seai ey multiple (.ie la
3930.abl secuencias
(ClustalX)

Coranenamn i E g e 8T Cromatogramas

Figura 19. Mutaciones en la posicidon T438 confirmadas por secuenciacion.
(A) Codon silvestre del aminoacido T438 del P430gwms visualizado en SnapGene. (B) Alineamiento de la
secuencia de DNA del P430gm3 WT vs. las secuencias de las dos clonas seleccionadas. (C) Cromatogramas
donde se observa el cambio de secuencia en el codon de la posicion 438.
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Los resultados de secuenciacion indican mutaciones en la posicion 438, siendo el
cododn silvestre ACG, mientras que dos de las variantes mostraron cambios a ATG y GAG,
es decir, cambios de treonina (WT) por metionina y glutamato. Se decidio recuperar el banco
de colonias y aislar el ADN plasmidico. Esta biblioteca de ADN se llam6 “pETmR438” y
fue empleado como vector para la construccion de la biblioteca completa en la que el inserto

fue la region hemo mutagenizada en las posiciones 47, 82, 87, 328 y 330.

6.2.2 Construccion de variantes en 47/82/87

De manera similar, tras realizar las reacciones de PCR (como se muestra en el Anexo 1), se
obtuvo un fragmento completo del dominio hemo con mutaciones en las posiciones 47, 82 y
87, que luego se extendid a un sitio posterior a Sacl para su clonacion (ver Figura 8, resultados
en Figura 20). Una vez clonado el gen y transformado, se obtuvieron alrededor de 20,000
colonias transformantes, lo que supuso una sobrerrepresentacion de la variabilidad para este
paso, ya que por la combinatoria de nucleotidos se necesitaban 10,368 colonias para cubrir
el 95% de las variantes generadas, mientras que por la combinatoria de aminoacidos se

necesitaban 2,496 colonias transformantes (ver Tabla 8).

Fragmento Ncol/R47= 161 pb Fragmento M47/F87=280pb Fragmento 1700 pb pesterior a
sitio Sacl

Figura 20. Mutagénesis por PCR sobre los sitios 47, 82 y 87.
(A) Fragmento generado hasta la posicion 47, de 161 pb. (B) Fragmento extendido a 82/87, de 280 pb. (C)
Extension del megaprimer 47/82/87 posterior al sitio de corte Sacl, de 1700 pb. 1: Corresponde a las bandas
observadas de los productos de PCR en cada proceso.
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Figura 21. Analisis de la libreria 47/82/87.
(A) Colonias transformantes, donde en 50 L de suspensién se obtuvieron 1036. (B) Electroforesis en gel de
agarosa al 1% de la PCR de colonias, 1-8 resultado positivo en las colonias seleccionadas, (+) control positivo
de PCR, M: Marcador de peso molecular. (C) ADN plasmidico aislado del banco de colonias.

El andlisis del banco de colonias mediante PCR indic0 la presencia del gen en 8 clonas
seleccionadas (Figura 21B). Se decidio aislar el ADN plasmidico de un par de clonas y

obtener su secuencia, la cual es mostrada a continuacion (Figura 22).

A % Posiciones 82 y 87 del

GATTTTGEAGGAGACGGGT TATTTACAAGCTGGACGCA P450,
“VBM3

CTAAAACGTCCTCTGCCCAATAMATGT TCGACCTGEGT (SnapGene)

o rEEe P G CEET S w.T.W

Al
multiple de la
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4E10_nuc
8657
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Cromatogramas

Figura 22. Mutaciones en las posiciones 82/87 confirmadas por secuenciacion.

(A) Codones silvestres de los aminoacidos 82 y 87 del P430gwms, visualizado en SnapGene. (B) Alineamiento de
secuencias del P430sms WT vs. las secuencias de los dos plasmidos secuenciados, indicando los cambios en las
posiciones 82 y 87. (C) Cromatogramas donde se observa el cambio de secuencia en los codones
correspondientes.
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Conforme a los resultados de secuenciacion, que mostraron cambios en las posiciones
47, 82 y 87, al mismo tiempo que se descartaron mutaciones espurias, se decidié recuperar
el ADN plasmidico de todo el banco de colonias que fue empleado como templado en

reacciones de PCR que adicionaron mutaciones en las posiciones 328 y 330.

6.2.3 Construccion de variantes en 328/330

La biblioteca de variantes sobre la region del dominio hemo (posiciones 47, 82, 87, 328, 330)
se finaliz6 adicionando mutaciones en las dos ultimas posiciones mediante reacciones de
PCR, (productos se muestran en la Figura 23). Posteriormente, el fragmento que contuvo la
region del dominio hemo mutado se empled como inserto para clonarlo con el plasmido

PETmR438, dando lugar a la obtencion de la libreria de variantes completa.

Digestion doble Ncol/Sacl
del fragmento A328/330y
sitio Sacl del pETmR438

Fragmento A328/330 (1009 pb)
con combinatoria de variantes en R47y F87

Fragmento 1700 pb posterior a

Figura 23. Construccion de variantes en A328/330.

Electroforesis en gel de agarosa al 1% de (A) Fragmento generado hasta la posicion A328/330, de 1009 pb; (B)
Extensién del fragmento posterior a Sacl, de 1700 pb; (C) Obtencion del inserto A328/330 de 1290 pb y del
vector pETmMRA438 de 6680 pb. Se sefialan con una flecha las bandas que fueron purificadas para el posterior

proceso.
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Para determinar el tamafio de la libreria completa, se realiz6 un célculo partiendo de
una suspensiéon bacteriana de 200 pL distribuida en una placa de Petri, de la cual se
obtuvieron 5200 colonias transformantes. Basandonos en esto, se estimo que el total de
variantes seria de 26,000. Sin embargo, dado que la eficiencia de clonacion segun la PCR de
colonias fue del 80% (Figura 24B), el numero de variantes recuperadas fue de alrededor de
20,800 clonas. Esto representa el 33% del total de colonias transformantes necesarias para
cubrir el 95% de la variabilidad generada. Segun la combinatoria de nucle6tidos, se requerian
cerca de 60,000 colonias transformantes (Tabla 4). A pesar de esto, se optd por recuperar el
banco de ADN para dar inicio al proceso de tamizaje de variantes. Los resultados de

secuenciacion de algunas clonas seleccionadas al azar se muestran en la Figura 25.
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Figura 24. Andlisis de la libreria completa.
(A) Colonias transformantes, donde a partir de 200 pL de suspension se contabilizaron 5200. (B) Electroforesis
en gel de agarosa al 1% de la PCR de colonias de 10 colonias muestreadas, (-) y (+) controles negativo y
positivo (724 pb), respectivamente.
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Figura 25. Mutaciones en las posiciones 328/330 confirmadas por secuenciacion.
(A) Alineamiento de secuencias del P430gms WT vs. las secuencias provenientes de los plasmidos
secuenciados. (B) Cromatogramas donde se observa el cambio de secuencia en los codones correspondientes.

En la Tabla 4 se resume el nimero de colonias transformantes obtenidas en cada paso
y el nimero de colonias que se esperaba obtener para cubrir el 95% de todas las variantes
generadas. Como se puede observar, solo en la construccion final no se alcanzé el numero de
variantes necesarias, mientras que en las librerias previas se obtuvo un nimero adecuado de

variantes.

Tabla 4. Numero de colonias vs. combinatoria de nucleétidos y aminoécidos esperada.

