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NOMENCLATURA

°C Grados centigrados

4HPA3H 4-hidroxifenilacetato-3-hidroxilasa
APBS Adaptive Poisson-Boltzmann solver
CA Acido cafeico
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CPEC Circular polymerase extension cloning
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FMN Flavin mononucleotido
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IPTG isopropil-B-D-1 tiogalactopirandsido
kDa kilodalton

LB Luria Bertani

mM milimolar

mV milivolts

NADPH Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
ng nanogramo

nm nanomolar



Jorge Luis Jiménez Niebla. “Sintesis de acido cafeico usando variantes del
citocromo BM3” (Bajo la direccion de: la Dra. Gloria Saab Rincén).

Palabras claves: acido cafeico, acido p-cumarico, CYT BM3, HPLC.

RESUMEN

El acido cafeico es un metabolito importante en las plantas que forma parte de la
via de los fenilpropanoides. Sus aplicaciones en la industria farmacéutica y su
bajo rendimiento en la extraccion de tejidos vegetales ha impulsado la busqueda
de formas adecuadas para obtener esta molécula. Su precursor, el acido p-
cumarico es un compuesto ampliamente distribuido en tejidos vegetales como tal,
o en su forma conjugada. Es un reactivo relativamente econdémico que esta
disponible comercialmente. La conversion de acido p-cumarico a acido cafeico
depende de una hidroxilacion del anillo aromatico en C3; esta reaccion es
catalizada por citocromo P450 en plantas. Sin embargo, los citocromos eucariotas
estan anclados a membrana, por lo que su expresidn en otros organismos es
dificil, ademas de que dependen de la actividad de una reductasa para regenerar

su sitio catalitico.

El citocromo P450 de Bacillus megaterium (CYT BM3) es un citocromo bacteriano
soluble y autosuficiente que utiliza acidos grasos de cadena lineal como sustratos.
CYT BM3 ha sido ampliamente utilizado como un biocatalizador para una gran
variedad de sustratos con diferentes propiedades quimicas. Sin embargo, no es
capaz de usar moléculas organicas pequefas de forma natural. En el presente
trabajo buscamos crear una biblioteca inteligente (utilizando estrategias
combinadas de evolucién dirigida y disefo racional) basada en analisis estructural
y herramientas bioinformaticas para generar un numero limitado de variantes, en
conjunto con un método de deteccidn de alto rendimiento que permita seleccionar
variantes activas para su posterior analisis con técnicas de HPLC y RMN para
caracterizar las variantes capaces de formar acido cafeico a partir del acido p-

cumarico.
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1 INTRODUCCION

Hoy en dia con una elevada tasa de crecimiento que genera un calentamiento
global acelerado, la sobre explotacion de las zonas agricolas que compromete la
calidad nutricional de los alimentos y el aumento en la tasa de enfermedades
como diabetes y cancer. Surge la necesidad de farmacos que ayuden a la
proteccion del dafio UV, que puedan ser utilizados como prebidticos y que ayuden

a contrarrestar enfermedades crénicas.

Una molécula que ha llamado la atencion de la industria farmacéutica para atender
este tipo de situaciones es el acido cafeico. El acido cafeico es un polifenol
derivado del acido cinamico que se ha utilizado en la industria cosmética para la
proteccion del dafo solar, en la industria alimenticia como suplemento nutricional y
estudios recientes reportan actividades como antiviral, antitumoral, prebidtico y

una capacidad antioxidante elevada.

La principal fuente de obtencion de esta molécula es mediante la extraccién de
material vegetal, sin embargo, su concentracion es muy baja por lo que su
implementacion genera un producto de alto precio. Por esta razén, se han
propuesto nuevas formas de obtencidon como la modificacidén de rutas metabdlicas
redirigiendo el flujo de carbono a la produccion de acido cafeico y cambiando la
especificidad de enzimas para realizar las hidroxilaciones necesarias para obtener

esta molécula.

En este trabajo, proponemos utilizar el citocromo P450 BM3 para acelerar el paso
limitante de la sintesis de acido cafeico, que es la hidroxilacion en el carbono 3 del
acido p-cumarico. EI CYT BM3 es la monooxigenasa con el mayor numero de
recambio reportado y con una eficiencia de alrededor del 90% del transporte de
electrones, asi que resulta un sistema eficiente para la hidroxilacion de moléculas
de interés farmacéutico. Sin embargo, no es capaz de utilizar al acido p-cumarico
como sustrato de manera natural, por lo que después de un analisis de
refinamiento y acoplamiento molecular seleccionamos sitios a mutagenizar para

generar variantes con la capacidad de utilizar acido p-cumarico como sustrato.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Acido cafeico

El acido cafeico (acido 3,4-dihidroxicinamico) es un compuesto fenolico
ampliamente distribuido en tejidos vegetales, esta presente en muchas fuentes de
alimentos y es parte de varios medicamentos de uso popular [Spagnol et al.,
2015]. Los acidos fendlicos se caracterizan por la presencia de un anillo de
benceno, un grupo acido carboxilico y uno o mas grupos hidroxilo o metoxilo, lo

que confiere propiedades antioxidantes [Magnani et al., 2014].

El metabolismo celular normal produce radicales libres, incluidas especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno, y pueden derivarse de la exposicion a factores
ambientales (exdgenos) como la contaminacion, la radiacion, los pesticidas, el
tabaco, entre otros. Los radicales libres pueden causar efectos beneficiosos o
nocivos para la salud [Schafer et al., 2001]. Cuando existe un desequilibrio entre
los sistemas pro- y antioxidante, con un predominio de pro-oxidantes, se produce
el estrés oxidativo. Este estrés puede asociarse con dafo a lipidos, proteinas o
genes y esta implicado también en una gran variedad de enfermedades humanas

como insuficiencia renal, diabetes o cancer [Finker et al., 2000].

Al realizar una comparacion sobre la capacidad antioxidante de seis compuestos
hidroxicinamicos: acido cafeico (CA), éster fenetilico del acido cafeico (CAPE),
acido ferulico (FA), éster fenetilico del acido ferulico (FAPE), acido rosmarinico
(RA) y acido clorogénico (CHA) por el método de Rancimat (tiempo de induccion
de la oxidacion de lipidos) y el método de DPPH (contenedor de radicales libres)
el acido cafeico destacdé en ambos métodos compitiendo con el compuesto usado
como control positivo, R-tocoferol en el método Rancimat y superandolo en el de
DPPH [Chen et al.,, 1997]. En tejido cardiaco de ratones diabéticos el acido
cafeico fue capaz de aumentar el contenido de GSH y optimizar la actividad
catalasa y SOD mejorando su defensa antioxidante y de manera paralela en

conjunto con acido elagico lograron disminuir las citocinas proinflamatorias IL-6,

13



IL-1B, TNF-A y la hipocoagulabilidad asociada a la diabetes, aumentando la
actividad de la proteina C [Chao et al., 2009].

En humanos el acido cafeico, que es absorbido en la corriente sanguinea, puede
inhibir la oxidacién in vitro de lipoproteinas de baja densidad. También es
conocido como agente protector contra la oxidacion catalizada por metales en
aceite de oliva y muestra un potente efecto inhibidor sobre el dafio oxidativo del

ADN dependiente del hierro in vitro [Hynes et al., 2004].

Estudios posteriores sobre sus actividades biolégicas sugieren que el acido
cafeico posee actividad anti-cancerigena [Rojas et al., 2016], propiedades
antiinflamatorias [Lin et al., 2012; Furuya et al., 2012], anti-viral [lkeda et al., 2011]
y exhibe una mayor actividad antioxidante para humanos, promueve una mayor
proteccion ante la oxidacidn de lipoproteinas de baja densidad que el acido p-
cumarico y el acido ferulico [Furuya et al., 2012]. Ademas, su derivado, el éster
fenetilico (CAPE), ha atraido la atencién por sus efectos terapéuticos, que
incluyen su potencial como antidiabético y agente protector del higado, asi como
actividad antitumoral para el tratamiento del cancer de mama en humano [Lin et
al., 2012].

2.2 Biosintesis de acido cafeico

El acido cafeico es un metabolito importante para las plantas que lo utilizan como
precursor en la ruta de fenilpropanoides. Su biosintesis se lleva a cabo a partir de
la desaminacién de fenilalanina que genera acido cinamico, subsecuentes
hidroxilaciones en las posiciones 4- y 3- del anillo aromatico dan lugar al acido
cinamico, el cual se convierte en acido cafeico a través de acido p-cumarico. Las
enzimas involucradas, cinamato 4-hidroxilasa (C4H) y p-cumarato 3-hidroxilasa
(C3H) son citocromos especificos de las plantas. Debido a su inestabilidad y
asociacion a la membrana, la purificacion y la caracterizacion de estas enzimas es

bastante desafiante, particularmente para C3H [Magnoni et al., 2014].

2.3 Alternativas de sintesis
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El acido cafeico ha demostrado tener aplicaciones de importancia para la industria
farmacéutica como una potente herramienta terapéutica, por lo que se ha tratado
de encontrar alternativas viables para la obtencion de esta molécula. La
hidroxilacion directa de compuestos organicos por métodos de sintesis quimica
suelen ser procesos intensivos de alta energia y a menudo no selectivos, que
conducen a la formacion de productos secundarios y desechos téxicos [Munday et
al., 2016]. Actualmente, el acido cafeico es comunmente producido por extraccién
de fuentes vegetales, como granos de café, sin embargo, su contenido en esta
fuente es bajo. La hidrdlisis quimica o enzimatica de derivados de 4&cido
cafeoilquinico también ha sido ampliamente utilizada para este proposito
[Magnoni et al., 2014].

Su precursor, el acido p-cumarico es un compuesto que se distribuye
ampliamente en los tejidos vegetales como un producto o como formas
conjugadas. Es wun reactivo relativamente barato que estd disponible
comercialmente. La conversion de acido p-cumarico a acido cafeico depende de
una hidroxilacion en el C3 del anillo aromatico; esta reaccién es catalizada por
citocromo P450 en plantas, los citocromos eucariontes suelen tener menor
numero de recambio, son de dificil expresion de manera heterologa y en particular
este citocromo suele utilizar como sustrato al acido p-cumarico conjugadolLin et
al., 2012].

