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Resumen

Las lacasas catalizan la oxidacién de compuestos organicos a partir de la reduccion de
oxigeno molecular, produciendo Unicamente agua como sub-producto. Poseen en su sitio
activo cuatro atomos de cobre clasificados en tres sitios (T1, T2 y T3) de acuerdo con sus
propiedades espectroscépicas. En el sitio T1 es donde se lleva a cabo la oxidacion del
sustrato, mientras que en el sitio trinuclear T2/3 se da la reduccion de oxigeno a agua. Se
sabe que las lacasas, al igual que las peroxidasas, se inactivan durante el ciclo catalitico
debido a la interaccion con los radicales libres provenientes de la reaccién que catalizan. El
estudio de los procesos electronicos de las lacasas a un nivel molecular, a partir de
metodologias computacionales, son un area de investigacion de interés basico y tambien
aplicado, pues se puede mejorar la estabilidad y/o actividad de estas enzimas a través del
disefio racional. La ingenieria de proteinas, a partir de la identificacion de residuos
susceptibles a oxidarse, es una estrategia que puede ser empleada en el mejoramiento la
estabilidad operacional de las enzimas, dicha estabilidad se puede definir con base al
rendimiento de la enzima durante un proceso catalitico, y que puede ser expresado en
términos del numero total de recambio o del rendimiento sustrato/enzima para un tiempo o

conversion de reaccién especificos.

En este trabajo se realizo un estudio de la distribucion electronica de la lacasa de Coriolopsis
gallica UAMH8260, a partir de herramientas de quimica computacional, con el objetivo de
establecer su relacion con la actividad y la estabilidad operacional, y de esta manera proponer
variantes con una mejora en el rendimiento de la enzima durante la reaccién. El estudio se
realiz6 a partir de la densidad de espin, bajo la hipotesis de que aquellos residuos que
deslocalizan densidad de espin serdn mas susceptibles a oxidarse. A partir de siete
conformaciones provenientes de simulaciones de dinamica molecular se llevaron a cabo
calculos de la densidad de espin a través de métodos hibridos QM/MM (Quantum Mechanics-
Molecular Mechanics, por sus siglas en inglés). Para esto se realizé un estudio del tamafio de
la zona QM para determinar la region minima que describiera al sistema; se encontraron,
entre otros residuos, tres Phe (F357, F413 y FA75) en la cavidad del sitio T1 que son blancos
potenciales de oxidacion debido a la deslocalizacion de densidad de espin en el anillo

aromatico y a su exposicion al solvente. Estas posiciones se reemplazaron, con base en un

vii



alineamiento multiple de secuencias, por aminoacidos menos susceptibles a oxidarse. Se
generaron las variantes F357L, F413A 'y FA475I de las cuales las dos primeras mostraron una
mejora entre 1.8- 2.4 veces en la estabilidad operacional, respecto a la enzima nativa, durante
la oxidacién de 4-metoxifenol. La variante F4751 no mostré una mejora en la estabilidad
operacional, pero presentd un incremento en la eficiencia catalitica de 2.6 veces, durante la

oxidacion de siringaldazina.

El estudio molecular y electrénico de las proteinas a partir de herramientas computacionales,
en combinacidn con la ingenieria de proteinas, nos ofrecen una estrategia prometedora para
el mejoramiento en la eficiencia de las enzimas (en términos de productividad del catalizador)
asi como en sus propiedades cataliticas, como se mostro en este trabajo al generar variantes
de una lacasa fangica con una mejor estabilidad operacional a partir de simulaciones de
dinamica molecular y calculos QM/MM en conjunto con técnicas de ingenieria genética

(mutaciones sitio-dirigidas).

viii



Abstract

Laccases are enzymes that catalyze the oxidation of an organic substrate concomitant with
the reduction of molecular oxygen to water. These enzymes contain four copper atoms in the
active site classified in three groups (T1, T2 and T3) according to their spectroscopic
properties. T1 site is where the substrate oxidation takes place and one radical is produced,
while T2/3 site is a trinuclear cluster where oxygen is reduced to water. Laccases, like
peroxidases, are inactivated during catalysis due to free radical released during the reaction.
Based on electronic processes, it is interesting to study the enzyme at a molecular level to
understand the catalytic mechanism and improve its stability and/or activity. Engineering of
this type of enzymes, by identifying residues susceptible to the attack of free radicals, is a
promising and novel strategy to improve the operational stability. This operational stability
could be defined as the yield of an enzyme during a reaction that is related with the total

turnover number or with the substrate/enzyme relation for a specific time or conversion.

In this work, we perform a study of the spin density distribution of the Coriolopsis gallica
UAMH 8260 laccase through computational chemistry methods in order to enhance the
stability towards the attack of free radicals. Since spin density distribution is related to the
probability of finding an unpaired electron, we assumed that the residue with most spin
density would be susceptible to oxidation. Several enzyme conformations were obtained
from molecular dynamics. Calculations of spin density were performed using hybrid
guantum mechanics-molecular mechanics methods (QM/MM) for all structures. A study of
different QM zones was performed to determine the best description of the system. The QM
zone comprise the surroundings of T1 site, because is in this place where the first electron
transfer occurs. At least three Phe residues in the cavity of the T1 site showed spin density in
their aromatic ring (F357, F413 y F475), so they were considered for mutation. These
positions were replaced with aminoacids according to a sequence alignment with less
oxidizable residues. F357L, FA13A and F475I variants were generated and expressed in
Pichia pastoris system, F357L and F413A showed better operational stability (1.8-2.4 fold
improvement) during the oxidation of 4-metoxyphenol. F475I variant did not showed an
improvement in the operational stability, but it presented a better catalytic efficiency against

the oxidation of syringaldazine (2.6 fold improvement).



Molecular and electronic studies of proteins using theoretical simulations and protein
engineering tools are a promising strategy in the improvement of the enzymatic efficiency
(in terms of catalyst spent) or their catalytic properties. As has been found in this work with
the designing, through molecular dynamics simulations and QM/MM calculations combined
with genetic engineering tools (site-directed mutagenesis), of more stable variants of a fungal

laccase with a better operational stability.



Contenido

I [ a1 1 o To (U Tood o o ISP 1
1.1 La lacasa: caracteristicas, estructura y mecanismo catalitiCo............cccecvveeeeviiciincieiiennnnne 1
1.1.1 Caracteristicas estructurales de 12 1acasa ..........cccoveverieiieneninieene e 2
1.1.2 Procesos de transferencia electronica en la lacasa ...........ccceeeeeeeveveseeieneseeeeiesiee 4

1.2 Métodos computacionales en el estudio molecular y electrénico de las enzimas ............... 7
1.2.1 MECANICA MOIBCUIAT ...ttt sttt s nnes 8
1.2.2 MECANICA CUANTICA ..ottt sttt sttt st st sa e sttt sbe e e s nnes 8
1.2.3 Métodos hibridos (QM/IMIM) ........ccciiiriiiiniieriee e 9

B N ] (=0T [ ] 1TSS 11
2.1 Factores moleculares y electronicos involucrados en la actividad y la estabilidad de la
F=Tor= - OSSPSR 11
2.2 Simulaciones computacionales en el estudio de oxidasas multicobre .........ccccccoovevvennnne. 13
2.3 La quimica computacional en el estudio de la catalisis y en el disefio racional de enzimas
..................................................................................................................................................... 15

KN o 1 010 (=T RS 18
4 OB JETIVOS ...ttt ettt sttt sttt bt a bbbt a et bt sh e st et bt h e a bbb e bt e at et e b et et nee 18
SR [=1 (oo (o] (oo | - OO OSSOSO URURSRR 19
5.1 Simulaciones de dindmica MOIECUIAY ...........cccovviriiiiieeeeeeee e 19
5.2. Célculos de estructura electrénica (QM/MM) .......covovviiiiiieieisece e 22
5.3 MiCroorganiSmMOS Y FEACTIVOS .......ccuerueruieienierieeieie sttt ettt ste sttt saesae e e et sbeeneennens 24
5.4 Medios de CUItIVO de P. PASIOFIS......couiiiiieririieieie sttt 24
5.5 Construccion del vector de expresion y transformacion en P. pastoris...........cccccveeveennenne. 24
5.6 Expresion de la lacasa de C. gallica en P. pastOriS..........cccceevueieiieeiieneeseeseese e 25
5.7 Purificacion de LcCg reCOMBINANTE.........ccveviieciieii ettt see et 25
5.8 Ensayo de actividad lacasa y medicion de concentracion de proteina...........cccecevvevenene 26
5.9 Mutagénesis sitio-dirigida de LcCg recombinante............cccvevereirinenenienieeseseseeeeees 26
5.10 Estabilidad operacional de las variantes de la lacasa durante la oxidacion de 4-
METOXITENOL. ...ttt ettt bt et et b bt et enbesbesae e e e e 27

6 RESUILAA0OS Y DISCUSION ...ttt sttt sttt sttt ebe b s 28
6.1 Estudio de la rigidez del sitio activo de la lacasa de C. gallica ........ccccceeveevienieneecieene 28
6.2 Analisis conformacional de la lacasa de C. gallica .......c.ccceevvvveiveeiieiieceeeeeeeee e 31
6.3 Prediccion de residuos susceptibles @ OXidarse.........ccoevveeeveiieieineeiie e 35

Xi



6.4 Disefio de mutantes de los residuos susceptibles a oxidacién predichos por calculos

QIMIMM .ottt et s b s et e st e te et et e st e s e ese st et e st ese e R e e ae b e st eneeteeteaeneeneenes 42
6.5 Expresion heter6loga de la lacasa de C. gallica en P. pastoris .........cccoceeveeveeveevieecveenenn, 43
6.6 Estudio de las variables que afectan la expresion de LcCg en P. pastoris ..........ccccueeeu...e. 45
6.6.1 Efecto de la concentracion de CUSOu.....cc.evuiruieuieierieiicieiesie ettt 46
6.6.2 Efecto de la concentracion de metanol............cccvevevieiieieiene s 46
6.6.3 Efecto de 1a teMPEratUra........c.ccoiieiiiecieeieece et sre e s re e ste e ste e sreesatee e 47
6.7 Produccion de LcCg recombinante 8N Matraz .........c.ccveecveeieieeneesee et 47
6.8 Purificacion de la proteina reCombiNante..........cccveiieiieciecie e 49
6.9 Caracterizacion cinética de LcCg recombinante............cceceveverienieininenieniecseseseeeeee 50
6.10 De la teoria al experimento. Evaluacion de las mutantes predichas por calculos QM/MM
..................................................................................................................................................... 51
6.11 Estabilidad operacional de las variantes durante la oxidacién de fenoles...................... 53
6.12 Factores que modulan la estabilidad y actividad de la lacasa............ccccoceveeveneneneenene 55
6.12.1 Flexibilidad de la primera y segunda esfera de coordinacion del CuT1 en la lacasa
(o L O T-1 1 T USRS 56
6.12.2 Flexibilidad de los dominios estructurales de la lacasa de C. gallica........................ 60
6.12.3 Influencia del tamafio de la regién QM en los calculos de densidad de espin.......... 62

6.12.4 Los aminoacidos de la segunda esfera de coordinacion del CuT1 que alojan densidad
de espin son importantes para la estabilidad operacional y la actividad de la lacasa de C.

GAITICA . bbb bbb b et a e b e ntn 63

O] 4 Tod 117 o] TP 67
oI o] 5] 0o Tot (17 T RS 68
O RETEIEINCIAS. ...t eutenteteettet ettt sttt ettt h et e b s bt bt e st et e bt sbe e st et e sbeebe e st et e b e sbeeneentas 69
O AN o T o T PP 77
L0 AANIEXOS ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt e a et e bt e b et e bt e e bt e bt e e bt e e be e e b et e b et e be e e be e e bt e e beeebee e beeebeeeanes 79
11.1 Carteles presentad0s €N CONQGIESOS. ....ccuueiuriiesenteneete ettt et et ettt ee e e, 79

11.2 Publicaciones producto de eSta tESIS........ccceevmriiemrrirneeeirererereseeseesssesssess e sesse s ssesssesssnes 82

xii



Indice de figuras

Pag.
Figura 1.1. Representacion de los procesos de transferencia electrénica. En rojo se muestra el
motivo conservado His-Cys-His.. 4
Figura 1.2. Mecanismo propuesto para Ia reducmon de OX|geno a agua por Ias Iacasas Flgura
tomada de Jones & Solomon, 2015, ... ... e 6
Figura 1.3 Modelo QM/MM para una proteina multicobre. Los atomos en rojo (modelo CPK)
representan la region QM (sitio activo de la enzima).............oooeiiiiiiiiiiiiiiiii e, 10
Figura 5.1. Coordinacién en el estado oxidado. L y B corresponden a OH". Figura tomada de
RuliSek et al. 2005, .. ... ettt 19
Figura 6.1. RMSD (A), de todos los atomos excluyendo los de hidrogeno, para A) proteina, B)
primera esfera de coordinaciéon del CuT1, C) primera esfera de coordinacion del CuT2/3, D)
segunda esfera de coordinacion del CuT1. Dindmica molecular de 100 ns...............cccooevvinnnn.. 30
Figura 6.2. Dependencia del CuT2 con la constante de fuerza.................cooeviiiiiiiiinninniinnn, 31
Figura 6.3. RMSD (A), para todos los atomos excluyendo los de hidrogeno, para A) proteina, B)
primera esfera de coordinacion del CuT1, C) primera esfera de coordinacion del CuT2/3, D)
segunda esfera de coordinacion del CuT1. Dindmica molecular, 100 ns, utilizando los parametros
paralaCueO (Hu etal. 2010). .. ..o e e e e e e 32
Figura 6.4. Distancia O (carbonilo-Pro414)-CuT1 durante la dinAmica molecular..................... 33

Figura 6.5. A) RMSD (A), de todos los atomos excluyendo los de hidrégeno, de la Phe475 durante
los 100 ns de simulacidn, B) representacion molecular de la Phe475 respecto al CuTl.
Representacion en negro corresponde a la estructura cristalogréfica (PDB ID: 4A2E) y en rojo la
conformacion 7, C) distribucion conformacional de la dinamica con base en la distancia CuT1-C3
(PCA 7S ) e e 34
Figura 6.6. Posicion de los residuos que alojaron la mayor densidad de espin: A) residuos
aromaticos, B) residuos no aromaticos. En amarillo se muestran los residuos de la primera esfera
de coordinacién del CuT1. Representacion de superficie expuesta al solvente......................... 41
Figura 6.7. Frecuencia de residuos proveniente del alineamiento mdltiple de secuencias para
diferentes lacasas de hongos en las posiciones: A) 357, B) 413, C) 475 y D) oxidorreductasas de
plantas de la posicién 475. Los alineamientos se generaron con el servidor Clustal Omega y las

imagenes con el servidor WebLogo........oouiiiiiii i e 43
Figura 6.8. Ensayo de actividad lacasa en caja. La coloracion verde muestra la oxidacién de ABTS
POT 12 €NZIMA SECTELAAA. ...\ttt ittt ettt ettt et et et et et et et et et et et et et e eeeaneaneaaes 45

Figura 6.9. Efecto de la concentracion de CuSO4 en A) crecimiento, B) actividad volumétrica de
lacasa. Experimentos realizados por triplicado en medio BMM con adicién de MeOH cada 24

1T ) ¢ T PP 46
Figura 6.10. Efecto de la concentracién de MeOH en A) crecimiento, B) actividad volumétrica de

lacasa. Experimentos realizados por triplicado en medio BMM con adicion de MeOH cada 24

horas, con 0.5 mM de CuSOs.. 47
Figura 6.11. Perfiles de creC|m|ento y produccmn de Iacasa en matraces Fernbach Experlmentos
realizados por triplicado con adicién de MeOH cada 24 horas. Condiciones de cultivo: 1 % MeOH,
0.5mM CuSO4y 28 °C.. .. 48
Figura 6.12. A) SDS- PAGE de Ias muestras obtenldas en cada paso de purlflcacmn T|nC|on con

plata. Linea: 1-marcador de masa molecular (kDa), 2-sobrenadante del cultivo, 3-ultrafiltracién, 4-
DEAE, 5-G75 sephadex. Se cargo 1 pg de proteina. B) Experimento de deglicosilacion de la lacasa
recombinante. Linea: 1-marcador de peso molecular (kDa), 2-lacasa recombinante, 3-lacasa tratada

COM P GNaASE F ..o 50
Figura 6.13. Sitio de unidn a sustrato para la lacasa TvL Illb (PDB ID: 1KY A — azul) superpuesta

con la lacasa de C. gallica (magenta). Se presenta la numeracion de los residuos para 1KYA.
Representacion de superficie expuesta al SOIVENTe. .......oviiiiiiiiii i, 52



Figura 6.14. Residuos seleccionados para mutagénesis sitio-dirigida. En verde oscuro se
representan los residuos de la segunda esfera de coordinacion. Se resaltan las 3 Phe seleccionadas.
En amarillo se resalta la primera esfera de coordinacion del CuT1 y la proteina se representa como
superficie expuesta al solvente.. ..

Figura 6.15. A) Actividad reS|duaI (unldades de swmgaldazma) de Ias dlferentes varlantes durante
la oxidacion de 4-metoxifenol, B) consumo de metoxifenol de las diferentes variantes.

Experimentos realizados por triplicado..........ooeiiiiii i
Figura 6.16. Estabilidad operacional de las variantes de la lacasa de C. gallica. El rendimiento
corresponde a la relacion del sustrato consumido entre la enzima inactiva en unidades de umol/U.
Se reporta el promedio de experimentos realizados por triplicado...............coooiiiiiiiii.
Figura 6.17. A) Movimiento de las cadenas laterales de los residuos F352, F413, F417 y FAT75,
basados en las simulaciones de dinamica molecular de 100 ns. Representacion en negro
corresponde a la estructura cristalografica (4A2E), B) representacion de estas Phe en la cavidad del
CuT1. Se presenta la superficie expuesta al SOlVente...............ooiiiiiiiiiiiiee e,
Figura 6.18. A) Posicion de la F475 dentro de la proteina a una distancia de 11 A del CuT1, B)
acercamiento a una distancia de 7 A del CuT1 y exposicion al solvente de la F475. Representacion
de superficie expuesta al SOIVENTE. ........o.iit ittt e e
Figura 6.19. Primera esfera de coordinacion de los sitios T1 y T2/3. En rojo se presentan los
residuos quE CONECAN €] ESTOS SILIOS. ... .uvut ettt et et et et et et et et et et eneeneeneeeeneaeeanenes
Figura 6.20. RMSD (A), de todos los atomos excluyendo los de hidrdgeno, por dominios de la
lacasade C. QalliCa. .......oiei i
Figura 6.21. Movimiento del loop (173-187) para tres conformaciones de las simulaciones de
dindmica molecular (20, 61 ¥ 84 MS) ... uiieiiet ittt ettt et ettt

Xiv

53

54

55

58

59

60

61

62



Indice de tablas

Tabla 1.1. Sitios de coordinacion de los &tomos de cobre en las lacasas.......................
Tabla5.1. Constantes de fuerza (k) utilizadas para los calculos de dinamica molecular (Hu
Bt Al 20d L) .

Tabla 5.2 Pardmetros empleados para la dindmica molecular..................................
Tabla 5.3 Pardmetros empleados en los calculos QM/MM.............cccoviiiiiiiine
Tabla 6.1. Porcentaje de la densidad de espin en la primera esfera de coordinacion del
CuT1 calculada por métodos QM/MM con el funcional B3LYP para diferentes tamafios
de la region QM. Estado basal (doblete, Cu?*). Para todos los casos, 100% de densidad de
espinesigual al (1 electrdn desapareado)...........ccoevviniiniiiniiii i
Tabla 6.2. Secuencia de residuos de la zona QM con 472 4&t0MOS..........c.ovvvvvveninnennn..
Tabla 6.3. Densidad de espin en el sitio T1 para siete conformaciones en el estado basal
y d0s estad0s aCtivados (L €7) .. .uinririt i
Tabla 6.4. Cambio en la densidad de espin entre el estado activado y el estado basal
(sistema mas un electrén). Los valores no mostrados representan Aps=0.......................
Tabla 6.5. Cambio en la densidad de espin entre el estado activado y el estado basal
(sistema menos un electron). Los valores no mostrados representan Aps=0....................
Tabla 6.6. Pasos de purificacion de LCCg ......ooiviniiiii i
Tabla 6.7. Constantes cinéticas de LcCg (nativa y recombinante), usando siringaldazina
(o100 00 TS 11 - L N
Tabla 6.8. Constantes cinéticas para cada una de las variantes construidas, usando
siringaldazina ComMO SUSTIAtO. .........ouiniit i,

20
22
23

36
37

38

39

40
49

50

51

Xv



Abreviaturas

A
ABTS
BSA
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Functional Theory)
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Espectroscopia de Resonancia Paramagnética Electronica (por sus siglas en
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Intermediario Peroxido (por sus siglas en inglés, Peroxide Intermediate)
Mecanica cuantica

Tipo de modelo de agua (por sus siglas en inglés, Single Point Charge)
Vanadio peroxidasa
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1 Introduccién
El uso de enzimas que catalizan la oxidacion de compuestos contaminantes es una opcién

prometedora en el campo de la biorremediacion. Tal es el caso de las lacasas de hongos, las
cuales pertenecen a la familia de las oxidasas multicobre; estas enzimas tienen la capacidad
de oxidar contaminantes organicos, como por ejemplo los fenoles, a partir de la reduccién
del oxigeno molecular produciendo Unicamente agua como sub-producto. Debido a su uso
potencial en procesos de biorremediacion, lacasas con alta actividad y estabilidad operacional
son deseables. Con base en los factores moleculares que modulan la eficiencia de la lacasa y
de los procesos electronicos que se encuentran relacionados con la estabilidad operacional
de la misma, es interesante su estudio a un nivel molecular con el objetivo de disefiar una
enzima mas activa y estable. En el presente trabajo se propone utilizar metodologias
computacionales para mejorar la estabilidad operacional de la lacasa de C. gallica a partir de

predicciones en la densidad de espin de los residuos cercanos al sitio T1.

1.1 La lacasa: caracteristicas, estructura y mecanismo catalitico
La lacasa (EC 1.10.3.2, p-difenol: dioxigeno oxidorreductasa) pertenece a la familia de las

oxidasas multicobre (MCQO’s por sus siglas en inglés), fue aislada por primera vez del arbol
de laca Rhus vernicifera a finales del siglo XIX (Yoshida 1883). Es una glicoproteina con
masa molecular que varia entre 50-85 kDa (Rodgers et al. 2010). Una de sus caracteristicas
mas importantes es su alto nivel de glicosilacion, que consiste principalmente de manosa,
galactosa y N-acetilglucosamina; para lacasas de plantas el porcentaje de carbohidratos
constituye aproximadamente el 45 % de la masa de la biomolécula, mientras que para lacasas
de hongo varia entre 10-20 % (Morozova et al. 2007). Los posibles roles que desempefia la
glicosilacion pueden estar relacionados con la estabilizacion, secrecion, proteccion contra
proteolisis y aumento en la termoestabilidad (Morozova et al. 2007; Hildén et al. 2009). En
cuanto a los sustratos de esta enzima comunmente se encuentran los fenoles, anilinas y tioles.
Los mas usados para ensayos de actividad son siringaldazina, 2,6-dimetoxifenol (2,6-DMP)
y guaiacol; sin embargo, también pueden oxidar sustratos reductores tales como el &cido 2,2" -

azino-bis(3-etilbenzotiazolina)-6- sulfénico (ABTS) y ferrocianuro de potasio.



Las lacasas pueden ser encontradas en diferentes organismos como plantas, hongos, bacterias
e incluso en algunos insectos. Las que pertenecen a plantas y bacterias son normalmente
lacasas de bajo potencial redox, mientras que las lacasas con alto potencial redox provienen
comunmente de hongos. Las lacasas fungicas han sido las mas estudiadas y caracterizadas,
tal vez por sus grandes capacidades cataliticas al presentar un alto potencial redox, lo que les
permite tener un amplio rango de sustratos a oxidar. La mayoria de éstas son proteinas
monomeéricas, globulares y extracelulares, con una masa molecular entre 60-70 kDa y un
punto isoeléctrico (pl) cercano a 4 (Giardina et al. 2010). En especial la lacasa del
basidiomiceto Coriolopsis gallica ha sido objeto de estudio para nuestro grupo de trabajo.
Esta enzima tiene un pl de 3.4, una masa molecular de 66 kDa determinado por SDS-PAGE
y un contenido de carbohidratos del 21 % del peso de la biomolécula. Existen en la literatura
reportes de su uso potencial en la oxidacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos
(Pickard et al. 1999; Bressler et al. 2000; Vandertol-Vanier et al. 2002), de plaguicidas
(Torres-Duarte et al. 2009) y perturbadores enddcrinos (Torres-Duarte et al. 2012); asi como
en la decoloracion de efluentes industriales (Calvo et al. 1998; Rodriguez et al. 1999) y la

elaboracion de celdas enzimaticas (Martinez-Ortiz et al. 2011; Arrocha et al. 2014).

1.1.1 Caracteristicas estructurales de la lacasa
Las lacasas presentan en su sitio activo cuatro atomos de cobre en diferentes centros

metéalicos, clasificados en tres sitios, T1, T2 y T3 de acuerdo con sus propiedades
espectroscopicas de UV-Vis y EPR (Solomon et al. 1996), los cuales se presentan en la Tabla
1.1. El sitio T1 tiene una geometria triangular en la que los &tomos de nitrogeno de dos
histidinas y el azufre de una cisteina se encuentran coordinados al metal. El residuo en la
posicion axial, situado aproximadamente a 4A del cobre, puede cambiar de una lacasa a otra
y generalmente comprende los siguientes: fenilalanina, metionina, leucina, isoleucina y
glutamina, la naturaleza de este residuo tiene un efecto en el potencial redox de la enzima
siendo las lacasas que poseen residuos que donen densidad electrénica al cobre, como en el
caso de la metionina, las que generalmente presentan bajos potenciales redox (Rodgers et al.
2010). El CuT1 es detectable por EPR y debido a la transferencia de carga del azufre de la
cisteina al cobre (CysS™ = Cu?") presenta una banda de absorcion en el espectro visible

aproximadamente a 610 nm (¢=5300 M*cm™), lo que confiere el color azul caracteristico de



la enzima. El potencial redox de este sitio puede variar de 430 mV — 780 mV y es el que
determina la eficiencia catalitica de la enzima durante la oxidacion del sustrato (Xu 1996).
El sitio T2 corresponde a un clister mononucluear, no presenta una banda de absorcion en el
espectro UV-Vis, pero si es detectable EPR. EI cobre se encuentra coordinado a los
nitrogenos de dos histidinas y al oxigeno de una molécula de agua o un ion hidroxilo
(dependiendo del estado de oxidacion). El sitio T3 es un cluster binuclear en el que cada
atomo de cobre se encuentra unido a los nitrogenos de tres histidinas. Presenta una banda de
absorcion aproximadamente a 330 nm (3600 M~cm™) y no es detectable por EPR debido al
acoplamiento antiferromagnético entre los cobres. El sitio T3, junto con el sitio T2, forma
parte del cluster trinuclear que participa en la reduccidn de oxigeno a agua. Estas proteinas
exhiben una estructura similar, organizada en tres dominios estructurales. El sitio T1 se
localiza en el dominio 3 mientras que el cluster trinuclear (T2/3) se encuentra entre los
dominios 1y 3 (Giardina et al. 2010).

Tabla 1.1. Sitios de coordinacion de los atomos de cobre en las lacasas.

Sitio Caracteristicas principales Modelo 3D
Unido a dos histidinas y una v,
cisteina, tiene un potencial redox by ) 9,
T1 entre 430-780 mV, presenta una ,
banda de absorcion a 610 nmy es ~
detectable por EPR. Y anW ¢
L J
Coordinado a dos histidinas, no L o <
4 Y < \
T2 presenta banda de absorcion UV- A ) 2N
Vis y es detectable por EPR. ¢
. . . hA y ,)”' )
Centro binuclear, cada atomo esta AN =3
T3 unido a 3 histidinas, presenta una L ™% -
banda de absorcion a 330 nmy no A
es detectable por EPR, y/ \
N 4



1.1.2 Procesos de transferencia electronica en la lacasa
En las lacasas la catalisis esta intimamente ligada a procesos de transferencia de electrones

(Figura 1.1):
e Reduccion del cobre en el sitio T1 por un sustrato.
e Transferencia del electron del sitio T1 al sitio T2/3.

e Reduccion del oxigeno molecular a agua en el cluster trinuclear T2/3.

O,

Reduccion de oxigeno
molecular

Oxidacién del

Transferencia del
sustrato

N electrén del sitio T1 al
clister trinuclear T2/3

@
Figura 1.1. Representacion de los procesos de transferencia electronica. En rojo se muestra el motivo

conservado His-Cys-His.

La reduccion del cobre en el sitio T1 (Cu?* = Cu'*) se da por un mecanismo de transferencia
electrénica de esfera externa (Marcus & Sutin 1985) y es el paso limitante del proceso
catalitico. La velocidad de la transferencia de electrones esta fuertemente determinada por la
diferencia en el potencial redox entre el sitio T1 y el sustrato (Xu 1996). Esta velocidad se
puede relacionar, de acuerdo con la teoria de Marcus, con pardmetros termodinamicos como
se representa en la Ecuacion 1.1. Aqui, la constante de velocidad se relaciona de manera
exponencial con la energia libre del proceso de transferencia electronica; esta energia libre a
su vez se encuentra en funcion de la energia de reorganizacion del sistema (L) y de la energia
libre de reaccion (AGP), Ecuacion 1.2 (Marcus 1993).

—AG*
k = Aexp [ T] Ecuacion 1.1

kg

A AG07?
AG x= " [1 + %] Ecuacién 1.2



La energia de reorganizacion (A) esta relacionada con la energia correspondiente al cambio
conformacional generado durante la oxidacion/reduccidn, mientras que la energia libre de
reaccion es una funcion de la diferencia entre el potencial redox del aceptor y del donador
(Brunschwig & Sutin 1999; Solomon et al. 2004). Una vez que el cobre del sitio T1 ha sido
reducido, el electrdn tiene que ser transferido una distancia aproximadamente de 13 A hasta
llegar al sitio trinuclear T2/3, que es en donde ocurre la reduccion del oxigeno. El paso de
electrones entre los dos sitios se lleva a cabo a través del motivo conservado His-Cys-His
(Kosman 2010) en un arreglo estructural [CuT2/3-His]>-Cys-CuT1 donde dos histidinas se
encuentran coordinadas a dos atomos de cobre en el sitio trinuclear y la cisteina al cobre del
sitio T1 (Rulisek & Ryde 2013). Una vez que los electrones han sido transferidos del sitio T1
- T2/3, la reduccion del oxigeno molecular puede llevarse a cabo. Uno de los mecanismos
propuestos para este proceso es el que se esquematiza en la Figura 1.2. Primeramente el sitio
activo es reducido (Cu'*), posteriormente el estado reducido de la enzima reacciona con la
molécula de oxigeno, lo cual procede en dos pasos secuenciales de transferencia electronica
(Lee etal. 2002; Yoon & Solomon 2005; Jones & Solomon 2015), dando como primer estado
la formacion del llamado “intermediario peroxido” (PI, Peroxide Intermediate por sus siglas
en inglés) y consecuentemente el “intermediario nativo” (NI, Native Intermediate por sus
siglas en inglés). La formacién del Pl es el paso limitante, esta especie no presenta
propiedades paramagnéticas y se sabe que un residuo acido (D94 para Fet3P, Figura 1.2) es
esencial para la reduccion de oxigeno (Jones & Solomon 2015). A través de calculos teéricos
del P1 se ha observado que una carga negativa cerca de este sitio disminuye el potencial de
reduccion de los cobres T2 y T3, lo que provoca que sea mas facil que éstos donen sus
electrones al oxigeno lo que conlleva a la formacién de una especie con un intermediario
perdxido, cuya geometria es esencial para el rompimiento del enlace O-O (Figura 1.2). El
siguiente paso, en el que interviene el rompimiento del enlace O-0O, es més rapido que la
formacion del Pl y lleva a la formacion del NI. En ausencia del sustrato reductor el NI decae
a la forma oxidada a una velocidad muy baja, comparada con la velocidad de formacion del
estado reducido, lo que hace a este paso no relevante durante la catalisis enzimatica, por lo
que el NI aparenta ser la forma oxidada de la enzima (Lee et al. 2002). En presencia del

sustrato reductor el NI pasa a la forma reducida para seguir con el ciclo catalitico.
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Figura 1.2. Mecanismo propuesto para la reduccion de oxigeno a agua por las lacasas. Figura tomada de
Jones & Solomon, 2015.