No. de colonias

No. de variantes No. de variantes  para cubrir el No. de
a nivel de anivel de 95% de todas  transformantes
nucleétidos proteina las posibles obtenidas
variantes

Libreria de

variantes T438 18 13 52 4360
Libreria de

variantes 3456 832 10368 20720
47/82/87/438

Libreria completa
47/82/87/328/330/438 20736 1440 62118 26000
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6.3 Tamizaje de la biblioteca de variantes del P450sm3

6.3.1 Presencia del P450sm3 y ensayos de actividad

Antes de iniciar el proceso de tamizaje de la libreria generada, se llevé a cabo una serie de
pruebas para asegurar la presencia y actividad adecuada del P450gwm3 en los lisados celulares
obtenidos mediante lisis enzimatica. Esto se verificO mediante SDS-PAGE para confirmar la
presencia de la proteina. Ademas, se evalud que la cantidad de proteina extraida fuera
suficiente midiendo el consumo de NADPH al monitorear la absorbancia a A=340nm tras la
adicion de acido estearico como sustrato. Se utiliz6 al P450smz WT como control y se incluyd
una mezcla de reaccion sin enzima como. Se realizd un seguimiento del consumo del

NADPH durante 15 minutos para observar su cinética.
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Figura 26. Consumo de NADPH a 340 nm obtenida del lisado celular.
Se comparan el consumo de NADPH cuando se agregé al lisado celular NADPH (NADPH), estearato como
sustrato y NADPH (NADPH + Est) y como control buffer con estearato (Est).

Se compararon las actividades de los lisados celulares obtenidos mediante sonicacion
y lisis enzimética para determinar si con este Gltimo método era suficiente (que es como se
haria en un formato de alta eficiencia). De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura
26, se observa un ligero consumo de NADPH (0.032 min) cuando se agrega acido estearico

como sustrato. Por otro lado, en ausencia de sustrato, las lecturas de absorbancia indican que
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no hay consumo de NADPH a través del tiempo. En contraste, el lisado celular obtenido por
sonicacion, mostré un mayor consumo de NADPH en presencia del sustrato (0.065 min™),
tal como se observa en la Figura 27. Sin embargo, también se observd un consumo de
NADPH en ausencia de sustrato (0.11 min), lo cual podria explicarse por la presencia de
acidos grasos en el extracto crudo debido a la ruptura de la membrana lipidica durante la

sonicacion, los cuales podrian estar siendo utilizados como sustrato del P450gwms.
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Figura 27. Consumo de NADPH a 340 nm del extracto por sonicacién.
Se comparan el consumo de NADPH cuando se adicion6 al extracto por sonicacion (NADPH); estearato como
sustrato y NADPH (NADPH + Est) y como control el buffer con estearato (Est).

Aunqgue el lisado celular obtenido mediante lisis enzimatica muestra un menor
consumo de NADPH en comparacion con el obtenido por sonicacion (0.032 vs 0.065 min™),
se ha determinado que la lisis celular empleando lisozima, DNAsa | y MgCl. permite obtener
un extracto proteico del P450sm3 con actividad detectable. Por lo tanto, este método se
considerd adecuado para la metodologia que fue desarrollada en los pasos siguientes,
especialmente teniendo en cuenta que en tamizaje en formato de alta eficiencia (HTS) los
volimenes de medio de cultivo son menores a 1 mL y que se trata de ensayos en placas de

96 pozos, con volimenes no mayores a 200 pL.
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Simultaneamente, se llevé a cabo un analisis de los lisados celulares obtenidos
mediante ambos métodos a través de un SDS-PAGE, con el objetivo de identificar si el

P450sms3 silvestre esta sobreexpresado y en una cantidad suficiente con los tiempos de

induccion y concentraciones de IPTG ensayadas.

1 2 3

a

135
100
75

Extracto por lisis (formato para Extracto por sonicacion
cajas de cultivo de 1 mL)

Figura 28. SDS-PAGE de los lisados celulares.
(1) y (2) Muestra procedente de P450BM3. (3) Control sin inducir, se observan bandas de lisozima y DNAsa.
Las flechas indican la banda que corresponde al P4A50BM3, con un tamafio de 119.5 kDa.

Los resultados obtenidos en el SDS-PAGE revelaron que es posible obtener un
extracto con presencia del P450gms3 utilizando el método de lisis enzimatica. Por otro lado,
mediante sonicacion, que proporciona un lisado celular con mayor cantidad de proteina, se
observé que el P450gm3 esta sobreexpresado a las 18 h post-induccién con IPTG 0.25 mM

(Figura 28).

Una vez confirmada la presencia de la proteina en los lisados celulares obtenidos y su
actividad en el consumo de NADPH, se procedi6 con el tamizaje de la libreria construida.
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6.3.2 Tamizaje de la biblioteca empleando el ensayo de Fe(l11)-FZ

Se inicid con el andlisis de 900 variantes, en dos lotes de 450 colonias. Se picaron colonias
individuales en 5 cajas de cultivo de 96 pozos para la obtencion del preindculo, que
posteriormente se juntaron en un pool de 5 colonias para la induccion, por lo que finalmente

se tamizaron las 450 colonias en una sola placa de 96 (ver Figura 29).

5 cajas Induccion 450 variantes
Precultivo 450 variantes 5 variantes x pozo
450 variantes 5 variantes x pozo

1 variante x pozo

Figura 29. Ronda de tamizaje con pool de colonias.
Esquema simple que muestra el proceso de andlisis variantes del P450gms, cuando se combinaron 5 variantes
provenientes de un cultivo nocturno en un Unico pozo para su sobreexpresion y tamizaje.

En la Figura 31 se muestran los datos obtenidos de las variantes una vez que se realizé
el ensayo con Fe(lll)-FZ. Para este proceso, el criterio de seleccion fue variantes con
Abs>0.601 tomando como referencia el promedio + DS del P450sm3 WT Y la curva estandar
construida para acido cafeico (ver Figura 30). A partir de esto, se seleccionaron 12 pozos, de

tal forma que fueron 60 colonias las que se incluyeron en dicha seleccion.

Las 60 colonias individuales, provenientes de los 12 pools de 5 colonias
seleccionados, fueron sometidas a un segundo proceso de tamizaje para identificar las clonas
con actividad dentro de las mezclas de colonias y asi corroborar el fenotipo mostrado y

descartar falsos positivos.
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Figura 30. Curva estandar de é&cido cafeico.
La curva se construye con &cido cafeico de 0 a 0.4 mM en una mezcla con lisado celular, NADPH y buffer KPi
+ acido p-cumarico. A concentracién de 0.04 mM se obtuvo una Abs = 0.8449.

A partir de los resultados obtenidos de las variantes sometidas a un segundo tamizaje,
se seleccionaron 5 que repitieron el fenotipo (Figura 32) y se continud con el analisis de sus
posibles productos de reaccion mediante TLC, que son mostrados en la Figura 33. El ensayo
de TLC mostré que las variantes seleccionadas presentan una banda similar al acido p-

cumarico, mientras que no se observo alguna que correspondiera al acido cafeico.
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Figura 31. Tamizaje de variantes con el ensayo de Fe(lll)-FZ
(Izquierda) Se muestra el mapa de color en funcién del valor de absorbancia obtenido por el ensayo de Fe(l11)-
FZ: los 12 pools seleccionados se encuentran dentro de un marco punteado, destacando el E6 al mostrar una
absorbancia de 0.74. (Derecha) Se muestra el valor promedio de absorbancia obtenido con el PA50BM3
WT=0.58 con SD=0.02.
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A pesar de que en este primer analisis de 900 colonias no se identificaron variantes
con potencial productor de &cido cafeico, se tuvo en cuenta algunas consideraciones
inherentes al proceso de evolucion dirigida. Por ejemplo, dado que se trata de un esfuerzo de
seleccion en formato de alta eficiencia, en comparacion con el analisis convencional de
variantes, se trabaja en volimenes reducidos de cultivo, induccion y ensayo colorimétrico
(menores a 1 mL); por lo que, puede resultar en que algunas variantes no se produzcan en
cantidad suficiente, aunado a la eficiencia del método de lisis celular empleado. Mientras
que, en caso de obtenerse alguna variante con actividad pero sin la formacion de producto
detectable, esto puede atribuirse a fendmenos como el desacoplamiento en la transferencia
de electrones hacia el sitio activo o la generacion de especies reactivas de oxigeno (Morlock
etal., 2018).

Con referencia a las areas de oportunidad, se logro identificar durante el tamizaje con
Fe(l11)-FZ que la formacién de color se desarrolla en funcién del tiempo, ya que variantes
colocadas en las columnas iniciales de las MTPs mostraron mayores valores de absorbancia
en comparacion con las ubicadas al final, por lo que para los tamizajes siguientes se considero

colocar una fila completa de P450sm3 WT que incluyera esta variacion de datos.