Los avances en la ingenieria metabdlica y la biologia sintética en la ultima década
han permitido la producciéon de varios metabolitos secundarios especificos de

plantas en microorganismos recombinantes [Furuya et al., 2012].

2.4 Familia de citocromos P450

Los citocromos P450 son una superfamilia de enzimas (> 12 000 secuencias)
dependientes del grupo hemo que se pueden encontrar en todos los reinos
biolégicos [Girvan et al., 2016]. Esta familia de enzimas realiza la incorporacion de
un solo atomo de oxigeno molecular en un sustrato, con la reduccion
concomitante del otro atomo a agua [Bernhardt et al., 2006]. Actuan

principalmente como monooxigenasas externas ya que necesitan un donador
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externo de electrones para regenerar su sitio catalitico. Se caracterizan por una
diversidad extremadamente alta de las reacciones catalizadas y los sustratos
convertidos [Brill et al., 2014]. Estan involucrados en reacciones tan diversas
como, por ejemplo, hidroxilacion, N-, O- y S-desalquilacion, sulfoxidacién,
epoxidacion, desaminacion, desulfuracion, deshalogenacion, peroxidacion vy
reduccion de N-6xido [Bernhardt et al., 2006].

La mayoria de los citocromos P450 son incapaces de interactuar directamente
con el donante de electrones primario NADPH, por lo que requieren de una o dos
proteinas adicionales para intercambiar los electrones del NADPH y transportarlos
al sitio activo de P450 [Brill et al., 2014], el ciclo de regeneracion del hierro del

grupo hemo y sus rutas alternas se encuentran descritos en la figura 1.

A través de la actividad de P450s se puede producir una gran variedad de
sustancias cuya sintesis quimica resulta dificil y costosa [Cirino et al., 2002],
debido a la alta energia en el enlace C-H, a la presencia de multiples enlaces con
energias similares en compuestos organicos y a la mayor reactividad de los
productos oxidados en comparacion con la de los reactivos [Fasan et al., 2012].
Sin embargo, se ha demostrado que las reacciones de oxidacion mediadas por
citocromos tienen un alto potencial ya que proporcionan rutas biocataliticas por la
activacion sitio- y estereoespecifica de enlaces C-H [Roiban et al., 2015], lo cual

ha sido de interés para aplicaciones biocataliticas.

Los sistemas bacterianos P450 normalmente exhiben mayores tasas cataliticas
que P450s eucarioticos y son faciles de manejar en el laboratorio debido a su
solubilidad y alto nivel de expresibn en huéspedes heterdlogos. Estas
propiedades hacen que los P450 bacterianos sean objetivos ideales para la

ingenieria de proteinas [Bernhardt et al., 20086].

16



m==) Ruta canonica H—N—NO NO _ -
| | |
mmm) Nitracion de Trp — g3 - ‘_J- L Z _I L

Reaccion de S P o '
peroxigenasa s =
Desnitrificacion '].‘.i NADH
‘J_ 0 «NO H. . g .I'I
AROH H‘\Q/H \ ) — Fal -
|
H;O — o - RH /5
A Ho °r
~
Cys
Al —~H i RH
9 0 ~°
'3' N — T —
—Fci - ! 1
S P H* ~ -
-~ C\;s L=
m ? OH HO r
Irp | Y
. * — ,_—" o — RH
R OH (NO.)* | — e;'- -
| . S

—Fe‘ * -

. S
Compuesto Il H ~ (o)

]
Cys /T _ .
O, - -
RH ﬁ i RH 0~ |
— e - -I o
i | Compuesto | oy D w é
S Cys -

Cys “ H,0 Cys

OH| "~ 2 -
aH ?/ | RH 0’"0 -

I

— - —Fe3- -
£ i i
" S
C)'s/ H Cys -

Compuesto 0

Figura 1. Ciclo catalitico de citocromo P450.

La unién del sustrato (RH) desplaza la molécula de agua axial que se encontraba coordinada
y cambia el equilibrio del hierro del hemo a la forma de alto spin, permitiendo que la primera
transferencia de electrones reduzca al hierro al estado ferroso. La unién de O, y la
transferencia de un segundo electron de un compariero redox, da lugar a la formacién de
especie radical de cationes reactivos de ferry-oxo porfirina conocida como compuesto |. La
abstraccion de un protén del sustrato forma un intermediario ferryl protonado (compuesto 1)
que hidroxila el radical del sustrato de acuerdo con el mecanismo de rebote de radical.
Imagen modificada de Girvan et al., (2016).

17



2.5 Citocromo P450 BM3

El citocromo P450 BM3 (Cyt BM3) de Bacillus megaterium es un citocromo
bacteriano de 119 kDa de la familia CYP102 que cataliza la oxidacion de los
acidos grasos de cadena larga. Hasta la fecha ha sido el mas investigado y se ha
demostrado que presenta tasas cataliticas muy altas con numeros de recambio de
5000 min™' o mas para la oxidacién de acidos grasos [Carmichael et al., 2001] con
un acoplamiento de la oxidacion de NADPH a formacion de producto de 88-98%
[Noble et al., 1999], con la ventaja de que es cataliticamente autosuficiente, lo que
implica que la transferencia de electrones del dominio FAD / FMN reductasa y el
dominio monooxigenasa P450 estan contenidos en un unico péptido [Girvan et al.,
2016].

El P450 BM3 se ha utilizado y redisefiado para catalizar la oxidacion de una gran
variedad de sustancias de interés biotecnoldgico. Mientras que la enzima silvestre
es poco selectiva, se han generado variantes con mayor regio- Yy
estereoselectividad para diferentes sustratos [Seifert et al., 2009]. La ingenieria de
proteinas ha tenido éxito en la creacion de numerosas variantes, que poseen
especificidades de sustrato alteradas, incluida la conversion de indol [Li et al.,
2000], propranolol [Otey et al.,, 2006], hidrocarburos aromaticos policiclicos
[Carmichael et al., 2001], alcoxiresulfuros fluorégenos [Lussenburg et al., 2005],
terpenos [Seifert et al., 2009], entre otros componentes [Erkelenz et al., 2011]. Las
estrategias de mutagénesis continuan expandiendo el repertorio de sustratos,
particularmente en el caso de los P450 microbianos solubles para los cuales los

datos estructurales ayudan a guiar la ingenieria de proteinas [Girvan et al., 2016].

Una particularidad importante del P450 BM3 es el canal de acceso del sustrato; es
evidente en su estructura que es un canal largo que conecta la superficie de la
proteina con el bolsillo catalitico donde se encuentra el grupo hemo. Mas de una
docena de aminoacidos extienden sus cadenas laterales hacia este espacio
proporcionando multiples objetivos para mutagénesis, (Figura 2) [Li et al., 1997],
los residuos P25, R47 y Y51 se encuentran en la entrada del sitio catalitico y estan

involucrados en el reconocimiento de los acidos grasos [Ahmed et al., 1999].

18



Simulaciones de dinamicas moleculares del P450 BM3 demostraron que los
residuos F87 y A328 causan cambios en la regioselectividad mediante la
estabilizacion del sustrato en diferentes conformaciones de unién [Branco et al.,
2008]; el residuo localizado en la posicidn 5 se encuentra en la vecindad inmediata
del grupo hemo y su cadena lateral apunta hacia el centro del hemo, por lo tanto,
se espera que interactue con todos los sustratos durante la oxidacion [Seifert et
al., 2009].

Figura 2. Estructura del sitio activo.
A) Entrada al sitio activo del hemo (PDB 21J2) B) Dominio hemo del CYP BM3 con union a N-
palmitoilglicina (PDB 1JPZ). El grupo hemo se encuentra en azul y el ligando en rojo.

2.6 Evolucion dirigida

Los enfoques de la evolucidn dirigida se basan en la deteccién efectiva de una
reaccion o propiedad en la enzima a partir de enormes bibliotecas de variantes,
de las cuales solo una pequena parte del tamafo tedrico puede ser evaluada.
Informacion sobre la estructura de la proteina permiten disminuir el nimero de

variantes a generar y hacer bibliotecas inteligentes [Cole et al., 2011]

Resulta imposible cubrir todas las mutaciones posibles de una proteina tipica: ya
que si se realiza una aleatorizacion completa de un decapéptido por ejemplo,
puede llegar a producir 10"° combinaciones Unicas de aminodcidos, lo cual
excede el tamano de las bibliotecas de casi todos los métodos conocidos de
creacion de bibliotecas de proteinas. Las estrategias de diversificacion genética
estan disefiadas para realizar un muestreo disperso del espacio de secuencia
dimensional. La contribucién de cada variante crea un paisaje evolutivo en el cual

se generan proteinas que tendran un mejor desempefio en diferentes
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condiciones, el objetivo de estudios de evolucién dirigida es hacer un muestreo
mutacional dentro de este paisaje y relacionarlo con niveles maximos de la

propiedad buscada, por ejemplo actividad, estabilidad, etc.

La mutagénesis dirigida es una técnica que se utiliza para aumentar la
probabilidad de que una biblioteca acumule variantes que favorezcan una
condicion deseada, siempre y cuando se tenga nocion de las posiciones de
aminoacidos que mas probablemente sean determinantes de la funcion deseada.
En ausencia de una relacién estructura-funcion, la mutagénesis aleatoria puede
proporcionar una mayor posibilidad de acceder a los miembros de la biblioteca
funcional que la diversidad de la biblioteca en residuos elegidos incorrectamente
[Packer et al., 2015].

Los investigadores han desarrollado una amplia gama de métodos para realizar
ambas formas de diversificacidon genética, y las estrategias mas exitosas a

menudo integran mutagénesis dirigida y aleatoria.

2.7 Herramientas de acoplamiento moleculares

El acoplamiento molecular es un método que evalua una energia de interaccion
del ligando sobre una superficie del receptor. Utiliza la orientacion favorecida para
predecir la fuerza de la conexion o la afinidad de union entre el ligando y proteina
mediante el uso de funciones de puntuacion. El acoplamiento a menudo se aplica
para predecir la afinidad y la actividad del farmaco. El objetivo principal de
acoplamiento molecular es simular computacionalmente el proceso molecular de
interaccion y lograr una conformacion optimizada para que la energia libre del

sistema general se minimice.