Se ha establecido que existen dos residuos acidos que son estructuralmente conservados en
las MCO’s y que juegan un papel muy importante en el rompimiento de la molécula de Oo.
Un &cido glutdmico (Glu) presente cerca del cllster trinuclear que puede actuar como
donador de protones, y un aspartato (Asp) que desprotona el agua que se encuentra como
ligando en el sitio T2. Ademas, existen dos canales dentro de la proteina que permiten el
acceso hacia el cluster trinuclear, el primero permite la entrada del O, y se encuentra cerca
del sitio T3 y el otro cercano al sitio T2, que permite a las moléculas de agua salir del interior
de la proteina.

Ademés de los mecanismos de transferencia de electrones hasta ahora descritos, existen
también factores moleculares como la geometria del sitio T1, la hidrofobicidad en la cavidad
del sitio T1 y las interacciones electrostaticas de la segunda esfera de coordinacion, que
pueden modular el potencial redox de la enzimay por lo tanto su eficiencia catalitica. Todos
estos procesos pueden ser modelados a partir de herramientas computacionales para entender
y explicar los procesos cataliticos de estas enzimas e incluso llevar a cabo ingenieria de

proteinas para disefiar o0 mejorar sus propiedades cataliticas.



1.2 Métodos computacionales en el estudio molecular y electrénico de las enzimas
El modelado molecular, asi como la simulacién se han convertido en herramientas

importantes para proponer hipétesis sobre los procesos cataliticos de las enzimas. Aqui la
base principal es el estudio molecular de la proteina a partir de diversos principios de quimica
computacional. Antes de comenzar a establecer qué métodos pueden ayudarnos a realizar
esta tarea, es preciso comprender qué es la quimica computacional, sus alcances y

limitaciones.

La quimica computacional abarca el uso de modelos matematicos implementados en sistemas
computacionales que nos proporcionan informacion util sobre algunas propiedades
moleculares que no son asequibles experimentalmente; también nos dan la oportunidad de
explicar resultados obtenidos experimentalmente. Es importante recordar que la quimica
computacional adquiere una mayor relevancia cuando se respalda con la quimica
experimental. Al comenzar a realizar una simulacion molecular es comdn preguntarse ¢por
dénde empezar? De manera general, este proceso esta constituido por tres pasos:

1. Construccion del modelo tridimensional.

2. Muestreo conformacional.

3. Mapeo del proceso enzimatico.
El primer paso considera la eleccion del método computacional. Ya que el modelo se ha
elegido, es necesario realizar un muestreo conformacional mediante métodos clésicos, como
dindmicas moleculares o métodos de Monte Carlo. El Gltimo paso consiste en realizar un
mapeo del proceso enzimatico; es decir, se modela el rompimiento y formacidn de enlaces,

trasferencias electronicas, estados de transicidn, entre otros (Wallrapp & Guallar 2011).

Al hacer un estudio in silico de un proceso enzimatico es preciso elegir correctamente los
métodos computacionales de acuerdo con el objetivo del proyecto, ya que de esto dependera
la certeza de los resultados. Los métodos computacionales se pueden clasificarlos en:

1. Mecanica molecular

2. Mecénica cuéntica
No es posible establecer cual es mejor que otro ya que dependera del alcance de la

investigacion y las preguntas a resolver; asi como de las caracteristicas de las moléculas que



se modelen con estas aproximaciones. A continuacion, se describen de manera breve ambos

métodos.

1.2.1 Mecanica Molecular
Los métodos de mecéanica molecular (MM, Molecular Mechanics por sus siglas en inglés)

tienen como base las leyes de la fisica clasica. Estos métodos tratan a las moléculas como
una serie de particulas puntuales con masay carga (atomos) unidos por un potencial arménico
representado por resortes (enlaces). Esta metodologia construye una expresion para la energia
potencial que es funcién de las posiciones atdbmicas y que comprende la suma de expresiones
matematicas que modelan la energia de las fuerzas de enlace (tension de enlace, flexién de
enlace, torsiones) y de no enlace (Van der Waals e interacciones electrostaticas), asi como
una serie de parametros empiricos para cada una de las mismas (Vanommeslaeghe et al.
2014). A este conjunto de expresiones y parametros se le denomina campo de fuerza. Ya que
estos métodos no tratan explicitamente a los electrones, es posible tratar sistemas de millones
de atomos (Zimmer 1995); sin embargo, no puede describir la reactividad de una molécula

(formacién y rompimiento de enlaces).

Los métodos més utilizados que se basan en la mecanica molecular comprenden las
simulaciones de dinamica molecular (MD, Molecular Dynamics por sus siglas en inglés) y
los métodos de Monte Carlo. Los calculos MD describen el movimiento de las particulas de
un sistema en el tiempo a partir de la segunda ley de Newton. Son ampliamente utilizados
para describir la dindmica de proteinas y también se emplean como una aproximacion para
estudiar la relacion estructura-funcién de las mismas. Por su parte, los métodos de Monte
Carlo se basan en una distribucion estadistica y muestreos aleatorios de conformaciones, pero

no dan informacion relativa al tiempo (Jorgensen & Tirado-Rives 1996).

1.2.2 Mecénica cuéantica
Modelar una reaccion quimica requiere de un método capaz de describir el rompimiento y la

formacion de enlaces, limitante que poseen los métodos MM. Los métodos basados en la
mecanica cuantica (QM, Quantum Mechanics por sus siglas en inglés), modelan los
electrones explicitamente por lo que son Utiles para el estudio de geometrias moleculares,

estructura electronica y reactividad; estas metodologias estan basadas en la resolucion de la
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ecuacion de Schrodinger, la cual solamente puede ser resuelta de forma exacta para el &tomo
de hidrégeno. Para moléculas polielectronicas, con las que tratamos normalmente, es
necesario emplear aproximaciones para resolverla. Aunque los calculos de quimica cuantica
no son exactos para moléculas con més de un electron, existen diferentes métodos que han
sido desarrollados para aproximar la resolucion de esta ecuacion y que se sabe, describen de
una forma adecuada diferentes propiedades de los sistemas quimicos (reactividad,
propiedades termodinamicas, estructura electronica y propiedades espectroscépicas) en
comparacién con su contraparte experimental. Los diferentes métodos QM difieren entre si
por la aproximacién que utilizan, de manera general los podemaos clasificar en tres: métodos
ab initio (Hartree Fock), Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT, Density Functional
Theory por sus siglas en inglés) y los métodos semiempiricos. Aunque se utilicen
aproximaciones, el costo computacional de los métodos QM es mayor que el de los métodos
MM, sabemos que las proteinas estan constituidas por un gran nimero de atomos, por lo que
modelarla por métodos QM es computacionalmente demandante y no seria asequible hasta
el momento aun con los avances computacionales de la actualidad. Por otro lado, los métodos
MM son réapidos y pueden describir moléculas de miles de &tomos, pero no pueden explicar
rompimiento y formacion de enlaces, por lo que una buena aproximacion es conjuntar ambos

métodos para el estudio de enzimas.

1.2.3 Métodos hibridos (QM/MM)
Los métodos hibridos (QM/MM) conjuntan dos métodos teoricos distintos para poder

resolver el problema de realizar simulaciones de moléculas grandes (miles de &tomos), fueron
descritos por primera vez en 1976 por Warshel y Levitt, donde se propuso el uso de estas
metodologias para el estudio de la lisozima (Warshel & Levitt 1976). Estos métodos
describen las propiedades electrénicas de las macromoléculas dividiendo a éstas en dos
zonas: la region de mayor interés en el sistema, donde se da el rompimiento, formacién de
enlaces o transferencia de electrones, se modela con ayuda de métodos QM vy el resto de la
proteina y las moléculas de solvente se trata con métodos MM (Figura 1.3). Los términos
energéticos de ambas zonas no pueden sumarse directamente, ya que como se explico
anteriormente ambos se basan en teorias distintas. En general, existen dos métodos para tratar

la interaccidn en la frontera QM/MM: de adicidon y de sustraccion que incluyen interacciones



de enlace y de no enlace (Van der Waals y electrostaticas). Las metodologias QM/MM han
sido utilizadas desde el estudio de reacciones enzimaticas y el disefio de farmacos hasta el
disefio de novo de enzimas (Baker 2010; Pantazes et al. 2011; Kries et al. 2013; Damborsky
& Brezovsky 2014; Sliwoski et al. 2014; Garcia-Guevara et al. 2015).

Qm

Figura 1.3 Modelo QM/MM para una proteina multicobre. Los 4&omos en rojo (modelo CPK) representan la

regién QM (sitio activo de la enzima).
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2 Antecedentes

2.1 Factores moleculares y electronicos involucrados en la actividad y la
estabilidad de la lacasa
Existen factores estructurales que son importantes para modular el potencial redox de la

lacasa, que en conjunto con los procesos de transferencia electronica influyen en la eficiencia
catalitica de esta enzima. Distintas lacasas, aun teniendo estructuras similares en su sitio
activo, muestran divergencias significativas en el potencial redox del sitio T1, que puede
variar entre 430-780 mV (Shleev et al. 2004; Cambria et al. 2012). Hablar de un solo factor
que determine el potencial redox de estas enzimas es dificil, de hecho el ambiente quimico
en el que se encuentran los &tomos metalicos varia por multiples factores y por ende, las
causas que pueden modular el potencial redox pueden provenir de distintas fuentes. Aunque
algunos de los factores moleculares que intervienen en la modulacién del potencial redox en
las lacasas son conocidos, poco se sabe acerca de su estabilidad respecto a la interaccion con
radicales libres provenientes de la catalisis. En nuestro grupo de trabajo se ha estudiado la
inactivacion de la lacasa de C. gallica en sistemas donde existen radicales libres generados
continuamente por el proceso catalitico de la enzima, y se propone que estos radicales podrian

jugar un papel importante en su inactivacion (Ramirez 2014).

Desde los afios 90°s, del siglo pasado, se han reportado observaciones de la disminucion de
la actividad de lacasas debido a los productos de oxidacion de fenoles (Leatham et al. 1980;
Shuttleworth & Bollag 1986). Gianfreda y colaboradores describieron la inactivacion de la
lacasa de Cerrena unicolor durante la oxidacién de 2,4-diclorofenol. Propusieron que la
inactivacion podria ser provocada por atrapamiento de la enzima en el polimero formado o
por la interaccion con los productos de reaccion (Gianfreda et al. 1998). Por otro lado, Liy
colaboradores han reportado la inactivacion de lacasas durante la oxidacion de 1-
hidroxibenzotriazol (HBT) y &cido violurico (VA), este ultimo mostré mayor inactivacion
bajo las mismas condiciones de reaccion (Li et al. 1999). Asimismo, se ha reportado la
inactivacion irreversible de la lacasa de Myceliophthora thermophila durante la oxidacion de
metil siringato, encontrando que la adicion de albiminas (HSA y BSA) al medio de reaccion
retarda la inactivacion de la lacasa. En este trabajo los autores proponen un atrapamiento de
los radicales libres por parte de la albumina, lo que previene la inactivacion de la lacasa

(Kulys et al. 2002). La estabilidad de la lacasa de Trametes versicolor durante la oxidacion
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de fenol también ha sido investigada, observando inactivacién de la enzima en presencia de
mediadores tales como: ABTS, VA y HBT. Los autores sugieren que los radicales libres
producidos durante la oxidacion de los mediadores juegan un papel importante en la
inactivacion de la lacasa de T. versicolor (Kurniawati & Nicell 2007); este mismo grupo de
investigacion desarrollé un modelo que describe la inactivacion de la lacasa durante la
oxidacion de fenol. Dicho modelo fue validado a partir de resultados experimentales y logré
describir la inactivacion tomando en cuenta dos mecanismos de inactivacion: atrapamiento o
adsorcion de la enzima en el polimero producto de la catélisis y el ataque por los radicales
libres generados (Kurniawati & Nicell 2009). En este caso se encontr6é que la inactivacion

por la presencia de radicales libres es el factor principal de la pérdida de actividad.

Aunque la inactivacion de las lacasas durante la oxidacion de compuestos fendlicos ha sido
reportada y atribuida principalmente al ataque de radicales libres, este mecanismo no ha sido
elucidado hasta el momento. No obstante, existen reportes de inactivacion de algunas
peroxidasas durante la oxidacién de compuestos fenolicos. Aitken y Heck estudiaron la
inactivacion de la peroxidasa de Coprinus cinereus (CiP). Estos autores proponen que esta
inactivacion se da posiblemente por reacciones irreversibles entre la enzima y los radicales
fenoxilo formados por la oxidacion monoelectrénica de los fenoles durante la catélisis
(Aitken & Heck 1998). Asimismo, se ha establecido que la peroxidasa de rabano (horseradish
peroxidase, HRP por sus siglas en inglés) en presencia de fenol se inactiva de forma
irreversible en un proceso que es dependiente de la concentracion de fenol (Baynton et al.
1994). Por otro lado, Buchanan y Nicell modelaron la inactivacion enzimatica de la HRP
tanto por la presencia de radicales libres como por el producto de polimerizacién de estos
radicales (Buchanan & Nicell 1997). En este modelo propuesto, la pérdida de actividad de la
enzima esta relacionada con la presencia de radicales libres, asi como por el polimero
formado. Recientemente, Kim y colaboradores estudiaron la inactivacion de la HRP durante
la oxidacion de fenol, encontraron que los radicales fenoxilo producidos durante la reaccion
son capaces de formar aductos con el anillo aromatico de las fenilalaninas, los cuales fueron
identificados por medio de espectroscopia de masas. Posteriormente, realizaron mutaciones
sitio dirigidas en estas fenilalaninas, reemplazandolas por un residuo menos oxidable

(alanina). De esta manera lograron obtener una variante, con cuatro mutaciones Phe>Ala,

12



que mostrd retener el 41 % de la actividad inicial durante la oxidacion de fenol, comparado
con la enzima nativa, la cual pierde casi el 100 % de la actividad inicial bajo las mismas

condiciones (Kim et al. 2015).

Por lo tanto, dado la semejanza de los procesos que catalizan, en las lacasas podrian estar
ocurriendo eventos similares durante la oxidacion de fenoles. Asi pues, resulta interesante y
novedoso estudiar este fendmeno, respecto a las propiedades estructurales de la enzima, para
comprenderlo mejor y poder manipularlo en un futuro. Estos estudios podrian realizarse
combinando metodologias computacionales que nos ayuden a establecer qué residuos son
mas susceptibles a ser oxidados y asi lograr contribuir al disefio racional de enzimas mas
estables usando metodologias de quimica tedrica junto con comprobaciones experimentales,

a partir de la construccidn y evaluacién de variantes con mutaciones sitio-dirigidas.

2.2 Simulaciones computacionales en el estudio de oxidasas multicobre
Los métodos computacionales se han convertido en una gran herramienta permitiendo

analizar aspectos atdmicos de las proteinas a un nivel energeético y estructural (Sousa et al.
2012). Desde el punto de vista de la quimica computacional, existen varias razones por las
cuales el estudio de las lacasas es interesante. Primeramente, podemos citar la inestabilidad
de los intermediarios cataliticos formados a causa de los diferentes estados de oxido-
reduccion de los cuatro atomos de cobre presentes. El segundo es la estructura electronica
del sitio trinuclear y la tercera razon es el poder conjuntar céalculos tedricos con datos
experimentales para establecer posibles interpretaciones a los factores moleculares que
influyan en la actividad y la estabilidad de las lacasas, y asi poder proponer el disefio de
variantes con mutaciones puntuales que presenten mejores propiedades cataliticas. A
continuacion, se presentan algunas de las investigaciones, basadas en métodos

computacionales, realizadas para conocer ciertas propiedades moleculares de las lacasas.

Hong y colaboradores estudiaron los potenciales redox, asi como las energias de
reorganizacion del sitio T1 de cuatro diferentes lacasas utilizando sélo herramientas tedricas
tales como dindmica molecular y métodos QM/MM. Los resultados de este trabajo presentan

un marco de referencia para entender algunos de los pardmetros que pueden influir en el
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potencial redox del Cu en el sitio T1, que podria ser extrapolado para otras lacasas.
Estudiaron la influencia del ligando axial asi como de la longitud del enlace entre el atomo
de metal y el atomo de N en una His coordinante sobre el potencial redox, encontrando
concordancia con lo que se ha observado experimentalmente (Hong et al. 2011). Por otro
lado, Hu y colaboradores calcularon la energia de reorganizacién cuando se transfiere un
electron del Cu del sitio T1 hacia el intermediario peréxido del sitio T2/3 de la oxidasa
multicobre CueO. Cabe resaltar que para realizar las dindmicas moleculares fue necesario
parametrizar el campo de fuerza debido a la falta de uno para este tipo de proteinas, lo cual
es una contribucion muy importante ya que dicho campo de fuerza podria ser extrapolado a
otras lacasas. En cuanto a los resultados encontrados, se obtuvieron energias de
reorganizacion que variaron entre 91-133 kJ/mol dependiendo del tratamiento tedrico, de las
cuales el sitio activo solamente contribuyé con 12-22 kJ/mol; asimismo, se encontrd que la
reduccion del intermediario peroxido es un proceso exergonico (Hu et al. 2011). Las
propiedades del potencial redox en el sitio T1 de una lacasa han sido estudiadas a partir de
modelos reducidos de este sitio. Primeramente Vazquez-Lima & Guadarrama estudiaron por
DFT seis complejos inorganicos que simulaban el sitio T1 y reprodujeron los potenciales de
Oxido-reduccion para estos complejos con un error de 0.095 V respecto a los datos
experimentales (Vazquez-Lima & Guadarrama 2012). Posteriormente estos mismos autores
realizaron un estudio para evaluar el efecto de las distorsiones geomeétricas del sitio T1 en el
potencial redox, donde proponen que un cambio en el angulo diedro Cmetil tiolato-S-Cu-NHis
puede aumentar en gran medida el potencial redox de la lacasa de Trametes versicolor
(Vazquez-Lima et al. 2012). Por otro lado, se llevaron a cabo célculos de dindmica molecular
para estudiar las propiedades dindmicas de una oxidasa multicobre hipertermofilica, en donde
se encontro que la coordinacion entre el cobre y la proteina juega un papel muy importante

en la movilidad de la enzima (Bello et al. 2012).

Con los estudios hasta aqui reportados es posible observar que existen varios procesos de
reactividad de las lacasas que son necesarios entender y que las técnicas computacionales
nos pueden ayudar en ello. Conocer la relacion estructura- funcion de estas proteinas es una

clave importante que puede ayudarnos a comprender mejor como se regula la actividad y su
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relacion con la estabilidad de estas enzimas y, de esta manera, proponer técnicas para el

disefio o modificacion racional de lacasas.

2.3 La quimica computacional en el estudio de la catalisis y en el disefio racional
de enzimas
Existen ejemplos en la literatura donde se han realizado estudios computacionales de los

factores estructurales y de transferencia electrénica que pudieran ayudar a generar mutantes
de una enzima. Funke y colaboradores realizaron el estudio de una lipasa de Bacillus subtilis
en donde se encontr6 por métodos computacionales y de biologia molecular un residuo
importante, His76 (PDB ID: 1R4Z), que afecta la enantioselectividad de la enzima y se
propone que los métodos QM/MM pueden ser aplicados para determinar aminoacidos
importantes para la enantioselectividad (Funke et al. 2005). Hong y colaboradores estudiaron
por medio de metodologias QM/MM el potencial redox de la lacasa de Streptomyces
coelicolor, y propusieron residuos que pueden ser mutados para aumentar el potencial redox
de esta lacasa (Hong et al. 2011); sin embargo, aunque las mutaciones no se realizaron
experimentalmente seria interesante comprobar estas predicciones. En otro trabajo, se
realizaron estudios de transferencia electronica en un citocromo P450 mediante métodos
QM/MM donde lograron identificar residuos oxidables de la enzima durante su inactivacion
por peroxido de hidrdgeno. Posteriormente, al reemplazar estos residuos por otros menos
oxidables a través de mutaciones sitio-dirigidas se generaron mutantes mas estables que la
enzima nativa, en presencia de peroxido de hidrégeno (Vidal-Limén et al. 2013).
Combinando herramientas computacionales con mutagénesis sitio-dirigida Acebes y
colaboradores lograron establecer por medio de calculos QM/MM el flujo de electrones en
dos peroxidasas: lignina peroxidasa (LiP) de Phanerochaete chrysosporium y versatil
peroxidasa (VP) de Pleurotus eryngii. Posteriormente estos investigadores realizaron
mutagénesis sitio-dirigida de los aminoacidos que encontraron conducen a los electrones,
que para estas enzimas corresponden a residuos de Trp y Phe, y de esta manera discernir el
camino que siguen los electrones durante el proceso catalitico (Acebes et al. 2017). En este
trabajo los autores argumentan que el uso de las herramientas computacionales facilit6 los
experimentos de mutagénesis, debido a que disminuyeron el nimero de posibles residuos
involucrados en el flujo de electrones, y de esta manera, se redujo el nimero de experimentos

a realizar.
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Asi como las herramientas teoricas ayudan en el disefio de enzimas con nuevas 0 mejores
propiedades cataliticas, éstas también contribuyen en el estudio molecular de resultados
experimentales. Tal es el caso de una lacasa quimérica en la que se mejord la oxidacion del
acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxicindmico (acido sinapico), a través de mutagénesis a saturacion
de seis residuos que forman parte de la cavidad del sitio activo, estos residuos fueron elegidos
a partir de un alineamiento multiple de secuencias y correspondieron a los que mostraron
mayor variabilidad (Pardo et al. 2016). Una vez que se encontr6 la variante con mayor
actividad catalitica con el acido sindpico, se llevaron a cabo céalculos QM/MM para
racionalizar el porqué de estas mutaciones. Encontraron que las mutaciones generadas en la
quimera ayudaron a una interaccién mas especifica del sustrato en el sitio activo, provocando
una transferencia electrénica mas eficiente hacia cobre del sitio T1 de esta lacasa. Este trabajo
presenta una contribucion en la ingenieria de proteinas y en el disefio in silico de enzimas

especificas para algun sustrato de interés.

Por otro lado, Monza y colaboradores realizaron, a partir de métodos computacionales, un
estudio a nivel molecular de como las mutaciones acumuladas durante experimentos de
evolucion dirigida de la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus mejoran la actividad catalitica
de la enzima. A partir de metodologias que combinan el muestreo conformacional de
proteinas (métodos de Monte Carlo) y de calculo de estructura electronica (metodos hibridos
QM/MM) se logro elucidar que el incremento en la actividad catalitica, debido a las
mutaciones acumuladas durante la evolucioén dirigida de la enzima, esta relacionado con una
mejor interaccion del sustrato con el sitio activo, mas que debido a un aumento en el potencial
redox de la lacasa. Los resultados de esta investigacion aportan una metodologia para el
disefio in silico de enzimas, que contribuye a mejorar la oxidacion de algun sustrato de interés

en oxidoreductasas (Monza et al. 2015).

Cabe resaltar que para generar mutantes la expresion heteréloga de la proteina es un paso
fundamental en este proyecto, ya que la lacasa de C. gallica no ha sido expresada en un
sistema heterdlogo hasta el momento. Desde inicios de los afios 90’s del siglo pasado, la

expresion de lacasas recombinantes ha sido un campo de investigacion en diferentes
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sistemas: bacterias, levaduras, hongos filamentosos y plantas, siendo las levaduras y los
hongos los sistemas mas usados (Piscitelli et al. 2010; Mate & Alcalde 2015).
Especificamente, las levaduras se han convertido en las cepas de eleccion para la expresion
de lacasas fungicas, en especifico las especies Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris.
Debido a que, en muchas ocasiones los niveles de expresion heterdloga de lacasas en
levaduras son muy bajos, se han realizado esfuerzos por mejorar esta expresion. Algunos
investigadores han reportado el uso de técnicas de evolucion dirigida para mejorar la
secrecion de la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus expresada en S. cerevisiae, utilizando
como peptido sefial el factor-a de S. cerevisiae. Mutaciones acumuladas tras varias rondas
de evolucion en el péptido sefial mejoraron 40 veces la secrecion de la proteina al medio
extracelular, sin afectar la actividad catalitica de la enzima recombinante (Camarero et al.
2012). Este péptido sefial modificado podria ser usado para mejorar la expresion de otras
lacasas como la de C. gallica.

En resumen, la combinacion de herramientas computacionales con técnicas de ingenieria
genetica constituyen una alternativa para predecir y comprobar el efecto de una 0 mas
mutaciones que permitan modular las propiedades cataliticas de las enzimas. A través de este
tipo de estudios, pretendemos mejorar la comprension de los factores moleculares que
influyen en la estabilidad y la actividad de las lacasas, para de esta forma, proponer una
metodologia eficaz para el disefio in silico de estas enzimas con mejores propiedades y asi
aumentar su rango de aplicabilidad en distintos sectores: tanto a los correspondientes a

ciencia basica, como a las posibles aplicaciones a nivel industrial.
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3 Hipotesis
La mutacion de residuos con alta densidad de espin, calculada por métodos computacionales
(QM/MM), permitird obtener una lacasa mas estable ante el ataque por radicales libres.

4 Objetivos

General
Estudiar los procesos de transferencia electrénica, en el sitio T1, que modulen la actividad y

la estabilidad en una oxidasa multicobre (lacasa de Coriolopsis gallica).

Especificos

1. Establecer una metodologia para llevar a cabo estudios de quimica computacional que
ayuden a describir los procesos de transferencia electrénica, en el sitio T1, asi como el papel
de las interacciones intramoleculares en la lacasa de C. gallica.

2. Estudiar la distribucion electrénica (densidad de espin) en el sitio T1 de la lacasa de C.
gallica para encontrar residuos susceptibles a oxidacion por los radicales libres generados
durante el proceso catalitico.

3. Proponer y diseflar mutaciones sitio-dirigidas de los residuos oxidables, predichos por los
calculos computacionales, por residuos menos oxidables para mejorar la estabilidad
operacional de la lacasa de C. gallica.

4. Disefiar y montar un sistema de expresion heter6loga en P. pastoris para la lacasa de C.
gallica asi como de las variantes propuestas para evaluar las propiedades cataliticas y la
estabilidad operacional.

5. Conjuntando las herramientas teoricas (dindmica molecular y QM/MM) con técnicas
experimentales, establecer los factores moleculares mas relevantes que modulan la actividad

y la estabilidad de la lacasa de C. gallica.
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5 Metodologia
Metodologia computacional

5.1 Simulaciones de dinamica molecular

Los calculos de dinamica molecular estdn basados en la estructura cristalografica de la lacasa
del basidiomiceto Coriolopsis gallica UAMH 8260 (PDB ID: 4A2E). El archivo con las
coordenadas se prepard con el programa Protein Preparation Wizard (Schrodinger Suite)
dentro del software MAESTRO 9.3 con el cual se adicionaron atomos de hidrdgeno, puentes
disulfuro y érdenes de enlace correspondientes. Se seleccionaron las conformaciones que
presentan las interacciones mas favorables dentro de la proteina de aquellos residuos que
pueden generar enlaces de hidrégeno de acuerdo con el ambiente quimico en el que se
encuentran. Asimismo, en conjunto con el servidor PROPKA (Li et al. 2005; Olsson et al.
2011), se establecieron los estados de protonacion al pH de trabajo (4.5). Los residuos de
histidina y cisteina que coordinan a los atomos de cobre se establecieron como
desprotonados. Se trabajo con el estado oxidado de la molécula (Cu?*) en el que los cobres
de los sitios T2 y T3 se encuentran coordinados por un ion hidroxilo, de acuerdo con estudios
ya realizados, Figura 5.1 (Rulisek et al. 2005; Heppner et al. 2013).

Figura 5.1. Coordinacion en el estado oxidado. L y B corresponden a OH". Figura tomada de RuliSek et al.
2005.
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La carga neta de la molécula resulté en -10 para este estado de oxidacion. Una vez preparadas
las coordenadas de la molécula, se construyd el sistema que incluye a la proteina y agua como
solvente explicito (modelo SPC), asi como 10 iones de Na* como contraiones (carga neta
igual a cero). El sistema se conformo por 72027 atomos, de los cuales 64675 son &tomos en
moléculas de agua. Las condiciones periddicas de frontera se simularon con una caja de
geometria clbica a una distancia de 15 A entre la proteina y el limite de la caja de simulacion.
Esto se realizd con el programa System Builder, dentro de la aplicacion de Desmond

(Desmond Molecular Dynamics System), en el software MAESTRO 9.3.

Las simulaciones de dindmica molecular se llevaron a cabo en la aplicacion Desmond con el
campo de fuerza OPLS_2005 (Banks et al. 2005). Ya que hasta ese momento no contamos
con un campo de fuerza que permitiera modelar el sitio de coordinacién de cobre para nuestra
enzima, se utilizaron los parametros de enlace del campo de fuerza para una oxidasa
multicobre de bacteria reportados por Hu et al. 2011. Las constantes utilizadas para este

trabajo son las que se muestran en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Constantes de fuerza (k) utilizadas para los calculos de dindmica molecular (Hu et al. 2011).

Tipo de enlace Constante de fuerza de
enlace (k) - kcal/molA?

CuT1-S(Cys471)  112.577
CuT1-N(Hs415) 99.88
CuT1-N(His475) 60.818
CuT2-N(His85) 233.547
CuT2-N(His418) 213.863
CuT3-N(His420) 63.724
CuT3-N(His470) 20.503
CuT3-N(His132) 7.288
CuT3’-N(His87) 44.063
CuT3’-N(His130)  191.158
CuT3’-N(His472) 55.272

CuT2-0 55.081
CuT3-0 132.786
CuT3’-0O 155.250
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Una vez que se introdujeron los parametros del campo de fuerza reportados en la Tabla 5.1,
la molécula se sometid a un proceso de minimizacion energética para relajarla a un minimo
local con el método Steepest Descent, se utilizd un nUmero méaximo de iteraciones de 2000 y
1 kcal/mol/A? como criterio de convergencia. Posteriormente, con la geometria optimizada
se realizaron calculos de dinamica molecular, usando el programa Simulated annealing de
Desmond. Este tipo de calculos hace uso de un programa de temperatura para mejorar el
proceso de busqueda conformacional. La estrategia utilizada es la de elevar la temperatura
hasta 400 K para posteriormente relajar el sistema a la temperatura de simulacion (300 K) a
través de seis pasos (Tabla 5.2). Se utilizaron condiciones periédicas de frontera y un
ensamble NPT. La temperatura se mantuvo a 300 Ky la presion a 1 bar, ambas propiedades
se controlaron por el algoritmo de Berendsen (Berendsen et al. 1984) con un tiempo de
relajacion de 1 ps para la temperatura y 2 ps para la presion. En el ensamble NPT
primeramente se realiza una relajacion del sistema manteniendo la proteina restringida, como
segundo paso se hace una minimizacion sin restricciones. Posteriormente se simula un
ensamble NVT con termostato de Berendsen a 10 K y con restriccidn en los atomos pesados
para después realizar la simulacion con un ensamble NPT a 10 K, con barostato y termostato
de Berendsen y restriccion en los d&tomos pesados. Por Gltimo, se hace el calculo con el
ensamble NPT con las especificaciones finales del sistema. Las interacciones electrostaticas
de corto alcance se modelaron con un radio de corte de 12 A, mientras que las de largo
alcance se trataron con el modelo Particle Mesh Edwald (PME). Para resolver la ecuacion de
movimiento se utiliz el método de integracion RESPA con un paso de 2 fs y un tiempo de
simulacion de 100 ns. En la Tabla 5.2 se resumen las principales propiedades utilizadas en

estos célculos.