Con respecto al proceso de tamizaje, resulta complejo el analisis a plenitud de la
biblioteca de variantes generada, por lo que como alternativa fue la generacion de una
biblioteca méas limitada en numero de variantes y que pudiera ser muestreada completamente.
Para ello, se recurri6 a la busqueda de trabajos previos que generaron alguna variante con la
capacidad de utilizar compuestos aromaticos como sustrato, se plante6 una propuesta de los
aminoacidos a explorar y se analizd la viabilidad de las mutaciones mediante modelado
molecular. De esta forma, se obtuvo una biblioteca acotada en nimeros, que fue sometida a
tamizaje y de la cual se seleccionaron variantes con caracteristicas no presentadas

anteriormente, resultados que son mostrados a continuacion.
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Figura 32. Segundo tamizaje de las 60 variantes seleccionadas.

(Izquierda) Se muestra el mapa de color que en funcién del valor de absorbancia obtenido por el ensayo de
Fe(lI)-FZ: cada celda corresponde una colonia individual, las seleccionadas se encuentran dentro de un
marco punteado. (Derecha) Se muestra el valor promedio de absorbancia obtenido con el WT=0.51y la

SD=0.05.

Figura 33. TLC.
(1) P450WT + &cido cafeico 0.4mM. (2) PA50WT + 4cido p-cumarico 0.4 mM. (3) Variantes seleccionadas.
Fase movil de cloroformo:metanol:acido férmico (85:15:1).
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6.4 Construccion de libreria acotada

6.4.1 Construccion in silico de la variante P450sm3 M3 y acoplamiento

molecular

Se ha documentado que los residuos polares R47 y Y51 dificultan el acceso de sustratos
estéricamente exigentes al centro activo, y que las mutaciones por R47S y Y51W, sin
embargo, han facilitado la hidroxilacion de p-xileno. Ademas, se ha identificado que F87 se
encuentra directamente sobre el hemo (ver Figura 3C) y desempefia un papel importante en
la orientacion de anillos aromaticos mediante apilamiento aromatico (Dennig et al., 2012).
Basandose en estas observaciones, Dennig et al., 2017 desarrollaron una variante del
P450swm3, llamada M3, que incluye las mutaciones R47, Y51W, A330F y 1401M, con la
capacidad de hidroxilar mesitileno y pseudocumeno, p-xileno y etil-benceno.

Tomando en consideracion la variante P450gms M3, se propuso generar nuevas
variantes que incluyeran mutaciones en estas posiciones, en particular la mutacion Y51W,
que aumenta la hidrofobicidad en la entrada al sitio activo y mantiene un tamafio similar a la
tirosina, y la mutacién A330F, que se espera que mejore la energia de unién del acido p-

cumarico en el sitio activo.

Figura 34. Acoplamiento molecular de mesitileno.
(A) Estructura del mesitileno. (B) Acoplamiento del mesitileno (amarillo) en el sitio activo de la variante M3
reportado por Dennig et al., 2017. (C) Acoplamiento del mesitileno con la variante M3 construida in silico, el
cual es similar al reportado y sirve como validacién para el acoplamiento con acido p-cumarico. Se empleé el
PDB:1BU7.
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Como parte complementaria de este proyecto, se realiz6 un analisis de las mutaciones
a explorar mediante acoplamiento molecular empleando Autodock4. El protocolo consistio
en construir in silico la estructura de la variante P450sm3 M3. Obtenida la variante in silico,
se sometio a un proceso de rotamerizacion y minimizacion de energia, centrandose en el
grupo hemo, para obtener los formatos PDBQT necesarios de la estructura proteica y del

ligando necesarios para el acoplamiento.

Figura 35. Acoplamiento molecular del acido p-cumarico.
(A) Acoplamiento molecular en el sitio activo del P450gwms silvestre (AGunisn: -4.67 kcal/mol). (B)
Acoplamiento molecular en la variante M3 construida in silico (AGunien: -5.24 kcal/mol). Se emple6 el PDB:
1BU7.

Una vez validado el acoplamiento molecular con el reportado por Dennig et al., 2017,
(Figura 34C), se procedi6 a realizar el acoplamiento del acido p-cumarico, comparando las
energias de unién en el sitio activo tanto en la estructura silvestre como en la construida in
silico. Los resultados revelaron que en la variante M3, la mutacion A330F genera una
interaccion de tipo n-m entre la fenilalanina 87, el acido p-cumarico y la fenilalanina 330
(Figura 35B). Esta interaccion de tipo m-n podria explicar el aumento teorico en la energia

libre de union, que pasa de -4.67 kcal/mol en la silvestre (Figura 35A) a -5.24 kcal/mol en la
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variante M3. Ademas de que se favorece la cercania a la molécula de agua cercana al grupo

hemo para la catélisis, disminuyendo la distancia de 6.251 a 5.374 A.

A partir de lo anterior, tomando como referencia lo reportado por Dennig et al., 2017
y los resultados de acoplamiento, se disefid una biblioteca de variantes alternativa. Esta
biblioteca de variantes contempl mutaciones en R47S (como se propuso al inicio), asi como
las mutaciones adicionales en Y51W y A330F. En consecuencia, se disefiaron y sintetizaron

oligos que introdujeron esta variabilidad propuesta (Tabla 5).
6.4.2 Construccion experimental

Se disefié una biblioteca acotada a 300 variantes a nivel de DNA, que incluy6 variabilidad
en las posiciones 47, 51, 328 y 330. Para ello, se emplearon los oligonucle6tidos de la Tabla
5, los cuales introdujeron las mutaciones R47S, Y51W, A328A/F/V y A330P/F/W, que de
acuerdo con la literatura, permiten el uso compuestos aromaticos como el tolueno, p-xileno

y mesitileno como sustrato. (Dennig et al., 2017).

Tabla 5. Oligonucle6tidos disefiados para la biblioteca acotada.

Nombre Mutacién
del : Secuencia (5">3")*
. introducida
oligo
R47S/ R47S
Y51W Y51W CTTGATAACCAGCGCGTTACSCTACCAGGCG
A328 AFV
330 PEW AGGGAAAAMVVAGGGRMAGTTGGCC

Se llevaron a cabo PCR utilizando los oligonucle6tidos degenerados especificados en
la Tabla 5, con mezclas de reaccidn y condiciones de amplificacion especificas para cada
fragmento a obtener, detallados en el anexo 3. La clonacion del gen mutado en las posiciones
47/51 y A328/330 se realizo de la misma manera en el vector pET28a. Los resultados de
secuenciacion obtenidos de la construccion de la biblioteca acotada se muestran en la Figura
36 y Figura 37.
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Figura 36. Mutaciones en las posiciones 47 y 51 confirmadas por secuenciacion.
(A) Codones silvestres en 47 y 51 del P430gwms, visualizado en SnapGene. (B) Alineamiento de secuencias de
DNA del P430sms WT vs. las secuencias provenientes de los plasmidos secuenciados. (C) Cromatogramas
donde se observa el cambio de secuencia en los codones correspondientes.

Mediante el analisis de las secuencias obtenidas del ADN plasmidico, se observaron
tanto cambios individuales como mezclas de nucledtidos sobre las posiciones 47/51 y
328/330, que son identificados facilmente en los cromatogramas mostrados.

Cromatogramas
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Figura 37. Mutaciones en la posicién 328 y 330 confirmadas por secuenciacion.
(A) Alineamiento de secuencias de DNA del P430sm3 WT vs las secuencias provenientes de los plasmidos
secuenciados. (B) Cromatogramas donde se observa el cambio de secuencia en los codones correspondientes.