En el descubrimiento de farmacos, el acoplamiento entre proteina-ligando o
proteina-proteina juega un papel importante en la prediccion de la orientacion del
ligando al unirse. Una de las limitaciones de este estudio es la funcién de
puntuacion para cada interaccién, en donde las interacciones electrostaticas,
interacciones de Van der Waals, interacciones coulémbicas y la formacién de
enlaces de hidrogeno tienen que ser medidas de manera eficiente por el

programa de acoplamiento.
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La suma de todas estas interacciones se aproxima a una puntuacién, que
representa la probabilidad de que la interaccion se vea mas o menos
representada. En los sistemas de cuerpo rigido mas simples, el ligando se busca
en un espacio rotacional o translacional para encajar en el sitio de unién [Alberg et
al., 1993]. La precision del acoplamiento en un enfoque de cuerpo rigido es
mucho mayor para los complejos unidos que para las moléculas sin complejos.
Aunque los cambios estructurales observados entre las formas ligada y libre son
pequefos, la diferencia en la precisién implica que la suposicién de rigidez no
estd plenamente justificada. Por lo tanto, varios grupos han dedicado sus
esfuerzos para permitir la flexibilidad del receptor y el ligando [Pagadala et al.,
2017].

En las ultimas dos décadas se han desarrollado mas de 60 programas y
herramientas diferentes para el acoplamiento molecular entre los cuales se
encuentran DOCK, AutoDock, FlexX, Surflex, GOLD, ICM, GLIDE, Cdocker,
LigandFit, MCDock, FRED, MOE-Dock, Autodock Vina, rDock, UCSF Dock,
RosettaDock entre otros. Estos programas trabajan utilizando ya sea algoritmos
genéticos, técnicas de busqueda sistémica, simulaciones de Monte Carlo o

algoritmos basados en la complementariedad de formas.

Después de realizar pruebas de validacion de los acoplamientos moleculares se
observo que entre estos programas, AutodockVina, GOLD y MOE-Dock son los
mas consistentes en sus resultados de reacoplamiento. Se ha observado que los
resultados de los acoplamientos predicen las posiciones demostradas
experimentalmente con un promedio de desviacion cuadratica media (RMSD) de
1.5 a 2 A [Bissantz et al., 2000]. Cabe mencionar que de los tres programas

seleccionados solo AutodockVina es de acceso libre.

AutoDockVina es un programa de codigo abierto disefiado en The Scripps
Research Institute. Se ejecuta especialmente para estudios de receptor-ligando y
hay tres pasos principales involucrados en el acoplamiento: Preparar la proteina,
definir el sitio activo y preparar el ligando. AutoDockVina es mas rapido que otros

programas de acoplamiento como Autodock4 y no requiere utilizar herramientas
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como AutoGrid y AutoDock. Este programa se ha implementado con éxito,
especialmente en el cribado virtual, el analisis de flexibilidad y el acoplamiento de

iones metalicos.

Un programa que empieza a llamar la atencion es RosettaDock, el cual ha sido
mayormente utilizado para interacciones proteina-proteina; sin embargo, se ha
adaptado para realizar analisis de interaccion proteina-ligando. Este es un
programa basado en prediccion de estructura. Busca en el cuerpo rigido y
lateralmente en el espacio conformacional de las cadenas de los aminoacidos de
las dos proteinas que interactuan para encontrar una estructura compleja con un
minimo de energia. RosettaDock se basa principalmente en multi-inicio, utilizando

un algoritmo Monte Carlo a escala multiple [Chaudhary et al., 2016].
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3 ANTECENDENTES

Recientemente, se encontraron genes y enzimas involucradas en la biosintesis de
acido cafeico en Saccharothrix espanaensis y Rhodobacter capsulatus, una
tirosina amoniaco liasa (TAL) codificada por sam8 y un C3H microbiano codificado
por sam5 son responsables para la conversidon de tirosina en acido p-cumarico y
luego al acido cafeico, respectivamente. La 4-hidroxifenilacetato 3-hidroxilasa
(4HPA3H) de E. coli es capaz de hidroxilar acido p-cumarico y tirosina ademas de
su sustrato nativo, el acido 4-hidroxifenilacético, para la producciéon de este
compuesto. A partir del conocimiento de estas reacciones se plantea una ruta de
biosintesis dual, en la que se expresan la 4HPA3H y de manera heterdloga la
enzima TAL para la produccion de acido cafeico a partir de tirosina como se

observa en la figura 3 [Lin et al., 2012].
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Figura 3. Ruta biosintética propuesta para la sintesis de acido cafeico.

(A) Via nativa para la sintesis de tirosina en E.coli. (B) Via artificial para la biosintesis de &cido
cafeico a partir de tirosina. PPS: fosfoenolpiruvato sintasa; TKT: transcetolasa; CM-PDH:
corismato mutasa/prefenato deshidrogenasa; DAHPS: 3-deoxi-D-arabino-heptulosa-7-fosfato
sintasa; 4HPA3H: 4-hidroxifenilacetato 3-hidroxilasa; TAL: Tirosina amonio liasa; E4P: D-eritrosa-
4fosfato; PEP: fosfoenolpiruvato; HPP: 4-hidroxifenilpiruvato. Imagen modificada de Lin, Y., &
Yan. Y. (2012) Microbial cell factories.

Una via alternativa y no muy explorada para la sintesis de acido p-cumarico es a
partir del uso de citocromos bacterianos como es el caso del citocromo 199A2 al
cual tras someterlo a procesos de evolucion dirigida se lograron identificar
algunas variantes con la capacidad de realizar una primera hidroxilacion sobre el

acido cinamico para la produccion de acido m-cumarico o acido p-cumarico, y
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otras variantes con la capacidad de tomar estos productos y formar acido cafeico
[Furuya et al., 2012]

El citocromo P450 de B. megaterium (CYT BM3) es un citocromo bacteriano
soluble y autosuficiente que utiliza acidos grasos de cadena lineal como sustrato.
CYT BM3 ha sido utilizado ampliamente como biocatalizador de una gran
variedad de sustratos con propiedades quimicas diferentes. El analisis de la
estructura del sitio catalitico de CYT BM3 puede coadyuvar en el diseio de una
biblioteca de variantes que puedan catalizar la reaccion de produccién de acido

cafeico.

La mutagénesis aleatoria ha resultado util para mejorar la actividad de BM3 hacia
moléculas de distintos tamafos y propiedades; asi, las variantes P450BM3 (R47L
/ YS51F / F87A) o P450BM3 (A74G / F87V / L188Q) se identificaron utilizando un
método de seleccion basado en la formacion de indol y fueron reportados por
hidroxilar hidrocarburos aromaticos policiclicos grandes a alta tasas (> 100 min-1)
aunque con baja eficiencia de acoplamiento (3- 10%) [Li et al., 2001]. Durante las
rondas de mutagénesis se han logrado encontrar aminoacidos requeridos para
lograr cambios importantes en la funcibn y que pueden afectar su
termoestabilidad [Fasan et al., 2008]. Cuando las sustituciones en BM3 dan como
resultado una interaccion enzima-sustrato subdptima promueven el
desacoplamiento en la transferencia de electrones por un sellado imperfecto del
sitio activo al solvente durante la catalisis y conlleva a la produccién de especies
reactivas de oxigeno [Li et al., 1997; Kadkhodayan et al., 1995; Loida et al., 1993].

Recientemente se han utilizado moléculas analogas que actuan como
coadyuvantes para realizar la oxidacion de moléculas sencillas como benceno a
fenol por parte del P450 BM3 silvestre [Shoji et al., 2013], el analogo es una
molécula inerte que llena parte del sitio activo y restringe la entrada de los
sustratos permitiendo una interaccidon mas cercana al hemo de lo que lo harian sin
una molécula analoga [Munday et al., 2016]. Estas moléculas analogas son
acidos perfluorocarboxilicos de cadena larga, que imitan a los sustratos preferidos

por BM3 pero contienen enlaces C-F no oxidables en sus cadenas laterales. Este
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meétodo podria proporcionar una herramienta valiosa, complementaria o sinérgica

para la ingenieria de proteinas [Pochapsky et al., 2010].

La relaciéon entre la estructura, estabilidad y actividad de las proteinas ha sido un
problema importante aun no resuelto en biologia molecular. ElI pleno
entendimiento de esta relacion seria de gran utilidad para guiar la mutagénesis
sitio dirigida y otras técnicas de ingenieria de proteinas. Los estudios de difraccion
de rayos X han proporcionado informacion estructural extensa para muchas
proteinas, desafiando a los tedricos a desarrollar técnicas confiables capaces de
utilizar dicho conocimiento como una base para la predicciéon de las mutaciones
que permitan modificar diversos atributos en una enzima, como un cambio de

especificidad, estabilidad, etc. [Lee et al., 1991].
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4 HIPOTESIS

La promiscuidad de los citocromos puede ser aprovechada para moldear el sitio

activo de la CYT P450 BM-3 para llevar a cabo la produccion de acido cafeico

partir de acido p-cumarico.

HO > o

Acido p-cumarico Acido cafeico

Figura 4. Reaccidon propuesta para la catalisis.

En la imagen podemos observar el paso de hidroxilacion de acido p-cumarico a acido cafeico
con la imagen de un nifo ejemplificando un modelo de llave cerradura con el CYTBMS3
mientras juega en una maquina expendedora.

a
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5 OBJETIVO

5.1 Objetivo general

Generar una variante de CYT P450 BM-3 con la capacidad de utilizar como

sustrato acido p-cumarico para la produccién de acido cafeico.
5.2 Objetivos particulares

e Analizar si la enzima silvestre CYT BM3 es capaz de utilizar el acido cumarico

como sustrato

e |[dentificar blancos para modificar la especificidad mediante mutagénesis y

favorecer la produccion de acido cafeico.

e Buscar e implementar un método de tamizaje en formato de alta eficiencia para

evaluar la biblioteca de variantes.

e Generacion de una biblioteca de variantes mediante mutagénesis combinatoria en

los sitios identificados.

e Seleccionar y evaluar la capacidad de las variantes seleccionadas de reconocer

acido p-cumarico como sustrato.