Los resultados se analizaron con el software MAESTRO 9.3, especificamente con la
aplicacion Simulation Event Analysis dentro del paquete DESMOND. Asimismo, se utiliz6
el programa VMD 1.9.1 (Humphrey et al. 1996) para el analisis de RMSD. Se realiz6 una
distribucion conformacional de acuerdo con los movimientos de los residuos en la cavidad

del CuT1 durante los 100 ns de simulacion.
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Tabla 5.2 Parametros empleados para la dinamica molecular.

System builder

Condicion frontera Geometria — cubica, 15 A
Modelo solvente explicito Agua-SPC

Contraiones 10 iones Na+

Simulated annealing

Ensamble NPT/Berendsen

Campo de fuerza OPLS_2005

Programa de temperatura 1.10 K(30ps) 2.100 K(100ps) 3.300 K(200ps) 4.400 K
(300ps) 5.400 K (500ps) 6.300 K (1000ps)

Presion 1 bar

Tiempo de simulacién 100 ns

5.2. Calculos de estructura electronica (QM/MM)
Los célculos QM/MM de las conformaciones provenientes de la dindmica molecular se

Ilevaron a cabo con metodologias hibridas implementadas en Qsite (Qsite, version 5.8) dentro
del programa Schrodinger Suite. El sistema completo consistio en la proteina y una capa
esférica de moléculas de agua de 8 A alrededor de la misma. La zona QM se encuentra
formada por el &tomo cobre del sitio T1, la primera esfera de coordinacion (His415, His476
y Cys471) asi como residuos de la segunda esfera de coordinacion y de la cavidad del sitio
T1, residuos: 348-359; 411-417 y 471-483, sumando un total de 472 atomos. Para realizar un
estudio de la influencia del tamafio de la zona cuéntica se varié el nimero de 4tomos de la
zona QM desde 45 hasta 515. La zona minima utilizada en los calculos se eligié con base en
aquella que model6 la distribucion de espin experimental para el sitio T1 de otras proteinas
de cobre (Remenyi et al. 2007); ademas, se buscé que la distribucion electrénica no se alojara
en los residuos de la frontera QM/MM, que se sabe pueden no ser modelados adecuadamente
ya que la polarizacion de los atomos en esta zona se calcula a partir de una interaccion
electrostatica “artificial” entre los atomos de la frontera MM con los de la zona QM. Esto
debido a la introduccion de un 4tomo en la zona QM para satisfacer la valencia faltante
(hydrogen cap) y a un modelo en la distribucién de cargas en la frontera MM, lo que puede
conducir a una distorsion en la distribucion de cargas en esta region (Reuter et al. 2000; Senn
& Thiel 2009).
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Todos los calculos se realizaron con la aproximacion de la Teoria de Funcionales de la
Densidad (DFT) (Hohenberg & Kohn 1964; Kohn & Sham 1965; Kohn et al. 1996), con el
funcional hibrido B3LYP (Becke 1988; Lee et al. 1988; Miehlich et al. 1989) vy el conjunto
de funcion base lacvp*. La funcion base lacvp* es una combinacion de la base 6-31G con el
conjunto base LANL2DZ, en la que este ultimo conjunto base describe de forma efectiva el
potencial del nucleo de los atomos pesados (mayor peso molecular que el Ne) al tomar en
cuenta los efectos relativistas. La zona MM correspondio al resto de la proteina y el solvente.
Estos célculos se realizaron con el campo de fuerza OPLS_2005. Para tratar los enlaces
covalentes en la frontera QM/MM se utiliz6 el método de union por hidrégeno (hydrogen
cap) en el que un atomo de hidrégeno sustituye en la frontera QM al &tomo que queda en la
region MM debido al rompimiento del enlace covalente (Senn & Thiel 2009). Se llevaron a
cabo célculos de punto simple de energia para tres estados electrénicos de la molécula: estado
basal (doblete, S=1/2, Cu=2"); sistema menos un electrén (triplete, S=1, Cu=2") y sistema
mas un electrén (triplete, S=1, Cu=2"). En la Tabla 5.3 se resumen los parametros utilizados
para estos calculos. La distribucion de espin se calculo a partir del analisis poblacional de
Mulliken (Mulliken 1955) en Qsite. Todos los célculos, dinamica molecular y QM/MM, se
realizaron en la supercomputadora Miztli de la Universidad Nacional Autonoma de México

(http://www.super.unam.mx/).

Tabla 5.3 Parametros empleados en los calculos QM/MM

Método
Mecénica cuantica Teoria de funcionales de la densidad
Nivel de teoria: B3LYP/lacvp*
Mecénica molecular Campo de fuerza: OPLS_2005
Sin restricciones
Solvatacién Capa de agua esférica de 8 A
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Metodologia experimental

5.3 Microorganismos y reactivos

Todos los reactivos utilizados en los medios de cultivo fueron adquiridos en Difco (extracto
de levadura, peptona, base nitrogenada de levadura y agar). Metanol y acetonitrilo grado
HPLC, glicerol, glucosa y todas las sales fueron de J.T. Baker. Otros reactivos como: biotina,
sorbitol, ABTS, Zeocina, 4-metoxifenol, acido succinico y siringaldazina se adquirieron en
Sigma. La cepa de P. pastoris X33 (Mut") es de Invitrogen; mientras que la cepa de E. coli
MC1061 fue donada por la 1Q Leticia Olvera (IBt-UNAM).

5.4 Medios de cultivo de P. pastoris
A continuacion, se describen los medios utilizados. Medio con extracto de levadura, peptona

y glucosa (YPD, por sus siglas en inglés) contiene por cada litro: 10 g de extracto de levadura,
20 g de peptona 'y 20 g de glucosa. Para el medio YPD con sorbitol se le agregd sorbitol hasta
alcanzar una concentracion 1M. En caso de ser necesario medio sélido, se le agregaron 20 g
de agar a las mezclas antes descritas. Medio minimo con metanol (MM) contiene por cada
litro: 13.4 g de extracto de levadura con sulfato de amonio y sin amino&cidos, 400 ug de
biotina, 5 mL de metanol, 0.2 mM de ABTS y 0.1 mM de CuSOs. Medio complejo con
metanol (BMGY, por sus siglas en inglés), contiene por litro: 10 g de extracto de levadura,
20 g de peptona, 13.4 g de base nitrogenada de levadura con sulfato de amonio sin
aminoacidos, 400 pg de biotina y 10 g de glicerol, en 100 mM de amortiguador de fosfato de
potasio pH 6. Medio minimo con metanol (BMM, por sus siglas en inglés); contiene por litro:
13.4 g de base nitrogenada de levadura con sulfato de amonio y sin aminoacidos, 400 ug de

biotina y 10 mL de metanol, en 100 mM de amortiguador de fosfato de potasio pH 6.

5.5 Construccién del vector de expresion y transformacion en P. pastoris
La secuencia de la lacasa de C. gallica UAMH 8260 (LcCg, GenBank KX932046) se

modificé de acuerdo con el uso preferencial de codones de P. pastoris por la compafiia
GenScript en el vector pPICZB. Este vector se encuentra bajo el control del promotor AOX1
de la enzima alcohol oxidasa que se induce en presencia de metanol. El péptido sefial
utilizado, y también optimizado con el uso de codones de P. pastoris, es el factor a de S.

cerevisiae modificado por evolucion dirigida (Camarero et al. 2012). La construccion
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insertada en el vector pPICZB se flanqued por el sitio de restriccion EcoRI (a-fLcCg-
pPICZB). El vector a-fLcCg-pPICZB se introdujo por electroporacién en la cepa X33 de P.
pastoris. Debido a que en este sistema el vector se recombina en el genoma de la levadura
fue necesario linearizarlo con la enzima de restriccion Sacl. Las transformantes se
seleccionaron por resistencia a zeocina en cajas de agar con YPDS; una vez crecidas las
colonias, se transfirieron a cajas de agar con medio MM suplementado con 0.2 mM de ABTS
y 0.1 mM de CuSOQg. Las transformantes que expresan la lacasa se seleccionan por la

aparicion de color verde (oxidacién de ABTS) alrededor de las colonias.

5.6 Expresion de la lacasa de C. gallica en P. pastoris
Se eligié una colonia que expreso a la lacasa y se realizaron ensayos de produccion en

matraces bafleados de 500 mL, variando la concentracion de metanol y cobre en el medio
con el objetivo de encontrar las mejores condiciones de expresion. Una colonia se cultivo en
25 mL de medio BMGY a 30 °C y 250 rpm hasta que se alcanzé una absorbancia (600 nm)
entre 4-6, se centrifugd y la pastilla se resuspendio en 50 mL de medio BMM hasta alcanzar
una absorbancia inicial de 1. Se adiciond metanol cada 24 horas a una concentracion final
del 1 %, el crecimiento (absorbancia a 600 nm) y la actividad de lacasa se midi6 diariamente.
Una vez elegida la mejor condicion, se realizaron ensayos a una escala mayor utilizando
matraces Fernbach bafleados con 500 mL de medio de cultivo. Una colonia de la
transformante se cultivé en 300 mL de medio BMGY a 30 °C y 200 rpm hasta que se alcanzé
una absorbancia (600 nm) entre 8-10. Las celulas se recuperaron por centrifugacion a 8,000
rpm y 4 °C durante 15 minutos y la pastilla se resuspendi6 a una absorbancia final (600 nm)
entre 4-5, en 500 mL de medio BMM suplementado con 0.5 mM de CuSO4 y 0.8 % de alanina
(O'Callaghan et al. 2002). EI cultivo se incubd a una temperatura de 28 °C y agitacion de 250
rpm, afiadiendo metanol cada 24 horas a una concentracion final de 1 %, asimismo la
actividad lacasa y la absorbancia (600 nm) se midi6 diariamente. La produccion de lacasa en
matraz, bajo estas condiciones, se realizé por triplicado.

5.7 Purificacion de LcCg recombinante
Después de la produccion de la enzima en matraces Fernbach, el cultivo se centrifugo en dos

pasos: primeramente, a 8,000 rpm y 4 °C durante 15 minutos, posteriormente el sobrenadante
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se centrifugd a 14,000 rpm y 4 °C durante 15 minutos. Después de la centrifugacion el
sobrenadante se concentro por ultrafiltracion (30 kDa de corte) para realizar posteriormente
una cromatografia de intercambio anionico. El sobrenadante concentrado se aplico en una
columna empacada con DEAE-celulosa (150 mL) y se eluy6 con amortiguador fosfatos 10
mM, pH 6. En este caso no fue necesario realizar un gradiente con NaCl ya que la lacasa, en
las condiciones en las que se encuentra en el cultivo (amortiguador fosfatos 100mM), no
interacciona con la resina, como se discutirda mas adelante en la seccion de resultados. Las
fracciones con actividad lacasa se juntaron y se concentraron por ultrafiltracion (10 kDa de
corte). Este concentrado se carg6 en una columna de exclusion molecular Sephadex G75 (120
mL) equilibrada con amortiguador fosfatos 60 mM pH 6. Las fracciones que mostraron
actividad especifica similar se juntaron y se concentraron por ultrafiltracion (10 kDa de

corte). Las muestras de cada paso se analizaron por SDS-PAGE.

5.8 Ensayo de actividad lacasa y medicion de concentracién de proteina
La actividad enzimatica se midio a partir de la oxidacién de siringaldazina. La mezcla de

reaccion consiste de 50 uM de siringaldazina, 10 % v/v de etanol y amortiguador de
succinatos 60 mM pH 4.5. La reaccidn, a temperatura ambiente, inicia con la adicion de la
enzima a la mezcla de reaccion. Las velocidades iniciales se midieron por el cambio en la
absorbancia a 530 nm a través del tiempo debido a la absorcion del producto (e=64,000 M~
lem™1). Una unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima que produce
1 uM de producto por minuto. Los parametros cinéticos de la enzima recombinante se
determinaron variando la concentracion de siringaldazina de 1-30 uM. Para analizar los
resultados y ajustar los datos a una regresion no linear se uso el programa GraphPad Prism
5. Se calcularon las constantes cataliticas (keat and Kwm) ajustando los datos al modelo de
Michaelis Menten. La concentracion de proteina se estimé con el ensayo de Bradford con
una curva de calibracion de BSA (2-20 ug/mL). Todas las mediciones se realizaron en un

espectrofotometro marca Agilent 8453 UV-Vis por triplicado.

5.9 Mutagénesis sitio-dirigida de LcCg recombinante
Las construcciones que dieron lugar a las variantes de la lacasa de C. gallica fueron

sintetizadas por la compafiia Mutagenex usando el vector pPICZB para su expresion en P.
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pastoris. Las mutantes se disefiaron de acuerdo con los residuos que alojaron densidad de
espin en los calculos QM/MM. EI cambio de residuo se eligio a partir de un alineamiento
multiple de secuencias de lacasas de hongos y proteinas de cobre de plantas. Para esto se
realizé un blast de proteina usando el servidor NCBI; las secuencias arrojadas por este
servidor se alinearon usando Clustal Omega (Copyright © EMBL-EBI 2017 (Goujon et al.
2010; Sievers et al. 2011)). La transformacién, expresion, produccion y purificacion de las

variantes se hizo de la misma manera que para la enzima nativa.

5.10 Estabilidad operacional de las variantes de la lacasa durante la oxidacion
de 4-metoxifenol
La estabilidad operacional de las variantes y la enzima nativa purificadas durante la oxidacion

de 4-metoxifenol se estimé con la medicion de la actividad residual de lacasa en el medio de
reaccién y con el consumo de metoxifenol. La reaccion se llevé a cabo en una mezcla de
reaccién de 2 mL que contiene: 1 mM de 4-metoxifenol y 60 mM de amortiguador succinatos
60 mM, pH 4.5 en un bafio a 30 °C y con agitacion a 250 rpm. La reaccién comenzo al afadir
una cantidad de enzima equivalente a 0.15 U/mL (unidades de siringaldazina). Debido a que
se sabe que otras proteinas presentes en el medio pueden proteger a la lacasa de la
inactivacion, se unificd la cantidad de proteina para todas las variantes afiadiendo enzima
inactivada a una concentracion total de 67.2 nM. Muestras de 40uL fueron tomadas cada 5
minutos e inmediatamente se les midio actividad residual con siringaldazina, de la misma
forma antes descrita. Simultdneamente se tomaron 100 puL de mezcla, la reaccion se detuvo
afiadiendo 1.7 pL de HCI 10.8 M y se mantuvo en hielo hasta su analisis por HPLC, para
determinar el consumo de sustrato. Antes de su inyeccién en el equipo de HPLC, las muestras
se centrifugaron por 2 minutos a 13,400 rpm. En analisis se realizé en un equipo Agilent
1220 Infinity a 30 °C usando una columna de fase reversa C-18 Nucleosil ® (tamafio de
particula 5 pm; LxID 25cmx32mm) y un detector de arreglo de diodos. Las mediciones se
realizaron a una longitud de onda de 288 nm. La fase mdvil consistié de agua:acetonitrilo
con un gradiente de 30 % - 100 % de acetonitrilo con un flujo de 0.4 mL/min. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado.
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6 Resultados y Discusion

6.1 Estudio de la rigidez del sitio activo de la lacasa de C. gallica
Ya que como sabemos las enzimas son moléculas en constante movimiento, un paso

importante al realizar estudios de transferencia electronica en proteinas es la eleccién de
conformaciones representativas que proporcionen informacion acerca de la estructura-
funcién de las mismas (Guallar & Wallrapp 2010; Wallrapp & Guallar 2011), ademaés de que
esta conformacion estructural puede afectar la distribucién electrénica, como se ha
demostrado ya en estudios con otras proteinas tales como: peroxidasas (LiP y VP), lacasas
fangicas y citocromo P450 (Vidal-Limon et al. 2013; Monza et al. 2015; Pardo et al. 2016;
Acebes et al. 2017). Ya que el objetivo de este trabajo consiste en analizar la distribucion de
la densidad de espin en la lacasa de C. gallica, se realizé como primer paso una exploracion
conformacional a partir de simulaciones de dindmica molecular. Como se ha mencionado,
las simulaciones de dindmica molecular se basan en métodos de mecanica molecular por lo
que es necesario un campo de fuerza para el sitio activo de esta enzima. En el caso de la
lacasa de C. gallica, no se tiene hasta este momento un campo de fuerza que describa la
coordinacion de los cobres en los sitios T1, T2 'y T3; por lo tanto, es necesario establecer una
estrategia para modelarla adecuadamente. Primeramente, se realiz6 un estudio de la rigidez
de los sitios T1, T2 y T3 para considerar restringir el movimiento en esta zona. Se sabe que
el sitio de cobre T1 presenta rigidez estructural, debido a la similitud de las geometrias entre
el estado oxidado y reducido, por lo que presentan bajas energias de reorganizacion (A) y
altas velocidades de transferencia electronica desde el sustrato hacia el atomo de cobre (Ryde
et al. 2000; Ryde & Olsson 2001). Debido a esto, se espera que al restringir el movimiento
de la primera esfera de coordinacion durante las simulaciones de dindmica molecular no se
afecte la busqueda conformacional. Sin embargo, es necesario validar esta metodologia, con
este objetivo se llevaron a cabo simulaciones variando la constante de fuerza (k), que
restringe el movimiento de los &tomos en el sitio activo (desde 1 hasta 1000 kcal/molA?), con
el objetivo de observar si el movimiento de los &tomos en el sitio de coordinacion del metal
cambia al tener una restriccion mayor o menor. Si el sitio de coordinacion es rigido, el
movimiento de los atomos sera similar para todas las constantes de fuerza ya que la
restriccion no tendra un efecto significativo en el movimiento. El analisis de los resultados

obtenidos se realizd con base en el RMSD (desviacion cuadratica media, por sus siglas en
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inglés) de todos los atomos excluyendo Unicamente los de hidrégeno. Este RMSD nos indica
el movimiento, en A, de los atomos a lo largo del tiempo respecto a una estructura de
referencia. Cuando el RMSD es igual a cero no existe diferencia entre la posicion del atomo
en la estructura de referencia y la estructura a un tiempo t; por otro lado, mientras mayor sea
este valor, la movilidad del atomo durante la trayectoria sera mayor. Asimismo, el valor del
RMSD nos proporciona informacion acerca de la estabilidad de la estructura y de cuando el
sistema ha llegado al equilibrio, es decir el RMSD cambia muy poco. Para este analisis se
utiliz6 como estructura de referencia la estructura inicial (estructura cristalografica sometida

a un proceso de minimizacion por MM).

En la Figura 6.1 se presenta el RMSD para diferentes zonas de la proteina en las que se
excluye solamente el movimiento de los 4&tomos de hidrogeno. Las cuatro dindmicas
correspondientes a las diferentes constantes de fuerza muestran un comportamiento similar
en el RMSD de la proteina, Figura 6.1A. Por lo tanto, la restriccidn del sitio activo no afecta
de manera global el movimiento de los atomos; sin embargo, ya que el objetivo de este trabajo
consiste en estudiar el flujo de electrones en el sitio T1, es necesario realizar un analisis del
movimiento de los residuos cercanos al mismo. Al analizar las fluctuaciones de la primera
esfera de coordinacién de los sitios CuT1y CuT2/3, es posible establecer que el movimiento
(sitio T1 y T2/3, Figuras 6.1B y 6.1C respectivamente) no muestra grandes diferencias
cuando se utilizan diferentes valores para las constantes de fuerza (1-1000 kcal/molA?). Estos
resultados coinciden con la rigidez estructural reportada para el sitio T1 (Ryde et al. 2000;
Ryde & Olsson 2001). La mayor divergencia que se presenta es para el RMSD en el sitio T1
con una constante de fuerza de 1 kcal/molA?, el cual difiere de las demas restricciones en

aproximadamente 1 A.

Por ultimo, aunque hasta este momento se ha determinado que la constante de fuerza no tiene
un efecto significativo en la movilidad del sitio de coordinacion de los &tomos de cobre, es
necesario determinar si ésta no restringe el movimiento de los residuos de la segunda esfera
de coordinacién del CuT1, que es donde se da la transferencia electronica del sustrato a la
enzima. Se establecié como segunda esfera de coordinacién aquellos residuos alrededor de 8
A del CuT1 y que corresponden a los siguientes: A260, F350, F352, F357, A410, P411,
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G412, F413, PA14, PA16, FA17, T448, HAT0, H472, 1473, DAT4, FATS, L477, EAT8 y A4T9.
De acuerdo con los resultados obtenidos, la segunda esfera de coordinacidn posee una mayor
flexibilidad (Figura 6.1D) ya que presenta fluctuaciones del RMSD mayores a 2 A durante
los 100 ns de simulacion, con excepcién del sistema con la mayor restriccion (1000
kcal/molA?) en el que la movilidad de los residuos esta limitada.
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Figura 6.1. RMSD (A), de todos los 4tomos excluyendo los de hidrégeno, para A) proteina, B) primera esfera
de coordinacion del CuT1, C) primera esfera de coordinacion del CuT2/3, D) segunda esfera de coordinacion

del CuT1. Dindmica molecular de 100 ns.

Adicionalmente, la posicién del CuT2 también presenta dependencia con la constante de
fuerza; cuanto menos esta restringido el sistema, el &tomo de cobre en este sitio pierde su
coordinacion (Figura 6.2). Cabe resaltar que el CuT2 ya ha sido reportado como un sitio labil,
debido a la pérdida de este atomo durante estudios cristalograficos de lacasas de hongos
(Ducros et al. 2001; De la Mora et al. 2012), lo cual podria correlacionarse con lo encontrado
en estas simulaciones de dinamica molecular, ya que el sitio al estar menos restringido los
atomos que presentan una coordinacion mas débil se podrian perder. Para que el CuT2 tenga
la coordinacion adecuada es necesario restringir el movimiento de los atomos de la primera
esfera de coordinacion con una constante de 1000 kcal/molA?, Figura 6.2. Sin embargo, ya
que la constante de fuerza influye en el movimiento de los residuos cercanos al CuT1 (Figura
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6.1D), y como la posicién de éstos podria afectar la distribucion electrénica (Vidal-Limon et
al. 2013; Monza et al. 2015; Pardo et al. 2016; Acebes et al. 2017), no es posible, de acuerdo
con los resultados obtenidos, restringir el movimiento para realizar una budsqueda
conformacional. En este punto y dado que la restriccion no es una buena estrategia para
realizar las simulaciones de dindmica molecular, se decidio utilizar los parametros del campo
de fuerza reportados para una MCO de bacteria, CueO (Hu et al. 2011). Esta enzima presenta
los sitios de cobre T1, T2 y T3, al igual que la lacasa de C. gallica; la diferencia mas
significativa en el sitio activo se presenta en el CuT1, y radica en el residuo que ocupa la
posicion axial, que en la lacasa de C. gallica corresponde a un residuo de fenilalanina
mientras que en la CueO a una metionina que actla como donador de densidad electrénica
para el CuT1. Por tanto, los parametros del campo de fuerza de la CueO son una mejor
aproximacion de los sitios de coordinacién, comparado con un sistema restringido que

presenta las desventajas analizadas arriba.
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Figura 6.2. Dependencia del CuT2 con la constante de fuerza

6.2 Analisis conformacional de la lacasa de C. gallica
Los parametros reportados para los sitios de cobre T1, T2 y T3 se introdujeron manualmente

en el campo de fuerza generado para la lacasa de C. gallica por el programa System Builder
de Desmond. Los resultados obtenidos de la dindmica molecular de 100 ns se presentan en
la Figura 6.3. EI RMSD global de la proteina, de todos los atomos excluyendo Unicamente
los de hidrégeno, muestra que la dindmica es estable durante toda la trayectoria con
oscilaciones alrededor de 1.5-2 A (Figura 6.3A). Analizando el movimiento de la primera
esfera de coordinacion se observa que ambos sitios (T1 y T2/3) son rigidos, de acuerdo con
lo reportado para este tipo de enzimas (Ryde et al. 2000; Ryde & Olsson 2001). EIl RMSD
oscila alrededor de 0.5 A para el sitio CuT1 y alrededor de 0.7 A para el sitio CuT2 (Figura
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6.3B y 6.3C, respectivamente). Por otro lado, la coordinacion en el atomo de cobre del sitio
T2 se mantiene con las constantes de fuerza utilizadas. Puesto que la rigidez del sitio activo
estd bien modelada y no existe una pérdida en la coordinacion de ninguno de los &tomos de
cobre, concluimos que los pardmetros del campo de fuerza reportados para la CueO si pueden
ser utilizados para realizar simulaciones de dindmica molecular de la lacasa de C. gallica,
siendo la mejor opcion hasta este momento. Los residuos de la segunda esfera de
coordinacion, aquellosa 8 A del CuT1, presentan mayor flexibilidad con un RMSD alrededor
de 1.5 A, Figura 6.3D. Sin embargo, aunque tienen mayor movilidad que la primera esfera
de coordinacién, no se observa globalmente para este conjunto de residuos algin evento
importante durante la dinamica. Para determinar si alguna cadena lateral tiene un movimiento
significativo, es necesario realizar el analisis de cada uno de los residuos que componen la

segunda esfera de coordinacion del sitio T1.
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Figura 6.3. RMSD (A), para todos los atomos excluyendo los de hidrogeno, para A) proteina, B) primera
esfera de coordinacion del CuT1, C) primera esfera de coordinacion del CuT2/3, D) segunda esfera de

coordinacion del CuT1. Dinamica molecular, 100 ns, utilizando los pardmetros para la CueO (Hu et al. 2011).

Se obtuvo el RMSD por separado para cada uno de los residuos que componen la segunda
esfera de coordinacion del sitio T1 (Apéndice, Figura Al). De los 20 residuos de esta zona,
solamente F350, F352, F413, F417, FA75, E4A78 y A479 presentan flexibilidad, al mostrar
valores de RMSD entre 2-4 A aproximadamente; por tanto, estos residuos seran incluidos en
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la zona cuantica para evaluar si las diferentes posiciones de las cadenas laterales afectan la

distribucion de la densidad de espin durante la transferencia de electrones.

Asimismo, analizando la cadena principal correspondiente a los residuos de la segunda esfera
de coordinacion, encontramos que la P414 presenta un movimiento que acorta la distancia
entre el oxigeno del carbonilo de la cadena principal y el &tomo de cobre en T1. En la Figura
6.4 se muestra esta distancia O (carbonilo-Pro414)-CuT1 durante la dinamica de 100 ns. El
promedio de la distancia durante los primeros 60 ns se encuentra aproximadamente en 5.5 A,
similar al encontrado en la estructura cristalogréafica de esta enzima (PDB ID: 4A2E, 5.45
A). Después de 60 ns la distancia se mantiene en un promedio de 5 A. La variabilidad en la
distancia es notable durante toda la dinamica, oscilando hasta en +1 A (Figura 6.4). Cabe
resaltar que la distancia mas corta que se encontr6 fue de 3 A, pero solamente en 2 estructuras
de 20835, sugiriendo que esta conformacion no es muy estable. Hasta el momento, no se ha
descrito el papel de este residuo en la funcion de las lacasas; si bien, este aminoacido se
encuentra conservado en oxidasas multicobre de hongos; en las de plantas la posicidn es
variable incluyendo residuos como serina o treonina. Por otro lado, podria no ser tan
importante en la estabilidad operacional, debido que las prolinas, al tener altas energias de
ionizacion, no serian susceptibles a interaccionar con radicales libres. Aunque si podria ser
importante para los procesos de transferencia electrénica durante la catalisis, al encontrarse

cerca del CuT1.
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Figura 6.4. Distancia O (carbonilo-Pro414)-CuT1 durante la dinamica molecular.

Por otro lado, de los residuos con mayor flexibilidad durante la dindmica, F475 mostro
movimientos importantes en periodos cortos durante los 100 ns de simulacion, Figura 6.5A.
El anillo aromatico de esta fenilalanina presenta una maxima desviacion de 5.7 A respecto a

la estructura de referencia (Figura 6.5B). Inicialmente, este residuo no se encuentra expuesto
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al solvente y la distancia del atomo de cobre al anillo aromatico se encuentra alrededor de
11.6 A (misma distancia que se presenta en la estructura cristalografica, PDB 1D: 4A2E),
después de 60 ns de simulacion la cadena lateral de FA475 se acerca al atomo de cobre a una
distancia alrededor de 7.6 A y se expone al solvente en la cavidad del sitio T1. Basados en
esta observacion, se hizo una distribucion conformacional a partir de la distancia del cobre
del sitio CuT1 al C3 del anillo de esta fenilalanina, en la que se obtuvieron diferentes
poblaciones durante la dindmica molecular y que se presentan en la Figura 6.5C. Este analisis
mostro que existen dos poblaciones de conformaciones, basadas en la distancia del CuT1 a
la F475, en las que la mayor parte de las estructuras corresponden a aquellas en las que este
residuo se encuentra mas cerca del CuT1 y no esta expuesto al solvente, mientras que la
poblacion con menor nimero de estructuras es en la que la F475 esta més alejada del CuT1
exponiéndose al solvente. Con el fin de continuar los estudios de QM/MM, y dado que la
F475 tuvo mayor movilidad durante la dindmica, optamos por usar esta distribucion
conformacional para seleccionar al azar cinco conformaciones que corresponden a la
poblacion con mayor nimero de estructuras y dos correspondientes a la poblacién con menos
estructuras. Las conformaciones elegidas estan distribuidas durante toda la trayectoria y se
encuentran marcadas con flechas en las Figuras 6.5A 'y 6.5C.
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Figura 6.5. A) RMSD (A), de todos los atomos excluyendo los de hidrogeno, de la Phe475 durante los 100 ns
de simulacion, B) representacion molecular de la Phe475 respecto al CuT1. Representacion en negro
corresponde a la estructura cristalografica (PDB ID: 4A2E) y en rojo la conformacién 7, C) distribucion

conformacional de la dindmica con base en la distancia CuT1-C3 (Phe475).
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6.3 Prediccidn de residuos susceptibles a oxidarse
Durante la oxidacion de fenoles por la lacasa de C. gallica se generan radicales libres que

interaccionan con la enzima inactivandola (Ramirez 2014). Para que el sustrato sea oxidado
tiene que acercarse a la enzima a una distancia tal que permita la transferencia de un electrén
por efecto tlnel (< 10-12 A) (Gray & Winkler 1996; Gray & Winkler 2010), a través de un
mecanismo de esfera externa (Marcus & Sutin 1985; Solomon et al. 2004; Kosman 2008;
Jones & Solomon 2015). Ya que el sustrato no necesita entrar en contacto directo con el
atomo de CuT1, en el sitio activo solamente existe una cavidad formada por un conjunto de
residuos hidrofobicos que benefician la interaccion sustrato-enzima, haciendo que la
transferencia sea favorable. Algunos residuos hidrofobicos que conforman esta cavidad
corresponden a residuos de Phe. De acuerdo con reportes previos sobre otras enzimas, como
la HRP, que catalizan reacciones similares, se ha detectado la formacion de aductos entre los
radicales libres de la enzima y residuos de Phe, provocando la inactivacién de la enzima (Kim
et al. 2015). Basados en este antecedente, es posible que las Phe en la cavidad del sitio activo
sean oxidadas por los radicales libres formados durante la reaccion. Con el objetivo de
encontrar qué residuos son mas susceptibles a ser oxidados, y reemplazarlos por residuos
menos oxidables para generar variantes mas estables al ataque por radicales libres, se
utilizaron herramientas computacionales. Los célculos de estructura electrénica pueden
ayudarnos en la prediccion de sitios oxidables en un ambiente proteico a traves del
modelamiento de la densidad de espin. La densidad de espin es la probabilidad de encontrar
un electron desapareado; de acuerdo con esto, podriamos intuir que un residuo que aloja
densidad sera susceptible a oxidarse; es decir, interaccionara mas facilmente con los radicales

libres generados.