Confirmados los cambios en las posiciones y descartando mutaciones espurias, se

aislé el ADN plasmidico de la biblioteca construida, el cual fue empleado para el proceso de
tamizaje siguiente.
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6.4.3  Tamizaje de la biblioteca acotada

Antes de iniciar el proceso de tamizaje de la biblioteca acotada, se aseguré la presencia del
P450swm3 bajo las condiciones de crecimiento e induccién empleadas en las cajas de cultivo
de 1 mL. Se compar¢ la expresion del P450sm3 construido en el vector pET28a con el gen
clonado en el vector pCWori, utilizado principalmente por su optimizacién en la expresion
de P450s (Barnes, 1996). Para este proposito, se realiz6 un anélisis mediante SDS-PAGE,
donde se cargaron muestras de lisado celular obtenidas por sonicacion y por el método de
lisis enzimatica utilizado en las cajas de cultivo de 96 pozos. observaron bandas de 119 kDa

correspondientes al P450sms, presentes en ambos vectores (ver Figura 38).

Extracto por sonicacion Extracto por lisis Extracto por sonicacion Extracto por lisis

- -
;

pCWori pET28a

Figura 38. SDS-PAGE de pCWori y pET28a.
Se muestran los geles del P450BM3 clonado en los vectores pCWori y pET28a. Las flechas indican la banda
correspondiente al PA50BM3 de 119.5 kDa. (M) Marcador de peso molecular. Los carriles contienen muestras
al azar de extractos proteicos provenientes por sonicacion y lisis enzimatica.

Una vez que se determind que la proteina estuviera sobreexpresada bajo las

condiciones a trabajar, se continud con el proceso de tamizaje de la libreria acotada.
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Figura 39. Curva estandar de acido cafeico y Abs a A=562nm del P450gm3 WT.
(Izquierda) Curva estandar de acido cafeico de 0 a 0.4 mM en una mezcla con lisado celular, NADPH y buffer
KPi + &cido p-cumarico 0.4 mM. (Derecha) Se muestran valores de absorbancia de 12 muestras al azar de
P450BM3 WT, obteniendo un promedio de 0.63 £ 0.0473.

La libreria generada del P450sm3 con mutaciones en 47, 51, 328 y 330, abarca
aproximadamente 300 variantes a nivel de nucledtido y 160 a nivel de proteina. En

consecuencia, se decidio tamizar 480 variantes mediante el ensayo de Fe(l11)-FZ.

Las variantes se analizaron individualmente en cajas de cultivo de 96 pozos y se
seleccionaron aquellas que mostraron mayores valores de absorbancia con respecto al
P450sm3 WT (ver Figura 40). El criterio de seleccion fue un valor de Abs > 0.6775, ya que el
promedio + SD obtenido con la WT fue de 0.6301 £ 0.0473 (ver Figura 39).

Con base en los anteriores criterios, se seleccionaron un total de 54 clonas: 18 con
valores superiores a 0.6775, 18 con valores intermedios entre 0.55-0.65 y 18 con valores
inferiores a 0.5. Estas clonas se sometieron a un segundo tamizaje y se volvieron a seleccionar

aquellas que mostraron el fenotipo deseado.
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Los resultados del segundo tamizaje revelaron que algunas variantes no pudieron
repetir la caracteristica por la cual fueron seleccionadas inicialmente. Sin embargo, dentro de
las 54 variantes, se seleccionaron 4 que mostraron nuevamente valores de absorbancia méas
altos y 4 con los valores mas bajos (ver Figura 40). Se llevd a cabo un analisis del perfil de
los productos de reaccion mediante TLC para intentar relacionar los productos generados con

los cambios en observados en la absorbancia.
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Figura 40. Tamizaje de la libreria 47/51/328/330.
Se muestra el mapa de color en funcion del valor de absorbancia obtenido por el ensayo de Fe(l11)-FZ. Las
variantes seleccionadas se encuentran dentro de un marco punteado. Las cajas 1 a la 5 son resultados del primer
tamizaje.
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Figura 41. TLC de las variantes seleccionadas.
(1) PA50WT + acido cafeico 0.4mM. (2) P4A50WT + acido p-cumarico 0.4 mM. A la izquierda se colocaron
muestras de variantes que mostraron menor absorbancia, a la derecha aquellas con mayor absorbancia. Se
aprecian bandas con FR diferentes a los controles. Fase movil de cloroformo:metanol:acido férmico (85:15:1).

Inesperadamente, durante el ensayo por TLC, se identificaron bandas con factor de
retencion diferente a los controles (&cido p-cumarico y acido cafeico) en las muestras
provenientes de las clonas que presentaron los valores mas bajos de absorbancia en el ensayo
con Fe(lll)-FZ (Figura 41), cuando en términos reales se esperaba ver la formacion de un
producto en muestras provenientes de variantes con las absorbancias mas altas, que querrian
decir que la formacion de color se present6 por la formacion de un producto. Para esto dltimo,
no se observaron bandas, por lo que fueron considerados como falsos positivos. De las
variantes muestreadas que repitieron el fenotipo y que mostraron bandas en la TLC, se
seleccionaron la 2-5E, 3-8B y 5-4C para su secuenciacién y para determinar los cambios en

la secuencia de aminodcidos, los cuales se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Cambios en la secuencia de aminoacidos de las variantes 2-5E, 3-8B y 5-4C.

Residuo de aminoéacido

Variante seleccionada 47 51 328 330

2-5E R W \% A
3-8B S W \Y L
5-4C R W A R

En negritas se encuentran los aminoacidos silvestres (sin cambios)
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Los resultados de secuenciacion destacan la presion de seleccion por triptofano (W)
en la posicién 51, mientras que para las demas posiciones se observo variabilidad,
especialmente en 330, donde se encontraron cambios a tres aminoacidos diferentes. En la
posicién 47, se observaron los dos cambios esperados, y en la 328, el aminoacido silvestre
se mantuvo en dos de las tres variantes muestreadas. A pesar de haber caracterizado solo tres
variantes, se pudo observar la combinatoria de mutaciones en las cuatro posiciones

trabajadas.

De esta manera, se identificaron y seleccionaron para expresion y purificacion las
variantes 3-8B, 3-11B y 5-4C del P450gm3, que en el tamizaje de alta eficiencia mostraron
mayores valores de absorbancia en comparacion con la silvestre. Ademas, se selecciono la
variante 2-5E, la cual en el ensayo por TLC mostr6 productos de reaccion con RF diferentes
al acido p-cumarico, con el fin de comparar su actividad frente al P450gms WT en presencia

del sustrato natural (estearato) y del acido p-cumarico.

6.5 Expresion y purificacion de las variantes seleccionadas

Durante el proceso de purificacion tanto del P450sms como de la variante 2-5E en el que se
recolectaron fracciones, se observo en el gel de SDS-PAGE que la variante 2-5E se

sobreexpres6 en mayor cantidad que el P450smsWT (Figura 42).
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Figura 42. SDS-PAGE del proceso de purificacion del P450gws3 Y la variante 2-5E.
Tot: fraccion con la proteina total. F1-18: representa las fracciones colectadas durante el proceso de elucion de
una columna de afinidad a Niquel en FPLC. EI P450WT eluyé en las primeras fracciones, la variante 2-5E
eluyo posterior a la fraccion 16.
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Una vez obtenidas las proteinas puras, se realizaron ensayos de actividad
monitorizando el consumo de NADPH a A=340 nm en presencia de dos sustratos conocidos
por ser hidroxilados por el P450sm3: el estearato (CigH3s02) y el SDS (Ci2H2sNaOa4S)
(Tsotsou et al., 2002). Al obtener la cinética de consumo durante 12 min, se observo lo
siguiente: el P450gm3 WT mostré una mayor velocidad de consumo en presencia de SDS que
en presencia de estearato (Figura 43A). Esto sugiere que el P450BM3 tiene preferencia por
sustratos con cadenas hidrocarbonadas mas cortas (12 carbonos) en contraste con aquellas
que contienen una mayor cantidad de carbonos, como el estearato (18 carbonos). Otra posible
razon puede ser a que el SDS contiene una region hidrofilica mas polar que la region
carboxilato del estearato, lo cual facilitaria una union mas efectiva en las regiones de Y51y
Ser72 (Zilly et al., 2011).