27



6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas y plasmido

Para la construccion de la biblioteca de variantes se inicié con el plasmido pCWori
en el cual se encuentra insertado el gen de la proteina CYT-BM3 4E10 con
mutaciones en las posiciones A82L and A328V, que le permiten hidroxilar
analogos de sustratos pequefios poco polares (Chen et al., 2012). Los fragmentos
de las bibliotecas fueron generados a partir de este ADN molde e insertados en el
vector pET28a en el cual se trabajara la biblioteca completa con la cepa de E. coli
MC1061 (araD139 A(araA-leu)7697 A(lac)X74 galK16 galE15(GalS) lambda- e14-
mcrAO relA1 rpsL150(strR) spoT1 mcrB1 hsdR2). Una vez construida la biblioteca
se utilizara la cepa Escherichia coli BL21 DE3 (ompT gal dcm lon hsdSg(rg mg™)
A(DES3 [lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5])[malB*]k.12(A%)) para la sobre expresidn

y evaluacion de las variantes.

6.2 Analisis de interaccion proteina-sustrato mediante
acoplamiento molecular

Para la identificacion de blancos de mutagénesis se realizé un analisis de
acoplamiento sobre la estructura del sitio catalitico y se determinaron qué
aminoacidos podrian beneficiar a la actividad de hidroxilacion en el anillo
aromatico. Para los ensayos de acoplamiento se utiliz6 la herramienta de
Autodock Vina (http://vina.scripps.edu/), en una computadora portatil Sony Vaio
con Intel Core i5, 4GB de RAM y una tarjeta de video NVIDIA GeForce 410M

512MB con el sistema operativo Debian GNU/Linux. Las dinamicas moleculares

se ejecutaron en la supercomputadora HP cluster platform 3000SL “Miztli”.

Como parte de un ensayo preliminar se realizaron dos protocolos de tratamiento a
tres estructuras cristalograficas, que corresponden a la enzima silvestre sin
ligando (PDB 1BVY), la enzima silvestre unida a palmitoilglicina (PDB 1JPZ) y una
variante que fue modificada y fue nombrada 4E10. Para el primer tratamiento se
tomé a la estructura cristalografica en formato PDB y se pasé directamente a un
formato PDBQT siguiendo el protocolo recomendado para el analisis en autodock

en el cual se agregaron todos los hidrogenos a la proteina. Se calcularon las
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cargas y se conservaron solo los hidrégenos polares (aquellos que se encuentren
en un enlace polarizado) para al final obtener el formato PDBQT correspondiente,
el segundo protocolo consisti6 en revisar la estructura cristalografica en el

servidor en linea WHATIF (https://swift.cmbi.umcn.nl/servers/html/index.html) y

utilizar su tratamiento de preparacion de estructuras para acoplamiento y
posteriormente obtener el formato PDBQT para el analisis. Para realizar el
acoplamiento se probaron 3 tamafos de caja para comprobar que no existieran
sitios de unién diferentes a la hendidura catalitica en los cuales el sustrato
interactue de manera representativa, se hizo un analisis de acoplamiento ciego en
el que se incluye todo el dominio hemo de la proteina, una caja de la mitad del
dominio hemo en el que se incluia el sitio activo y un analisis solo del sitio activo.
Para este primer acoplamiento se utilizé como ligando, palmitoilglicina, acido p-

cumarico y acido cafeico.

Para validar el proceso de acoplamiento molecular y obtener resultados mas
cercanos a la realidad se realizaron tres protocolos adicionales diferentes, para el
primer tratamiento del proceso de validacion se realizé un analisis estructural del
CYT BMB3; se reviso la calidad de las estructuras cristalograficas con el programa

COOT (https://www2.mrc-Imb.cam.ac.uk/personal/pemsley/coot/) tomando en

cuenta los mapas de densidad electronica, Ramachandran plot, factor B y
moléculas cocristalizadas; se realizaron alineamientos de secuencia vy

estructurales con la herramienta de PyMOL (https://pymol.org/2/) matchalign y el

software  profit (http://www.bioinf.org.uk/software/profit/) para seleccionar

estructuras con buena calidad y que representen movimientos conformacionales

representativos en el CYT BM3.

Una vez seleccionadas las estructuras se sometieron a un proceso de afinamiento
para mejorar errores al momento de dilucidar los mapas de densidad electronica,
primero se eliminaron los choques entre cadenas laterales utilizando el software

scrwl4  (http://dunbrack.fccc.edu/SCWRL3.php/) y después se agregaron

hidrogenos a toda la proteina y se comprobd que los residuos como la Histidina

(His), Asparagina (Asn) y Glutamina (GIn) se encontraran debidamente orientados
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con respecto al mapa de densidad electronica y los residuos de la vecindad. Al
terminar este proceso se sometieron las estructuras a un proceso de minimizacion
utilizando el campo de fuerza OPLS-AA con el modelo de agua SPC, agregando
estados de protonacion con ayuda de PROPKA  (http:/nbcr-
222.ucsd.edu/pdb2par 2.1.1/) y sometiéndolo a 5000 pasos de descenso rapido

para encontrar minimos locales y 5000 adicionales de gradiente conjugado para
explorar el minimo local, una vez concluido el proceso de minimizacion se obtuvo
el archivo PDBQT correspondiente para el acoplamiento. En los dos protocolos
restantes se agregé el Hemo en su lugar correspondiente a las estructuras
resultantes del protocolo uno y se sometieron a un proceso de minimizacion
nuevamente, en este caso utilizando dos campos de fuerza diferentes, el campo
de fuerza GROMOS53a6 para el segundo protocolo y el campo de fuerza
CHARMMS36 para el tercer protocolo, en todos los tratamientos se neutralizo el
sistema utilizando sodio como cation y cloro como anién. En esta ocasion
solamente se sometieron a 5000 pasos de descenso rapido y posteriormente se
hizo un equilibrio nvt con el algoritmo de V-rescale de 100 ps y un equilibrio npt
con el baréstato Parrinello-Rahman de 100 ps para llevar nuestra estructura a una
temperatura de 25 °C y una presion de 1 atm; de igual manera se obtuvieron los

archivos PDBQT correspondientes.

Para el acoplamiento simultaneo se realizé un pequeno script con el protocolo de
acoplamiento molecular que consiste en definir el ligando y las proteinas
receptoras, para someterlos a un proceso de acoplamiento con exhaustividades
de entre 200-3000, se evaluaron los resultados con las 15 interacciones con

energias de interaccién mas favorables calculados por el programa.

De manera alternativa se llevd a cabo un analisis de modos normales con el
servidor en linea de El Nemo para observar los cambios conformacionales mas
representativos de la proteina y un analisis de potencial electrostatico APBS
(Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) utilizando el servidor pdb2pqr para observar

las cargas presentes en la hendidura catalitica.
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6.3 Construccion de variantes

Para realizar la construccion de la libreria de mutantes se utilizaron las siguientes
estrategias:

Técnica de megaprimer
Mediante la sintesis de oligonucledtidos con los codones degenerados en los
residuos seleccionados en el analisis “in silico”, y un nucleétido que hibrida con
alguno de los extremos del gene, se realiz6 una reaccion de PCR. El producto de
esta PCR se utiliza como un cebador (megaprimer) en amplificaciones futuras
para ir aumentando el tamano del producto e ir acumulando la combinatoria de
variantes. Se realizaron una serie de PCRs en los que se fue extendiendo el
tamano del primer megaprimer de 150 hasta obtener un fragmento de
aproximadamente 1100 pb correspondiente al dominio hemo de la proteina y
donde se encuentran acumuladas la combinatoria de variantes seleccionadas.

Extension de sobrelapes mediante reaccion en cadena de la polimerasa

(por sus siglas en ingles OE PCR)
La extension por traslapamiento permite generar un fragmento a partir de dos
fragmentos que comparten una region de homologia en alguno de sus extremos.
Se tomd en cuenta el tamafo de cada fragmento para calcular la concentracion
final de cada uno y se procedié a realizar una amplificacion por PCR. Esta
amplificacion se llevo a cabo con 50 ng de cada fragmento en 2 ciclos diferentes,
de manera inicial se dieron 10x ciclos de amplificacion sin afadir los oligos de
cada extremo del fragmento, posterior a los 10 ciclos se agregaron los oligos y se
amplificé por 25 ciclos adicionales. El producto de PCR fue purificado a partir de
un gel de agarosa al 1% utilizando el kit de purificacion en gel de Roche y
cuantificado en Nanodrop.

Método de ensamble de Gibson
La estrategia metodologica de Gibson permite el ensamble de productos de PCR
e incluso el vector sin la necesidad de digerir los fragmentos para la construccion
final. Durante la reaccion se utiliza una nucleasa que degrade los extremos 5’, una
polimerasa de alta fidelidad para rellenar los huecos en las regiones de homologia

después de la hibridacién y una ligasa para cerrar todos los nick generados por la
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amplificacion. Al realizar el ensamble de Gibson se linealizé el vector digiriendo
con las enzima de restriccion Ncol/Sacl, se utilizaron 200 ng de vector en una
relacion 1:3 con los fragmentos de la construccion en un volumen final de 5 mcl,
a los cuales se les agregd 15 mcl del master mix de la reaccién de gibson y se
incubd durante 60 minutos a 50°C. Una vez terminada la reaccion, ésta se utilizo
para transformar células MC1061 por electroporaciéon a 1.6mV, se recuperaron
por una hora en medio SOC y se inocularon en cajas petri con kanamicina (30
mg/ml) para seleccionar las bacterias que fueron transformadas.
Clonacién por extension circular de la polimerasa (siglas en ingles CPEC)
De manera alternativa al ensamble de gibson decidimos utilizar la técnica CPEC
(circular polymerase extension cloning) en la que de igual manera se aprovechan
las regiones de homologia compartidas entre los fragmentos y el vector para
realizar en este caso la amplificacion del plasmido completo utilizando una
polimerasa de alta fidelidad a través de ciclos de PCR. Se utilizaron
concentraciones equimolares de vector e inserto, durante 15 ciclos de
amplificacion con 30s de extension por Kb. Una vez terminada la reaccién se usé
para transformar células MC1061 por electroporacion a 1.6mV, se recuperaron
por una hora en medio SOC y se inocularon en cajas petri con kanamicina (30
mg/ml) para seleccionar las bacterias que fueron transformadas.
Método de mutagénesis Quick-change