Se realizaron célculos QM/MM de todas las conformaciones seleccionadas a partir del
analisis de las simulaciones de dindmica molecular (Figura 6.5C). El tamafio de la zona QM
es un componente importante al realizar calculos de estructura electronica en proteinas ya
que los residuos en la frontera entre las regiones QM y MM, se sabe, no siempre se modelan
adecuadamente (Reuter et al. 2000). En general, la estrategia consiste en establecer esta
frontera lejos de los residuos que son cruciales para la catalisis. Con base en esto, se realiz6

un estudio de la influencia del tamafio de la zona cuantica para establecer el tamafio minimo
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de la misma, considerando que nos interesa estudiar la distribucion de electrones en la
segunda esfera de coordinacion (a 8 A del &tomo de Cu en T1). Se model6 el estado basal de
la enzima (doblete, Cu?") para regiones QM que variaron entre 45 y 515 atomos. Los
resultados obtenidos para el estado basal son los que se muestran en la Tabla 6.1, en la que
se reporta el porcentaje de la densidad de espin que se aloja en cada uno de los atomos
comparando con los datos reportados para la azurina, calculada con el mismo funcional
B3LYP (Remenyi et al. 2007). Las densidades obtenidas en este trabajo, para la primera
esfera de coordinacion del CuT1, son semejantes a las de la literatura, en donde se ha
reportado que el funcional hibrido B3LYP puede subestimar la densidad de espin en este sitio
debido a una deficiencia de este funcional al modelar la covalencia del azufre de la cisteina
con el cobre; sin embargo, aunque la densidad de espin se subestima respecto a la densidad
obtenida experimentalmente por EPR (Remenyi et al. 2007), los resultados son comparables

siempre y cuando se utilice siempre el mismo funcional.

Tabla 6.1. Porcentaje de la densidad de espin en la primera esfera de coordinacion del CuT1 calculada por
métodos QM/MM con el funcional B3LYP para diferentes tamafios de la region QM. Estado basal (doblete,

Cu?*). Para todos los casos, 100% de densidad de espin es igual a 1 (1 electron desapareado).

% densidad de espin en zonas de
diferente tamafo

Tamarfo zona

QM 45 331 472 515 Azurina
Residuo atomos  atomos atomos atomos  (B3LYP)*
CuT1l 26.4 24.6 23.7 23.9 27.0
Cys471 60.5 61.2 61.9 61.8 62.0
His415 4.3 4.0 4.1 4.1 4.0
His476 3.4 3.2 3.2 3.2 3.0

*Datos obtenidos de (Remenyi et al. 2007)

De acuerdo con los valores calculados en la Tabla 6.1 podemos observar que la distribucion
de la densidad de espin no muestra dependencia con el tamafio de la zona cuantica, por lo
que se realizé el estudio de esta distribucion de un estado activado para determinar si existe
alguna diferencia cuando hay un electrén desapareado extra. Para este caso, se agregd un

electron (triplete, Cu?*) al sistema y se modelaron tres regiones QM con 331, 472 y 515
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atomos, encontrando que la distribucion si depende del tamafio de la region QM a excepcién
de los sistemas con mayor numero de a&tomos (472 y 515) donde ya no se observa diferencia
en como se distribuye la densidad de espin. En el sistema con 331 atomos la densidad de
espin se deslocaliza en la cadena lateral de los residuos F413, H472 y FA481. Por otro lado,
en el sistema con 472 4tomos se aloja en los residuos 1359, F413, FA17, H472 y VVA83. El
sistema con 515 atomos mostrd la misma deslocalizacion electrénica que el sistema con 472
atomos. En los tres sistemas ademas de estos residuos, el atomo de cobre del sitio T1 y la
primera esfera de coordinacién alojan densidad de espin pero aqui, igual que en el estado
basal, no se observaron diferencias. De acuerdo con estos resultados se eligié realizar los
calculos utilizando una zona cuantica de 472 atomos. Los residuos que conforman esta zona

QM son los que se presentan en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2. Secuencia de residuos de la zona QM con 472 atomos.

NUmero de residuo  Secuencia

348-359 348Met-Ala-Phe-Gly-Phe-Ala-Gly-Gly-Lys-Phe-Thr-11e359
411-417 411Pro-Gly-Phe-Pro-His-Pro-Phe417
471-483 471Cys-His-lle-Asp-Phe-His-Leu-Glu-Ala-Gly-Phe-Ala-Val483

Una vez establecida la zona cuantica con la que se trabajaria, se realizaron los calculos de la
densidad de espin de las 7 conformaciones seleccionadas (ver Figura 6.5C). Se modelaron
dos estados activados del sistema: afiadiendo y sustrayendo un electron. La l6gica detrés de
esta decision es la siguiente: lo que se busca es modelar un sistema en el que ocurre una
oxidacion; es decir, la pérdida de un electron, por lo que el sistema en el que se sustrae un
electron pareciera ser la mejor opcién para modelarlo. Sin embargo, existen reportes en los
que se afiade un electron al sistema para determinar asi los residuos que pueden estabilizar
dicha carga. Esta estrategia, de hecho, ha sido utilizada con éxito para mapear el camino de
los electrones en otras metaloproteinas (Guallar 2008; Guallar & Wallrapp 2008; Vidal-
Limon et al. 2013; Monza et al. 2015; Acebes et al. 2017). Primeramente, se analizé la
densidad de espin en el sitio T1 (primera esfera de coordinacién + CuT1) para todas las
conformaciones y los dos sistemas modelados (+1 electrén, Tabla 6.3). La distribucion es
similar en el estado basal y el estado activado, lo cual se esperaba debido a que el sitio T1 es
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rigido y la distribucidn electrénica no debe alterarse debido a un cambio conformacional en
la proteina. Sin embargo, encontramos un sistema (Confl, en el estado +1 electrén) en el que
se encontro una gran diferencia en la densidad de espin respecto a las demas conformaciones.
Esta corresponde a una conformacion en la que el oxigeno del carbonilo de la P414 se acerca
a una distancia de 2.99 A al CuT1 (ver Figura 6.4). Se ha reportado que un enlace de
coordinacion Cu-O se encuentra entre 1.9-2.8 A (Harris et al. 2005), por lo que el
acercamiento del oxigeno de la P414 al CuT1 podria alterar la distribucion electronica para
dicho estado electrénico. Cabe resaltar que la densidad electronica faltante en el sitio T1 se
deslocalizé en la cadena principal de una de las fronteras QM/MM (1359). Los modelos
computacionales pueden, en algunas ocasiones, predecir de manera inexacta las propiedades
electronicas de las moléculas. Para el caso de la Confl no es confiable obtener conclusiones

acerca de la distribucién de espin en la segunda esfera de coordinacion.

Tabla 6.3. Densidad de espin en el sitio T1 para siete conformaciones en el estado basal y dos

estados activados (1 €)

Conformacion ps (estado basal) ps (+ 1e) ps (- 1e)
Confl 0.924 0.283 0.945
Conf2 0.928 0.951 0.933
Conf3 0.857 0.908 0.913
Conf4 0.958 0.959 0.956
Conf5 0.967 0.966 0.967
Conf6 0.970 0.968 0.950
Conf7 0.961 0.961 0.965

Los resultados obtenidos para ambos sistemas se presentan como el cambio en la densidad
de espin (Aps) relativo al estado basal. En la Tabla 6.4 se muestran los valores que
corresponden al sistema “mads un electron” y en la Tabla 6.5, los valores del sistema “menos
un electron”. La densidad de espin aqui reportada corresponde a la que se deslocaliza
Unicamente en las cadenas laterales de los residuos; es decir, no se tomé en cuenta aquel
residuo en el que la densidad de espin se deslocaliza en la cadena principal ya que la densidad
alojada aqui no representa un sitio susceptible a oxidarse, sino méas bien podria tratarse de un
artefacto del modelo cuando se trata de aminoacidos que se encuentran en la frontera
QM/MM, debido a que la densidad en estos limites generalmente, se sabe, no se modela

adecuadamente (Reuter et al. 2000; Senn & Thiel 2009). Los valores negativos representan

38



una pérdida en la densidad de espin (ps) después de la adicion o sustraccion de un electrén,
mientras que los valores positivos representan una ganancia de ps. De acuerdo con los datos
obtenidos, la densidad de espin si depende de la conformacion de la lacasa utilizada (Tabla
6.4 y 6.5), como ya se ha reportado para la deslocalizacion electronica en otras proteinas
(Vidal-Limon et al. 2013; Monza et al. 2015; Pardo et al. 2016; Acebes et al. 2017).
Asimismo, esta distribucion depende del sistema que se modela (agregar o sustraer un

electron).

Tabla 6.4. Cambio en la densidad de espin entre el estado activado y el estado basal (sistema mas un electron).

Los valores no mostrados representan Aps=0.

Posicion Confl Conf2 Conf3 Conf4 Conf5 Conf6 Conf7

CuT1l -0.264 0.001 -0.138 0.014 -0.016 -0.013 -0.024
His415 -0.063 -0.005  0.001 0.009  -0.008 -0.002 -0.006
His476 -0.009 0.000 0.009 -0.008  0.002 -0.003 0.000
Cys471 -0.304 0.027 0.179 -0.014 0.021 0.017 0.030
Phe481 --- --- 0.039 --- --- --- ---
His472 --- 0.029 0.064 --- --- --- ---
Phe4l7 --- --- 0.024 --- --- 0.018 0.330
Phe413 --- 0.202 --- --- --- --- 0.156
Phe357 --- --- 0.104 0.230 0.055 0.054 ---
Phe352 --- --- 0.177 0.091 --- 0.077 ---
Phe350 --- --- --- 0.039 --- 0.028 ---

Para el sistema en el que se agrega un electron, los residuos que alojan mayor densidad de
espin, con diferencias (Aps) mayores a 0.1, corresponden a F352, F357 y F413 (Tabla 6.4).
Estos residuos forman parte de los grupos mas poblados, con 60 % de las conformaciones
analizadas, de la distribucion conformacional proveniente del estudio de dinamica molecular
(conformaciones 2-4 de la Figura 6.5C). Por lo que estas posiciones son consideradas como
susceptibles a oxidacion. En algunos casos, como se mencion0, la densidad de espin se
deslocalizé en el grupo carbonilo de la cadena principal. La mayor densidad de espin alojada

en el carbonilo se presentd en los residuos 1359, F417 y V483 con los mayores valores de
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Aps de 1.48 (Confl), 0.39 (Conf5) y 0.27 (Conf7), respectivamente. En el caso de 1359, se
observd un Aps mayor a 0.12 en todas las conformaciones estudiadas, mientras que F417
solamente presenta en cinco conformaciones y V483 en cuatro conformaciones. A pesar de
alojar densidad de espin, estos residuos no son considerados como susceptibles a oxidarse ya
que el carbonilo en el que se aloja la densidad de espin no necesariamente representa un sitio
que pueda deslocalizar electrones desapareados, més bien podria ser un artefacto del modelo

debido a efectos en zonas cercanas a la frontera QM/MM (Reuter et al. 2000).

Por otro lado, en el sistema menos un electrén los residuos en los que se aloja mayor densidad
de espin (con Aps>0.1) y en méas conformaciones corresponden a M348, F475 y E478 (Tabla
6.5). De éstos, el que podria interaccionar mas facilmente con los radicales libres generados
es FA75, debido a su exposicion hacia el solvente, a diferencia de M348 que se encuentra en
el interior de la proteina (Figura 6.6).

Tabla 6.5. Cambio en la densidad de espin entre el estado activado y el estado basal (sistema menos un

electrdn). Los valores no mostrados representan Aps=0.

Posicion Confl Conf2 Conf3 Conf4 Conf5 Conf6 Conf7

CuTl -0.105 -0.010 -0.123 -0.016 -0.014 -0.036 -0.014
His415 -0.037 -0.004 0.012 -0.007 -0.004 -0.004 -0.004
His476 0.017 0.000 0.004 0.002 0.001 -0.024 0.003
Cys471 0.147 0.019 0.164 0.019 0.017 0.045 0.018
Phe481 0.045 0.020 m=m mee --- --- ---
Phe475 0.112 0.170 0.427 0.104 0.023 0.075 ---
Phe357 --- --- --- --- --- 0.097 0.127
Phe350 --- 0.031 --- --- --- --- ---
Glu478 --- 0.142 0.142 0.184 0.331 0.282 0.201
Aspa74 --- 0.107 0.051 0.066 --- --- ---
Pro4ll 0.059 0.187 --- 0.088 --- 0.035 ---
Met348 0.146 0.113 0.172 0.016 --- 0.071 0.145
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Otros residuos que inesperadamente alojaron densidad de espin en la cadena lateral son P411,
D474 y E478. La posicion P411 se encuentra en la frontera QM/MM por lo que la densidad
de espin podria deberse a un artefacto del modelo ya que las prolinas no presentan
propiedades redox y este residuo se encuentra en el limite de la region QM/MM donde, como
se ha dicho, la densidad de espin puede no modelarse adecuadamente. Por otro lado, D474 y
E478 no se encuentran cerca de ninguna de las fronteras y la deslocalizacion de densidad de
espin en la cadena lateral en éstos es dificil de interpretar ya que los residuos acidos tampoco

presentan propiedades redox.

De acuerdo con los resultados obtenidos, al modelar siete conformaciones y dos sistemas
distintos, los residuos F357, F413 y FA75 son susceptibles a oxidarse. Los tres son parte de
la cavidad hidrofébica del sitio T1 (Figura 6.6), por lo que podrian jugar un papel importante
durante el proceso catalitico. Adicionalmente, como se mostro, F475 presenta una dindmica
muy interesante con movimientos que exponen su cadena lateral al solvente. Por otro lado,
se ha reportado la importancia de la posicion F413 para la modulacion de la hidrofobicidad
y el tamafio de la cavidad del sitio T1 para una lacasa quimerica (Pardo et al. 2016). Esto
sostiene la importancia de estos residuos predichos por los calculos computacionales; sin

embargo, la contribucion de éstos en la estabilidad operacional de la lacasa no ha sido

estudiada.
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Figura 6.6. Posicién de los residuos que alojaron la mayor densidad de espin: A) residuos aromaticos, B)
residuos no aromaticos. En amarillo se muestran los residuos de la primera esfera de coordinacion del CuT1.

Representacion de superficie expuesta al solvente.
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6.4 Disefio de mutantes de los residuos susceptibles a oxidacion predichos por
calculos QM/MM
Una vez que se han predicho los residuos susceptibles a ser oxidados por la presencia de

radicales libres, la estrategia fue reemplazarlos por residuos que sean menos propensos a
reacciones de oxidacion y asi, generar variantes con una estabilidad operacional mejor. Para
elegir los residuos por los que se van a mutar los sitios predichos por QM/MM se realiz6 un
alineamiento multiple de secuencias con lacasas de hongos y oxidorreductasas que contienen
cobre de plantas, con el fin de favorecer el plegamiento de la proteina después de la mutacion.
Aquellos residuos menos susceptibles a oxidarse y que sean mas comunes son los que seran

considerados para reemplazar las posiciones F357, F413 y FA475.

De acuerdo con los resultados del alineamiento, la posicion 357 aunque esta altamente
conservada en las lacasas de hongos, en algunas se presenta leucina que es menos oxidable
(Figura 6.7A) por lo que se consideré como reemplazo en esta posicion. Por otro lado, F413
tiene mas variabilidad en el alineamiento de lacasas de hongos (Figura 6.7B). En este caso
se eligid a la alanina como reemplazo ya que es un residuo poco oxidable y es de los méas
comunes en esta posicién. Para la F475, se observa que residuos aromaticos son los que se
encuentran conservados para lacasas de hongos por lo que, al ser igualmente oxidables, no
resultaba conveniente proponer un residuo para la mutacion (Figura 6.7C). Se realiz6 un
alineamiento con oxidorreductasas que contienen cobre y lacasas de plantas, Figura 6.7D, en
el que se encontrd una gran variabilidad con residuos como valina, alanina, leucina e

isoleucina en esta posicion.

Basandonos en los resultados de estos alineamientos, se opt6é por realizar las siguientes
mutaciones: F357L, ya que es el residuo mas comun después de la fenilalanina y que es poco
oxidable; FA13A, por ser una posicion variable y la alanina mostrd ser uno de los residuos
mas frecuentes; FA75I, se eligio en esta posicion la isoleucina debido a que la cadena lateral
de este aminoacido es un buen reemplazo del anillo aromatico de la fenilalanina por su

hidrofobicidad y tamafio.
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Figura 6.7. Frecuencia de residuos proveniente del alineamiento multiple de secuencias para diferentes
lacasas de hongos en las posiciones: A) 357, B) 413, C) 475 y D) oxidorreductasas que contienen cobre de
plantas para la posicion 475. Los alineamientos se generaron con el servidor Clustal Omega y las imagenes

con el servidor WebLogo.

6.5 Expresion heterologa de la lacasa de C. gallica en P. pastoris
Para realizar las mutaciones propuestas en la lacasa de C. gallica es necesario tenerla en un

sistema de expresion heterdlogo. Para este trabajo se utilizo la secuencia de la lacasa de C.
gallica (LcCq) obtenida a partir del cDNA de C. gallica UAMH8260 (GenBank KX932046)
por parte del grupo del Dr. Jorge Luis Folch de la Universidad Auténoma del Estado de
Morelos. Se disefié una construccién en la que el gen LcCg se introdujo en el vector de
expresion pPICZB para P. pastoris, bajo el promotor de la alcohol oxidasa (AOX1) y
utilizando como péptido sefal el factor o de S. cerevisiae modificado genéticamente por
evolucion dirigida por otro grupo de trabajo (Camarero et al. 2012); la construccion

denominada a-fLcCg-pPICZB fue sintetizada comercialmente por la compafiia GenScript.

No se considero utilizar el péptido sefial sin mutaciones ya que se han reportado bajos niveles
de expresion de lacasas en levadura usando el factor o de S. cerevisiae. Por ejemplo, los
niveles de expresion para la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus expresada en S. cerevisiae
es de 0.03 U/L (Camarero et al. 2012); mientras que para la lacasa del basidiomiceto PM1 es
de 0.035 U/L (Maté et al. 2010). Debido a que la lacasa de C. gallica presenta un 75 % de
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identidad con la de P. cinnabarinus y un 95 % con la del basidiomiceto PML1 los problemas
de secrecion podrian también presentarse en este caso. Ya que el péptido sefial modificado
ha sido utilizado con éxito en la lacasa de P. cinnabarinus, aumentando 40 veces la secrecion

de la proteina, se opt6 por utilizarlo para expresar heterélogamente nuestra enzima.

Una vez que se transformé el vector a-fLcCg-pPICZB en P. pastoris se eligieron las clonas
que expresan la enzima funcional basandonos en la formacion de un halo verde alrededor de
colonias que crecieron en medio minimo con metanol en presencia de ABTS. Esta coloracion
aparece debido a que el ABTS es un sustrato de la enzima que al oxidarse forma un
compuesto colorido (Figura 6.8). Se realizé un experimento control transformando el vector
pPICZB sin el gen de la lacasa y se crecieron las colonias en el mismo medio de expresion
con ABTS donde no se observo la aparicién de coloracién verde alrededor de las colonias. A
partir de estos resultados, se puede establecer que el uso del péptido sefial modificado si es
factible para la expresion del gen LcCg. El factor o de S. cerevisiae estd formado por dos
regiones: la primera denominada “pre-leader” encargado de llevar a la proteina al reticulo
endoplasmatico (RE); la segunda region es la denominada “pro-leader” que se piensa ayuda
en el paso de la proteina del RE al aparato de Golgi. El factor o utilizado en este trabajo
presenta cambios en las posiciones A9D, F48S, S58G, G62R y E86G. Se ha reportado que
la mutacion en la posicion FA8S (que pertenece a la regidn pro) mejora la secrecion de otras
proteinas como anticuerpos y HRP, esta mejora se atribuye a un aumento en la polaridad y
la flexibilidad del polipéptido (Rakestraw et al. 2009). Por otro lado, la mutacién A9D que
se encuentra en la region pre, no se sabe exactamente la razén por la que aumenta la secrecion
de la proteina ya que esta posicion forma parte de una region hidrofébica y la disminucién
de la hidrofobicidad en este sitio se esperaria afectara la secrecion, debido a que la presencia
de una carga disminuye la interaccion con la membrana durante la translocacion de la
proteina; sin embargo, de acuerdo a los resultados encontrados por Camarero et al. 2012 la

hidrofobicidad en esta region, parece no ser tan importante para la secrecion.
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Figura 6.8. Ensayo de actividad lacasa en caja. La coloracion verde muestra la oxidacion de ABTS por la

enzima secretada.

Con los resultados hasta aqui obtenidos, solamente se ha determinado que LcCg se expresa
en P. pastoris; sin embargo, es necesario establecer los niveles de expresion para su posterior
produccion. Hasta el momento, existe solamente un reporte de la expresion de la lacasa de
C. gallica en Kluyveromyces lactis (Arana-Cuenca et al. 2010); sin embargo, los

investigadores no miden los niveles de expresion y no puede ser comparado con este trabajo.

6.6 Estudio de las variables que afectan la expresion de LcCg en P. pastoris
Se eligioé una colonia que secreta la lacasa para realizar estudios de expresion en medio

liquido. Existen diferentes factores que intervienen en la expresion heteréloga de proteinas
en P. pastoris como son: la concentracion de inductor (en este caso metanol), el oxigeno
disuelto, el pH, la temperatura (Jahic et al. 2006; Li et al. 2007) y especificamente para la
expresion de lacasas es importante la concentracion de CuSOg. La expresion heterdloga de
lacasas de otros hongos en P. pastoris ya ha sido reportada con éxito (Hong et al. 2002; Lu
et al. 2009) tanto en produccién en matraz como en bioreactor. Algunos investigadores han
realizado la expresion heteréloga de la lacasa de Pycnoporus sanguineus en P. pastoris
estudiando el efecto del pH, la temperatura, la concentracion de metanol y la concentracion
de CuSOs. Encontraron que para ese sistema las variables que provocan un efecto mayor en
la actividad de la proteina son la temperatura y la concentracion de metanol (Lu et al. 2009).
Asimismo, en otro reporte se estudiaron estrategias de fermentacion en la expresion
heter6loga de la lacasa de Trametes versicolor en P. pastoris, se encontré que la actividad
obtenida en el bioreactor es al menos 7 veces mayor que en matraz. Particularmente, para
este trabajo se encontré que al disminuir la temperatura de induccion se mejoraba la actividad

y que la concentracion de metanol tiene un efecto marcado en la produccion de enzima (Hong
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et al. 2002). De acuerdo con estos antecedentes, se decidié realizar el estudio de algunos de
estos factores. Se llevaron a cabo cultivos en matraz cambiando la concentracién de CuSQyg,

la concentracion de metanol y la temperatura.

6.6.1 Efecto de la concentracion de CuSOg4
En la Figura 6.9 se muestran los perfiles de crecimiento celular y produccion de lacasa al

variar la concentracion de cobre de 0-0.5 mM. En ausencia de cobre no se detect6 produccion
de lacasa pero si crecimiento de la levadura. Al aumentar la concentracion de 0.05 mM hasta
0.5 mM no se observa dependencia con el crecimiento de la levadura ni con la produccion de
lacasa. Para este sistema, una concentracion minima de CuSO4 de 0.05 mM es suficiente para
detectar lacasa en el sobrenadante; como se ha reportado ya para otras lacasas expresadas en
P. pastoris, en las que concentraciones de 0.004 mM — 0.5 mM son suficientes para la
expresion (Collins & Dobson 1997; O'Callaghan et al. 2002; Lu et al. 2009).
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Figura 6.9. Efecto de la concentracion de CuSO4 en A) crecimiento, B) actividad volumétrica de lacasa.

Experimentos realizados por triplicado en medio BMM con adicion de MeOH cada 24 horas.

6.6.2 Efecto de la concentracion de metanol
Como se ha mencionado, el vector utilizado en este trabajo tiene como promotor el gen

AOX1 de la enzima alcohol oxidasa inducible por metanol. Debido a que el metanol ademas
de actuar como inductor es la Unica fuente de carbono para el crecimiento de la levadura, es
una de las variables mas importantes en la expresion de proteinas utilizando este sistema. Se
Ilevaron a cabo experimentos en los que se vari6 la concentracién de metanol desde 0.5-2%.
Los resultados obtenidos (Figura 6.10) muestran la dependencia que existe entre la
concentracion de metanol, la produccién de lacasa y el crecimiento de la levadura. La

concentracion Optima, de las aqui probadas, se encontr6 en 2 %. De acuerdo con lo reportado
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en la literatura, la concentracion de metanol es usual que varie entre 0.4-2 % para cultivos en
matraz (Hong et al. 2002; Lu et al. 2009; Li et al. 2014).
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Figura 6.10. Efecto de la concentracién de MeOH en A) crecimiento, B) actividad volumétrica de lacasa.
Experimentos realizados por triplicado en medio BMM con adicion de MeOH cada 24 horas, con 0.5 mM de
CuSOa.

6.6.3 Efecto de la temperatura
Por ultimo, utilizando las condiciones de 1 % de metanol y 0.5 mM de CuSO4 se analiz6 el

efecto de disminuir la temperatura. Se utiliz6 20 °C como temperatura de induccion ya que
de acuerdo con reportes se sabe que a esta temperatura aumenta la secrecion de la lacasa en
P. pastoris y S. cerevisiae (Cassland & Jonsson 1999; Hong et al. 2002; Camarero etal. 2012;
You et al. 2014). Aunque se ha reportado que la disminucidn de la temperatura tiene un efecto
positivo en la expresion heterdloga de proteinas para nuestro sistema no dio resultados
positivos ya que la produccion de lacasa fue tan poca que no pudo ser cuantificada. Cabe
resaltar que el crecimiento de la levadura no se vio afectado en este caso, a 20 °C se obtuvo
una densidad déptica comparable con la obtenida a 28 °C (27 vs 32) como se ha visto en la
expresion de proteinas en P. pastoris donde el efecto en el crecimiento no es significativo al
disminuir la temperatura (Li et al. 2001; Hong et al. 2002; Wang et al. 2009).

6.7 Produccion de LcCg recombinante en matraz
Al comparar los resultados aqui obtenidos con lo reportado en la literatura observamos que

los niveles de expresion de las lacasas en estos sistemas dependen de la proteina; es decir,

aunque pertenezcan a la misma familia no todas las lacasas se expresan con la misma
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eficiencia. En este estudio se alcanzaron niveles de 80 U/L que comparado con otras lacasas
no es de los més altos reportados. Dos lacasas de Coprinus comatus se expresaron en P.
pastoris obteniendo 1400 y 600 U/L (Gu et al. 2014), mientras que la lacasa de Trametes
versicolor expresada igualmente en P. pastoris fue expresada en niveles alrededor de 12,000
U/L (Li et al. 2014). Por otro lado la lacasa de Trametes troggi fue expresada en P. pastoris
y producida en fermentador alcanzando 2,500 U/L (Colao et al. 2006). La lacasa de
Ganoderma lucidum se expreso heter6logamente también en niveles bajos, alrededor de 650
U/L (You et al. 2014).

Los niveles de expresidn obtenidos fueron muy bajos (alrededor de 80 U/L, ver Figura 6.10B)
por lo que se decidio realizar un cultivo en un volumen mayor, utilizando matraces Fernbach
bafleados. Las condiciones utilizadas para la produccion de la enzima recombinante fueron
1 % de metanol, 0.5 mM de CuSO4 y 28 °C. En la Figura 6.11 se presentan los resultados
obtenidos del crecimiento de P. pastoris y la produccién de lacasa. Bajo estas condiciones se
alcanzaron 250 U/L lo que representa un incremento de alrededor de 3 veces respecto a lo
obtenido en el matraz, probablemente debido a que en el matraz Fernbach existe una mayor
transferencia de oxigeno que se sabe es uno de los factores limitantes en la produccion

heteréloga de la proteina (Villatte et al. 2001).
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Figura 6.11. Perfiles de crecimiento y produccion de lacasa en matraces Fernbach. Experimentos realizados
por triplicado con adicion de MeOH cada 24 horas. Condiciones de cultivo: 1 % MeOH, 0.5 mM CuSO, y 28
°C.
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6.8 Purificacion de la proteina recombinante
Después de 12 dias de cultivo (Figura 6.11), se recupero el sobrenadante para llevar a cabo

la purificacion de la enzima recombinante. En la Tabla 6.6 se presentan los resultados de

cada uno de los pasos de purificacion.

Tabla 6.6. Pasos de purificacion de LcCg recombinante

Concentracién  Actividad

Paso At‘g;[gll'(dj)d de proteina especifica Renc(lz;n )' ento FP*
total (mg) (U/mg) °
Sobrenadante 98 40.3 2.4 100 1
Ultrafiltracion 93 13.0 7.2 95 3
DEAE 59 3.2 18.8 61 8
G75 Sephadex 44 0.6 71.0 45 29

*FP=Factor de Purificacion

Se logré un factor de purificacion de 29, con un rendimiento del 45 %. La proteina mostro
un 90 % de pureza electroforética (Figura 6.12A). En el paso de purificacién por
cromatografia de intercambio anionico la lacasa recombinante no interaccioné con la resina,
eluyendo Unicamente con amortiguador; debido a que esta enzima tiene un punto isoeléctrico
teodrico de 4.62 se esperaria que a pH 6 interaccionara con la resina pero no fue asi; esto es
posible explicarlo debido a que el sobrenadante se encuentra en un amortiguador con alta
concentracion de sales (100 mM de fosfatos) por lo que los iones de la sal puede también
interactuar con la resina compitiendo con la proteina. Aunque no es un resultado esperado,
es algo que beneficia el proceso de purificacion ya que no es necesario utilizar otras sales
(NaCl) para eluir la enzima y de esta manera se necesita un paso menos de purificacion

incrementando la actividad especifica 2.6 veces.
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Figura 6.12. A) SDS-PAGE de las muestras obtenidas en cada paso de purificacion. Tincion con plata. Linea:
1-marcador de masa molecular (kDa), 2-sobrenadante del cultivo, 3-ultrafiltracion, 4-DEAE, 5-G75 sephadex.
Se cargd 1 pg de proteina. B) Experimento de deglicosilacion de la lacasa recombinante. Linea: 1-marcador

de masa molecular (kDa), 2-lacasa recombinante, 3-lacasa tratada con PGNase F.

6.9 Caracterizacion cinética de LcCg recombinante
La lacasa recombinante mostré una masa molecular un poco mas alta que la enzima nativa

(63.7 vs 60.4 kDa); se sabe que P. pastoris no hiperglicosila a las proteinas que se expresan
de manera heteroéloga, por lo que no se esperaba una gran diferencia entre la masa molecular
de la enzima nativa y la heter6loga. En la lacasa proveniente del hongo existen Unicamente
dos sitios de glicosilacidn que corresponden a las posiciones Asn 51 y 433. El tratamiento de
la enzima recombinante con la glicosidasa (PGNase F) mostrd una enzima con un peso
molecular 8 kDa menor (55 kDa-Figura 6.12B) que corresponde a la masa molecular teérica
de la enzima sin glicosilacion (53 kDa). Esta pequefia diferencia no afect6 las propiedades

cataliticas de la enzima, como se muestra a continuacion.