En contraste, la variante 2-5E mostrd una disminucion en la velocidad de consumo
de NADPH en presencia de ambos sustratos en comparacion con el PA50WT. Un hallazgo
interesante fue que la variante 2-5E presentd una menor velocidad de consumo del NADPH
con el SDS que con el estearato, es decir, un comportamiento inverso al del P450 WT (Figura
43B). Esta particularidad podria atribuirse a la mutacion Y51W que presenta la variante 2-
5E, la cual se ha asociado con una reduccion en la interaccion con la porcién carboxilato de
los acidos grasos, dado que la formacién de un puente de hidrégeno con la tirosina se ve
eliminada (Zilly et al., 2011). La sustitucion por triptéfano podria afectar esta interaccion,

reduciendo asi la reaccion de hidroxilacion sobre acidos grasos como el estearato.
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Figura 43. Graficas de consumo de NADPH.
Se compara el consumo de NADPH del P450gm3 WT y de la variante 2-5E. (A) En presencia de SDS, estearato
y (B) &cido p-cumarico.
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Por otro lado, se observé un comportamiento inverso entre el consumo de NADPH
del P450smz WT y de la variante 2-5E en presencia de &cido p-cumarico, en contraste con lo
observado con los sustratos naturales. Esto resultd interesante, por lo que se procedio a
realizar un ensayo en TLC para examinar el perfil de los productos en caso de haberse
utilizado el &cido p-cumarico como sustrato. Sin embargo, los resultados de la TLC no
mostraron la presencia de un producto diferente al &cido p-cumérico, ni tampoco uno similar

al &cido cafeico (Figura 44).

Figura 44. TLC del P450BM3 y 2-5E.
(1) WT + ac. p-cumarico. (2) WT + ac. cafeico. (3) Estandar de ac. cafeico. (4) y (5) 2-5E + ac. cumérico. Fase
movil de cloroformo:metanol:acido formico 85:15:1.

6.6 Espectro absoluto de las proteinas purificadas

El citocromo P450 exhibe caracteristicas espectroscépicas derivadas de su grupo hemo,
incluyendo una pequena banda de absorcion en 650 nm, bandas o y 3 de absorcion a 570 y
535 nm respectivamente, y la banda Soret (0 banda y) a 418 nm cuando el hemo esta en un
estado de bajo espin. En presencia de ciertos sustratos o al aumentar la temperatura de la
solucion, la proporcion de hemoproteina de alto espin aumenta, lo que se traduce en un
incremento en la absorbancia a 395 nm (Schekman y Jansson, 2006). Por lo tanto, una vez
obtenidas las proteinas puras, se procedio6 a analizar estas caracteristicas mediante el escaneo
de la region de 250 nm a 700 nm para obtener el espectro absoluto del P450BM3WT vy sus

variantes, que se muestra en la Figura 45.
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Con base en los datos obtenidos del espectro absoluto de las proteinas purificadas, se
determing el factor Rz. De acuerdo con la Tabla 7 se observa que el PASOBM3WT exhibio el
factor Rz més bajo, lo que sugiere una menor cantidad de hemoproteina. En contraste, la
variante 54C mostro el valor mas alto de Rz, indicando una mayor concentracion de
hemoproteina por proteina purificada. Es posible que un factor Rz mayor pueda lograrse
mediante la adicién de cloruro de hemina al medio de cultivo, o bien, utilizando precursores
del hemo como el acido y-aminolevulinico durante la sobreexpresion. Sin embargo con las
condiciones de cultivo, tiempo de crecimiento, concentracion de IPTG y la temperatura
ensayada, fue posible obtener concentraciones adecuadas de P450. Por lo tanto, considerd la
concentracion de proteina con hemo para realizar los ensayos de unién a sustratos y para
obtener los espectros de diferencia, que sirve para conocer de forma méas adecuada la cantidad
de proteina que contiene el grupo hemo y con ello realizar calculos especificos para ensayos

de union a sustratos y de actividad enzimatica.
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Figura 45. Espectro absoluto del P450smsWT Yy las variantes purificadas.
Se logra apreciar la banda Soret a 418 nm, indicativo del estado de bajo spin y las bandas a y B. La banda a 650
nm no fue detectable a las concentraciones ensayadas. La grafica en la parte superior derecha es una
amplificacion de la regién 500-600 nm, donde se observan las bandas a. y f.
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De acuerdo con la Tabla 7, se observa que el P450sm3sWT exhibi6 el factor Rz mas
bajo, lo que sugiere una menor cantidad de hemoproteina. En contraste, la variante 54C
mostro el valor mas alto de Rz, indicando una mayor concentracion de hemoproteina por
proteina purificada. Es posible que un factor Rz mayor pueda lograrse mediante la adicion
de cloruro de hemina al medio de cultivo, o bien, utilizando precursores del hemo como el
acido y-aminolevulinico durante la sobreexpresion. Sin embargo con las condiciones de
cultivo, tiempo de crecimiento, concentracion de IPTG y la temperatura ensayada, fue posible
obtener concentraciones adecuadas de P450. Por lo tanto, considerd la concentracion de
proteina con hemo para realizar los ensayos de union a sustratos y para obtener los espectros

de diferencia.

Tabla 7. Concentracion de las proteinas purificadas y su factor Rz.

Concentracion  Concentracion Pureza del P450

Proteina  Asignm A280nm Rz de P450 con proteina total %
hemo (UM) (M)
WT 0.071 0.227 0.31 59 67 88
25E 0.205 0.539 0.38 72 81 88
311B 0.052 0.175 0.29 27 30 90
38E 0.226 0.483 0.46 89 98 90.8
54C 0.247 0.423 0.58 111 119 93

6.7 Diferencia espectral de union a sustratos

Dado que se observo que una de las variantes, como la 2-5E, presentan consumo de NADPH
en presencia de &cido p-cumarico, se decidié analizar la posible interaccion de este
compuesto mediante los cambios espectrales que pudieran generarse en el grupo hemo.
Respecto a la interaccion entre los P450 y un ligando, se conocen dos tipos de cambios
espectrales distintivos en el espectro UV/Vis de la banda Soret, conocidos como tipo |y tipo
I1. En el cambio de tipo |, el desplazamiento del agua unida al hierro del hemo resulta en un
pico aproximado a 390 nm, acompafiado por una disminucion a 418 nm. Por otro lado, el
cambio tipo Il se produce cuando un ligando se coordina directamente con el hierro del hemo,
mostrando una alteracién en la region de 430-450 nm. Sin embargo, los ligandos que
provocan este cambio suelen ser inhibidores y generalmente no se unen de manera que

puedan ser sujetos a catalisis (Isin y Guengerich, 2008).
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A partir de esto, se obtuvieron los cambios en el espectro de la region Soret cuando
se adicionaron SDS y &cido p-cumérico como sustratos al P450emsWT y las variantes

purificadas, cuyos resultados que se muestran a continuacion.
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Figura 46. Espectro de absorbancia y diferencia espectral en presencia y ausencia de sustratos del P450gmsWT.
(A) Espectro UV/Vis en ausencia y presencia de SDS y &cido p-cumérico (ApC). (B) Diferencia espectral
inducida por la interaccién con SDS 'y ApC.

Al observar la Figura 46, que representa la diferencia espectral del P450sm3sWT en
presencia de sustratos, se aprecia que el SDS induce un cambio de tipo | en el espectro,
indicando una interaccidn cercana al hemo. Por otro lado, en presencia del &cido p-cumérico,
estos cambios son menos evidentes, posiblemente debido a que es un sustrato incapaz de
ingresar al bolsillo catalitico. Ademas, durante la obtencion del especto en presencia de acido
p-cumarico, se observé un ruido indeterminado en la region de 250 a 350 nm, que es
caracteristicos de compuestos fendlicos, principalmente por su estructura quimica compuesta

por un nucleo fenolico y una cadena lineal insaturada que es estabilizada por resonancia.

En el andlisis de la interaccion de los sustratos con la variante 2-5E (Figura 47) se
obtuvo un comportamiento opuesto al del P450smsWT, particularmente en presencia de acido
p-cumarico, ya que mostré un comportamiento similar a la interaccion con un sustrato
natural, generando un cambio espectral de tipo | que, si bien no es tan intenso como el que

produce el SDS con el P450smsWT, fue mayor que el generado por el sustrato natural.