Una propuesta ampliamente usada en la mutagénesis sitio dirigida ha sido la
metodologia desarrollada por Agilent denominada Quickchange™, en la que se
utilizan un par de oligos complementarios que contienen en su secuencia los sitios
a mutagenizar, de esta manera a partir del plasmido silvestre y con una
polimerasa de alta eficiencia como la enzima Phusion es posible amplificar el
vector completo introduciendo las mutaciones disefiadas en los oligos; el producto
de la amplificacion requiere un paso de digestion con la enzima Dpnl para eliminar
el DNA silvestre. Una vez terminada la reaccion se transformaron células MC1061
por electroporaciéon a 1.6mV, se recuperaron por una hora en medio SOC y se
inocularon en cajas petri con kanamicina (30 mg/ml) para seleccionar las

bacterias que fueron transformadas.
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6.4 Expresion y purificacion de P450 BM3

Un cultivo nocturno de E. coli BL21 DE3 que alberga el plasmido de expresion
pET-28-4E10, que codifica para una variante de P450BM3 con las mutaciones
A82L y A328V, se inoculé en 100 mL de medio LB suplementado con ampicilina.
Las células se cultivaron a 37°C con agitacion a 300 r.p.m hasta alcanzar una
DOsoonrm de 0.6, las células se indujeron afiadiendo isopropil tio-b-d-
galactopiranosido (IPTG) a una concentracion final de 1 mM. Después de 12
horas de crecimiento a 30°C, las células se cosecharon por centrifugacion a 4000
r.p.m durante 30 minutos. El pellet rojo marrén se volvid a suspender en
amortiguador fosfatos de potasio pH 7.4 y se lisaron las células por sonicacion.
Los restos celulares se eliminaron por centrifugacion a 10000 r.p.m durante 30
minutos a 4°C y el extracto libre de células se filtr6 a través de una membrana de
0.22 ym antes de realizar la purificacion por FPLC en una columna mono-Q,
eluyendo con un gradiente lineal de cloruro de potasio de 250 a 400 mM en
amortiguador PO4 pH 7.4.

6.5 Ensayo de actividad

Las reacciones se hicieron en volumenes de 200 pL, con concentracion inicial de
0.7 mM de NADPH, 0.4 mM de sustrato (SDS como control positivo y acido p-
cumarico) con 40 uL de extracto proteico en amortiguador de fosfatos sodio pH
7.4. Se realizé una medicidon del espectro de 230 a 500 nm midiendo cada 1 nm
antes de iniciar la reaccion con la adicién de la enzima; seguida de una cinética a
340 nm durante 10-15 minutos aproximadamente y finalizando con una medicion
del espectro de igual manera que al inicio para observar diferencias en los picos
de absorcién observados.

Ensayo por cromatografia en capa fina (TLC)
Una vez finalizada la reaccién se tomaron los 200 pL y se colocaron en un tubo

eppendorf ambar de 1.5 ml inmediatamente después de la reaccidon para evitar la
oxidacion de los productos de reaccion y se le adicionaron 50 pL de HCI 0.1M
para obtener solo especies protonadas que puedan migrar correctamente por el
cromatoplaca. Se cargaron 3 pL de la reaccion y se corrieron usando como fase

movil una mezcla de tolueno: acetato de etilo: acido formico: agua (35:70:55:35)
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Ensayo en formato de alta eficiencia
Una vez finalizada la reaccion se toman 20 yL y se mezclan con 200 uL de la
solucién de revelado que contiene 20mM FeCls, 10 mM Ferrozina en amortiguador
HEPES pH 3 y se mide la absorcion a 593 nm. El cambio en la tonalidad incoloro,
rosado a morado se observa en relacion a la capacidad antioxidante del
compuesto y en este caso a la concentracion de acido cafeico.

Ensayo de tincibon Hemo con TMB
Con el propésito de verificar que la proteina de los extractos tanto silvestre como
mutantes tuvieran su hemo activo, se utiliz6 TMB (3,3,5,5-Tretrametilbenzidina)
6.3mM para tratar geles SDS-PAGE en los que se corrieron los extractos.
Después de correr los geles 12% SDS-PAGE en condiciones nativas se dejo
incubando una hora en la oscuridad con el reactivo TMB, posterior a la incubacion

se agreg6 H,O, 30mM para revelar los hemos activos.

6.6 Determinacion de productos de reaccién por HPLC.

No existe un método para la determinacion y cuantificacion del acido cafeico en
los compendios oficiales, como las farmacopeas; sin embargo, la mayoria de los
articulos actuales recomiendan la cuantificacibon de la sustancia mediante

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Mezclas de acido cafeico y acido p-cumarico se pueden separar por HPLC
utiizando una columna de fase reversa C18, con wuna fase
agua:metanol:ac.acetico (79:20:1) hasta 25 min a una velocidad de flujo de 1,0 ml
min™ y haciendo la deteccién a 330 nm. Los picos cromatograficos de acido p-
cumarico y acido cafeico se confirmaron mediante la comparacién de sus tiempos

de retencion y espectros UV con el de sus estandares de referencia.

Para demostrar que la hidroxilaciéon se esta realizando en el C3 del anillo
aromatico se realizara un analisis por resonancia magnética nuclear y una
espectrometria de masas de los productos obtenidos, especialmente aquellos que

eluyan en un perfil similar al del estandar de acido cafeico por HPLC.

6.7 Protocolo de analisis de mutantes
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Para el analisis de la biblioteca de mutantes, se transformaron células de E. coli
BL21 con la construccién de todas las variantes en el vector pET28 y se dejaron
incubando durante 12 horas para obtener colonias aisladas y de buen tamafo.
Actualmente se cuentan con un adaptador para la incubadora que tiene una
capacidad aproximada de 24 cajas (con lo cual tenemos la posibilidad de trabajar
con un maximo 2304 pocillos) la colonias se tomaran con palillos y se inocularon
al medio terrific broth (TB) contenido en cada pocillo, tras 4 horas y media de
incubacion se inducen los cultivos con 0.5mM IPTG y después de 24 horas de
incubacion se centrifugan durante 5 minutos a 3500 rpm y 4°C, se descarta el
sobrenadante. La pastilla celular se trata con amortiguador de lisis (Amortiguador
fosfatos pH 8, con lisozima y DNAsa) durante 1 hora a 37°C y se realiza una
centrifugacion de 15 minutos a 3500 rpm y 4°C para obtener el extracto que sera
utilizado para hacer las reacciones y el tamizaje por el método de ferrozina.
Durante cada proceso de evaluacion de variantes se utiliza como control acido p-
cumarico, acido cafeico y NADPH a las concentraciones finales de la reaccién

para evitar falsos positivos. La figura 5 muestra un esquema del protocolo.

ﬁ = e
200 rpm | [GEE S \

/:-«- e 10 min - 24hrs37°C_____ ccmmmmn

‘ _.—-
o C— EE -_?] C—
s . =. 3500rpm e e 200 rpm

lisis

1 Amortiguador

Figura 5. Protocolo de evaluacion de mutantes. Una vez obtenidas las variantes se utiliz6 el
siguiente protocolo de expresién y obtencion de extractos para su evaluacion y seleccion.-
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7 RESULTADOS

7.1 Acoplamiento molecular

De manera inicial se realizaron 3 protocolos de tratamiento diferentes utilizando
los programas ADT, Whatif y Molprobity (Anexo 8, Figura 9) con 4 estructuras
cristalograficas para obtener un modelo de acoplamiento molecular adecuado y
hacer un acoplamiento ciego. Al obtener los 12 formatos PDBQT se realizaron
acoplamientos con tres tamanos diferentes de caja para buscar todos los sitios en
los que se podria unir el ligando sobre la proteina (Figura 6). El tiempo de
computo es proporcional al numero de enlaces de rotacion de cada molécula, en
el caso de acido p-cumarico este numero es de 3, para el acido cafeico de 4 y
para el acido palmitico de 16.

Se inicié con una caja que cubre todo el dominio hemo de la proteina para hacer
un acoplamiento ciego, en esta busqueda solo se encontraron conformeros en el
sitio activo de la proteina. Tomando en cuenta esto, se redujo a la mitad el sitio de
la busqueda, incluyendo el sitio activo para delimitar el analisis y explorar con

mayor exhaustividad regiones cercanas al sitio activo, de igual manera

L. Acido cafeico
ST

Acido palmitico Acido p-cumarico

Figura 6. Delimitacion del area de analisis para acoplamiento molecular.
En la parte superior se muestran las cajas utilizadas para el acoplamiento (A) (B) (C) y en la parte
inferior tenemos a los ligandos utilizados, en verde se muestran los enlaces de rotacion libre.

encontramos que nuestros ligandos solo interaccionaban con la proteina cerca del
sitio activo, por lo que por ultimo, sélo analizamos el sitio activo para ver los
conférmeros con menor energia. Al ir disminuyendo el tamafo de la caja nos

permite hacer una busqueda mas exhaustiva en la que vamos limitando la
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busqueda y quitando regiones que sabemos que no interaccionan con el ligando,
con la finalidad de buscar los conférmeros en el sitio activo con diferentes
energias y poder hacer un analisis de las distancias y contactos. Al ver los
conférmeros y energias de estos primeros analisis podemos ver que el resultado
es reproducible y que a pesar de analizar diferentes regiones de la proteina
obtenemos practicamente el mismo resultado, por esto decidimos tomar la caja
que corresponde al tamano del sitio activo para ver los contactos entre proteina-
ligando mas importantes en los resultados del acoplamiento molecular.

Una vez que observamos que no existe una interaccion fuera del sitio activo que
nos pudiera generar ruido, se decidi® tomar diferentes parametros de
acoplamiento, en esta ocasion disminuyendo la exhaustividad para ver como se
comportaba el resultado y verificar que siguiera siendo reproducible, en busca de
disminuir el tiempo de cémputo y tener buenos resultados. El valor de la
exhaustividad nos permite decirle al programa cuantos ciclos hacer el analisis y
evaluar la energia en los sitios y conformeros seleccionados, en este caso se
tomaron valores de exhaustividad de 200, 750, 1000, 2000 y 3000. En todos
obtuvimos resultados consistentes y seleccionamos un valor de 2000 para analisis
futuros.