Tabla 6.7. Constantes cinéticas de LcCg (nativa y recombinante), usando siringaldazina como sustrato

Enzima keat (51 Km(uM)  Keat/ Km (M7 s?)
Lacasa recombinante 106 9.6+1.3 1.1x107

Lacasa nativa de C. 165+10 10+1.8 1.7x107
gallica UAMH8260

En la Tabla 6.7 se muestran las constantes cataliticas determinadas tanto para la enzima
nativa como para la recombinante, utilizando un sustrato estandar de las lacasas. El modelo
de Michaelis-Menten fue adecuado para representar los datos experimentales, con una R?
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mayor a 0.9 en los dos casos. La eficiencia catalitica es muy similar para ambas enzimas por
lo que concluimos que el comportamiento cinético es practicamente el mismo y la

glicosilacion no afecta en propiedades.

6.10 De la teoria al experimento. Evaluacion de las mutantes predichas por
calculos QM/MM
Una vez contando con el sistema de expresion heter6loga, se generaron las mutantes

predichas por las herramientas computacionales para evaluarlas y asi establecer la
importancia de las posiciones F357, F413 y FA75 en la estabilidad operacional de la lacasa
de C. gallica. Las mutantes disefiadas a partir de los calculos QM/MM vy por el alineamiento
multiple de secuencia (F357L, F413A y F475I) fueron sintetizadas comercialmente por la
compafila MUTAGENEX. Se expresaron, produjeron y purificaron las mutantes de igual
manera que se hizo para LcCg. En la Tabla 6.8 se muestran las constantes cataliticas,
obtenidas con siringaldazina, para cada una de las mutantes comparadas con la enzima
recombinante LcCg. Las variantes F413A y F4751 mostraron una eficiencia catalitica 1.4 y
2.6 veces mayor que la enzima recombinante, mientras que la variante F357L presenta una

reduccién del 46 % en la eficiencia catalitica.

Tabla 6.8. Constantes cinéticas para cada una de las variantes, usando siringaldazina como sustrato

Variante Keat (s™) Km (uM) Keat/ Km (st M)
Lacasa 106.0 9.6+1.3 11.3 x10°
recombinante

F357L 74.0 12.2+2.1 6.1 x10°
F413A 181.0+13.0 10.8+1.8 16.3 x10°
F475I 316.0+£23.0 10.3+1.8 30.8 x10°

En la literatura existen reportes acerca de mutaciones en posiciones equivalentes a las
estudiadas en este trabajo. Por ejemplo, se ha observado que la posicion F357 (equivalente a
la posicion F337 en la lacasa TvL IlIb de T. versicolor) forma parte del sitio de interaccién
del sustrato con la enzima, y por consiguiente tiene un papel importante en la afinidad del
sustrato. Algunos autores sugieren que puesto que este residuo forma parte de la segunda
esfera de coordinacion, ya que su reemplazo desestabiliza todo el sitio al eliminar
interacciones tipo 7 con el grupo imidazol del residuo de histidina que coordina al CuT1

(H478) y la F463 (Yanagisawa et al. 2008). Se ha reportado que la variante F337A presenta
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muy baja actividad, y su kcat P es 100 veces menor con respecto a la enzima nativa para la
oxidacion de 2,6-dimetoxifenol (Galli et al. 2011). En la Figura 6.13 se muestra esta region
para la lacasa TvL Illb (Bertrand et al. 2002) y la lacasa de C. gallica.

Figura 6.13. Sitio de unién a sustrato para la lacasa TvL Ill1b (PDB ID: 1KY A — azul) superpuesta con la
lacasa de C. gallica (PDB ID: 4A2E-magenta). Se presenta la numeracion de los residuos para 1KYA.

Representacion de superficie expuesta al solvente.

Por otro lado, en un reporte reciente en el que se realiz6 evolucién dirigida para la lacasa del
basidiomiceto PM1, se encontrd que la sustitucion de F454 (posicién FA75 en la lacasa de C.
gallica) por un residuo de serina produce una variante mas activa que la enzima parental. La
posicion F454 se encuentra contigua a la H455 que coordina al CuT1 y la mutacién F454S
genera la formacion de un nuevo enlace de hidrogeno con el carbonilo de la cadena lateral
de la A161, los autores proponen que este nuevo enlace de hidrégeno podria incrementar la
distancia del enlace de coordinacion entre el nitrégeno de la H454 y el CuT1 alterando de
esta manera el potencial del CuT1 a ser reducido (Maté et al. 2010). Por su parte, la posicion
F413 también forma parte del sitio de interaccion con el sustrato y se encuentra expuesta al
solvente; se ha reportado que su reemplazo por residuos mas pequefios conlleva a un menor
impedimento estérico y por lo tanto se favorece la interaccion de sustratos grandes en el sitio
T1 (Pardo et al. 2016). En la Figura 6.14 se muestra la posicion de estos tres residuos dentro

de la segunda esfera de coordinacion del sitio T1.
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Figura 6.14. Residuos seleccionados para mutagénesis sitio-dirigida. En verde oscuro se representan los
residuos de la segunda esfera de coordinacion. Se resaltan las 3 Phe seleccionadas. En amarillo se resalta la

primera esfera de coordinacion del CuT1 y la proteina se representa como superficie expuesta al solvente.

6.11 Estabilidad operacional de las variantes durante la oxidacién de fenoles
Para determinar si las variantes generadas en este trabajo presentan una mejora en la

estabilidad operacional se realizaron determinaciones de conversion y actividad residual en
reacciones de oxidacion de 4-metoxifenol. En el laboratorio hemos observado que este fenol
inactiva rapidamente a la enzima, posiblemente debido a la rapida conversion que se traduce
en alta concentracion de radicales libres (Ramirez 2014). Durante el tiempo de reaccién se
midieron tanto la actividad residual de la enzima como el consumo de sustrato, usando la
misma concentracion de proteina y las mismas unidades de actividad enzimética (medidas
con siringladazina) para de esta manera establecer de una forma equitativa entre todas las
variantes el consumo de 4-metoxifenol y la inactivacion de la enzima. De acuerdo con los
resultados obtenidos, y con base en la actividad residual, todas las variantes mostraron perder
menos actividad que la enzima nativa en 30 minutos de reaccién (Figura 6.15A), por lo que
pudieran establecerse como mas estables; sin embargo, al medir el consumo de sustrato
observamos que las variantes F357L y FA13A presentan velocidades de consumo similares a
la enzima nativa, 0.051, 0.057 vs 0.063 mM min, mientras que la velocidad de consumo de
la variante F4751 es 2.6 veces menor que la nativa, 0.024 mM min* (Figura 6.15B). Ya que

las velocidades de consumo no son iguales entre las variantes, y como la inactivacion por

53



radicales libres depende de la concentracién de sustrato consumido, es necesario comparar

la actividad residual a una misma conversion.
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Figura 6.15. A) Actividad residual (unidades de siringaldazina) de las diferentes variantes durante la
oxidacion de 4-metoxifenol, B) consumo de metoxifenol de las diferentes variantes. Experimentos realizados

por triplicado.

Para determinar si la estabilidad operacional de las variantes mejoro, se realizd una
comparacion con base en el rendimiento de la enzima durante la reaccion. Este rendimiento
fue calculado a partir de la concentracion del sustrato consumido entre las unidades de
enzima inactiva, expresado en umol/U. La enzima inactiva se calculé como una diferencia
de la actividad inicial y la actividad residual a una misma conversioén de sustrato. El
rendimiento ha sido reportado como un parametro que permite determinar la estabilidad
operacional de las enzimas (Rogers & Bommarius 2010). Generalmente se expresa con el
namero total de recambio (TTN, Total Turnover Number por sus siglas en inglés) que se
define como la relacion entre los moles de producto por moles de catalizador utilizado (sea
un catalizador quimico o bioldgico), y que ha sido utilizado en estudios de enzimas como la
cloroperoxidasa (Seelbach et al. 1997; Ayala et al. 2012). Al trabajar con enzimas, con el fin
de tomar en cuenta la inactivacion durante el proceso catalitico, se ha propuesto un método
para estimar el TTN relacionando las velocidades de conversion de sustrato y la velocidad
de inactivacion a partir de mediciones de actividad especifica y tiempo de vida media de la
enzima, medidos ambos bajo las mismas condiciones en un proceso isotérmico (Rogers &
Bommarius 2010). Otra manera de estimar este rendimiento, es como una relacion entre la

concentracion de producto y la concentracion de enzima inactiva para un tiempo o una
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conversion determinado, como se ha reportado para la enzima HRP (Kim et al. 2015). La
estabilidad operacional, en este trabajo, se realizd a una conversion del 90 % para las
variantes y para la enzima nativa, debido a que, como se mostré anteriormente poseen
eficiencias cataliticas diferentes. Los resultados son los que se muestran en la Figura 6.16.
Las variantes F357L y F413A presentan una estabilidad operacional mayor que la enzima
nativa mientras que el comportamiento para la variante F4751 no es significativamente

diferente a la de la enzima nativa.
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Figura 6.16. Estabilidad operacional de las variantes de la lacasa de C. gallica. El rendimiento corresponde a
la relacion del sustrato consumido entre la enzima inactiva en unidades de pmol/U. Se reporta el promedio de

experimentos realizados por triplicado.

6.12 Factores que modulan la estabilidad y actividad de la lacasa
Algunos de los factores moleculares que modulan el potencial redox de las lacasas son bien

conocidos y han sido reportados (Cambria et al. 2012). Tales factores comprenden
interacciones en la primera y segunda esfera de coordinacion del sitio T1 como: la naturaleza
quimica del ligante axial del CuT1, enlaces de hidrdgeno que pudieran modificar la distancia
de los ligantes al CuT1, asi como el ambiente hidrofébico y las interacciones electrostaticas
en la segunda esfera de coordinacion. Aunque estos factores moleculares intervienen en la
eficiencia catalitica de las lacasas, no hay estudios de aquellos que tengan un efecto en la
estabilidad operacional de estas enzimas. Este es un campo de estudio muy importante ya
que, al ser enzimas con uso potencial en la industria, es necesario conocer su productividad
durante el proceso catalitico. En este trabajo, a través de simulaciones moleculares de estados
activados (+ 1 electron) del sitio activo de una lacasa fungica, logramos identificar varios
residuos susceptibles a oxidarse, entre los que se encontraron residuos de fenilalanina que

han sido descritos como relevantes para la interaccion con el sustrato. Al reemplazar estos
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residuos observamos un efecto positivo sobre la estabilidad operacional, lo que permite
concluir que la presencia de estos residuos genera sitios débiles desde el punto de vista del

rendimiento sustrato/enzima.

6.12.1 Flexibilidad de la primeray segunda esfera de coordinacion del CuT1 en la lacasa
de C. gallica
Ya que la distribucion electronica en las proteinas depende de su conformacion (Vidal-Limon

etal. 2013; Monza et al. 2015; Pardo et al. 2016; Acebes et al. 2017), se realizaron dinamicas
moleculares con el fin de encontrar diferentes conformaciones que nos pudiesen ayudar a
identificar residuos susceptibles a oxidarse. Sin embargo, ademas de poder contar con
diferentes estructuras de la lacasa de C. gallica, las simulaciones de dinamica molecular nos
arrojaron informacion interesante acerca del movimiento de los residuos cercanos al CuT1.
La primera esfera de coordinacion de los sitios de cobre mostro ser rigida; es decir, no se
observaron fluctuaciones importantes en los atomos que coordinan a los cobres. Esto se
explica de acuerdo con las evidencias experimentales ya que se sabe que para el sitio T1 la
energia de reorganizacion (que es aquella energia que interviene en los cambios estructurales
en un sitio redox durante la transferencia de electrones) es muy baja debido a la rigidez
estructural en este sitio (Ryde et al. 2000; Ryde & Olsson 2001), tal como se observa en las
dindmicas moleculares (ver Figuras 6.1 y 6.3). Cuando el &tomo de cobre cambia de estado
de oxidacion la geometria del CuT1l no presenta cambios importantes en angulos o
distancias. Este efecto ha sido propuesto para las proteinas que contienen el CuT1 como un
estado entatico (Holm et al. 1996), en el que la estructura de la proteina confiere una
geometria inusual en el sitio de coordinacion del metal que provoca que éste sea mas reactivo.
Sin embargo; a través de metodologias teoricas se ha planteado que el estado entatico no es
el que confiere esta rigidez al sitio T1 (Ryde et al. 1996; Ryde et al. 2000; Ryde & Olsson
2001), lo que contrasta con lo encontrado experimentalmente por cristalografia de rayos X
en donde se ha visto que el sitio T1 de las formas apo y holo de las proteinas de cobre
presentan la misma geometria, lo que apoya la teoria de que existe un estato entatico (Baker
et al. 1991; Nar et al. 1992; Durley et al. 1993). Aunque este tema es controversial, seria

interesante estudiar a partir de calculos de dindmica molecular este fenémeno.
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Por otro lado, globalmente la segunda esfera de coordinacion (que para este trabajo se definid
como todos los residuos a una distancia de 8 A del CuT1) tiene una flexibilidad mayor con
fluctuaciones alrededor de 1.5 A (RMSD de todos los atomos excluyendo los de hidrdgeno)
observando movimientos grandes de algunos aminoécidos en especifico. Como se mostrd
anteriormente (ver Figura 6.4), la cadena principal del residuo P414 presenta un acercamiento
del oxigeno del carbonilo al CuT1 a una distancia tal que podria actuar como un cuarto
ligando. Aunque este acercamiento Unicamente se presenta en 2 de alrededor de 20,000
conformaciones analizadas, es interesante dicho comportamiento ya que la densidad
electronica aportada por el oxigeno hacia el CuT1 podria hacer al metal menos susceptible a
reducirse y de esta manera modular el proceso catalitico de la enzima. Cabe resaltar que dicha
posicion se encuentra altamente conservada en lacasas fungicas no siendo asi para las
oxidasas multicobre de plantas, las cuales presentan en esta posicion residuos polares como
serina y treonina. Se ha reportado que el reemplazo de este residuo por una histidina mejora
la actividad catalitica de la enzima para dos lacasas (PM1 y Pycnoporus cinnabarinus) tal
vez debido a la introduccion de un nuevo enlace de hidrogeno en la segunda esfera de
coordinacion (Maté et al. 2010; Camarero et al. 2012). Este nuevo enlace de hidrogeno podria
causar un aumento en la distancia del CuT1 hacia uno de los nitrégenos que lo coordinan

aumentando la eficiencia catalitica.

En cuanto al movimiento de las cadenas laterales se encontré que existen al menos seis
residuos en la cavidad del sitio T1 (F350, F352, F413, F475, E478 y A479) que presentan las
mayores fluctuaciones en el RMSD (de todos los atomos excluyendo Unicamente los de
hidrogeno), entre 2 y 4 A (Apéndice, Figura Al). De estos residuos los que mostraron
movimientos grandes en las cadenas laterales corresponden a: F352, F413, F417 y FA75, con
desviaciones maximas entre 3.7-5.7 A respecto a la estructura cristalografica (Figura 6.17A).
De estos cuatro residuos, F352, F413 y FA75 forman parte de la cavidad del sitio T1, mientras
que F417 se encuentra inmersa en la proteina a una distancia aproximada de 7 A del CuT1
(Figura 6.17B).
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Figura 6.17. A) Movimiento de las cadenas laterales de los residuos F352, F413, F417 y FA75, basados en las
simulaciones de dinamica molecular de 100 ns. Representacidn en negro corresponde a la estructura
cristalogréafica (4A2E), B) representacion de estas Phe en la cavidad del CuT1. Se presenta la superficie

expuesta al solvente.

Los residuos F352 y F413 se encuentran expuestos al solvente en la cavidad del sitio T1
(Figura 6.17B). Se ha reportado la importancia de F352 como uno de los amino&cidos que
delimitan la topologia del sitio de uniédn al sustrato (Bertrand et al. 2002; Galli et al. 2011)
mientras que F413 se sabe que es un aminoacido importante que modula la especificidad del
tamafio de los sustratos (Pardo et al. 2016). La posicion F352 se encuentra altamente
conservada en lacasas de hongos lo que sefiala su importancia en la union a sustratos.
Mientras que la posicion F413 es variable en hongos siendo los residuos Ala, Gly, Ser y Phe
los que pueden ocuparla, lo que podria modular el tamafio de los sustratos a oxidar por

diferentes lacasas.

El amino&cido en el que se observé el mayor movimiento de la cadena lateral, después de 60
ns (Apéndice, Figura Al), fue la F475 que no se encuentra expuesta al solvente (Figura
6.18A) vy esta alejada del CuT1, pero presenta un movimiento del anillo aromético que
provoca un acercamiento al CuT1 exponiéndose al solvente (Figura 6.18B). La dindmica
mostrada por esta Phe es muy interesante ya que, aunque las conformaciones en las que la
cadena lateral permanece cerca del CuT1 son pocas (ver Figura 6.5C), esta conformacion
podria ser importante durante la transferencia de electrones. El anillo aromaético al

encontrarse cerca del CuT1 y al ser capaz de deslocalizar una carga podria contribuir a que
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el atomo de cobre sea menos susceptible a reducirse y de esta manera modular la transferencia

de electrones del sustrato a la enzima.

A) B)

Pl Sitio T

v O F475 s ¥ %
‘ . Sl Fa75

e

Figura 6.18. A) Posicion de la F475 dentro de la proteina a una distancia de 11 A del CuT1, B) acercamiento
a una distancia de 7 A del CuT1 y exposicion al solvente de la F475. Representacion de superficie expuesta al

solvente.

Se ha reportado que el cambio de esta posicion (equivalente a la F454 de la lacasa del
basidiomiceto PM1) por un residuo polar, serina, genera una variante mas activa, lo cual se
atribuye a la generacion de nuevos enlaces de hidrdgeno en la segunda esfera de coordinacion
(Maté et al. 2010). Una variante obtenida por evolucion dirigida de esta misma lacasa, se
sometid a mutagénesis a saturacion en esta posicion encontrando que la variante F454E
también genera una enzima mas activa (Mate et al. 2013), proponiendo este efecto a la
formacién de un nuevo enlace de hidrégeno con una histidina que coordina al CuT1. Debido
a la dindmica mostrada por la F475 y a su importancia en la actividad, es interesante su
estudio a través de dinamicas moleculares para establecer si el movimiento de este residuo
se encuentra correlacionado con el movimiento de otras regiones de la enzima que pudiesen
dar informacion acerca de su papel en el proceso catalitico. Cabe resaltar que esta posicion
se encuentra conservada en hongos con la presencia de residuos aromaticos como Phe y Trp,
lo que pone de manifiesto la importancia de la aromaticidad en esta posicion, en contraste
con las lacasas de plantas en las que la posicion 475 es variable con residuos como: valina,

isoleucina y leucina.

Por dltimo, aunque no se encuentra en la cavidad del CuT1, la F417 también mostrd

movimientos importantes de la cadena lateral. Este residuo se encuentra altamente
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conservado en lacasas de hongos; sin embargo, se ha reportado que la mutacién F4171
(posicidn 396, equivalente para la lacasa del basidiomiceto PM1) provoca un aumento de 157
veces en la actividad (Mate et al. 2013). Por lo que, a pesar de estar altamente conservada en
hongos, esta Phe tiene una influencia en la eficiencia catalitica de la enzima por lo que seria
interesante estudiar los movimientos de su cadena lateral y como podrian estar relacionados
con el proceso catalitico de la enzima ya que este residuo se encuentra conectando los sitios
T1y T2/3 en conjunto con el residuo P416 (Figura 6.19).

Figura 6.19. Primera esfera de coordinacién de los sitios T1 y T2/3. En rojo se presentan los residuos que

conectan el estos sitios.

6.12.2 Flexibilidad de los dominios estructurales de la lacasa de C. gallica
La lacasa de C. gallica estd formada por tres dominios estructurales. Analizando el

movimiento de estos dominios, con base en el RMSD (de todos los a&tomos excluyendo los
de hidrdgeno), se observa que el dominio 2 presenta fluctuaciones a partir de 60 ns, mientras
que los dominios 1y 3 no muestran oscilaciones en el RMSD (Figura 6.20). Se ha reportado
que para otra lacasa (Thermus thermophilus) el dominio 2, al igual que para la de C. gallica
en este trabajo, presenta las mayores fluctuaciones de los 3 dominios (Bello et al. 2012).
Asimismo, el movimiento en el dominio 2 se observa en los mismos tiempos en los que los

residuos F413 y F475 muestran fluctuaciones (ver angulos diedros, Apéndice Figura A2).
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Figura 6.20. RMSD (A), de todos los 4&tomos excluyendo los de hidrégeno, por dominios de la lacasa de C.

gallica.

En el dominio 2 no se encuentran ninguno de los sitios de cobre y el Unico residuo de la
segunda esfera de coordinacion que se localiza aqui corresponde a A260. Analizando el
movimiento del dominio 2, se encontrd que el loop formado por los residuos 173-187 (que
se encuentra adyacente a la cavidad del CuT1) es el que contribuye més a las oscilaciones en
este dominio (Figura 6.21) por lo que resulta interesante realizar estudios de correlacién del
movimiento de los residuos de la segunda esfera de coordinacion con los del dominio 2. Se
ha reportado que para la lacasa de Thermus thermophilus existe un loop, perteneciente al
dominio 2 y también cercano de la cavidad del CuT1 que, debido al movimiento mostrado
durante simulaciones de dindmica molecular, se propone esté relacionado con la modulacién
durante la oxidacion del sustrato a partir de dos conformaciones de la enzima: cerrada y
abierta (Bello et al. 2012). La lacasa de C. gallica no presenta este loop; sin embargo, el loop
gue mostrd movimientos importantes también se encuentra en la misma region y podria tener
relevancia en la modulacion del proceso catalitico. Como se observa en la Figura 6.20, la
dindmica para el dominio 2 no llega al equilibrio durante 100 ns, por lo tanto se propone

llevar a cabo una simulacion mas larga para poder realizar los estudios de correlacion.
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Dominio 2

Residuos 173-187

Sitio T1

Figura 6.21. Movimiento del loop (173-187) para tres conformaciones de las simulaciones de dinamica
molecular (20, 61 y 84 ns).

6.12.3 Influencia del tamafio de la region QM en los calculos de densidad de espin
Para realizar los calculos de estructura electronica de las diferentes conformaciones de la

lacasa de C. gallica fue necesario, como se explico anteriormente, realizar un estudio del
tamafio de la region QM a modelar. Este es un paso importante ya que, como se sabe, los
calculos hibridos QM/MM pueden presentar deficiencias en el célculo en las fronteras
(Reuter et al. 2000). Es cierto que, la zona cuantica deseada comprenderia toda la proteina;
sin embargo, computacionalmente no es asequible realizar un calculo cuéantico de miles de

atomos.

Para modelar los estados activados (£1e”) se comenzd con una zona cuéntica que incluia la
mayoria de los residuos de la cavidad del sitio T1, ademas de la primera esfera de
coordinacion del CuT1 y que abarc6 un total de 331 atomos. Posteriormente se aumento la
region tomando en cuenta los residuos de la segunda esfera de coordinacion (excluyendo
Unicamente los residuos A260 y T448 gue son los mas externos y su inclusion requeria un
aumento considerable en la zona QM), esta region comprendid un total de 472 &tomos. Como
se explico anteriormente, se observo diferencia en la distribucion de la densidad de espin
entre estos dos sistemas. Ya que el segundo sistema incluye los residuos de la segunda esfera

de coordinacion y no solamente los de la cavidad del sitio T1, la distribucion de la densidad
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podria ser modelada de mejor manera debido a las interacciones de los residuos de la segunda
esfera de coordinacién. Por ultimo, se model6 un sistema en el que se aumentaron dos
aminoacidos mas en la region QM, ya que se observo que una gran parte de la densidad de
espin se alojo en la cadena lateral del residuo M348 (que se encontraba en la frontera) y era
necesario descartar un artefacto del calculo. Esta nueva region comprendié un total de 515
atomos y no se observo diferencia en la distribucion de la densidad de espin respecto a la
region con 472 atomos, quizas debido a que en ambas regiones se tomaron en cuenta los

residuos de la segunda esfera de coordinacion.

6.12.4 Los aminoacidos de la segunda esfera de coordinacion del CuT1 que alojan
densidad de espin son importantes para la estabilidad operacional y la actividad de la
lacasa de C. gallica

Ya que se contaba con el sistema a modelar, se realizaron los calculos de estructura

electronica de las diferentes conformaciones seleccionadas de las simulaciones de dindmica
molecular. Se encontraron varios residuos que alojaron densidad de espin en la cadena lateral
como: M348, F352, F357, F413, F475 y E478. El rol de las fenilalaninas en la cavidad del
sitio T1 ha sido estudiado para otras lacasas; sin embargo, estos estudios se encuentran
mayormente enfocados en la especificidad de los sustratos y no hay estudios acerca del papel
de estas fenilalaninas u otros residuos en la estabilidad operacional. Variantes de la lacasa de
T. versicolor, obtenidas por mutagénesis sitio-dirigida (Galli et al. 2011), muestran que en la
variante F162A el impedimento estérico enzima-sustrato es menor, lo cual favorece la
oxidacion de compuestos aromaticos de gran tamafio. La posicion F265 tiene un papel
importante en la interaccion de la enzima con sustratos fenolicos y no fendélicos ya que la
variante F265A muestra un aumento en la K de la enzima de 2 veces haciéndola menos
eficiente. Estas posiciones no se encuentran conservadas entre las lacasas de hongos,
teniendo la lacasa de C. gallica en las posiciones equivalentes una valina (F162) y una serina
(F265).

Por otro lado, la posicion F475 en lacasas fungicas se encuentra conservada con residuos
aromaticos (Figura 6.6). Por experimentos de evolucion dirigida en la lacasa del
basidiomiceto PM1 se observo que una mutacion generada en esta posicion por una serina

genera un aumento en la actividad pero un decremento en la termoestabilidad (Maté et al.
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2010). Asi mismo, a partir de mutagénesis a saturacién se encontrdé que el cambio de esta
fenilalanina en la lacasa del basidiomiceto PM1 por un residuo acido (Glu) genera una
variante mas activa (Mate et al. 2013). En ambos estudios, los investigadores proponen que
el aumento de la actividad se debe a la formacion de un nuevo enlace de hidrégeno que
provoca que un ligante del CuT1 se aleje de éste; sin embargo, el potencial redox de estas
variantes no se estimo para poder comprobar esta hipétesis. Aungue existe una influencia de
este residuo en la eficiencia catalitica de la enzima, no existen reportes acerca de su papel en
la estabilidad operacional. En nuestro estudio encontramos que la mutante FA751 es méas
eficiente oxidando siringaldazina, aunque este aumento en la eficiencia catalitica no puede
ser descrito en relacion a la formacion de nuevos enlaces de hidrogeno. Una posible
explicacion podria basarse en la deslocalizacion de la carga en el anillo aromatico de la
fenilalanina que al reemplazarla por un residuo no polar ocasiona que se rompa con la
deslocalizacion electrénica cerca del CuT1, lo que podria provocar que el cobre sea méas
susceptible a reducirse. Para comprobar dicha hipdtesis es necesario medir el potencial redox
de esta variante. Por otro lado, durante la oxidacion de 4-metoxifenol la velocidad de

conversion decae y la estabilidad operacional no cambia respecto a la enzima nativa.

En lo que respecta a la posicion F357 se ha establecido que este residuo en conjunto con la
F481 (que se encuentran en la segunda esfera de coordinacion del CuTl) forman
interacciones m con la cadena lateral de la His476 que coordina al CuT1 (Yanagisawa et al.
2008) y que dicha His puede interaccionar con el sustrato al tener cierta exposicion al
solvente (Jeuken et al. 2000; Bertrand et al. 2002; Quintanar et al. 2007). La posicion F481
corresponde a la posicion axial del CuT1 y los resultados de estructura electronica muestran
deslocalizacion de densidad de espin en el anillo de esta fenilalanina en algunas
conformaciones; sin embargo, se sabe que este residuo estd relacionado con el potencial
redox de la enzima mas que con algun aspecto de estabilidad operacional. Por otra parte, la
posicion F357 (que mostr6 densidad de espin en el sistema en el que se agregd un electron,
Tabla 6.3) ha mostrado tener influencia en la especificidad en el tamafio del sustrato para la
lacasa TvL Illb (posicion equivalente F337). Se ha reportado que la variante F337A pierde
la capacidad de oxidar 2,6-DMP sin perder la capacidad de oxidar ABTS (Galli et al. 2011).

En nuestro caso, la variante en la posicion equivalente F357L es menos eficiente al oxidar
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siringaldazina pero muestra la misma capacidad oxidante frente a 4-metoxifenol. Aungue al
reemplazar la posicion F357 por una leucina se rompen las interacciones © con la His476, el
ambiente hidrofobico se mantiene lo que podria significar una menor desestabilizacion de la
segunda esfera de coordinacién, tal que la capacidad de oxidar el 4-metoxifenol se
mantuviera. Ademas de oxidar este fenol a la misma velocidad que la enzima nativa, la
velocidad de inactivacion de la variante F357L es menor confiriendo a la enzima una mayor
estabilidad operacional, lo que sugiere que F357 es una posicion susceptible a la oxidacién

como lo determin6 el modelo computacional.

La posicion F413 (que se encuentra expuesta al solvente) también presenta una estabilidad
operacional mayor que la enzima nativa y una misma velocidad de conversion de 4-
metoxifenol y siringaldazina. En cuanto a lo reportado en la literatura, a partir de mutaciones
sitio-dirigidas se determin6 que la fenilalanina en esta posicion puede introducir
impedimento estérico durante la oxidacion de compuestos de gran tamafio (Pardo et al. 2016);
sin embargo, en este trabajo no se realizaron pruebas con sustratos que pudiesen recrear este
escenario ya que no era el objetivo del mismo, pero se logré generar una mutante mas estable
operacionalmente lo que sugiere también a la F413 como una posicion susceptible a oxidarse.
En los célculos de estructura electronica, la posicion F413 Gnicamente alojo densidad de
espin en dos conformaciones del sistema en el que se agregé un electron (Tabla 6.3).
Considerando que esta variante generada es mas estable (2.4 veces) que la enzima nativa se
muestra la importancia de realizar un anélisis conformacional antes de realizar los calculos
QM/MM vya que cada conformacién de la enzima nos puede proporcionar informacion

diferente del sistema que puede ser crucial para el estudio a realizar.

Por ultimo, existen otros residuos que también alojaron densidad de espin y que, aunque en
este trabajo no fueron explorados, no se descarta su estudio posterior. La posicién F352
mostré poca densidad de espin en tres conformaciones del sistema mas un electrén. Este
aminoacido forma parte de los residuos que delimitan el sitio de union a sustrato (ver Figura
6.13) y a través de mutaciones sitio-dirigidas se observo que la variante F332A (en la lacasa
TvL I11b) no tiene influencia en la especificidad del tamafio de los sustratos (Galli et al.
2011). Cabe resaltar que esta posicion se encuentra altamente conservada en hongos; sin

65



embargo, también pueden presentarse residuos como: valina, leucina e isoleucina, por lo que
al ser un residuo expuesto al solvente en la cavidad del sitio T1 también resulta interesante

su estudio en términos de estabilidad operacional.