El comportamiento exhibido por la variante 2-5E podria estar correlacionado con el
consumo de NADPH mostrado anteriormente. Dado que no se ha logrado detectar algin

compuesto producto de la hidroxilacion del acido p-cumarico, es posible que la interaccion
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esté generando un desacoplamiento en la transferencia de electrones del NADPH al sitio
activo.

Ademas, se ha demostrado que en algunos P450 el sustrato llega a unirse y/o
disociarse en otros pasos del ciclo catalitico, cuando normalmente la union del sustrato tiene
lugar antes de la reduccion del hierro del hemo (Isin y Guengerich, 2006). Otra razén podria
ser la posibilidad de que exista otro sitio de unién que interactde con el &cido p-cumarico y
que no necesariamente sea en el dominio catalitico si no en la region reductasa del P450gswms3,
aunque los cambios espectrales sugieran que se esté uniendo cerca del sitio activo. Asi
mismo, es posible que la reaccidon sea muy lenta y los métodos utilizados hasta ahora no

hayan permitido la deteccion de producto.
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Figura 47. Espectro de absorbancia y diferencia espectral en presencia y ausencia de sustratos de la variante
25E.
(A) Espectro UV/Vis en ausencia y presencia de SDS y acido p-cumarico (ApC). (B) Diferencia espectral
inducida por la interaccion con SDS y ApC.
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6.8 Tercera ronda de construccion de bibliotecas

Las variantes seleccionadas de la libreria acotada, 3-8B, 3-11B y 5-4C, fueron purificaron
posteriormente. Aunque aln no se ha caracterizado su actividad de la misma manera que la
2-5E, presentan mutaciones en las posiciones 47, 51, 328 y 330. Ademas, mostraron la
caracteristica de consumir NADPH en presencia de acido p-cumarico y exhibieron pérdida
de coloracién en el tamizaje con Fe(lll)-FZ. Por lo tanto, se decidio utilizar el DNA
plasmidico de estas variantes como templado para generar una tercera libreria, explorando
las mutaciones originalmente propuestas en las posiciones 82, 87 y 438. El proceso empleado

para la generacién de esta biblioteca se encuentra en el anexo 3.1.
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Figura 48. Mutaciones en las posiciones 47/51/82/87/328/330 confirmadas por secuenciacion.
La secuencia 2598 proveniente de un pool de colonias muestra mezcla de nucleétidos en algunas posiciones,
mientras que las secuencias 2599 y 2601 presentan un solo cambio dado que provienen de colonias individuales.

La construccion de la biblioteca utilizando el DNA templado proveniente de las
variantes seleccionadas se realizd de manera similar a la metodologia descrita en la seccion
5.9. Una vez obtenidas las colonias con la combinatoria de mutantes, se seleccionaron
algunas de forma individual y se formaron pools para su secuenciacion. Los resultados de
secuenciacion, como se muestran la Figura 48, revelaron que se mantuvieron las mutaciones

en las posiciones 47/51/328/330 y se logré adicionar las esperadas en las posiciones 82/87.

Una vez confirmadas los cambios adicionales en las posiciones 82/87 y descartadas las
mutaciones espurias, se aislé el ADN plasmidico de la biblioteca construida para ser

transformado en células de E. coli y expresar las variantes para su tamizaje.
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6.8.1  Tamizaje de la biblioteca construida sobre las variantes

La libreria construida del P450sms, que incluye mutaciones en las posiciones 47, 51, 82, 87,
328, 330y 438, consta de 10,300 variantes a nivel de nucledtidos y 4,990 a nivel de proteinas.
Se ha realizado un tamizaje preliminar de cerca de 1,150 variantes individuales de esta
libreria. El andlisis de estas variantes se manej6 de la misma manera con el ensayo de Fe(l11)-
FZ, donde se obtuvieron las absorbancias y se seleccionaron aquellas clonas con valores méas
altos de absorbancia y aquellas que mostraron la caracteristica de pérdida de coloracion.

En el anexo 4 se muestran los mapas de calor que representan los valores de
absorbancia. De las cajas 1 a la 6, se reseleccionaron 30 clonas para un segundo tamizaje con
Fe(lll)-FZ. De estas clonas, se identificaron las variantes 1-5F, 1-11G, 2-1A y 2-8C que
mostraron menor absorbancia, evidenciando pérdida de coloracion en las MTPs. Por otro
lado, las variantes 3-7G, 6-5E, 6-10G y 6-10H exhibieron valores mas altos de absorbancia.

Estas variantes se conservan en glicerol/LB a -70°C para andlisis posteriores.

En las cajas 7 a la 12, se identificaron y seleccionaron 30 variantes con los valores
mas altos de absorbancia y 37 que presentaron pérdida de coloracion, correspondiendo a
valores més bajos de absorbancia. Estas clonas también se sometieron a un segundo
tamizado. De estas, las clonas de los pozos 7-9C, 8-1B, 9-9H, 10-6D y 12-3F volvieron a
mostrar datos mas altos de absorbancia, mientras que las clonas 7-2A, 8-11H, 9-2H, 11-2H

y 12-3B repitieron la pérdida de coloracion.

Las variantes que mostraron consistentemente mayores o menores valores de
absorbancia en el segundo tamizado se seleccionaron para un ensayo de actividad. Este
ensayo midio el consumo de NADPH, variando la adicion de acido p-cumérico al medio de
reaccion. En general, los resultados de este ensayo no mostraron actividad en las variantes
seleccionadas durante el tiempo de monitoreo de 12 minutos. Sin embargo, se obtuvieron

datos de absorbancia mediante el método con Fe(ll1)-FZ después de 12 horas de reaccion.
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Figura 49. Abs a A=562 nm de grupos de variantes con o sin sustrato.
Los resultados de la prueba t-student muestran diferencias significativas (p<0.0001).

Los datos recopilados se organizaron y compararon en funcion de la presencia o
ausencia del &cido p-cumarico como sustrato. En conjunto, las variantes que tuvieron sustrato
en el medio exhibieron absorbancias mas bajas en comparacion con las mismas variantes en
ausencia de sustrato (Figura 49). Inicialmente, se determin6 que el NADPH contribuye a la
sefial de absorbancia en el método de Fe(lll)-FZ, lo que explica los valores mas bajos
observados, ya que las variantes estdn consumiendo NADPH en presencia del acido p-

cumérico durante el periodo de reaccion de 12 horas antes del tamizaje.

Dado que la caracteristica de que algunas variantes consumen el NADPH y generan
la pérdida de coloracién en el método de Fe(l11)-FZ, se contintan realizando ensayos de TLC
para identificar posibles productos en caso de haber utilizado el acido p-cumarico como
sustrato. Si bien en algunos casos los resultados de las TLC no han mostrado la presencia de
un producto diferente al &cido p-cumarico ni tampoco similar al acido cafeico, en otros, como
se muestra en la Figura 41 se pueden apreciar ligeras bandas por debajo de la que corresponde
al acido p-cumarico. Por lo tanto, se plantea la posibilidad de identificar estos productos

mediante un método mas sensible, como HPLC acoplado a espectrometria de masas.
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CONCLUSIONES

Se establecio el ensayo de Fe(ll1)-FZ como método de tamizaje para identificar las variantes
que estén utilizando acido p-cumarico como sustrato, ya que demostré mayor sensibilidad
para detectar la presencia de acido cafeico, un rango lineal mas amplio y una menor

desviacion estandar.

La primera fase de construccién de biblioteca de variantes, combinando mutaciones
en las posiciones 42, 82, 87, 328, 330 y 438, segun lo propuesto por Jorge Jiménez, resulto
en la creacion de 26,000 variantes. A pesar de haber analizado 900 colonias y seleccionado
5 variantes, los ensayos de TLC no mostraron evidencia de produccion significativa de &cido
cafeico. Para una exploracion completa y concluyente, es necesario la optimizacion en los

esfuerzos de seleccion.