Los resultados de las interacciones fueron analizados utilizando el programa
LigPlot+ para una representacion en 2D y el programa PyMOL para obtener una
representacion 3D. Analizando los resultados de los 12 modelos de acoplamiento
se observo que los residuos que mayor contribucién tenian eran Ser72, Leu75,
Phe87, Ala264, Thr268, Ala328 y Leud437, ya que se encontraban representados
en la mayoria de los resultados de los acoplamientos (Figura 7). Tomando esto en
cuenta, se decidid hacer un acoplamiento molecular flexible, el cual permite dar
libre movimiento a los residuos seleccionados durante el proceso de acoplamiento
haciendo un muestreo mayor y permitiendo movimientos conformacionales dentro
de la hendidura catalitica. Los resultados de este acoplamiento molecular flexible
se utilizaron para someterlos a un programa de refinamiento de la interaccién

proteina-ligando llamado ROSIE (https://rosie.graylab.jhu.edu/) en el cual se

observd que se conservaban los residuos mencionados previamente mas una
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interaccion, seleccionando de esta manera los residuos.- Ser72, Ala74, Leu75,
Phe87, Ala264, Thr268, Ala328, Leu437

Figura 7. Protocolo de acoplamiento.

Se muestran mapas de contactos en 2D en (A) tenemos el resultado del acoplamiento con la
proteina rigida (B) es el resultado del acoplamiento después de hacer flexibles los residuos que
se vieron que interaccionaban al estar rigidos (C) es el resultado después de un refinamiento
hecho en el servidor en linea ROSIE.

Como parte de la validacién de los protocolos utilizados en esta parte del analisis
utilizamos la estructura 1JPZ, que fue cristalizada con una molécula de N-
palmitoilglicina, como método de re-acoplamiento molecular y medir la desviacion
cuadratica media (RMSD por sus siglas en inglés) del conférmero reportado en su
estructura cristalografica con respecto a los resultados del acoplamiento (Figura
8).

Figura 8. Re-acoplamiento molecular CYTBM3 con N-palmitoilglicina.
Resultado del proceso de validacion por reacoplamiento en el que vemos los 3 conférmeros de
menor energia en verde y en azul la estructura cristalografica con un RMSD de 2.1.

Debido a que las estructuras cristalograficas reportadas en el Protein Data Bank
(PDB) para el dominio hemo del CYT BM3 son alrededor de 84, se decidié hacer
una revision para buscar las estructuras con buena resolucion (1.2-2.8 ) y a partir

de ellas realizar un alineamiento de secuencia y estructura que nos permita
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detectar cambios representativos en la conformacion de la proteina y tomar una
muestra representativa de estas conformaciones para realizar un analisis mas
detallado de la interaccion que nuestro sustrato puede tener con nuestra enzima
(Anexo 1). Para esto se utilizé el programa profit y matchalign, con los cuales se
observd que la proteina no tiene cambios conformacionales grandes y que las
estructuras sin ligando son muy similares, mientras que las que se co-cristalizaron
con un ligando tienden a tener una ligera diferencia no mayor a 0.5 A con
respecto a las que no tenian ligando (Anexo 2 y 4). En los alineamientos de 12
estructuras se observan cambios pequefios en las regiones de mayor nivel
estructural mientras que en las asas se observan cambios mas grandes como es
esperado por su organizacion. El grupo hemo no presenta cambios
representativos, por lo que asumimos que estos pequefios cambios pueden ser
debido a un ajuste inducido sumamente fino que permite la llegada de los
sustratos a distancias propicias para la hidroxilacion. Se reviso parte del
refinamiento que se realizé a los resultados de cristalografia para descartar que

este cambio sea debido a uso de remplazo molecular para dilucidar la estructura.

Con base a estos resultados, se seleccionaron 10 estructuras de acuerdo con su
resolucion, valor de Rwork y fueron revisadas con el programa COOT para
corroborar que el mapa de densidad electronica estuviera completamente
dilucidado para la hendidura catalitica y que no presentara huecos o residuos
fuera de los angulos permitidos en el grafico de Ramachandran en esta region
(Anexo 3).

/ Profit # Coot 3 Scwrl4 m»{ Molprobity m={ Gromacs \

PDB PDBQT =3 \/INA

‘\_}AOT_/

Figura 9. Protocolo de seleccién y refinamiento de estructuras para acoplamiento
molecular.

El cuadro rojo representa las estructuras sin tratamiento y los cuadros verdes las estructuras
listas para realizar el proceso de acoplamiento. Las flechas azules muestran el tratamiento
cuando solo se utilizé6 autodock tools para convertir los archivos PDB a PDBQT vy las flechas
negras el proceso de refinamiento de la proteina para su analisis.
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Después de este analisis se seleccionaron las estructuras 1BVY, 21J2, 2J1M
(estructuras silvestres), 3PSX (variante), 1JPZ, 3BEN, 3WSP, 4DUB, 4DUF, 5XA3
(cocristalizadas con un ligando). Se utilizé el programa Scwrl4 para revisar las
cadenas laterales de los residuos y corregir su orientacion, después se utilizo la
plataforma en linea de molprobity para agregar hidrégenos y revisar que la
orientacion de las histidinas, asparaginas y glutaminas sean congruentes con los

atomos vecinos y el mapa de densidad electronica reportado.

Para buscar un nivel energético adecuado para nuestra enzima se utilizd el
programa GROMACS 2018 para realizar un proceso de minimizacion de
descenso acelerado inicial y uno de gradiente conjugado después utilizando el

campo de fuerza OPLS-AA y el modelo de agua SPC.

A) Minimizacion descenso acelerado B) Minimizacién gradiente conjugado
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Figura 10. Procesos de minimizaciéon y equilibrio en GROMACS.
Graficos de proceso de minimizacién (A) Descenso acelerado, (B) Gradiente conjugado y
equilibrio (C) nvt y (D) npt utilizando el programa GROMACS version 2018.
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Todas las estructuras con excepcion de 1BVY, encontraron un minimo local
después de los procesos de minimizacion (Figura 10) y llegaron a un minimo local
utilizando el método de descenso acelerado que convergid en energia con el de
gradiente conjugado. Esto nos demuestra nuevamente que la proteina tiene un
nucleo rigido y que no se modifica en gran medida. Durante este tratamiento la
estructura perdié el grupo hemo por lo tanto este tiene que ser agregado de
manera manual y realizar un proceso de equilibrio nvt para llevar a nuestra
proteina a una temperatura ambiente (25°C) y posteriormente un npt para trabajar
a una presion aproximada de 1 atm. Cada uno de estos procesos se llevo a cabo
durante 100 ps, el termostato utilizado fue el V-rescale y el baréstato Parinello-
Rahman. Para esta parte del andlisis se realiz6 un analisis de los campos de
fuerza disponibles para GROMACS que tuvieran
Contactos observados

parametrizado el grupo hemo y que tuvieran

disponible el enlace cisteina-hierro presente en GROMOS  CHARMM

_ N 53A6 36 gul

estos citocromos, por lo cual se decidio utilizar el
campo de fuerza GROMOS53a6 y CHARMM36 L& Rl B2
para ver cual era de mas utilidad para mi A2B4 A264 L75
sistema. A58 A263 F&7
Una vez preparadas las estructuras se hicieron A330 G328 1263
de nuevo los protocolos de acoplamiento = e o

revisando los conférmeros con LigPlot+ y
, , , L437 F331 T268

analizando las distancias (Anexo 6). Tomando en
cuenta estos resultados observamos que el V438 L437 L437
campo de fuerza de CHARMMS36 (Figura 11) nos V438 V438

daba resultados mas reproducibles y un valor de 1,114 1. contactos en diferentes

RMSD menor al comparar con estructuras que Campos de fuerza
Comparacion de contactos
ya habian sido cristalizadas (Tabla 1). observados con acido p-cumarico
como ligando utilizando dos
campos de fuerza y los resultados
obtenidos antes del refinamiento.
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Figura 11. Re-acoplamiento molecular después de las estructuras seleccionadas.

Resultado de proceso de validacién por reacoplamiento con (A) dopamina utilizando el campo de
fuerza GROMOS53a6 y (B) dopamina (C) serotonina utilizando el campo de fuerza CHARMM36.
En verde (B, C) y blanco (D) se muestra la posicién reportada en estructuras cristalograficas.

Tomando en cuenta los resultados del acoplamiento y los resultados de ensayos
de actividad en el laboratorio en los que observamos que la enzima 4E10 no
utilizaba al acido p-cumarico como sustrato, llegamos a la conclusion de que
probablemente lo que estabamos observando era que nuestro sustrato tenia un
buen modelo de unidn con probabilidad de ser utilizado como sustrato sin
embargo estaba limitado en la entrada, y por alguno impedimento estérico dentro

del sitio activo, no llegaba a las conformaciones encontradas en el acoplamiento.

Tomando esto en consideracion decidimos hacer un analisis del sitio activo
midiendo las distancias del C3 que es el que buscamos hidroxilar hacia el hierro y
ver todos los modelos de uniéon que se podrian observar a lo largo de la hendidura
catalitica. Para lograr esto, medimos la distancia de todo el sitio activo con una
profundidad de 30 A y de nuestro ligando el acido p-cumarico 9 A y disefiamos 6
tamanos de cajas que involucraran solo el sitio activo pero que posicionaran al
ligando a diferentes distancias del hemo, hicimos tres cajas partiendo el sitio
activo en tres regiones de 10 A, dos cajas partiendo el sitio activo en regiones de
15 A y una ultima tomando el sitio activo completo (Figura 12).

Cada procedimiento de acoplamiento se realizd por triplicado y usando cuatro
proteinas (PDB 1BVY, 21J2, 4DUB y 4DUF), medimos las distancias de los
carbonos con un script en Python y construimos una tabla en la que podiamos
evaluar las energias, distancias y todos los contactos observados (Anexo 7 y 9).

Con esta informacion buscamos todos los contactos que se encontraron en las
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diferentes cajas donde observamos 62 residuos interaccionando, tomamos todos
aquellos que se encontraran representados mas del 5% en cada tratamiento y
disminuimos este numero a 35 residuos importantes en la interaccion, para
reducir este numero comparamos la contribucién total de cada residuo en todos
los tratamientos sumando las contribuciones individuales observadas en cada
tratamiento y seleccionamos 23 residuos. Analizando estos contactos
conservados se organizaron en 8 grupos y se separaron por regiones para ser

evaluados (Tabla 3).

AR
8- 7PN
) 2

«ll) )

Figura 12. Analisis del sitio activo.
Corte de la hendidura catalitica en la que se disefiaron cajas para el acoplamiento a diferentes
distancias (A) 30 A (B) 15 A (C) 10 A.