En cuanto a los residuos no aromaticos que presentaron densidad de espin tenemos a M348
y E478. El residuo M348 presenté densidad de espin en seis conformaciones del sistema
menos un electron. Este residuo no se encuentra en la cavidad del sitio T1, ni en la segunda
esfera de coordinacion del CuT1 por lo que no fue considerado como candidato en este
trabajo. Pero, ya que son varias las conformaciones en las que este residuo deslocaliza
densidad de espin en la cadena y descartando que fuera un artefacto del célculo, es interesante
su estudio en la estabilidad operacional, ya que es un residuo con bajo potencial redox y por
tanto, susceptible a la oxidacion (Sanaullah et al. 1994; Brunelle & Rauk 2004). En la lacasa
de C. gallica este residuo se localiza a una distancia de 13.9 A del CuT1 y no esta expuesto
al solvente (ver Figura 6.6B). Es un residuo que no se encuentra conservado en las lacasas
de hongos, siendo el mas comun la leucina, seguido de metionina y fenilalanina. Ya que es
una posicioén variable, podria ser modificada para estudiar su papel tanto en la eficiencia
catalitica como en la estabilidad operacional de la enzima. Como se menciond antes, la
posicion E478 también alojé densidad de espin en la cadena lateral de seis conformaciones
del sistema menos un electron. La densidad alojada en este residuo no es facil de explicar ya
que los residuos acidos no presentan propiedades redox; es decir, no son residuos oxidables.
Esta posicién se encuentra conservada en lacasas de hongos con residuos acidos y se
encuentra a una distancia de 10 A del CuT1 y expuesta al solvente, cerca del D474 que se
sabe participa como donador de protones en el proceso catalitico (Jones & Solomon 2015).
Sin embargo, en otras enzimas, se ha sugerido que los carboxilatos pueden tener un rol en el
transporte de electrones. En particular, en las hemo-proteinas se ha calculado que los grupos
carboxilatos de la porfirina pueden deslocalizar la carga durante el transporte de electrones
desde el sustrato hacia el sitio activo de la enzima (Guallar et al. 2003; Guallar & Olsen
2006). Por tanto, seria interesante estudiar este residuo desde otra perspectiva, no tanto como
un residuo que podria conferir estabilidad operacional tal y como se ha definido en este
trabajo, sino como un factor que pudiera influir sobre la capacidad de transporte de electrones

en el ciclo catalitico de esta enzima.
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7 Conclusiones

o

Las simulaciones de dindmica molecular mostraron que la primera esfera de coordinacion
de los sitios T1 y T2/3 es rigida. Por otro lado, la segunda esfera de coordinacion presenta
flexibilidad con movimientos importantes tal como la cadena lateral de la Phe475 que
oscila en la cavidad del sitio T1 exponiéndose al solvente y acercandose al cobre.

Los calculos de estructura electronica (QM/MM) reflejaron la importancia de realizar un
muestreo conformacional previo. La distribucion de la densidad de espin, en la segunda
esfera de coordinacién, tuvo dependencia con la conformacion y el sistema modelado
(agregar/sustraer un electron). Asi mismo, la seleccion de la zona QM fue crucial, pues
fue necesario explorar diferentes tamafios de regiones con el fin de reducir los artefactos.
La densidad de espin deslocalizada en los residuos de la cavidad del sitio T1 nos arrojo6
informacién acerca de los residuos, tedricamente, susceptibles a oxidarse. Esta
deslocalizacion electronica se alojo principalmente en los anillos aromaéticos de
fenilalaninas (357, 413 y 475), aunque también existen aminoacidos diferentes a éstos
como Met348 y E478, que pudiesen ser blanco de oxidacion.

Para poder comprobar experimentalmente que los residuos predichos por los calculos
QM/MM favorecen la inactivacion de la enzima, se establecié un sistema de expresién
para la lacasa de C. gallica. El sistema disenado con el factor a. de S. cerevisiae modificado
por evolucion dirigida fue utilizado con éxito en la produccion heterologa de la lacasa de
C. gallica y sus variantes.

Los residuos oxidables predichos por los calculos QM/MM (Phe) se reemplazaron por
otros menos oxidables (Ala, Leu, lle) obteniendo variantes con una mejor estabilidad
operacional durante la oxidacion de 4-metoxifenol.

De los sistemas simulados, aquel con un electron adicional modelé mejor la
susceptibilidad de los residuos a ser oxidados ya que las variantes mostraron tener una
estabilidad operacional hasta dos veces mayor que la enzima nativa. Esto sugiere que las
posiciones F357 y F413 son sitios susceptibles a oxidacion por los radicales libres
generados. Con los célculos realizados también es posible establecer residuos importantes
para la transferencia de electrones, como la posicion F475 (predicha en el sistema “menos
un electron™) que al ser reemplazada por Ile mostré mayor actividad frente a siringaldazina

pero no una mejor estabilidad operacional durante la oxidacion de 4-metoxifenol.
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8 Perspectivas
o Durante la dindmica molecular, fue posible observar un acercamiento de la prolina al

atomo de cobre T1. Este residuo se encuentra conservado en las lacasas flngicas y no se
ha descrito que tenga ningun rol en la actividad de la enzima, por lo que es un blanco a
estudiar en cuanto a su papel en la modulacién del potencial redox de la enzima

o Generar una doble mutante F357L/F413A para determinar si el efecto positivo sobre la
estabilidad operacional de la enzima respecto a las mutantes simples se potencia.

o Explorar variantes de las posiciones M348 y E478, residuos que alojan densidad de espin
a partir de los céalculos QM/MM, para determinar su importancia en la estabilidad

operacional y la actividad de la lacasa de C. gallica.
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Carteles presentados en congresos
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Se logro expresar heterdlogamente la lacasa de C. gallica en el sistema de P|
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influencia en la expresion fue [MeOH]. Los niveles de actividad lacasa
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Introduction

dynamics of the active site in a fungal laccase from Coriolopsis gallica.

Liaccases catalyze the oxidation of an organic substrate concomitant with the reduction of molecular oxygen
to water. These enzymes contain four copper atoms in the active site classified in three groups (T1, T2 and T3) according to their
spectroscopic properties [1]. Molecular dynamics simulations are a powerful tool for understanding the role of conformational
transitions in the structure-function relationship of proteins [2, 3]. The study of the dynamics of laccase’s active site by molecular
simulations is interesting due to its specific characteristics: the electronic properties of metal ions and coordinating groups that modulate the redox potential of
the enzyme and the small reorganization energies due to little conformational change in the active site during catalysis [4]. In this work we studied the

Methodolog‘y

v Crystal structure of Coriolopsis gallica
laccase UAMH 8260.

" _ ¥ Glycosylation was excluded and

S protonation states (pH=4.5) were analyzed

with PROPKA server.

2 @ MOLECULAR DYNAMICS
SIMULATIONS

v Simulation Annealing method (Desmond software).
v 100 ns simulation.

v Force field: OPLS_2005.
v" Cubic boundary conditions / SPC explicit solvent.
v NPT ensemble / Berendsen algorithm.

It
© 3
DN

= 3 ®SIMULATION STRATEGIES

b) Movement of residues

a)Active site flexibility
near T1 site.

v Variations in the force field constant

Results

Figures 1 and 2 represent the RMSD of all atoms, except hydrogen, of residues in
the first coordination sphere. According to our results the magnitude of k has not
significant effect on the movement of atoms in the first coordination sphere; this

result supports the idea of a rigid T1 site.
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We also studied the movement of
residues in the CuT1 cavity that could be 2
important for the catalytic process (Fig 3).
The magnitude of k has an influence in this

RMSD (A)
chebnbo

(k) of the metal coordination
sphere, from 1 to 1000 keal/molh?

v Use parameters from CueQ,
multicopper oxidase [5].

Zone 1. CuT] first

region, showing more mobility as k o.
decreases.
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Time (ns)
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Phedl3 { _ Phedl5 Fig 3.RMSD of the CuT1 cavity (zone 3) with different
(max. dev. /” (max. dev. force field constants (k), 100 ns simulation.
37k 5.18)

In order to study the movement of|
residues near the T1 site, we extrapolated
force field parameters reported for a
multicopper oxidase. We found that Phe
residues in the CuT1 cavity site showed
a significant movement (Fig 4).

Phe352 (max. dev.

5.28)

Fig 4. Movement of Phe residues in the CuTl cavity (zone 3) during
MD, t=0 (pink). Max. Deviation are referred to the initial structure.
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L i . Zone2.CuT2/3first |,
For active site flexibility analysis coordination sphere A »
four systems were analyzed. (10 zesidues). 1
Zone 3. CuTl cavity
(10 residues). GuT1 1* coordination

sphere

Conclusions

In this work we studied the dynamics of the active site of C. gallica
1 the 1t dination sphere of CuT1 is rigid accordingly to little
conformational changes during catalysis and small reorganization

Interestingly, carbonyl group of the backbone of| “,

Pro414 approached CuTl atom (Fig 5). The distance _T‘-‘\, o—tma
oscillated around 5 A, (Fig 6), but could be as small -

as3A. Distance Cu-O

Distance (&)
Srora-l

20 40 60 80 100
Time (ns)

(\ 5.4584 //
Fig 5. Movement of Pro 414 }j/ , Y /
towards CuT] atom, red line: '(_(\ 7

distance of crystal structure.
distange oscillation during 100 ns simulation.

Fig 6. Carbonyl backbone (Pro414)-CuT1 atom

energies observed for this group of enzymes. According to our results, Phe
residues in the cavity of CuTl, where the electron transfer from the
substrate to the enzyme occurs, presented interesting dynamics, moving
up to 5&. On the other hand, near the T1 site we found movement of the
carbonyl group of Pro414 towards the Cu atom, which could be important
for electron transfer.
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Replacement of oxidizable residues predicted by QM-MM simulation of a
fungal laccase generates variants with higher operational stability
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In this work, we sought to obtain a more stable laccase with higher operational stability for the oxidation of
Molecular dynamics phenols. During this reaction, phenoxy free radicals are produced that gradually inactivate the enzyme; the
QM-MM inactivation rate depends on the phenol chemical nature. In order to predict residues prone to oxidize within the
Lacca.se o active site, we simulated activated states of the catalytic region of a fungal laccase using QM-MM tools (Quantum
l;::g?;ir:yengmeermg Mechanics-Molecular Mechanics). After simulating the electron distribution in both the basal and activated state

(plus or minus one electron) of several conformations of Coriolopsis gallica laccase, residues that could be sus-
ceptible to oxidation were identified, according to the values of spin density obtained from calculations. Three
targets were selected (F357, F413, and F475) to be replaced by site-directed mutagenesis with less oxidizable
residues such as leucine, alanine, and isoleucine. The resulting variants displayed a higher specific activity (from
1.5-to 4-fold) than the parental enzyme. Catalyst depletion during phenol oxidation was 2.5-fold lower for the

variants, reflecting a higher operational stability.

1. Introduction

Laccases (EC. 1.10.3.2) catalyze the oxidation of several organic
compounds through one-electron oxidation, using oxygen as final
electron acceptor. Due to their high redox potential, laccases from
fungal origin are the most attractive for biotechnological application in
fields such as bioremediation but also applications in the medical, food,
materials and fine chemical field [1-4]. The enzymatic oxidation relies
on a network of Cu atoms coordinated to the protein classified in three
sites according to their spectroscopic properties [5]. The T1 site con-
tains one Cu atom coordinated by at least two histidine and one cy-
steine residue in a trigonal planar geometry; sometimes a fourth ligand
(Met) may be present in some laccases in the axial position forming a
trigonal pyramid geometry [6]. In this site, substrate oxidation takes
place. The T2/T3 site, contains a trinuclear Cu cluster in which T2 site
is coordinated by two histidine residues, whilst T3 copper atoms are
coordinated by three histidine residues each one; here is where oxygen
reduction takes place [7]. Regarding the substrate oxidation me-
chanism, it has been elucidated that laccases are able to catalyze dif-
ferent types of oxidation, proceeding through electron transfer (ET) or
hydrogen atom transfer (HAT) [8]. In the former, an electron is sub-
tracted from the organic substrate (of phenolic but also non-phenolic
nature, such as ABTS), leading to the formation of free radical species.
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In the case of ET reactions, an exquisite structural complementarity
between the active site and the substrate is not essential. In fact, it has
been shown that laccase-catalyzed reactions are well described by the
outer sphere electron transfer mechanism, in which the electron
transfer is “tunneled” in a quantic fashion between the redox species
[6,9-11]. The rate constant in these processes depends heavily on the
difference between the redox potential of the species and the distance
between them, as described by Marcus theory; it has been established
that the distance for electron tunneling must be shorter than 10-12 A in
order for the electron transfer to proceed efficiently [12,13]. Thus, in
principle, the substrate could approach the laccase active site and
transfer its electron via a tunneling phenomenon instead of requiring
substrate partition into the protein interior to interact with the Cu ion.
The region considered appropriate for substrate approach to the T1 site
is composed of several Phe residues forming a hydrophobic patch that
modulate the redox potential of the enzyme and could favor substrate
approximation to the vicinity of the active site ([14] and references
therein). For example, it has been reported that the substrate can in-
teract with residues of a hydrophobic cavity in the Trametes versicolor
laccase [15], formed by F162, L164, F332, F337 and P391 according to
crystallographic data (PDB ID: 1KYA).

As mentioned above, as a result of electron subtraction from sub-
strates, free radicals are produced. In the case of phenolic and phenolic-
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like substrates such as aromatic amines and thiols, it has been reported
that oligomers and polymers are usually generated as final products
[2,16-18]. An undesired event is that, as a consequence of exposure to
free radicals, the enzyme gradually inactivates during the reaction. The
instability of laccases during the oxidation of organic molecules has
been reported before [19-23]. The mechanism of inactivation may in-
clude the oxidation of aromatic residues by phenol-derived free radi-
cals, as has been reported for horseradish peroxidase [24].

The aim of this study was to design a more stable laccase by re-
placing oxidizable residues in the second coordination sphere, defined
as the region 8 A around T1 Cu, as predicted by QM-MM tools
(Quantum Mechanics-Molecular Mechanics). We based our study on a
laccase from Coriolopsis gallica; this protein is a high-redox potential
enzyme capable of catalyzing the oxidation of industrial dyes and other
organic pollutants [25-29]. Through theoretical tools such as molecular
dynamics and QM-MM simulations, we studied the spin density dis-
tribution of the active site, that is, several residues within and in the
vicinity of the catalytic T1 site. Spin density is the probability of finding
an unpaired electron and depends on the ability of the molecule to
stabilize a charge. Thus, the value of spin density calculated with this
method may predict the oxidation susceptibility of residues, specifically
those near the T1 site. These theoretical tools have been utilized to
study intra and intermolecular electron transfer pathways and en-
ergetics in proteins, with reasonable accuracy [30-34]. After identi-
fying several Phe residues as possible targets, we replaced them with
less oxidizable ones through site-directed mutagenesis. The obtained
variants showed a specific activity similar or higher than the parental
enzyme, and more importantly, a higher efficiency in terms of reduced
catalyst depletion was found for the oxidation of 4-methoxyphenol.

2. Materials and methods
2.1. Chemical and biological reagents

4-methoxyphenol, syringaldazine and succinic acid were purchased
from Sigma. Acetonitrile of HPLC grade and salts were from JT Baker.
Culture media reagents were purchased from Difco (yeast extract,
peptone, yeast nitrogen base, agar). Laccase from Coriolopsis gallica
UAMH 8260 was produced and purified as previously reported [35].

2.2. Site-directed mutagenesis on recombinant laccase

Variants of the laccase from Coriolopsis gallica were synthetized by
Mutagenex in the pPICZB vector, under the control of AOX1 (alcohol
oxidase) promoter and with preferential use of codons for Pichia pas-
toris. A modified version of the a-factor preproleader from
Saccharomyces cerevisiae [36] was used as signal peptide, as previously
reported for the expression of C. gallica laccase UAMH8260 [37]. Mu-
tants were designed to replace residues that allocate spin density ac-
cording to QM-MM calculations. The replacement residue was selected
after an alignment of the C. gallica laccase with other laccases from
plants and fungi. Protein blast was performed using NCBI server; re-
trieved sequences were aligned using Clustal Omega server (Copyright
© EMBL-EBI 2017).

2.3. Enzyme production and purification

Protein production and purification were carried out following al-
ready reported procedures. Briefly, all variants were expressed in P.
pastoris X33 using the pPICZB vector under the control of AOX1 pro-
moter. Fernbach flasks were used to cultivate the yeast; methanol was
periodically added to induce laccase production in a growth medium
supplemented with Cu salts, as previously described [37]. After culti-
vation, the supernatant was recovered by centrifugation, concentrated
by ultrafiltration and finally purified by anionic exchange chromato-
graphy followed by size exclusion chromatography. Electrophoretic
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purity > 90% was determined through image analysis of SDS-PAGE
using ImageJ.

2.4. Laccase activity assay and protein quantification

Laccase activity assays were performed following standard proto-
cols. The reaction was started by addition of the enzyme into a 1 mL-
reaction containing 50 uM syringaldazine and 60 mM succinate buffer
pH 4.5. Initial rate was calculated from change in the absorbance of the
product (530 nm, & = 64,000 M~ ' cm™ ') over time. One unit is de-
fined as the amount of enzyme that produced 1 pmol of product per
minute. Kinetic parameters were determined varying the concentration
of syringaldazine from 1 to 30 pM. GraphPad Prism 5 software was used
to calculate, through non-linear regression, catalytic constants (k.,r and
Km) from the Michaelis-Menten model. Protein concentration was de-
termined by the Bradford assay using a bovine serum albumin cali-
bration curve (2-20 pg/mL). All measurements were carried out at
room temperature and in triplicate using an Agilent 8453 UV-Visible
Spectroscopy System.

2.5. Stability of the laccase from C. gallica during oxidation of 4-substituted
phenols

Residual activity of the laccase from C. gallica was measured in
5 mL-reactions containing 1 mM phenol in 60 mM succinate buffer
pH4.5 at 23°C. The reaction was started by adding the enzyme
(0.08 U/mL). 10 pL samples were withdrawn every 5 min, centrifuged
and immediately assayed for residual activity with syringaldazine, as
described above. All measurements were performed at least in tripli-
cate.

2.6. Operational stability of laccase variants during oxidation of 4-
methoxyphenol

Residual activity of purified recombinant enzymes was assayed
during the oxidation of 4-methoxyphenol, and simultaneously, sub-
strate consumption was determined. Yield was defined as the amount of
converted substrate over the amount of inactivated enzyme. Reactions
were carried out in 2mL containing 1 mM 4-methoxyphenol and
60 mM succinate buffer, pH 4.5 at 30 °C and 250 rpm. An enzyme
amount equivalent to 0.15 U/mL (syringaldazine units) was used. In
order to avoid artifacts due to different protein amounts (such as an
apparently more stable variant, due to the presence of more protein),
inactivated enzyme was added such that in all reactions a concentration
of 67.2 nM of protein was present. Samples (40 uL) were periodically
withdrawn and immediately assayed for residual activity with syr-
ingaldazine. Simultaneously, 100 pL-samples were also withdrawn and
the reaction was stopped by adding 1.7 uL of 10.8 M of HCl and kept on
ice until HPLC runs were performed to determine substrate consump-
tion. Before injection into the HPLC, samples were centrifuged for 2 min
at 13,400 rpm. Analysis was performed in an Agilent 1220 Infinity LC at
30 °C using a reverse phase Nucleosil® C-18 column (5 um particle size,
LxID 25 cm x 32 mm) and a diode array detector set to 288 nm. The
mobile phase was a water:acetonitrile mixture, employing a gradient
from 30% to 100% of acetonitrile at a flow rate of 0.4 mL/min. The
experiment was performed in triplicate.

2.7. Protein preparation for computational simulations

The crystallographic structure of the C. gallica laccase (PDB 4A2E)
was used as template to model the laccase from C. gallica UAMH8260
(GenBank accession number KX932046). The proteins share 97%
identity. The macromolecule was prepared with the Protein Preparation
Wizard tool in Maestro 9.3 package (Schrodinger Suite 2011). The pH
of the system was set to 4.5 (the optimum pH for laccase activity, also
used in all experiments). The protonation state was analyzed with the



M. Avelar et al.

Journal of Inorganic Biochemistry 178 (2018) 125-133

A393 Tvlac

wF413 Cglac P /
f / i
1F162 Tvlac 3
-\ V183 Cglac r
-

Fig. 1. First and second coordination sphere in T1 site of laccase from C. gallica (Cglac); mutated phenylalanine residues are underlined and T1 Cu is shown as a blue sphere (A). Xylidine-
binding region in laccase from T. versicolor laccase (Tvlac) (1KYA); residues that differ from those at the equivalent position in Cglac are marked (B). Xilidine is shown as red spheres. T2/

T3 Cu atoms are shown as orange spheres.

PROPKA [38,39] web interface followed by visual inspection. The net
charge of the molecule after preparation was — 10. His residues co-
ordinating the T1, T2, and T3 Cu were protonated on the N atom not
coordinated to the Cu ions, likewise the Cys residue coordinating the T1
Cu was deprotonated. 10 sodium ions (Na*) were added as counter-
ions. We considered the oxidized state of the protein (Cu®>*), and T2
and T3 Cu were coordinated to a hydroxyl ion according to [40]. The
structures did not include glycosylation moieties in any of the calcu-
lations.

2.8. Molecular dynamics simulations

Molecular dynamics simulations were carried out with Desmond
module of Schrédinger suite, using OPLS_2005 [41] force field for all
calculations. Cubic periodic boundary conditions were set 15 A from
molecule surface and explicit solvent molecules were treated using the
SPC water model. The RESPA integrator was used with a time step of
2 fs and a NPT ensemble. Pressure was maintained at 1 atm using the
Berendsen algorithm with a time step of 2 ps. Temperature was applied
with the Berendsen thermostat method and a relaxation time of 1 ps.
The electrostatic component was treated using the particle-mesh Ewald
method with a tolerance of 10~ °, while short range interactions were
modeled with 12 A cutoff. A simulated annealing method was used
comprising 6 steps. First, the full system was heated to 10 K for 30 ps,
following to 100 K for 100 ps, 300 K for 100 ps, 300 K for 200 ps, two
steps of 400 K for 300 and 500 ps, and finally a cooling step at 300 K for
1000 ps. A linear interpolation of the temperature between two ad-
jacent time steps was employed. After the full system was cooled,
100 ns simulation was recorded. The simulation was performed using
the parameters for the Cu coordination sphere reported for the bacterial
multicopper oxidase CueO [42]. Parameters were inserted in the input
file manually. A conformational distribution was obtained with 20% of
the frames (20,835 frames), according to the movements registered by
the residues in the cavity of the T1 Cu site, based on the distance of T1
Cu and the C3 carbon atom of the Phe 475 aromatic ring, as explained
in the results section.

2.9. QM/MM simulations

Six conformations were selected from the molecular dynamics si-
mulations, as described in Results and Discussion. QM/MM calculations
were carried out with the Qsite module of Schrédinger Suite. The
complete system included the protein with an 8 A spherical layer of
water. Considering that the second coordination sphere for T1 com-
prises the following residues: Ala260, Phe350, Phe352, Phe357,
Ala410, Pro411, Gly412, Phe413, Pro414, Pro416, Phe417, Thr448,
His470, His472, 11e473, Asp474, Phe475, Leu477, Glu478 and Ala479,
different QM regions were studied, ranging from 45 to 515 atoms: 45
atoms region (residues 415, 476, 471); 331 atoms region (residues
350-357, 413-415, 471-481); 472 atoms region (348-359, 411-417,

471-483) and 515 atoms region (345-359, 411-417, 471-483). All of
the regions contained the T1 Cu. The minimum QM region was selected
such that it reproduced the experimental electronic distribution for T1
Cu-containing proteins in the basal state [43] (see Table 1S); moreover,
care was taken that no spin density was allocated in the atoms near the
QM/MM boundary [44]. QM region comprising 472 atoms was se-
lected; the only residues belonging to the second coordination sphere
that were not part of this QM region are Ala260, Ala410, Thr448 and
His470. Spin-unrestricted Density Functional Theory (UDFT) was used
for all QM calculations with the hybrid functional B3LYP [45-47] and
lacvp* as the basis set. The MM region was modeled with the
OPLS_2005 force field [41]. The hydrogen cap method (link-atom
method) was used to treat covalent bonds in the QM/MM boundary
[48]. Single point energy calculations were performed for three elec-
tronic states: basal state in the doublet state (S = 1/2, Cu = 2%),
system minus one electron in the triplet state (S = 1, Cu = 2%), and
system plus one electron in the triplet state (S = 1, Cu = 2%). Spin
density calculations were based on Mulliken population analysis
(Atomic Mulliken spin density).

3. Results and discussion

In this work, we made use of QM-MM simulations to predict amino
acid residues in the second coordination sphere of the T1 Cu site (de-
fined as the residues within 8 A of copper atom) prone to be oxidized.
The rationale was that residues near the site of free radical production
would be targets for oxidation and consequently lead to enzyme in-
activation. The goal was to replace those residues with less oxidizable
ones in order to improve operational stability of the laccase in reactions
involving the formation of free radicals, such as oxidation of phenols,
amines and thiols. In Fig. 1A, the T1 site of laccase from C. gallica is
depicted, highlighting the first and second coordination spheres. T1 Cu
atom (in blue) is coordinated by H415, Cys471 and H476 (in cyan),
while T2/T3 Cu atoms (in orange) are coordinated by histidine re-
sidues.

As shown in Fig. 2, laccase from C. gallica rapidly gets inactivated
during the oxidation of several 4-substituted phenols, albeit at different
rates. We would expect that high redox potential substrates would
produce more inactivating radicals, i.e., a few radicals would be needed
to inactivate the enzyme. In the case of phenol (E = 0.97 V), the re-
lative slower inactivation (compared to 4-methoxyphenol, E = 0.72 V)
may be due to the slower conversion of the substrate: the initial con-
version rate for 4-methoxyphenol is 1.0 x 10~ >mM min~ !, while in
the case of phenol it is 1.4 X 10~ > mM min~; i.e., 4-methoxyphenol
is converted ten times faster than phenol, and thus fewer phenol-de-
rived free radicals of high redox potential are generated. Yield, defined
as the amount of converted substrate over the amount of inactivated
enzyme, showed that 700 molecules of phenol must be converted to
inactivate one molecule of laccase, while > 29,000 4-methoxyphenol
molecules are needed to inactivate a molecule of laccase. This
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phenomenon has been observed not only for laccases but also for other
oxidoreductases such as heme-peroxidases [49-52].

As we mentioned in the introduction, there is a hydrophobic region
in the cavity of T1 Cu site that can interact with the substrate. In
Fig. 1B, xylidine bound to the active site for T. versicolor laccase (PDB ID
1KYA) is shown, along with the equivalent positions of C. gallica lac-
case. As observed, there are several Phe residues that interact with the
substrate and that could also be important for protein stability as they
would be targets for oxidation by free radicals formed upon substrate
transformation. It has been reported for horseradish peroxidase (HRP)
that free radicals produced from phenolic substrates react with the side
chain of certain Phe residues to form adducts [24]. In order to test this
hypothesis, we performed QM-MM simulations of residues in the
second coordination sphere of the T1 Cu (around 8 A) to predict re-
sidues susceptible to oxidation.

3.1. Conformational search by molecular dynamics simulations

QM-MM modeling is a useful tool to analyze chemical processes
during biocatalysis; however, enzymes are not static entities. Thus, an
important consideration for electronic studies in proteins would be to
perform a conformational exploration prior to quantum analysis, in-
stead of directly using the crystallographic structure [53,54]. It is well
known that the structural conformation of proteins, even the relative
positions of residue side chains, could affect the electronic distribution
[30,33,55,56]; thus, we decided to obtain a series of representative
configurations of the enzyme and performed a 100 ns molecular dy-
namics (MD) simulation. Analysis of the first coordination sphere in
both T1 and T2/T3 sites showed that these sites are rigid (Supple-
mentary material, Fig. 1SA and 1SB respectively), with an RMSD
smaller than 1 A, in accordance with a specific arrangement of Cu ions
needed to maintain optimal catalytic activity. It is considered that small
reorganization energies and electron transfer rates derive from this ri-
gidity ([57,58] and references cited therein). On the other hand, the
second coordination sphere, defined as the region 8 A around T1 Cu, is
more flexible (Fig. 1SC), with oscillations of 1.5 A. When analyzing in
detail the movement of individual residues in the second coordination
sphere (Supplementary material, RMSD Fig. 2S), we found that only
residues Phe350, Phe352, Glu478, and Ala479 exhibit modest side
chain mobility during all the simulation time. These are not residues
located in loops and are not expected to show great flexibility; however,
given their proximity to T1 Cu, their relative position could influence
the electronic distribution. The most remarkable movement was that of
the Phe475 side chain. The aromatic ring of this residue showed no-
ticeable displacement after 60 ns, as large as 5.7 A relative to the initial
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position (Fig. 3A). Interestingly, this large movement of the side chain
in Phe475 shortened the distance between the aromatic moiety and the
T1 Cu, thus exposing the side chain to the solvent (Fig. 3B). A con-
formational distribution based on the distance of T1 Cu and the C3
carbon atom of the Phe aromatic ring was performed. According to this
criterion, two distributions were observed: the most populated, with
Phe475-T1 Cu distances around 11 A (found in the crystallographic
structure), and a less populated group with Phe475-T1 Cu distances
around 7 A (Fig. 3C). Four conformations were selected randomly, as
well as two conformations from the population in which the large
movement of Phe475 was observed, to perform further QM-MM simu-
lations (selected conformation are marked in Fig. 3A and C).

3.2. Prediction of oxidizable residues by spin density distribution

QM-MM simulations were performed on the selected conformations.
The selection of the QM zone was carefully performed as described in
the experimental section. Residues shown in Table 1 and the T1 Cu
comprised the QM zone. Seven phenylalanine residues are present in
the second coordination sphere of T1 Cu: F350, F352, F357, F413,
F417, F475, F481. As shown in Table 1, all of these residues are in-
cluded in the studied QM region.

Two strategies were followed in order to assess the probability of
finding an unpaired electron in the QM zone: subtracting and adding an
electron to the system. Subtracting an electron better reflects the pro-
cess under study, that is, the oxidation of a residue in the active site; a
higher spin density value of a residue would predict that residue acts as
an electron source. On the other hand, another strategy to study elec-
tron transfer processes is to add electrons to the QM region, in order to
predict the final electron sink that would be a residue prone to stabilize
a charge. This approach has been successfully used to simulate electron
transfer pathways [30-33,55]. As expected, the spin density in the basal
state was allocated only in the first sphere of coordination (Table 2S).
For the activated states ( = 1 electron), spin density also allocated in
the second coordination sphere. The change in spin density (Aps) of
these activated states relative to the basal state were obtained from QM-
MM simulations and is shown in Table 2 (plus one electron system) and
Table 3 (minus one electron system) and corresponds only to the spin
density allocated in the side chain of each amino acid, excluding the
backbone. A negative value represents loss of spin density (ps) in the
residue after the addition or subtraction of one electron, while a posi-
tive value means gain of p;. The absolute values of spin density are
shown in the supplementary material (Tables 3S and 4S).

Spin density values and the residues in which it is allocated vary,
depending on the particular laccase conformation and whether an
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Table 1
Residues comprising QM zone for QM-MM simulations. In bold, residues coordinating the
T1 Cu atom.

Residue number Sequence of QM zone

348-359 348Met-Ala-Phe-Gly-Phe-Ala-Gly-Gly-Lys-Phe-Thr-Ile359

411-417 411Pro-Gly-Phe-Pro-His-Pro-Phe417

471-483 471Cys-His-Ile-Asp-Phe-His-Leu-Glu-Ala-Gly-Phe-Ala-Val483
Table 2

Change in spin density values between basal and activated state (plus one electron) of
different laccase conformations, calculated through QM-MM methods. No value indicates
Aps = 0.