El enfoque que incluyd las mutaciones Y51W y A330F propuestas por un analisis
tedrico, permitié la generacion y exploracion completa de una biblioteca mas reducida,
compuesta por 300 variantes, identificando las variantes 2-5E, 3-8B y 5-4C que exhibieron

caracteristicas que no se presentaron en la primera etapa.

La creacion de una tercera biblioteca con cerca de 10,000 variantes a partir de las
variantes 2-5E, 3-8B y 5-4C, y adicionando mutaciones en las posiciones 82/87 y 438,
permitid identificar variantes con caracteristicas prometedoras que sugieren cambios en la
actividad enzimatica en presencia de acido p-cumarico, sin embargo no se ha logrado

identificar un producto de reaccion.

La caracterizacion espectroscopica de las variantes 2-5E, 3-8B, 3-11B y 5-4C revel6
cambios espectrales al adicionar SDS y acido p-cumarico como sustrato, lo que sugiere una

interaccidn del acido p-cumarico con la region cercana al grupo hemo de la enzima.

Estos resultados ofrecen perspectivas interesantes para continuar refinando la
estrategia de mutagénesis y de como optimizar el proceso de seleccion de variantes con la

capacidad deseada para hidroxilar acido p-cumarico.
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8. PERSPECTIVAS

e Continuar con el proceso de tamizaje a profundidad de las bibliotecas generadas.

e Seguir con el analisis de las variantes seleccionadas, que mostraron un perfil de
productos interesante, mediante su expresion y purificacion individual.

e Refinar la estrategia de construccion de biblioteca de variantes optimizando el
numero de variantes a explorar, partiendo de variantes prometedoras identificadas en
trabajos previos.

e Explorar mutaciones adicionales en las posiciones criticas del canal de acceso al

sustrato que no han sido incluidas.
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9. ANEXOS

ANEXO 1. Obtencién de productos de PCR para la construccion de la biblioteca de
variantes

| Sacl (2026)
pET28a_Librerias P450BEM3 | TT438 (1891 .. 2033)
8391 bp

_F87 (3045 .. 3080)
_~RA7 (3164 _ 3186)
7 Neol P (3296 ., 3318)
Lo aTe
. [RBS

Iac operator|
T7 promoter

lacl promoter!

Figura 50. Plasmido pET28a.
Se muestra el plasmido empleado para la construccion de las variantes, contiene la insercion del gen del
P450gMm3, donde se muestra la ubicacién de los sitios de corte y los oligos empleados.

» Obtencién de fragmento T438/Xhol (1877 pb)

T438Fw Xhol Rv
Mezcla de reaccion pL ) ==
Buffer PFU 10 ' '
dNTPs 10 Gen P4505,; MutM l
PFU polimerasa 5
ADN templado (100 ng/uL) 4
Oligo Forward (T438) 10 pmol 4 o7 7
Oligo Reverse (Xhol) 10 pmol 4 Fragmento T438/Xhol
ddH,0 63

Figura 51. Obtencién de fragmento T438/Xhol.
Las condiciones de amplificacién fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94°C por 4 min, seguido por
25 ciclos, cada uno con etapas de 94 °C por 30 s, 55°C por 30 s, 68°C por 1 min 10 s; seguidos de un ciclo de
extension final de 68 °C de 5 min.
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» Obtencidn de megaprimer Ncol/R47 (161 pb)

Mezcla de reaccion pL Neol Fw R47 Ry

Buffer PFU 10 =) ==

dNTPs 10 ' !
PFU polimerasa 5 Gen P450g,; 4E10

ADN templado (100 ng/pL) 4 l

Oligo Forward (Ncol) 10 pmol 5 - -

Oligo Reverse (R47) 10 pmol 5 a1

ddH,0 61 Megaprimer R47

Figura 52. Obtencidn de megaprimer Ncol/R47.
Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94°C por 4 min, seguido por
25 ciclos, cada uno con etapas de 94°C por 30s, 55°C por 30s, 68°C por 30s; seguidos de un ciclo de extension
final de 68°C de 3 min.

» Obtencidn de fragmento Ncol/R47/82/87 (280 pb)

Mezcla de reaccion uL Megaprimer R47 —
Buffer PFU 10 —
dNTPs 10

PFU polimerasa 5 l

ADN templado (100 ng/uL) 4 Gen P450g,; 4E10
Megaprimer R47 (96ng/pL) 4

Oligo Reverse (F82/87) . .
(equimolar a megaprimer) ! Z L Wi

ddH,0 66

Fragmento 47/82/87

Figura 53. Obtencion de fragmento Ncol/R47/82/87.
Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94°C por 4 min, seguido por
27 ciclos, cada uno con etapas de 94°C por 30 s, 57°C por 45 s, 68°C por 30 s; seguidos de un ciclo de
extension final de 68°C de 5 min.
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» Extension de 47/82/87 posterior a Sacl (1700 pb)

Mezcla de reaccién L Fragmento 47/82/87 S66Rv
Buffer PFU 10 Z -

dNTPs 10 ' '
PFU polimerasa 5 Gen P4505,34E10

ADN templado (100 ng/uL) 4

Megaprimer 47/82/87 (74ng/uL) 10 Neol Sacl

Oligo Reverse (S566Rv) 1 % | |

(equimolar a megaprimer) Hemo mutado con sitios de

ddH20 60 restriccion Ncol/Sacl

Figura 54. Obtencidn de fragmento Ncol/R47/82/87 posterior a Sacl.
Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo de desnhaturalizacion inicial de 94°C por 4 min, seguido por
30 ciclos, cada uno con etapas de 94°C por 30s, 58°C por 45s, 68°C por 1 min 45s; seguidos de un ciclo de
extension final de 68°C de 8 min.

» Obtencidn de fragmento Ncol/A328/330 (1008 pb)

Mezcla de reaccion uL g ek

Buffer PFU 10 I-I:I = |
dNTPs 10

PFU polimerasa 5 Gen mutante P450gy;

ADN plasmidico con mutaciones en 5

47/82/87 (100 ng/uL)

Oligo Forward (Ncol Fw) 10 pmol 5 70 N W

Oligo Reverse (A328/330) 10 pmol 5 Hemo mutado en

ddH,0 60 47/82/87/328/330

Figura 55. Obtencién de fragmento Ncol/A328/330.
Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94°C por 4 min, seguido por
27 ciclos, cada uno con etapas de 94°C por 30s, 54°C por 30s, 68°C por 1 min; seguidos de un ciclo de
extension final de 68°C de 5 min.
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» Extension de megaprimer Ncol/A328/330 posterior a Sacl (1700 pb)

Megaprimer Ncol/A328/33

S566RV

— 7/ —
Mezcla de reaccion puL | T
Buffer PFU 10
dNTPs 10 Gen mutante P450gy 3
PFU polimerasa 5
ADN plasmidico con mutaciones en 5
47/82/87 (100 ng/uL) N

. col Sacl

Megaprimer Ncol/A328/330 (50ng/uL) 25 . .
Oligo S566Rv (equimolar a megaprimer) 1 AW u 0 W U7

ddH,0 60 Hemo mutado con sitios de

restriccion Ncol/Sacl

Figura 56. Extension de megaprimer posterior a Sacl.
Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94°C por 4 min, seguido por
32 ciclos, cada uno con etapas de 94°C por 30s, 60°C por 45s, 68°C por 1 min 45s; seguidos de un ciclo de
extension final de 68°C de 8 min.

Tabla 8. Combinatoria de aminoécidos obtenida de los oligonucleodtidos empleados.