A manera de control, sometimos la estructura del CYT 199A2 (Figura 13) que

habia sido mutado para realizar la sintesis de acido cumarico y acido cafeico a
nuestro algoritmo de refinamiento y acoplamiento, para ver si observamos una
mejora en las energias de unibn con las mutaciones probadas
experimentalmente. Para este analisis utilizamos una estructura sin ligando (PDB
2FR7), una estructura con ligando (PDB 4DNJ) y creamos la mutacion F185L in
silico en ambas estructuras ya que fue la mejor variante que encontraron después
de hacer evolucion dirigida.

Analizando los resultados del acoplamiento molecular pudimos ver que en el
analisis tenemos un conféormero muy similar al reportado en la estructura
cristalografica como se observa en la tabla 2 y anexo 10. Al evaluar los mejores
conférmeros de la estructura sin ligando y con ligando podemos ver que esta
estructura no permite la unién cercana al sitio activo en el caso de la estructura
sin ligando lo que nos indica que la unién depende de un posible ajuste inducido

al interaccionar con el ligando, de esta manera pasamos a crear la mutacién “in
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Tabla 2.- Resultados de reacoplamiento en CYT199A2

2FR7

2FR7_F185L
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Silico” F185L para ver si podiamos demostrar la mejora en actividad que ya se

habia reportado.

El resultado de la mutante F185L nos permite concluir que este residuo modifica
de manera directa la interaccion con el sustrato y al parecer mantiene al sitio
catalitico abierto para la entrada directa del sustrato permitiendo encontrar
conférmeros dentro del sitio activo tanto en la estructura con ligando como en la
que no tiene ligando. De manera interesante, esta modificacion permite la entrada
al acido p-cumarico orientado para una hidroxilacion en el anillo aromatico, caso
contrario en la estructura 4DNJ que lo mantiene en otra orientacion. Este
resultado demuestra que nuestro protocolo de refinamiento y acoplamiento
funciona y puede dar explicacion a datos experimentales reportados. Por lo que
hicimos un acoplamiento en el dominio reductasa de la proteina (Figura 15) en el
que no observamos sitios de uniodn preferenciales por el ligando.
Figura 13. Representacion
tridimensional de la topologia del
CYT 199A
. No todos los citocromos presentan
una hendidura catalitica en la que se
pueda ver el grupo hemo (en rojo)

directamente, el 199A y el BM3
presentan esta cualidad.

~30A
Junto con estos resultados, surgié la duda de si se puede observar este ajuste

inducido en los movimientos generales de la proteina. Para abordar esta pregunta
realizamos un analisis de modos normales en el servidor en linea El nemo,
descartamos los modos triviales (1-6) que corresponden a movimientos
traslacionales y nos quedamos con los primeros 5 no triviales (7-11). Cada uno de
estos 5 modos normales esta compuesto por 11 estructuras que corresponden a
cambios en la amplitud de 100 a -100 en intervalos de 20, tomamos todas las
estructuras por separado y fueron analizadas utilizando el protocolo de
acoplamiento y se seleccionaron los 10 mejores conformeros de cada estructura
para hacer un analisis en el que se muestre la fluctuacion de los residuos que se
encuentran en contacto con el sustrato en los diferentes modos normales (Figura
14).
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Figura 14. Anélisis de modos
normales.

A) Contactos del ligando en
la proteina del resultado del
acoplamiento molecular en
el modo normal 7 de la
estructura en conformacién
cerrada (PDB 1JP2).

B) Contactos del ligando en
la proteina del resultado del
acoplamiento molecular en
el modo normal 7 de la
estructura en conformacién
abierta (PDB 4DUB).

La imagen en cada circulo
corresponde a la posicién

< 333 tridimensional del ligando,
& 332
g 3311 se encuentran
E 2 .
£ 2 seleccionados con un
€ 3¢5 cuadrado el grupo de
264 .
e contactos correspondientes
=t a cada imagen.
7
69
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Figura 15. Acoplamiento molecular del

dominio reductasa.

A) Reductasa sin NADPH
B) Reductasa con NADPH co-cristalizado
C) Dominio de uniéon FMN
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7.2 Seleccion de sitios a mutagenizar

Para evaluar la contribucién de los residuos seleccionados en el procedimiento de
acoplamiento se decidié hacer una comparacién de secuencia y estructura con
citocromos que se ha reportado previamente que pueden utilizar acido p-cumarico
como sustrato. Con este propdsito se seleccioné a la enzima de su ruta
biosintética en plantas CYT98A3 (sin estructura cristalografica disponible) y al
citocromo bacteriano CYP199A1 (PDB 2FR7) que se ha utilizado antes para la
sintesis de acido p-cumarico y cafeico. Para lograr el analisis estructural
realizamos un modelo de CYT98A3, tomando en cuenta que este tipo de enzimas
tienen una similitud estructural alta a pesar de tener una identidad baja en
secuencia. Dado que las estructuras de los citocromos se encuentran altamente
conservadas y que se cuenta con moldes adecuados, se decidid utilizar modelado
por homologia utilizando I|-TASSER (htips://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-
TASSERY/) para hacer un modelo del CYT98AS.

Ya con las estructuras listas se realizaron alineamientos de secuencia y
estructurales para evaluar las zonas en las que se localizaban los residuos del
acoplamiento (Figura 16). Al revisar estas regiones observamos que el grupo A
que comprende los residuos 20-25-26 se encontraba altamente conservado tanto
en secuencia como estructura y era preferible no hacer modificaciones en esas

regiones de la proteina.

El grupo B (residuos 42-47-49-51) se encuentra en un asa de la proteina en la
parte externa del sitio activo y presenta una orientacién diferente al de las
proteinas tomadas como referencia, analizando la orientacion de los residuos que
se encontraban cercanos a esta region se puede observar que existe una
distribucion de puentes de hidrogeno diferentes y esto da como resultado una
apertura diferente en esta region, apoyandonos con la informacién reportada
sobre la importancia de estos residuos en la catalisis observamos que el R47 es
el mas importante de esta region ya que actua como una puerta para la entrada

de sustratos por lo cual fue seleccionado para la mutagénesis.
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El grupo C (residuos 72-75) se encuentra, de igual manera en la entrada del sitio
activo e interesantemente se encuentra interaccionando con el asa formada por el
grupo B y se ha observado que la modificacion del residuo R47 puede afectar
esta regién en gran magnitud, por lo tanto, no seleccionamos ninguno de estos

residuos para modificar.

En el caso del grupo D que solo considera el residuo 87, observamos que tiene
una gran variacion en secuencia y que desempefia un papel muy importante para
la catalisis; en la proteina silvestre este residuo se encarga de dar orientacion y
de estabilizar al sustrato cerca del grupo hemo, por esta razon este residuo fue

seleccionado para probar diferentes sustituciones.

Para el grupo E (residuos 264-268) no observamos cambios en estructura ni
secuencia por los que asumimos que esta region se ha conservado para
mantener la catélisis de este tipo de moléculas y esta regién no fue seleccionada.
Los reportes sobre mutantes de esta region no presentan cambios representativos

sobre la catalisis.

Los residuos del grupo F (328-329-330-331-332) se encuentran en una hoja beta
de la proteina que se encuentra localizada en la misma region en las 3 proteinas.
A nivel secuencia no hay una clara conservacion y al analizar la orientacion de las
cadenas laterales podemos observar que se encuentran orientadas hacia afuera
del sitio activo en el caso de BM3 mientras que para el 199A, hacia adentro. De
acuerdo a los reportes en la literatura, el residuo A330 es un residuo clave para la
especificidad por sustrato. Su sustituciéon por aminoacidos mas grandes permite
que la enzima acepte sustratos pequefos, asi que mutantes en esta region
podrian modificar la orientacion de los residuos cercanos por lo que se selecciondé
para modificarlo posteriormente. En el caso del Grupo G solo se observo el
residuo 354 interactuando con el ligando, el cual no se encuentra conservado en
secuencia y no se encuentra modificado a nivel de estructura. No se encontré
informacion disponible sobre el efecto de la catalisis al modificar este sitio, por lo

que no se selecciond para su mutacion.
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Por ultimo, el grupo H (residuos 435-436-437-438) se encuentra en un asa
cercana al grupo hemo; en este grupo, el residuo A438 tiene una distancia de 10 A
con el Hierro del grupo hemo y se ha reportado que determina la orientacién del
sustrato a hidroxilar. En el alineamiento estructural del asa, el CYT-BM3 se
encuentra en una orientacion diferente al CYT98A3 y CYT199A1. Ya que el
residuo A438 se encuentra en el inicio de esta asa, creemos que podria modificar
la orientacién del asa y al jugar con la densidad electronica en esta region de igual

manera modificar la orientacidon del sustrato.

Residuo 47 Residuo 87
102 R 102 F
199 R 199 G
98 Q D

N 7

Residuo 330
102 A
199 T
98 L

. . . . Residuo 438
Figura 16. Alineamiento de regiones 102 T
seleccionadas.

199 L
Aqui podemos observar como se 98 P

encuentran tridimensionalmente
distribuidos los sitios seleccionados

para mutagénesis, en color cian se
encuentra representada la estructura de
la CYT199A2 v en azul la CYT BM3
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Junto con estas modificaciones, el citocromo con el que trabajamos en el
laboratorio tiene dos modificaciones en el sitio activo A328V y A82L que fueron
realizadas con el propdsito de utilizar una molécula pequefa como el dimetiléter.
Dado que estas regiones se encuentran muy cerca de las regiones seleccionadas,
se decidio seleccionarlas para su mutacion.

Se realizd una medicidon de las distancia de cada uno de los residuos
seleccionados al hierro del grupo hemo y en base a las observaciones en el
alineamiento estructural y en conjunto con un analisis del potencial electrostatico
(Figura 17), el cual nos muestra la carga parcial presente a diferentes zonas del
sitio activo, seleccionamos las variantes a explorar, en las que buscamos
modificar la densidad electrénica en diferentes regiones y gracias a que tenemos
residuos a diferentes orientaciones del hemo, hipotetizamos que la combinatoria
de estos residuos permitira dirigir la orientacion del sustrato en el sitio activo
(Figura 18).

Tomando en cuenta toda la gama de sustratos con los que se ha probado el
CYTBMS realizamos una tabla en la que comparamos las mutaciones realizadas
a la proteina y como éstas han modificado su catalisis o especificidad, tomando
en cuenta las caracteristicas del acido p-cumarico para ayudar a la selecciéon de

residuos para mutagénesis (Anexo 11).