Position Confl Conf2 Conf3 Conf4 Conf5 Conf6
1st sphere 0.023 0.051 0.001 —0.001 —0.001 0.000
Phe481 - 0.039 - - - -
His472 0.029 0.064 - - - -
Phe417 - 0.024 - - 0.018 0.330
Phe413 0.202 - - - - 0.156
Phe357 - 0.104 0.230 0.055 0.054 -
Phe352 - 0.177 0.091 - 0.077 -
Phe350 - - 0.039 - 0.028 -
Table 3

Change in spin density values between basal and activated state (minus one electron) of
different laccase conformations, calculated through QM-MM methods. No value indicates
Aps = 0.

Position Confl Conf2 Conf3 Conf4 Conf5 Confé
1st sphere 0.005 0.056 —0.002 0.000 —-0.019 0.004
Phe481 0.020 - - - - -
Phe475 0.170 0.427 0.104 0.023 0.075 -
Phe357 - - - - 0.097 0.127
Phe350 0.031 - - - - -
Glu478 0.142 0.142 0.184 0.331 0.282 0.201
Asp474 0.107 0.051 0.066 - - -
Pro411 0.187 - 0.088 - 0.035 -
Met348 0.113 0.172 0.016 - 0.071 0.145
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electron is added or subtracted. For the “plus one electron” system,
residues F352, F357, and F413 allocated a higher value of spin density
(Aps > 0.1). This occurred in conformations belonging to highly po-
pulated groups, containing 60% of analyzed conformations (con-
formations 1, 2 and 3, see Fig. 2C), suggesting these positions are prone
to electron exchange compared to others contained in the QM region.
Interestingly, F413 was the only residue allocating spin density in
conformation 6, which belongs to a less populated group of con-
formations (8% of analyzed conformations).

It was observed that in the “plus one electron” system, spin density
could be found in the backbone carbonyl group and not in the side
chain of residues located at amino terminal of the QM-MM boundaries;
thus, the backbone carbonyl groups of 1359, F417 and V483 showed the
highest Aps of 0.34 (Conf4), 0.39 (Conf4) and 0.27 (Conf6), respectively
(data not shown). Spin density in the backbone (Aps; > 0.12) appears
in all conformations for 1359; in five conformations for F417; and in
four conformations for V483. This unexpected charge distribution does
not necessarily represent a tendency of the atoms to allocate unpaired
electrons, but it rather reflects the difficulties in describing QM-MM
boundary atoms that could lead to artifacts in that specific zone, as has
been observed in other systems [44]. For this reason, these residues
were not considered for replacement. Also, large spin density changes
in the first sphere of coordination should not be present, as is the case
for the data shown in Table 2 and also Table 3 (discussed below).

On the other hand, in the “minus one electron” system the residues
that allocated more spin density and in more conformations are M348
and F475 (Table 3). To a lesser extent, the side chain of F357 allocated
spin density in some conformations. Remarkably, P411 and E478 al-
located some spin density in the side chain; this result is unexpected, as
proline and acidic residues have not been described as redox active
residues. In terms of exposure to free radicals, F475 could be a potential
target; M348 is buried inside the protein matrix and in principle is in-
accessible to diffusible species, and it does not belong to the second
coordination sphere (the distance to T1 Cu is 13.9 i\) but could re-
present an interesting site for further study given it is an oxidizable
residue.

From these theoretical calculations, F357, F413, and F475 are
possible, oxidizable targets of laccase-catalyzed phenol oxidation.
These Phe residues are part of the T1 hydrophobic cavity, and thus
could be playing an important role during catalysis. As mentioned



M. Avelar et al.

Journal of Inorganic Biochemistry 178 (2018) 125-133

)

z

- M ow s
473 I

K3 n ©
= Y =
S g <

F475

Fig. 4. Residue frequency in selected positions of fungal MCO's: A) position 357, B) position 413, C) position 475. D) Residue frequency in position 475 of plant MCO's. Logos were

generated with WebLogo server.

before, the F475 side chain showed a remarkable displacement ap-
proaching the T1 site and gaining exposure to the solvent, as observed
from molecular dynamics simulations (Fig. 2A and C). On the other
hand, position F413 has been reported to play an important role in
modulating the size and hydrophobicity of the cavity during substrate
binding in a chimeric laccase [56]. Nevertheless the contribution of
these residues from the point of view of operational stability of laccase
has not been studied.

3.3. Mutation of oxidizable residues predicted by QM-MM methods

To study the effect of these residues on the operational stability
during a free radical-producing reaction, site-directed mutagenesis was
performed to replace them by less oxidizable residues; in order to favor
protein folding, replacement residues were selected among frequently
found residues in other multicopper oxidases (MCO's) from fungi and
plants. Sequence alignment shows that F357 is highly conserved among
fungal MCO's, with leucine being a less common but also less oxidizable
residue (Fig. 4A). On the other hand, aliphatic residues such as alanine
are frequently present in F413 position (Fig. 4B). High preference for
aromatic residues was observed in position 475, tryptophan being most
frequent residue in fungal MCO's (Fig. 4C). Due to the oxidizable
character of tryptophan, an alignment with MCO's from plants was
performed to select a better candidate, finding that residues such va-
line, alanine, leucine, and isoleucine are frequently present in the
equivalent position (Fig. 4D). Based on this analysis, we decided to
construct F357L and F413A variants. For position 475 we selected
isoleucine, given that the isoleucine side chain is a good replacement
for phenylalanine in terms of hydrophobicity and bulkiness, and could
help to preserve a proper folding of the mutant protein.

Control simulations of mutants were performed, and the spin den-
sity values confirm that after residue replacement, electronic density is
not allocated in a particular residue and is evenly distributed among
many atoms in different residues, suggesting there is no specific elec-
tron sink or electron source in the variants (data available upon re-
quest).
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3.4. Catalytic properties and operational stability of laccase variants

The laccase variants were produced in P. pastoris and purified as
previously reported [37]. Kinetic characterization with a standard
substrate showed F413A and F475I mutants to be 1.4 and 2.7-fold more
efficient than the parental enzyme, respectively, while the F357L mu-
tant showed a 46% reduction in catalytic efficiency (Table 4). Com-
pared with other reports, it has been observed that replacement of F357
(equivalent to F337 in T. versicolor laccase, TvL IIIb) produced a variant
with slightly higher Km for standard substrates such as ABTS, but un-
able to oxidize 2,6-dimethoxyphenol; the authors estimate that k., *P® is
100-fold smaller for this reaction than the parental enzyme [59]. Re-
garding position 475, Mate et al. reported that replacement with a Ser
residue lead to a more active albeit less thermostable variant of PM1
laccase [60]. As mentioned before, position 413 shows variability
among fungal laccases, and a replacement of a Phe residue in that po-
sition has not been reported before. It is worth mentioning, however,
that Gly and Ala are the preferred residues at this position. Given that
Phe413 is at the outermost region of the substrate binding site, it is
possible that its replacement removes steric impediments and favors
substrate interaction with the T1 Cu, as has been reported for Phe re-
sidues of other solvent-exposed positions in fungal laccases [56,59].

In order to evaluate the operational stability of the variants, residual
activity of the laccases during 4-methoxyphenol oxidation and substrate
consumption were simultaneously measured; the results are shown in
Fig. 5. It is observed that all mutants retain a higher activity after
30 min of reaction. Although an equal amount of enzymatic units

Table 4
Kinetic constants for the oxidation of syringaldazine of recombinant laccase and variants.

Variant keat (s~ 1) Km (uM) keat/Km (s" M~ 1)
rlaccase 1059 + 5.8 9.6 = 1.3 11.3 x 10°
F357L 74.4 + 5.0 12.2 + 2.1 6.1 x 10°
F413A 180.8 + 12.7 10.8 = 1.8 16.3 x 10°
F4751 3159 = 22.6 10.3 = 1.8 30.8 x 10°
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Fig. 5. A) Residual laccase activity during the oxidation of 4-methoxyphenol. B) Substrate
consumption for different variants. All experiments were performed at least in triplicate.

(measured with syringaldazine) was used for the reactions, 4-methox-
yphenol consumption rate varies among mutants. The wild type enzyme
as well as F357L and F413A mutants showed comparable initial rates of
4-methoxyphenol consumption (0.063, 0.051 and 0.057 mM min~ %,
respectively) whereas the F475I mutant catalyzed the reaction at lower
initial rates (0.0235 mM min ™~ 1).

Because enzyme exposure to free radicals ultimately depends on
substrate conversion, this was taken into account to compare opera-
tional stability among the variants. Yield was defined as the amount of
converted substrate over the amount of inactivated enzyme and it was
calculated from data in Fig. 4 at similar 4-methoxyphenol conversion,
for each variant (Fig. 6). The value of the yield reflects operational
stability of the variants, as less oxidizable, more stable variants would
be able to convert a higher amount of substrate before becoming in-
activated. From data presented in Fig. 6, it is clear that F357L and
F413A mutants are inactivated at a lower rate than the wild type en-
zyme, thus resulting in a higher yield: more substrate molecules are
converted per enzyme molecule before it becomes inactive. On the
other hand, the F475I mutant behaves in a similar fashion to the wild
type enzyme.

The role of phenylalanine residues present in the T1 Cu cavity has
been studied before by site-directed mutagenesis of the Trametes versi-
color laccase [59]; substrate specificity (Km) was measured for several
single-point mutants, in which phenylalanines were replaced by alanine
residues. It was found that F162 posed a steric restriction for access to
the active site of bulky aromatic substrates; when replaced by alanine,
the mutants were able to convert a slightly higher percentage of larger
substrates. On the opposite, F265 appeared to be important for inter-
acting with phenolic and non-phenolic substrates, as replacement by
alanine residue generated a negative impact in the activity of the mu-
tant (2-fold increase of Km). The residues in these two positions are
variable among fungal laccases, which could explain the relatively low
impact of these mutations; for instance, in C. gallica laccase the
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WT F357L F413A F4751
%Conversion %Residual Yield
activity (fold increase)
WT 88.5+1.9 53.0+4.4 13.542.7 (1)
F357L 90.1+0.9 73.3+4.0 25.3+3.6 (1.9)
F413A 92.2+2.2 78.0+3.7 33.6+6.1 (2.6)
F4751 91.7+1.9 52.7+5.0 12.7+1.2 (0.97)

Fig. 6. Operational stability of laccase variants. Yield is defined as the amount of con-
verted substrate over the amount of inactivated enzyme, and is expressed as pmol/U.

equivalent residues are V179 (F162) and S285 (F265).

A more conserved position is that corresponding to F475; as shown
in Fig. 4D this position is frequently occupied by phenylalanine or
tryptophan residues in fungal laccases, and by valine, serine and proline
residues, and to a lower extent, by leucine, alanine and isoleucine re-
sidues in plant laccases. Few reports on the effect of replacing this re-
sidue are available. In a directed evolution study aiming to obtain a
thermostable variant of a basidiomycete laccase [60], it was found that
the equivalent mutation F454S is responsible for increasing the activity
but results detrimental for thermostability. The authors suggest that
new interactions formed between Ser and surrounding residues could
increase the redox potential of the enzyme (by increasing the length of
certain coordination bonds and thus increasing electron deficiency in
T1 Cu), although it was not experimentally proven. Given it is a buried
residue, it was puzzling to observe from the QM-MM simulations it
could allocate spin density (see Table 3). It may be that this residue
(which is a conserved aromatic residue in fungal laccases) is able to
delocalize charge, to some extent, during turnover (i.e. electron
transfer) and in the absence of the aromatic moiety, the T1 Cu may
become a more avid electron acceptor. However, to test this hypothesis
further experimental confirmation is needed, for example, by mea-
suring the redox potential of the F475I variant. The F475I mutant was
more active than the wild type enzyme towards the substrate model
syringaldazine. However, in terms of rendering a more stable variant
for 4-methoxyphenol conversion, we observe that it is practically
equivalent to the wild type enzyme. Thus, probably due to its low ex-
posure to phenoxy free radicals, Phe475 may not be a residue as oxi-
dizable as others, and neither an electron sink prone to donate electrons
to other residues.

On the other hand, other aromatic residues are highly conserved
among fungal laccases. Particularly, F337 and F463 in T. versicolor
laccase (equivalent to F357 and F481 in C. gallica laccase) are located in
the second coordination sphere of T1 Cu and it has been proposed that
these residues establish st interactions with the imidazole moiety of
H476, which in turn coordinates the T1 Cu [61]. Negligible spin density
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was detected in F481 after QM-MM simulations. However, F357
showed spin density when simulated in the activated state (plus one
electron), in two of the most abundant conformations (2 and 3, see
Table 2). It has been previously reported that the equivalent F337A
mutant of T. versicolor laccase, although able to oxidize ABTS, com-
pletely lost the ability to oxidize 2,6-DMP. However, in our case the
F357L mutant resulted in a less efficient variant (according to kinetic
parameters determined for syringaldazine) that nevertheless retained
good activity towards 4-methoxyphenol. Perhaps not only = interac-
tions but also local hydrophobicity of this site is essential, as Cu-co-
ordinating His residue bears certain exposure to the solvent and has
been observed to interact with the substrate [15,62,63]. By replacing
Phe with a Leu residue, the activity may be preserved as a long aliphatic
side chain better maintains electronic density and hydrophobicity in
that particular site. As mentioned, this mutant was able to transform 4-
metoxyphenol at a slightly lower rate than the wild type enzyme.
However, the residual activity during 4-methoxyphenol oxidation was
higher, thus resulting in a more efficient catalyst in terms of showing a
higher operational stability, suggesting this was indeed an oxidizable
position.

Regarding the F413A variant, our results suggest that solvent ex-
posure may be the most important factor leading to oxidation sus-
ceptibility, as the mutant was as active as the wild type enzyme (1.5-
fold higher catalytic efficiency with syringaldazine and similar initial
rate with 4-methoxyphenol) however it displayed a 2.5-fold increase in
operational stability. As mentioned above, other works suggest the re-
sidue present in this position may influence substrate binding through
steric effects [56]. In fungal laccases this position is usually occupied by
small apolar residues, such as glycine and alanine. Nevertheless, its
removal seems to affect the operational stability in a more pronounc-
edly fashion that the activity towards phenolic substrates. In the QM-
MM simulations, F413 allocated spin density only in the “plus one
electron” system (Table 2) and in two conformations: a highly frequent
(conformation 1, Fig. 3C) and a less frequent (conformation 6, Fig. 3C)
conformation, thus highlighting the importance of sampling the protein
conformational space for simulating chemical processes such as elec-
tron transfer.

4. Conclusions

Theoretical tools are progressively used as complementary tools for
designing proteins, including enzymes, with novel or enhanced prop-
erties [64-66]. QM-MM based strategies in combination with protein
engineering tools have been used before to reduce turnover-derived or
so called “suicide inactivation” of oxidoreductases [33]. In this work we
aimed to design more stable variants of a fungal laccase, with a higher
efficiency (in terms of spent catalyst) for the oxidation of phenols,
which proceeds through the generation of free radical species. Our re-
sults show that the simulation of activated states (plus and minus one
electron) of the enzyme, concentrating on the first and second co-
ordination sphere of T1 Cu, led to the identification of residues prone to
oxidation. This was experimentally observed after replacing such re-
sidues by less oxidizable ones, which resulted in variants that were
more than or as active as the wild type enzyme and showed a higher
operational stability during the oxidation of a substituted phenol. In-
terestingly, QM-MM simulations based on considering the activated
state as a species with one extra electron seemed to produce better
predictions. Also, it became important to explore different protein
conformations (obtained through MD simulations) to better predict
target residues. Finally, through these simulations it may be possible to
also detect important residues for productive electron transfer (i.e. from
substrate through T1, T2 and T3 sites to oxygen), as one variant (F475I)
displayed higher activity than wild type enzyme with a model substrate,
albeit low operational stability. Following this reasoning, possible tar-
gets for site-directed mutagenesis in order to elucidate their role in
laccase activity and stability may be Met348 and Glu478, which in spite
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of being relatively far away from the T1 site (12.9 and 12.8 A), it al-
located a significant amount of spin density in the side chain.
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In this work we communicate the heterologous expression of a laccase from Coriolopsis gallica in Pichia
pastoris. This enzyme has been reported to efficiently degrade a variety of pollutants such as industrial
dyes. The expression strategy included using a previously reported modified a-factor preproleader for
enhanced secretion and pAOX1, a methanol-responsive promoter. Methanol concentration, copper salts
concentration and temperature were varied in order to enhance laccase expression in this heterologous

system. A volumetric activity of 250 U/L was achieved after 12-day culture in Fernbach flasks. The protein
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was recovered from the supernatant and purified, obtaining a preparation with 90% electrophoretic
purity. The catalytic constants of the recombinant enzyme are almost identical to the fungal enzyme,
thus rendering this system a useful tool for protein engineering of laccase from C. gallica.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Laccases are enzymes with biotechnological applications
ranging from bioremediation to synthesis of pharmaceutically
relevant molecules. The most efficient laccases come from fungi,
particularly from basidiomycetes because of their high redox po-
tential. Fungal laccases are able to catalyze the oxidation of a wide
range of organic substrates. Protein engineering of laccases is
desirable to improve properties such as operational stability, pH
stability, solvent stability and thermostability. Heterologous
expression of fungal laccases has been carried out in various sys-
tems, although yeasts and other fungi have been the most suc-
cessful to date (for a recent review, see Ref. [1] and references
therein). Although high expression levels of fungal laccase have
been attained in filamentous fungi such as Aspergillus and Tricho-
derma sp (800—1000 mg/L), yeasts represent a more adequate
alternative for protein engineering of enzymes. Due to low
expression levels of fungal laccases in yeasts, one original and
successful strategy to enhance expression is the optimization of the

* Corresponding author.
E-mail address: maa@ibt.unam.mx (M. Ayala).

http://dx.doi.org/10.1016/j.pep.2017.06.001
1046-5928/© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

secretion level by means of directed evolution. The most significant
example is the extracellular expression of a laccase from Pycnopo-
rous cinnabarinus in Saccharomyces cerevisiae [2]. Mutations in the
signal peptide (a-factor preproleader) and in the protein sequence
were accumulated through rounds of directed evolution when
selecting for higher activity in the supernatant. Apparently, these
mutations were beneficial for the secretion of the enzyme into the
culture medium and did not affect its catalytic behavior. In this
paper we made use of this evolved signal peptide for the recom-
binant expression of the laccase from Coriolopsis gallica (LcCg) using
Pichia pastoris as host. Laccase from C. gallica has received attention
for applications in enzyme-based fuel cells [3,4] and has been re-
ported to efficiently degrade a wide range of industrial dyes [5,6];
other applications in the environmental field include oxidation of
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) [7—9], endocrine dis-
ruptors [10] and pesticides [11]. In general, fungal laccases show
great potential for a number of biotechnological applications (for
recent reviews, see Refs. [12—14]).

The effect of variables such as copper content, temperature and
methanol concentration for induction on laccase activity
was explored. A simple purification procedure was established
rendering a recombinant enzyme with 90% electrophoretic purity.
Kinetic characterization was performed and it was established that
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the recombinant enzyme is similar to the wild type laccase, thus
opening the possibility to perform protein engineering using this
expression system.

2. Material and methods
2.1. Reagents and microorganisms

Culture media reagents were purchased from Difco (yeast
extract, peptone, yeast nitrogen base, agar) and (biotin, sorbitol)
Sigma. HPLC grade methanol, glycerol, glucose and salts were
from JT Baker. Other reagents such as 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), zeocin, syringal-
dazine, etc. were acquired from Sigma. Pichia pastoris strain X33
wild type (Mut™) was from Invitrogen. E. coli strain MC1061was
used as host for recombinant plasmid production and was kindly
donated by Leticia Olvera (IBT-UNAM).

2.2. Pichia pastoris culture media

The following culture media were utilized. Yeast extract,
peptone and dextrose medium (YPD) contained (per liter): 10 g
yeast extract, 20 g peptone and 20 g glucose. For YPD medium
containing sorbitol (YPDS), 1 M sorbitol was added. YPD/YPDS
slants were prepared by adding 20 g agar. Mineral medium (MM
contained (per liter)): 13.4 g yeast nitrogen base with ammonium
sulfate and without amino acids, 400 pg biotin, 5 mL methanol,
0.2 mM ABTS and 0.1 mM CuSO4. BMGY medium contained (per
liter): 10 g yeast extract, 20 g peptone, 100 mM potassium phos-
phate buffer (pH 6), 13.4 g yeast nitrogen base with ammonium
sulfate and without amino acids, 400 pg biotin and 10 g glycerol.
BMM medium containing per liter: 100 mM potassium phosphate
buffer (pH 6), 13.4 g yeast nitrogen base with ammonium sulfate
and without amino acids, 400 pg biotin and 10 mL methanol.

2.3. Laccase (LcCg) gene sequencing from Coriolopsis gallica cDNA

Laccase from C. gallica (LcCg) UAMH8260 was produced and
purified according to Roman et al. [15]. Amino terminal sequence
(15 residues) was obtained through Edman sequencing. Alignments
of several C. gallica laccase DNA sequences were performed using
the Clustal W program [16]. Amino terminal sequence with acces-
sion number DQ431715 was identical to the sequenced amino ter-
minal, thus oligonucleotides were designed using this sequence.
Primers were as follows: Fwd primer: TCT AGA ATG GCC AGG TTC
CAA TCT CT and reverse primer: GAA TTC TTA CTG GTC GTC AGG
CGA GA, with Xbal and EcoRl sites (in bold, respectively) for further
cloning.

For RNA purification, C. gallica UAMH8260 was grown as pre-
viously described [15] in an agitated flask using commercial bran
flakes as carbon and energy source, at pH6, 28 °C and under an
agitation of 180 rpm. After 6 days, when maximum laccase
expression was attained, the mycelia was recovered by centrifu-
gation and frozen at —70 °C. RNA extraction was performed using
Trizol® according to the manufacturer's instructions. First-strand
cDNA synthesis was performed using the RevertAid H Minus First
Strand ¢DNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, #Cat. K1631)
following the manufacturer's instructions. The PCR conditions to
amplify the cDNA were 94 °C 5’ followed by 30 cycles of 94 °C 30”;
58°C,1’; 68 °C5’ and a final step of 68 °C 5’. The cDNA was cloned in
the pJet® vector for Sanger sequencing. Sequencing was performed
at the Instituto de Biotecnologia of the National Autonomous Uni-
versity of Mexico (IBT-UNAM).

2.4. Construction of expression vector and transformation into
Pichia pastoris

LcCg gene sequence was modified to account for preferential
codon usage of Pichia pastoris (supplementary data). The optimized
sequence was provided by GenScript in the pPICZB vector, under
the control of an AOX1 promoter. The signal peptide was a previ-
ously reported modified version of the a-factor preproleader from
Saccharomyces cerevisiae [2]; mutations obtained by directed evo-
lution according to this report were included in the signal peptide,
in order to test the level of active protein secretion. The construc-
tion was flanked by EcoRI sites. The vector a-fLcCg-pPICZB was
introduced by electroporation into P. pastoris strain X33. Sacl re-
striction enzyme was used to linearize the plasmid before trans-
formation. Transformants were selected by zeocin resistance in
YPDS agar plates and transferred to MM medium agar plates sup-
plemented with 0.2 mM ABTS and 0.1 mM CuSO4. Laccase-
producing colonies developed a green halo around them and
were selected for further studies.

2.5. Effect of copper concentration, temperature and methanol
addition

Cultures were performed using 500 mL baffled flasks with
50 mL of medium, at 250 rpm. A colony was incubated in 25 mL of
BMGY as described above until an absorbance (600 nm) of 4—6 was
reached, the pellet was re-suspended to an absorbance around 1.
Methanol additions were performed every 24 h. Laccase activity
and absorbance at 600 nm were measured on a daily basis. All
measurements were performed at least in triplicate.

2.6. Recombinant laccase production

A laccase-producing colony was transferred from YPD plates
into 300 mL of BMGY and cultured at 30 °C and 200 rpm, until an
absorbance (600 nm) of 8—10 was reached. Cells were recovered
after centrifugation at 8000 rpm and 4 °C during 15 min and re-
suspended in 500 mL of BMM expression medium with 0.5 mM
CuS04 and 0.8% alanine [17] to a final absorbance of 4—5. The cul-
ture was incubated in baffled Fernbach flasks at 28 °C and 250 rpm.
Laccase activity and absorbance at 600 nm were measured on a
daily basis. All measurements were performed at least in triplicate.

2.7. Laccase activity assay and protein concentration
measurements

Enzyme assays were performed following standard protocols
[18]. Briefly, the reaction was measured in a mixture containing
50 uM syringaldazine, 10% v/v ethanol and succinate buffer 60 mM,
pH 4.5 at room temperature. The reaction was started by addition of
the enzyme; initial rate was calculated from the change in absor-
bance at 530 nm over time due to product formation
(e = 64,000 M~ 'cm™') with an Agilent 8453 UV—visible spectro-
photometer. One unit is defined as the amount of enzyme that
produced 1 pM of product per minute. All measurements were
performed in triplicate. Protein concentration was measured by
Bradford assay using a calibration curve based on bovine serum
albumin (2—20 pg/mL).

2.8. Purification of recombinant LcCg

The culture was centrifuged in two steps: first at 8000 rpm and
4 °C for 15 min, then the cell free supernatant was centrifuged at
14,000 rpm at 4 °C during 15 min. After centrifugation the super-
natant was concentrated by ultrafiltration (30 kDa cut off). The
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concentrate was loaded into a DEAE-cellulose anion exchange
column (150 mL) and eluted with phosphate buffer 10 mM, pH 6.
Fractions with laccase activity were pooled and concentrated by
ultrafiltration (10 kDa cut off). The sample was further purified by
size exclusion chromatography using a G75 Sephadex column
(120 mL) equilibrated with phosphate buffer 60 mM, pH = 6.
Fractions with laccase activity and similar specific activity were
pooled and concentrated by ultrafiltration (10 kDa cut off). Samples
from each purification step were analyzed by SDS-PAGE.

2.9. Deglycosylation of recombinant LcCg

Recombinant laccase was N-deglycosylated with PNGaseF from
Biolabs. 10 pg of protein were denatured at 100 °C for 10 min. After
denaturation, deglycosylation reaction was performed adding 500
U of PNGaseF and incubating at 37 °C for 1 h. Deglycosylation was
confirmed by SDS-PAGE.

3. Results and discussion

Gene sequence of LcCg was obtained from cDNA of Coriolopsis
gallica UAMH 8260 grown under laccase-producing conditions and
deposited in GenBank (accession number KX932046). Laccase se-
quences from C. gallica genomic DNA and mRNA (complete cds) are
available in databases; it has been reported that most C. gallica
strains produce only one laccase [5,19]. The laccase sequence ob-
tained in this work is practically identical both at the nucleotide
and amino acid sequence (upon translation) levels to other re-
ported sequences from C. gallica, as expected (Table 1). It also shows
remarkable similarity to laccases from other basidiomycetes, such
as Trametes sp., Coriolopsis caperata and Coriolopsis trogii.

GenScript provided a vector with LcCg gene sequence preceded
by a modified version of the a-factor preproleader and under the
control of the methanol inducible alcohol oxidase 1 (AOX1) pro-
moter; according to previous reports centered on developing en-
gineering platforms for recombinant expression of laccases,
accumulated mutations in the sequence of the a-factor pre-
proleader could account for 40-fold improvement in S. cerevisiae
secretion of recombinant laccase from Pycnoporus cinnabarinus [2].
This approach has been successfully applied for the recombinant
expression of fungal laccases and peroxidases [2,20,21], which has
been a challenge for several decades in the protein engineering
field precisely because of a lack of efficient heterologous expression
systems.

The C. gallica laccase used in this work is 75% and 95% identical
to the laccases from P. cinnabarinus and PM1 (at the amino acid
sequence level), respectively. According to previous reports on the
heterologous production in S. cerevisiae, P. cinnabarinus and PM1
laccase expression level with the a-factor preproleader was 0.03 U/
L [2] and 0.035 U/L [22], respectively, barely detectable with the
screening assay. Thus, similar secretion problems could be
encountered for heterologous expression of laccase from C. gallica

Fig. 1. Plate activity assay with ABTS to detect laccase-producing (bluish halo)
P. pastoris colonies.

in P. pastoris. Given the similarities between these particular fungal
laccases and in order to overcome secretion hurdles, we utilized the
previously reported evolved a-factor preproleader harboring the
following mutations: A9D, F48S, S58G, G62R and E86G [2]. This
signal peptide is comprised by two regions: the pre-leader region
(first 19 residues) directs the nascent polypeptide into the endo-
plasmic reticulum (ER) and is cleaved off by a peptidase. The pro-
leader region is thought to aid in the protein transfer from the ER
to the Golgi compartment, and is further removed by the Kex2p
protease [23].

The beneficial effects of some of these mutations may be
rationalized based on other reports. For example, the F48S muta-
tion becomes favored in directed evolution studies aimed at
improving secretion levels in S. cerevisiae of different proteins, such
as single-chain antibodies, full IgG, horseradish peroxidase and an
interleukin-2 mutant [24], presumably by conferring a higher po-
larity and flexibility to the pro-leader region [23]. Similarly, the
G62R mutation flanks the hydrophobic LLFI motif; the inclusion of
polar amino acids in this region has been associated with increased
heterologous protein secretion in S. cerevisiae [24]. The A9D mu-
tation is puzzling, as the alanine residue in this position is predicted
to conform a hydrophobic core in the a-helix of the pre-leader
region. Disruption of this hydrophobic core could certainly lead to
decreased protein secretion, or perhaps only alter the translocation
kinetics along the endoplasmic reticulum, decreasing the time the
nascent polypeptide remains arrested [25].

This modified signal peptide allowed the production of an
extracellular, functional fungal laccase using Pichia pastoris as host.
After transformation of vector a-fLcCg-pPICZB in P. pastoris, several
colonies were detected able to create a bluish halo signaling the
oxidation of ABTS (Fig. 1), a standard laccase substrate. Trans-
formation of P. pastoris with pPICZB plasmid without LcCg gene was
performed as a control; none of these colonies showed a bluish

Table 1
Sequence comparison between LcCg and other laccases, as obtained from BLAST (translated nucleotide sequences, only data obtained from genomic and mRNA analysis are
shown).
Protein sequence ID Organism Query cover (%) Identity (%) Remarks
CAC13040.1 Coriolopsis trogii 99 96 Strain DSM 11919, from genomic DNA
AV]90967.1 Coriolopsis gallica 99 95 Strain TCK, from mRNA
ABD93940.1 Coriolopsis gallica 99 95 Strain SAH-12, from genomic DNA
CAA78144.1 Basidiomycete Pm1 929 95 From genomic DNA
AAF06967.1 Trametes sp C30 99 95 From genomic DNA
AJV90966.1 Coriolopsis gallica 99 94 Strain TCK, from mRNA
ACS26245.1 Coriolopsis gallica 99 94 From mRNA
AAW65489.1 Coriolopsis gallica 95 93 From mRNA, partial cds
AGE13770.1 Coriolopsis caperata 99 90 From mRNA
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Fig. 2. Effect of copper concentration on P. pastoris growth (A) and laccase volumetric activity (B). Without copper (diamond), 0.05 mM (circle), 0.1 mM (triangle) and 0.5 mM
(square). Culture conditions are: BMM medium, adding 1% methanol every 24 h, at 250 rpm and 28 °C.

halo. To the best of our knowledge, there is only one report on
heterologous expression of laccase from C. gallica [26] and it was
expressed in Kluyveromyces lactis; however, volumetric activity was
not measured and unfortunately cannot be compared with the
results shown here.