Posicion Oligo Cadena molde Codones Codones Aminoicidos No.de No. de Combinatoria Combinatoria a.a.

molde codificantes codomnes a.a. nucleitidos
R47 SCT TCS TCC TCG AGG 2 2 2 2
AGC
A3l TEM MRT AATAGT TTA 4 4 ] 8
(ACHAGT CATCGT TCA
GTA
GCA
F87 SVM MVS AAC TIG 2 8 192 64
(A/CHA/CIGHCIG) AAG TTIC
ACC TGG
ACG TGC
AGC TCG
AGG TCC
CAC GIG
CAG GIC
ccc GGG
CCG GGC
CGC GCG
CGG GCC
Ajl8 GEM MRG AAG TIC 4 4 236
(ACHA/ GG AGG TCC
CAG GTC
CGG GCC
A3 TKBE BKT CGT GCA [] 6 336
(C/G/THGT)T CTT GAA
GGT CCA
GTT CAA
TGT ACA
TTT AAA
T438 DHS DHS AAC AAC 18 9958
(A/GITHATICNC/G) AAG AAG
ATC ATC
ATG ATG
ACC ACC
ACG ACG
GAC GAC
GAG GAG
GTC GTC
GTG GTG
GCC GCC
GCG GCG
TAC TAC
TAG TAG
TTC TTC
TTG TG
ICC TCC
TCG TCG
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ANEXO 2. Simulacion de los ensayos de actividad a las diferentes condiciones

Soluciones stock:

Acido p-cumérico 40 mM
Acido cafeico 40 mM
NADPH 7 mM

[ ]
[
e Buffer KPi (100mM, pH 8)
Reacciones ensayadas

Condicion 1, en ausencia de lisado celular y de NADPH

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
. Buffer (uL) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 200
Serie A H,O (uL) 100 98 96 94 92 90 88 86 84 8 80 O
Ac.p-cumarico4mM (uL) O 2 4 6 g8 10 12 14 16 18 20 O
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
_ Buffer (uL) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 200
Serie B H,O (uL) 100 98 96 94 92 90 88 8 84 8 80 0
Ac. Cafeico 4mM (uL) 0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18 20 O
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Buffer (uL) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Serie C H,O (uL) 80 80 80 80 80 80 8 80 80 80 80 100
Ac. cafeico 4mM (uL) 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 O
Ac.p-cuméaricodmM (L) 20 18 16 14 12 10 8 6 4 2 0 0
e Condicion 2, en presencia de lisado celular
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Extracto proteico 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Serie A Buffer (uL) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
H,O (uL) 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60
Ac. p-cumarico 4mM (uL) 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 O
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Extracto proteico 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Serie B Buffer (uL) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
H,O (uL) 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60
Ac. Cafeico 4mM (pL) 0 2 4 6 § 10 12 14 16 18 20 O
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Extracto proteico 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
. Buffer (uL) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Serie C H,0 (uL) 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60
Ac. Cafeico 4mM (uL) 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 O
Ac. p-cuméarico4mM (uL) 20 18 16 14 12 10 8 6 4 2 0 0
Condicion 3, en presencia de lisado celular y NADPH
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NADPH 7 mM (uL) 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
. Extracto proteico 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Serie A Buffer (UL) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
H,O (uL) 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 40
Ac. p-cumarico 4mM (uL) 0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18 20 O
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NADPH 7 mM (uL) 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
. Extracto proteico 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Serie B Buffer (L) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
H,O (uL) 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 40
Ac. Cafeico 4mM (uL) 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 O
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NADPH 7 mM (uL) 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Extracto proteico 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Serie C Buffer (uL) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
H,O (uL) 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 40
Ac. Cafeico 4AmM (pL) 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 O
Ac. p-cumarico 4mM (uL) 20 18 16 14 12 10 8 6 4 2 0 0
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ANEXO 3. Obtencion de productos de PCR para la construccion de la biblioteca
acotada

» Obtencidn de fragmento Ncol/R47S/Y51W

Mezcla de reaccion uL Neol Fw R4TYSIW Ry

Buffer PFU 10 —)  —

dNTPs 10 |

PFU polimerasa 5 X

ADN templado (100 ng/uL) 4 l Gen P450gys 4E10
Oligo Forward (Ncol) 10 pmol 5

Oligo Reverse (R47Y51W) 10 pmol 5 7 N 17

ddH.0 61

Megaprimer R47Y51W

Figura 57. Obtencidn de megaprimer Ncol/R47S/Y51W.
Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94°C por 4 min, seguido por
25 ciclos, cada uno con etapas de 94°C por 30s, 55°C por 30s, 68°C por 30s; seguidos de un ciclo de extension
final de 68°C de 3 min.

» Obtencidn de fragmento Ncol/R47S/A328/330PFW

Mezcla de reaccién uL Megaprimer R47YS1W ASIIIOPEW R

Buffer PFU 10 ==

dNTPs 10 [ |
PFU polimerasa 5

ADN templado (100 ng/uL) 4 l Gen P450g,; 4E10

Megaprimer R47/Y51 (10 ng/uL) 4

Oligo Rv (A330PFW) equimolar

. 1 % | 1%
m rimer
gdHi%alp ¢ 66 Fragmento R47Y51W/328/330PFW

Figura 58. Obtencién de fragmento R47/Y51/A328/330.
Las condiciones de amplificacién fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94°C por 4 min, seguido por
27 ciclos, cada uno con etapas de 94°C por 30s, 54°C por 30s, 68°C por 1 min; seguidos de un ciclo de
extension final de 68°C de 5 min.
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» Extension de Ncol/R47/Y51W/A328/330 posterior a Sacl

Megaprimer 47/51/328/330
S$566 Rv

Mezcla de reaccion uL | &=
Buffer PFU 10 '
dNTPs 10 l Gen P4505, 4E10
PFU polimerasa 5
ADN templado (100 ng/uL) 4
Megaprimer 47/51/328/330 (23ng/uL) 10 Neol Sacl
Oligo Reverse (S566Rv) (equimolar a 1 7/ I R | 7
megaprimer) Hemo mutado con sitios de
ddH,0 60 .

restriccion Ncol/Sacl

Figura 59. Extension de megaprimer posterior a Sacl.
Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94°C por 4 min, seguido por
32 ciclos, cada uno con etapas de 94°C por 30s, 60°C por 45s, 68°C por 1 min 45s; seguidos de un ciclo de
extension final de 68°C de 8 min.

ANEXO 3.1 Obtencion de productos de PCR para la generacion de la tercera biblioteca
de variantes.

» Obtencién de fragmento Ncol/47/51/82/87

Mezcla de reaccion pL Neol Fw F82/87 Rv
Buffer PFU 10
dNTPs 10 N |
ZII:DUNpOIImfrgsa(]_OO ) 2 Gen de variantes P450p,;
templado ng/u
Oligo Fw Ncol 10 pmol 5 RATS/YS1W/A330
Oligo Reverse (F82/87) 5 , .
ddH,0 61 % I
Fragmento 47/51/82/87

Figura 60. Obtencién de fragmento Ncol/47/51/82/87.
Las condiciones de amplificacién fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94°C por 4 min, seguido por
27 ciclos, cada uno con etapas de 94°C por 30s, 57°C por 45s, 68°C por 30s; seguidos de un ciclo de extension
final de 68°C de 5 min.
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» Extension de megaprimer Ncol/47/51/82/ posterior a Sacl

Megaprimer
Mezcla de reaccion pL 47/51/82/87 $566 Rv
Buffer PFU 10 70 | E— ==
dNTPs 10
PFU polimerasa 5 i P .I !
ADN plasmidico con mutaciones en 5 Gen de variantes P430gy;
47/51/328/330 (100 ng/uL) R4TS/YS1W/A330
Megaprimer 47/51/82/87 (50ng/uL) 25 Neol Sacl
Oligo S566Rv (equimolar a 1 7z | I I | 7
megaprimer) Hemo mutado en
ddHz0 60 47/51/82/87/328/330

Figura 61. Extension de megaprimer posterior a Sacl.
Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94°C por 4 min, seguido por
30 ciclos, cada uno con etapas de 94°C por 30s, 58°C por 45s, 68°C por 1 min 45s; seguidos de un ciclo de
extension final de 68°C de 8 min.
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ANEXO 4. Tamizaje de la biblioteca R47/Y51/A82/F87/A328/A330/T438

Se muestran los mapas de calor que representan los valores de absorbancia obtenidos

mediante el ensayo de Fe(l11)-FZ en una escala que varia de 0.45-0.5a 0.7-0.8.
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ANEXO 5. Espectros diferenciales de unién a sustratos de las variantes purificadas
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