One colony secreting active laccase was selected for further
protein production in liquid culture. In order to find culture con-
ditions that would favor laccase production, temperature, copper
concentration and methanol additions were varied and both
growth and laccase activity were monitored for several days in
shake flasks cultures. According to the results (Fig. 2), in the
absence of copper no laccase activity could be detected for the LcCg
transformant; in this case, a low copper concentration (0.05 mM) is
sufficient to support laccase production. Similarly, low copper
concentrations (0.004 mM- 0.5 mM) are required for heterologous
production of other laccases in P. pastoris [17,27,28]. No inhibitory
effect on yeast growth was observed under the assayed copper
concentrations. For other systems such as S. cerevisiae, copper
concentration of around 0.1-2 mM is required for optimal enzyme
production [2,29]. In general, heterologous laccase production in
P. pastoris shows low expression levels [30,31].

As an inductor and a carbon source for P. pastoris, methanol
concentration is another important variable that should be opti-
mized. We found that for the expression system described in this
work, there was an optimum methanol concentration of 2% as
shown in Fig. 3. According to literature, methanol concentration
may vary between 0.4 and 2% for cultures performed in flasks
[28,32,33]. Finally, using 0.5 mM Cu*? and 1% methanol, we low-
ered the culture temperature to 20 °C, as a decreased temperature
has been reported to favor fungal laccase expression in P. pastoris
(2—6-fold) [32,34] and S. cerevisiae (16-fold) [2,35]. However, in our
case lowering the temperature resulted in a negative effect;
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Fig. 4. Yeast growth (square) and laccase volumetric activity (triangle) profile for a
culture carried out in Fernbach flasks, at 0.5 mM copper, 1% methanol, 28 °C and
250 rpm.

although growth was not affected, no activity in the supernatant
could be detected.

A successful heterologous expression is highly dependent on the
protein, as even homologous proteins may be produced with
drastically different efficiencies [ 1]. For example, two laccases from
Coprinus comatus were expressed in P. pastoris at levels of 0.6 and
1.4 U/mL [36], whereas a laccase-encoding gene of Trametes versi-
color was expressed in P. pastoris at levels around 12 U/mL [33]. A
laccase from Pycnoporus sanguineus was expressed in the same
system reaching 4.7 U/mL after optimization of the culture condi-
tions [28]. A laccase from Trametes troggi was expressed in
P. pastoris using a bench-top fermentor, at levels of 2.5 U/mL [37].
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Fig. 3. Effect of methanol concentration on P. pastoris growth (A) and laccase volumetric activity (B). 0.5% v/v (circle), 1% v/v (square) and 2% v/v (triangle) were added every 24 h.
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On the other hand, a low volumetric activity of 0.6858 U/mL was
obtained for the expression of Ganoderma lucidum laccase [34].
Other strategies could be included in order to improve production
levels, such as: controlling medium pH, including alanine into the
medium; and varying initial biomass for induction. In this case,
albeit a low volumetric activity was observed, it was sufficient to
attempt enzyme purification and further characterization.
Recombinant yeast was cultivated in Fernbach flasks at 0.5 mM
copper, 1% methanol and 28 °C in order to obtain enough protein for
biochemical and kinetic characterization. A typical profile of both
growth and extracellular laccase activity is shown in Fig. 4. In this
system, a higher volumetric activity of 0.25 U/mL was obtained
compared to 0.1 U/mL in smaller flasks. Previous observations
demonstrate higher protein expression is obtained when mass
transfer of oxygen to the liquid phase is enhanced [38], which could
be the case in the Fernbach system. After 12 days, supernatant was
recovered by centrifugation and purification was performed as
described in the experimental section. We observed that although
the enzyme should have interacted with the DEAE resin (theoret-
ical pl = 4.62) it was not retained in the column and instead it
eluted with low concentration buffer. This may be due to the

Table 2
Purification factor and yield of LcCg upon different purification steps.

competing effect of salts in the medium (100 mM phosphate salts);
in this case, it was actually beneficial from the purification
perspective, as impurities were retained in the column and after
this purification step, specific activity increased by 2.6-fold. Yield
and purification factors for each step are shown in Table 2. Ac-
cording to image analysis, LcCg shows at least 90% electrophoretic
purity (Fig. 5A).

The recombinant enzyme showed a slightly higher molecular
weight compared to the native enzyme (60.4 kDa vs 63.7 kDa).
Pichia pastoris is not a hyperglycosylating host, so a recombinant
laccase with similar molecular weight to the fungal enzyme was
expected. Only two glycosylation sites are present in the fungal
enzyme, corresponding to Asn 51 and 433, when compared to
crystal structure of Coriolopsis caperata laccase, PDB 4JHU and
Coriolopsis gallica laccase, PDB 4A2H. Treatment of the recombinant
enzyme with PGNase F results in a smaller band of approximately
55 kDa (Fig. 5B) that corresponds with the expected molecular
weight of deglycosylated laccase (approx. 53 kDa). Thus, a slightly
longer glycosyl moiety at the mentioned positions could be
responsible for the observed increase in molecular weight of the
recombinant enzyme. These subtle differences did not affect the

Step Total activity (U) Total protein Specific Yield (%) Purification
concentration (mg) activity (U/mg) factor (-fold)

Cell-free supernatant 97.7 40.3 241 100 1

Ultrafiltration 93 12.98 7.16 95.2 3

DEAE 59.3 3.15 18.82 60.7 7.8

G75 Sephadex 43.7 0.62 70.48 44.7 29.2
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Fig. 5. A) SDS-PAGE (silver stained) of different purification steps. Lane 1: molecular weight marker (kDa); lane 2: culture supernatant; lane 3: concentrated culture supernatant
(25-fold); lane 4: pooled fractions from DEAE; lane 5: pooled fractions from G75 Sephadex. 1 pg of total protein was loaded on each lane. B) SDS-PAGE (Coomassie stained) of
deglycosylation experiment. Lane 1: molecular weight marker (kDa); lane 2: recombinant laccase; lane 3: recombinant laccase treated with PGNase F.

Table 3
Kinetic constants for syringaldazine of recombinant LcCg produced by Pichia pastoris.

Enzyme keat (s-1) Km (uM) kcat/Km (M~! s~1)
Recombinant laccase 106 + 6 96+ 13 1.1 x 107
Wild-type laccase from C. gallica UAMH8260 165 + 12 10+ 1.8 1.7 x 107
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catalytic properties of the recombinant enzyme, as the catalytic
constants for syringaldazine are similar to those of the fungal
enzyme, as shown in Table 3.

4. Conclusions

In this work we achieved the recombinant production and pu-
rification of a fungal laccase from Coriolopsis gallica UAMH8260
using Pichia pastoris, a heterologous host producing no laccases. In
order to favor extracellular secretion we selected a modified -
factor preproleader that has been reported to enhance laccase
secretion in other yeast systems. By optimizing some culture con-
ditions such as temperature, methanol concentration and copper
concentration, we were able to achieve a volumetric activity of
250 U/L, corresponding to approximately 3.75 mg/L of laccase in the
crude supernatant. This production level is enough for producing,
purifying and characterizing variants arising from protein engi-
neering studies, which was our main goal. The recombinant protein
is functionally similar to the wild type enzyme, as reflected in the
values of the catalytic constants, suggesting proper copper coor-
dination and protein folding.
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Abstract: The protein design toolbox has been greatly
improved by the addition of enzyme computational
simulations. Not only do they warrant a more ambitious
and thorough exploration of sequence space, but a much
higher number of variants and protein-ligand systems
can be analyzed in silico compared to experimental
engineering methods. Modern computational tools are
being used to redesign and also for de novo generation
of enzymes. These approaches are contingent on a
deep understanding of the reaction mechanism and the
enzyme’s three-dimensional structure coordinates, but
the wealth of information produced by these analyses
leads to greatly improved or even totally new types of
catalysis.

Keywords: protein engineering, enzyme design, molecular
dynamics, quantum mechanics

1 Introduction

Modern experimental techniques lack the resolution to
analyze phenomena as rapid as proton or electron transfer
that take place in the 101°to 10"° s range yet extremely solid
theoretical methods have been developed to study these
chemical reactions. These techniques have been refined
to complement (and confirm) experimental studies and
to predict undetectable events at an atomic or subatomic
scale. The development of modern theoretical algorithms
concurrent to the improvement of computer power has
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greatly increased the practicality and effectiveness of
computational chemistry for the study of biocatalysis.
These methods are contingent on the knowledge of the
enzyme’s three-dimensional structure and of the reaction
mechanism, but nowadays it is much easier to obtain this
kind of information.

Computational simulations of enzymes are a
powerful addition to the protein design toolbox. Not
only do simulations allow for a more ambitious and
tentative exploration of the sequence space, compared to
experimental engineering methods, but also a respectable
number of variants and protein-ligand systems can be
analyzed in silico. Nowadays, computational tools have
been applied for the re-design and de novo generation
of enzymes. When de novo or re-designed enzymes are
not very efficient catalysts, further refinement by protein
engineering tools such as directed evolution can increase
the catalytic parameters. At the moment, simulation tools
such as molecular dynamics (MD) and hybrid methods
combining quantic mechanics and molecular mechanics
(QM-MM) have been utilized mainly to rationalize the
success (or failure) of designed enzymes, or to reduce the
universe of possibilities by ranking feasible designs [1,2];
however, as calculation methods improve and computing
power increases, they could become a cornerstone for a
whole new wave of modern biocatalysts [3].

2 De novo computational enzyme
design

The research on natural enzyme mechanisms allows
understanding, and ultimately proposing mechanisms
to create artificial molecules with catalytic activity. One
of the better-known enzymatic mechanisms is transition
state stabilization; rationally designed transition-state
analogs (haptens) have been employed with success to
produce antibody molecules that catalyze numerous
reactions. Catalytic antibodies are valuable tools for the
study of biological catalysis. Analysis of representative
antibody catalysts suggest a cause of their modest
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efficiency, compared to natural enzymes, is a consequence
of imperfect hapten design and indirect selection [4].

A different path to create artificial enzymatic activity
involves rational design of molecules with particular
structure, which in turn determines activity. Rational
enzyme design pursues two central goals, the first is
to propose a mechanism for speeding up the desired
reaction, the second — closely related to the previous —
is to find (or create) a scaffold to construct the proposed
mechanism.

Any accomplishment on any of the previous
objectives translates into growth of the enzyme design
field (a thorough review can be found in [5]). In recent
years, many achievements have been accomplished:
design of buried polar interactions, oligomeric structures
and novel topologies; introduction of diverse functional
groups, like haem groups, metal-ions or artificial amino
acids; creation of new enzymatic reactions not previously
found in nature. A remarkable advance in enzyme design
are newly developed tools, among those: employment
of sequence binary patterns and secondary structure
proneness, computational modeling and design of protein
structure, evaluation of model structures using force
fields, search algorithms for finding a proper scaffold to
a modeled transition state among natural structures and
quantum mechanics calculations for modeling transition
states. The following examples illustrate the progress and
strategies employed for protein design:
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The initial reported enzyme designs took advantage of
binary patterns in amino acid sequences to design peptides
with secondary structures, particularly alpha helix, as
scaffolds for positioning catalytic groups. In 1988 Tomikazu
Sasaki reported the design and characterization of an
artificial hemoprotein, called helichrome. In helichrome
design a porphyrin ring attaches to four peptides, each
an amphiphylic alpha helix, and together the four helixes
create a hydrophobic pocket for substrate binding above
the ring. Helichrome is soluble, has high alpha helical
content, and has hydroxylase activity. The work highlights
the simplification of the folding process by the introduction
of an appropriate organic compound [6].

Some years later, Johnson designed polypeptides that
catalyze the decarboxylation of oxaloacetate via imine
intermediate four orders of magnitude faster than simple
amines. They studied the mechanism in amine-catalyzed
decarboxylation and listed the active site characteristics
required for catalysis; a lysine provides the functional
amine group, and positively charged residues stabilize
negative charges of the intermediate. An amphiphilic
alpha helix constitutes the scaffold holding the active
site and the helix form bundles but the bundles lack a
unique three-dimensional structure. Understanding of
the mechanism guided the design and interpretation of
the results [7].

The introduction of artificial amino acids expands
the possibilities for design. Rossi et al. developed a

Figure 1. General process followed for rational enzyme design (the main steps are inside black squares and follow the thick arrows). Com-
putational tools (blue squares) and wet lab experiments (red squares) aid along the process (thin arrows).
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metallonuclease, for this they inserted two or more copies
of the artificial amino acid ATANP into a proper position of
a helix-loop-helix motif, the artificial amino acid bears a
metal-ion binding site. The peptides show helical structure
dependent on pH and metal-ion binding. The peptide and
metal-ion complex catalyze the transesterification of the
RNA model substrate [8]. Harbury et al. accomplished great
progress on the design of protein structure. Their work
describes the construction of oligomeric structures using
alpha helical proteins as building monomers; they obtained
dimers, trimers, or tetramers according to their initial
goals. Hydrophobic-Polar residue patterning specified the
overall fold; computational methods allowed control of
oligomerization state, detailed main chain conformation,
and interior side chain rotamer orientation [9].

The first designed alpha-helix scaffolds had strong
secondary structure but lacked defined tertiary structure,
the group of Koder found that buried polar interactions
and correct placement of hydrophobic and hydrophilic
side chain induce native-like structure in helical bundle
proteins [10]. The same group used this progress to create
an O, binding protein; for this they assembled a four-helix
bundle, positioned histidines to bind haem groups, and
harnessed helical rotation. Packing of the protein interior
reduces helical-interface mobility, excludes water and
stabilizes oxygen binding without haem oxidation. O,
binds tighter than CO and has similar affinity compared
to natural globins with similar mechanism. The approach
used develops a simple initial model, then progressively
adds up the desired characteristics of the proposed
enzyme mechanism, and allowed manipulation of protein
motion by keeping low complexity [11].

2.1 Design of new folds

A remarkable achievement is the creation of novel
topologies. The Baker group used a computational
strategy that iterates between sequence design and
structure prediction to create a ninety-three-residue
protein with a novel topology called Top7. The protein is
extremely stable and the crystal structure confirms the
atomic level accuracy of the design. The ability to create
new folds expands the possibilities on enzyme design in
creating new scaffolds [12]

Structures present in natural proteins also serve
as scaffolds for designed enzymes. Following a similar
approach as Johnson 1993, mentioned above, the Taylor
group proposed the use of a small size natural protein
with stable structure as a scaffold — the bovine pancreatic
polypeptide or bPP - for the active site and constructed
a conformational stable oxaloacetate decarboxylase.
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One solvent exposed face of the bPP presents the three
active site lysines, the design adopted a stable structure
in solution, and showed improved stability [13]. Nicoll et
al. used the previous bPP scaffold to introduce an artificial
esterase activity; they introduced two histidines near to
each other; one histidine would act as the nucleophile of
the reaction while the other could stabilize the anionic
transition state. The knowledge of the reaction mechanism
allowed them to predict the dependence of activity on pH,
and the design revealed the feasibility of getting enzyme
like behavior through interaction of several amino
residues without the need of an active site pocket shielded
from the solvent [14].

Introduction of computational design methods has
shown helpful for design on natural scaffold proteins,
aiding in the design of a zinc binding sensor or an enzyme
with histidine-mediated nucleophilic attack. Marvin et al.
converted a maltose binding protein into a zinc sensor.
The maltose binding protein presents two domains, the
interface between the two domains lodges the binding
site. The protein adopts an open conformation without
the ligand and a closed conformation with bound maltose.
The DEZYMER program generated initial designs that
contained a tetrahedral zinc coordination site spanning
the maltose-binding site. Then an iterative approach
increased zinc affinity by combination of initial designed
binding sites, optimization of the ion coordination sphere
and modification of conformational equilibrium between
open and closed states. They found that introduction of a
new function sometimes implies the removal of vestigial
interactions [15]. Bolon and Mayo identified enzyme-like
active sites within a thioredoxin protein scaffold using a
computational method; the target reaction was histidine-
mediated nucleophilic attack [16]. They modeled rotamers
of the histidine-substrate transition state, then looked
for a place in the scaffold where to place the models in
a proper orientation and optimized the surrounding
residues to increase the affinity to the substrate. In
separate calculations, the ORBIT computational design
program tested each position of the thioredoxin scaffold
with the transition state models, and allowed to vary the
remaining positions to other amino acids to form better
interactions with the substrate. The top two sequences
from the scanning were selected for experimental analysis
and both proteins showed activity above background [16].

2.2 Design of de novo activities
Enzyme design also developed new functions not

previously found in natural enzymes. The Baker lab
developed algorithms (most of them implemented in the



112 — F. Garcia-Guevara, et al.

Rosetta software) to construct active sites for multistep
reactions, examples of those reactions are: retro-aldol
reaction, carbon-carbon bond breaking in a non-natural
substrate; Kemp elimination, proton transfer from carbon
and Diels-Alder reaction, carbon-carbon bond formation.
The protocol followed for the enzyme they design is as
follows: in the first step they choose a catalytic mechanism
and use quantum mechanical transition state calculations
to create a theoretical active site with functional groups
of the protein residues to stabilize the transition state,
it is advisable to choose various catalytic mechanisms
to increase the success probability; the second step is to
accommodate the theoretical active site (or active sites
in multiple step reactions) into a protein scaffold, using
a hashing technique it is possible to explore a large set
of possible active site in an efficient way; for each match
in the previous step a gradient-based minimization
optimizes the orientation of the transition state and the
catalytic side chains; then residues surrounding the
transition state are redesigned to maximize the stability of
the active site conformation, the affinity to the transition
state and the protein stability; finally the best designs are
selected for experimental characterization on the basis of
satisfaction of catalytic geometry, transition state binding
energy and complementary shape.

Thirty two out of seventy two designs characterized
have detectable retro-aldolase activity, eight out of 59
showed measurable activity in Kemp elimination assays
and only two out of eighty four showed detectable Diels-
Alder activity; the success rate on the Diels-Alder reaction
might seem low although considering the two substrates
involved it is an unprecedented achievement in enzyme
design. The X-ray crystal structure confirmed the atomic
accuracy of the designs and mutational analysis confirms
the detected activity depends on the computationally
designed active sites [17-19].

The knowledge of how a reaction happens provides
the tools for enzyme design, at the same time enzyme
design also provides tools to deepen our knowledge
on how enzymes work. Tommos et al. constructed
two small globular proteins, each protein contains a
single tryptophan or a single tyrosine buried inside
the core, this model allowed them to gain insight into
the catalytically essential side-chain radicals present
in some redox enzymes. They found aromatic amino
acids raise their reduction potential when moved from a
solution environment to an ordered one, like the interior
of a protein. Design provides the tools for understanding
enzyme mechanisms, an initial step for enzyme design
[20]. Rational enzyme design still has a long way to go for
reaching the acceleration rates found in natural enzymes,
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the solid advances presented so far present a promising
panorama.

3 Molecular dynamics for protein
engineering of de novo enzymes

We present in this section the role of molecular dynamics
(MD), highlighting its predictive power for ranking
designs during the development of de novo enzymes.
Other examples where MD simulations are exploited
for protein engineering are described elsewhere [21,22].
The movements of solvated proteins during a hundred
nanoseconds and up to one millisecond can be simulated
with MD. These simulation times cover the time scale of a
number of relevant molecular events for protein function
(e.g. catalysis, ligand recognition, folding). Some of these
molecular events can be captured by some experimental
techniques, as illustrated in Fig. 2, but these techniques
are usually “blind” to the most rapid events. In these
cases, MD proves a unique tool for the study of protein
function and also for protein design.

During MD simulations, the interactions between
atoms are used to calculate the energy of the molecule;
atoms in the molecule are assigned an initial velocity,
making possible a fluctuation in the spatial position
of atoms. The extent of the fluctuation depends on the
interactions forces and influences the potential energy.
Thus, every certain period the position and velocity of
atoms are recalculated, by solving Newton’s equations
of motion, as well as the potential energy at that point in
time. Through MD simulations a set of microstates of the
protein can be obtained, and from them, some properties
may be calculated. The most common calculated
property is potential energy, which is usually sought to
be minimal as this suggests a highly stable structure; but
MD simulations can also give quantitative information on
the number, type and duration of different interactions
(hydrogen bonds, electrostatic and polar interactions,
etc.), as well as changes on properties (size, polar vs non
polar) of solvent accessible surface, as a function of time
and of other factors such as salt concentration, pH and
temperature.

MD simulations have been successfully used to
evaluate the orientation of a substrate in the active site
of the protein and to analyze the fluctuations of critical
substrate-protein interactions [23]. MD simulations
are sometimes utilized for predicting beneficial point
mutations during re-design of active sites, both by in
silico studying the dynamics of the catalytic residues
of experimentally challenging systems [24-26], as well
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as predicting the role of substitutions within the active
site cavity [27]. Regarding de novo designed enzymes,
two main obstacles have been identified: low catalytic
activities of the designed enzymes and a high percentage
of design fails, where the variants might show no catalytic
activity at all [2]. It is proposed that these failed designs
result from an improper orientation between the substrate
and critical residues in the active site, related to a higher
flexibility of residues within the active site of the designed
enzyme, compared to wild type enzymes. In these cases,
directed evolution has been used to confer local rigidity;
however analysis of MD simulations might help reduce
the design failure rate [28].

Remarkable examples of the important role of MD
simulations in protein engineering are the de novo
design of enzymes catalyzing Kemp eliminations, which
is a chemical reaction not found in Nature. Catalysis of
this reaction is favored in non-polar environments and
in the presence of a strong base [29,30]. Enzymes have
been designed and improved to catalyze this reaction
and increase the reaction rate millions of times (kcat/
kuncat < 10%). Following the strategy described by Lassila
[31], ORBIT software was used to design a KE-catalyzing
enzyme; however, the initial design showed no KE activity
[32]. The cause of inactivity was apparent after performing
X-ray crystallography experiments and MD simulations.
The major conclusion after the analysis of this failed design
was that side chains of residues composing the active site
showed higher flexibility than predicted, thus leading
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to the absence of the predicted binding interactions, as
well as improper orientation of the substrate within the
catalytic pocket. Moreover, the flexibility of these side
chains allowed the entrance of water molecules into the
catalytic cavity, leading to unfavorable conditions for
catalysis: water molecules must be displaced in order for
substrate binding to occur; and water molecules might
disrupt the non polar environment which is favorable to
KE catalysis, as well as decrease the pKa of the residue
acting as the catalytic base. The authors proposed an
iterative procedure to improve the design; a second design
was obtained after selecting (after visual inspection of the
structure) a more buried catalytic residue (7 A deeper into
the protein than the first design); a computational active
site search was performed aiming to reduce the polarity
of the new catalytic cavity while maintaining the same
geometrical constraints used for the first design. The
second design, differing by 19 mutations from the first
design, was again simulated through MD and predicted
to be active, based on the conservation of critical
interactions during the simulation time. This design was
experimentally proven to catalyze KE reactions, showing
a catalytic efficiency (k_/K_ = 123 M's?) comparable to
other de novo designed KE-catalyzing enzymes [18]. After
another round of MD simulations, a third design was
obtained containing one additional mutation that was
predicted to confer better packing around the substrate,
and turned out to be 3 times more active (k _ /K_=425M's?)
than the second design. This protein is the most active

Figure 2. Time scale of molecular events captured by MD and experimental techniques.
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computationally designed KE-catalyzing enzyme reported
to date, although more active variants (kcat/Km= 2-6 x
10° M1s?) have been obtained after several rounds of
directed evolution [33,34]. The work exemplifies the power
of MD for in silico evaluation of designs, but also points out
the present need to combine computational strategies with
refinements steps, usually based on directed evolution
strategies (leading to dramatic increases in activity, as
recently shown for a de novo retro-aldolase [35]) but also
rational design as the example just discussed.
Improvements in computational power allowing for
explicitly modeled water-containing long simulations
(aprox. 1 ms) could favor the routine use of MD simulations
for design ranking, thus reducing rates of failed or
low activity designs; also, better force fields and more
accurate energy functions (e.g. as those found in QM-MM/
MD simulations) could render more realistic simulations.

4 QM/MM tools applied to
biocatalysis

The modelling of an enzymatic reaction is challenging
due to the electronic changes during catalysis. To date, the
most accurate description of these electronic changes is
based on quantum mechanics. Quantum Mechanical (QM)
methods can describe changes in the electronic structure
of molecules and thus can describe chemical reactions;
however, at present these methods are difficult to apply
to molecules with a large number of atoms, like proteins.
On the other hand, theoretical methods such as Molecular
Mechanics (MM) can model systems of hundreds of atoms
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but cannot describe electronic changes. Therefore to model
the catalysis of an enzyme, a clever approach combines
QM and MM methodologies. This approach is called
hybrid QM-MM method and was first described by Warshel
and Levitt, who presented in 1976 a study in which they
proposed the use of these hybrid methods to study a reaction
catalyzed by lysozyme [36]. Since this seminal contribution
and the development of computational resources, several
studies of enzymes using QM-MM approaches have been
developed in the last years. Hybrid QM-MM methods
describe the energetics of a macromolecule dividing it in
two zones [37]. The region where chemical reactions or
electronic rearrangements occur (e.g. active site, reactive
groups, cofactors, and substrates) are treated with QM
methods, whereas the rest of the enzyme and the solvent
are treated with MM methods [38], Fig. 3. The energetics
terms of both regions cannot be added directly, thus
interaction terms between QM and MM regions are required.
In general, there are two different ways to deal with the
interactions couple of the energetics terms of both regions:
additive and subtractive methods that include electrostatic,
Van der Waals, and bonded interactions [39-41]. Different
theory levels of QM calculations can be used in QM-MM
methodologies; in their pioneer work on QM-MM, Warshel
and Levitt used a semi-empirical approach. However, with
the advances in computational power, more sophisticated
methods can be used like Density Functional Theory
(DFT) and ab initio (e.g. Hartree-Fock) methods. Although
not widely applied to enzyme design, QM-MM has been
used mainly to rationalize the results (both positive and
negative) in significant current design efforts, particularly
those devoted to de novo design of enzymes, but in some

Figure 3. Hybrid QW/MM model of a copper enzyme. Red atoms (CPK model) represents QM region and the rest of the protein and water

molecules are included in the MM region.
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cases predictions are also extracted from this type of
calculations.

4.1 Modeling enzymes with QM/MM
methods. Some examples.

The first example of an enzyme mechanism study with
QM-MM methods refers to Warshel and Levitt’s work [36].
They studied the mechanism of lysozyme during catalysis.
In accordance with their results, they described that the
mechanism of lysozyme depends of an “electrostatic
strain” rather than a “steric strain” due to the charge
distribution in the substrate during the reaction. This is
the first example of an enzyme mechanism described with
QM/MM methods where a semi empirical approach was
used [36]. In the last few years, the use of these hybrid
methods with high level theories, like DFT or Hartree-Fock,
have been reported. Although in some cases only the high
level theories gave accurate results (e.g. comparable to
experimental observations), semi empirical methods such
as empirical valence bond (EVB) are quite successful [1].

A group of enzymes that are ideal for studies with
QM-MMmethodologiesismetalloenzymes[42],inwhichthe
metal may play a catalytic and/or structural role. This type
of enzyme finds application in several fields, particularly
the pharmaceutical industry [43]. Thus, the study of their
catalytic mechanism through theoretical simulations is
relevant for drug discovery and design [44]. A very recent
study about zinc proteases with QM-MM methods and DFT
theory was reported [45]. In this investigation, authors
studied the matrix metalloproteinase 3, a Zn protease that
is a promising drug target. These enzymes are involved
in the degradation of the extracellular matrix; therefore,
they could be a key element in cancer metastasis. In this
work, the authors studied the structure and energetics
of different hydrolysis paths of the enzyme mechanism.
They found that substrate polarization is important for
the reaction mechanism and a substantial change in the
metal coordination environment was observed. These
results support water-mediated peptide hydrolysis. Also,
the authors proposed a new role for one histidine in the
metal coordination. These results can provide strategies
for the design of Zn metalloprotein inhibitors. Some other
examples of use of QM-MM methodologies in this area are
described in [46-49].

On the other hand, many enzymatic mechanisms
involve electron transfer processes; the study of electron
transfer pathway is a complex task in both experimental
and theoretical investigations [50,51]. Vidal-Lim6n et
al. [52] used the QM-MM methodology described in
Wallrapp et al. [51] to find the electron pathways involved
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in the suicide inactivation, a common process in heme
peroxidases, of a cytochrome P450BM3 from Bacillus
megaterium with biotechnological potential [53]. Based
on QM-MM calculations with a DFT theory level, they
identified key residues in the second coordination sphere
of the heme iron group of CYPBM3. The aim of this strategy
was to reduce electron delocalization from oxidizable
residues and mutate those positions to obtain a more
stable protein against H,0,-mediated inactivation [54].
According to their results, this method allowed a rational
identification of key oxidizable targets; mass spectrometry
assays confirmed the oxidized sites predicted by QM-MM.
They replaced the key targets for less oxidizable residues
by site-directed mutagenesis generating a variant that was
260 times more stable against H,0, inactivation [52].

Regarding hydrolases, an important source of
biocatalysts, an illustrative example of QM-MM role in
enzyme design is the quantification of the electrostatic
factors governing the enantioselectivity in Candida
antarctica lipase A (lipA), a serine hydrolase, during the
hydrolysis of a model ester (55). The enantioselectivity
of wild-type lipA and mutants with reversed
enantioselectivity was reproduced through QM-MM
calculations based on EVB theory. There was an acceptable
agreement between calculated and experimental values
of activation free energies for the hydrolysis of R and
S enantiomers; the approach allowed the calculation
of the energetic contribution (through linear response
approximation) of each residue to the enantioselectivity.
Interestingly, prediction of mutants leading to an improved
enantiomeric excess were shown to be calculated in
a reasonable time, thus highlighting the potential of
including these types of strategies into enzyme design
without too much computing expense. A similar approach
was used to study both active and inactive designs of de
novo KE-catalyzing enzymes discussed in the previous
section [56]. High activation free energies were observed
for the inactive designs, reinforcing the predictive power
of QM-MM tools.

So far, we have treated QM-MM and MD simulations
as independent strategies for studying enzymes; but
these two methodologies can be performed together to
investigate the reaction mechanisms of enzymes and study
the protein-inhibition interactions facilitating the search
of suitable active enzymes [57]). For example, due to
drug resistance the design of new anti-tuberculosis drugs
are required. Silva et al. [58] studied the Mycobacterium
tuberculosis L,D-transpeptidase that catalyze the cell wall
formation of peptidoglycans that help in the resistance
against B-lactams (a therapeutic class of antibacterial).
In this work, QM-MM MD methods were used to clarify
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the reaction mechanism of the L,D- transpeptidase with
DFTB theory level. According to their results, it is a two
step mechanism: an acylation and deacylation. They
concluded that the acylation step is the rate-limiting
step, in accordance to experimental results obtained for
cysteine proteases. Also, with energy decomposition
methods they could find the residues responsible for
binding the substrate in a proper orientation for the
reaction, the importance of these residues for binding the
substrate were identified previously through experimental
methods, therefore the theoretical methodology used in
this example is appropriate. It is worth noting that the
energy decomposition methods can help to understand
the substrate enzyme interaction by evaluating the
difference in the energies when a residue is mutated,
thus important residues in catalysis can be identified.
The results described in this work may be useful for the
theoretical design of compounds that could be used as
therapeutic products to inhibit M. tuberculosis [58].

5 Final remarks

Modern computational chemistry algorithms coupled to
the impressive computing power nowadays found in most
research facilities is opening the door to very thorough
and realistic analyses. As shown throughout this review
it is now possible to successfully design not only specific
folds, but also de novo enzymatic activities; yet these
tours de force are still fraught with difficulty because of
our lack of understanding and the heuristic nature of
the computational approaches. The careful selection of
the residues or proteins to be investigated and a good
knowledge of the biochemistry of the enzymatic reaction
greatly increase the chances of success. The rapidly
increasing body of publications and the development of
novel techniques are a clear indication of the importance
these techniques have for the study of biocatalysis.
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