Figura 17. Analisis de potencial electrostatico.

Analisis de APBS (A) proteina completa (B) entrada al sitio activo (C) regién proximal al grupo
hemo. Las cargas positivas estan representadas con una superficie de color rojo, las cargas
negativas de color azul y las superficies neutras con un color gris.
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Tabla 3.- Seleccién de residuos para realizar mutagénesis

A)

%0bservado

Grupo Residuos %
H 435MUIBMIT e
438
G 354 13
F 32832931 o
330/329/328
E 264/268 19
D
87 23
£ 72175 33
B

42147 149/51 17

20/25/26 14

12

10

=]

£y

Lo

Alineamiento

secuencia

Semi
conservados

Yariable

Semi
conservados

Conservado

Variable

Yariable

Semi
conservados

Conservado

Alineamiento estructural

Se encuentra en un loop con
mayor angulo que los otros

Ligero movimiento en la

estructura

Se encuentra en una hoja beta,
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Figura 18. Residuos seleccionados para mutagénesis.

(A) Grafica de barras de los residuos mas representados en el
protocolo de acoplamiento (B) Tabla de
seleccionados y las variantes a explorar en cada una de las

posiciones (C) Distancias de

los diferentes

seleccionados del atomo de hierro en el hemo.

residuos

residuos

Residuo

47
82
87
328
30
438

()

Informacion
Direccién de sustrato
Sin reportes
Sustratos pequefios

No afectan la catalisis

Interaccién cerca del hemo
Sin reportes
Entrada de susiratos

Sin reportes

Variantes|

RS
ASG
FAGW
AFV
APTK
TYNLY




7.3 Construccion de biblioteca de mutantes

Los residuos seleccionados con las variantes a explorar se presentan en la tabla 3
para crear la biblioteca se utilizé la técnica de megaprimer en la que se generaron
oligonucledtidos degenerados para cada posicion en los que incluimos los
residuos de la proteina silvestre y los seleccionados para explorar (Tabla 4). La

construccion se realizd siguiendo el siguiente protocolo (Figura 19).

Residuo Primer
R47 < agcgcgttac(c/g)(c)(t)accaggcegec
F87 < ccagcttgt(c/g)(a/g/c)(a/c)taacccgtctec(t)(g/a)(a/c)aaaatcacg
A328/A330 - ggccaact(t/g)(t/c)ccct(a/c/g)(c/a)attttcect
A328/A330 < agggaaaat(g/t)(t/g/c)aggg(a/g)(a/c)agttggcc
T438 -> aactacgagctcgatattaaagaaacttta(t/a/g)(c/a/t)(c/g)ttaaaacctg

Tabla 4. Oligonucleoétidos sintetizados para construccién de biblioteca

x
S
=1

Ncol Hemo Sacl Reductasa

7 |
Z18

v

“ e---..n.
A4

N 1N

K

v B 4+

A0 W W <« K
B 330

Z1T0 T W 7Z W s

Z 0 W W i 7

v

Figura 19. Metodologia empleada para la construccién de la biblioteca de mutantes
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Una vez construida la biblioteca se corroboré mediante secuenciacion de DNA
una mezcla de varias mutantes en la que pudimos observar diversidad en las

regiones seleccionadas.

La primera estrategia que abordamos para realizar la construccion de la biblioteca
que incluyera todas las mutaciones y sus combinatorias fue mediante
megaprimer, sin embargo observamos que tras cada paso de amplificacion se
veia disminuido el rendimiento y nuestros intentos de enriquecer el fragmento final
nos hacia perder diversidad. Por lo tanto, decidimos apoyarnos de otras técnicas
en conjunto con el megaprimer para lograr una construccion con alta diversidad y

buen rendimiento.

Para la construccién final decidimos trabajar el dominio hemo en dos regiones,
utilizamos la técnica de megaprimer para generar una regién en la que se
encontraran las mutantes y se generdé un fragmento pequeno para completar el
dominio hemo y al mismo tiempo incluir una region de homologia con el
reductasa. Una vez obtenidos estos fragmentos se utilizé la técnica de OE PCR
para generar un fragmento correspondiente al dominio hemo donde se incluyeran
las mutaciones 47, 82, 87, 328, 330. La figura 20 muestra los productos de PCR

generados a lo largo de la construccidn de la biblioteca.

A) el s vl B) Reductasa pET28a  Hemo

.- 87 330 f—

Figura 20. Ensamble de combinatoria de variantes por el método de megaprimer.
(A) Fragmentos 47, 87 y 330 (B) Digestidn de fragmento de dominio reductasa Sacl/Xhol, pET28
Ncol/Xhol y dominio hemo con codones degenerados Ncol/Sacl.
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Reduct MPM PET PET pET MPM Producto de OE PCR

mut 100pb Hemo mutado

Figura 21 Ensamble de fragmentos por OE-PCR.

A) Productos de PCR de los fragmentos correspondientes al hemo y reductasa B) Plasmido sin
digerir y digestién de plasmido con enzimas Nco/Sac y Nco/Xho C) Producto de OE PCR del
fragmento hemo mutado.

A la par se trabajo con el fragmento del dominio reductasa en el cual se incluye la
mutante 438. Para esta mutante se digirié el producto de su amplificacién por
PCR vy el vector pET28 con las enzimas de restriccién Sacl y Xhol para proceder
con una ligacién y la transformacion subsecuente de células MC1061 por
electroporacién. La figura 21 muestra los fragmentos obtenidos durante la
construccion del gene completo. Se seleccionaron las colonias transformadas en
cajas de medio LB con kanamicina y se purificaron plasmidos de 18 de ellas para
utilizar en la construccion de la biblioteca completa. Se corroboré por PCR la
presencia del gen correspondiente al dominio reductasa en 17 de las 18 colonias
seleccionadas, como se muestra en la figura 22.

8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 () (¥)

Wi e .].-;'- e ! S RV AT '&il A J“u ‘“ u L] &. i -

Figura 22. PCR de plasmido purificado de colonias transformadas con las variantes en 438.
Una vez obtenidos el fragmento mutado del dominio hemo (mHemo) y la

construccion del fragmento reductasa pETmReduct, se utilizaron las técnicas de
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Gibson assembly y CPEC para obtener la construccion completa con las
mutaciones incluidas. Después de varios intentos con la técnica de Gibson
assembly y tras meter una serie de controles nos dimos cuenta que esta
tecnologia no parece ser util para la construccion de bibliotecas grandes, de igual
manera se intentd construir las mutantes sencillas, dobles vy triples utilizando la
técnica convencional de digestion y ligacion (Figura 23) en este proceso
obtuvimos un numero alto de religado pero tras evaluar las variantes pudimos
identificar diferencias entre la silvestre con nuestro método de tamizaje.

Se disefaron oligos para la amplificaciéon del vector y crear homologias con
nuestro fragmento utilizando las regiones T7 del vector pET28 y se procedié a
realizar CPEC. Tras un par de intentos se obtuvieron librerias grandes (10°-10%),
de las cuales se recogié el total de las colonias transformantes, se purifico el

plasmido de la combinatoria y se mandd secuenciar. Como resultado de la

A)
B) . 47 87 330330
%: % 47 87 438 438 438 438438DobTri
Y - a7
— K
438
O
- 47/438
- 87/438
- 330/438
—
c)
e union
R47S -5.9
F87A -6.5
F87G -6.6
FB7V -6.0
F87TW -5.9
A328F -6.0
A328V 6.0
A330K -6.1
A330P -6.0
A330T -6.0
T438L -6.0
T438N -6.0
T438V -6.0
T438Y -6.0

Figura 23. Construccién de variantes in silico e in vitro.
A) Fragmento hemo con los primers disefiados en esta regién B) Construccion de variantes sencillas,
dobles y triples con su plasmido purificado C) Analisis de acoplamiento de variantes in sillico.



secuenciacion se observaron mutagenizados los sitios 47, 82, 87, 328, 330 y 438.
Se seleccionaron 400 colonias para su analisis.

De manera alternativa, se decidid construir librerias de las variantes sencillas
propuestas in silico, para ver si se obtenian cambios en la afinidad por el sustrato,
para lo que observamos que obtuvimos conféormeros con mejores energias de
interaccion que en la silvestre subiendo el rango de entre 4.5-5.5 a 5.5-6.6 en el
mejor de los casos, F87G.

7.4 Expresién y purificacién de P450 BM3

La expresion y purificacion del citocromo P450 BM3 se realizé siguiendo el
procedimiento previamente descrito. Las eluciones se recolectaron cada 3 mL y
se seleccionaron aquellas en las que se observd un aumento en la absorcién en
el cromatograma, tomando preferencialmente aquellos con coloracion marrén; se
realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE 12%, figura 24) de las muestras seleccionadas
para determinar la pureza de los extractos y se realizd una cuantificaciéon de

proteina de las fracciones consolidadas mediante el método de Bradford.

Para el ensayo de actividad se tomaron las fracciones en las que se observo la
proteina y se dejaron dializando durante 12 hrs a 4°C en amortiguador PO4 pH7 .4,

una vez transcurridas las 12 horas se siguio el protocolo previamente descrito.

s e, 135K 7 ,
.l 100«[;: ‘ “ b Figura 24. SDS-PAGE de extractos

80KDa purificados de citocromo.
1.-CYPA,2-CYPB,4y5.-CYP MutM, 6 y
7 CYP 4E10. 1, 2, 4 y 5 son variantes que
se han trabajado en el laboratorio y tienen
mutaciones en el dominio reductasa.

7.5.1 Protocolo de expresion en BL21 DE3
Las condiciones de aireacion y agitacion en placas deep-well de 96 pocillos son
diferentes a las obtenidas en tubo o matraz, por lo tanto realizamos curvas de
crecimiento para ver como se comportaria la cepa de expresion E. coli BL21 DE3
y lograr estandarizar el protocolo de expresion de la proteina en medio LB y

Terrific Broth. Como podemos observar en la figura 25 A, la cepa llega a
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A) Curva de crecimiento BL21 en deepwell 96 pocillos

DO600Nm

densidades de 0.4-0.6 6ptimas para realizar la induccidon en aproximadamente 4
horas, el crecimiento observado en medio TB fue mucho mayor al obtenido en LB
probablemente debido a la diferencia en cantidad de fuente de carbono. Tomando
en cuenta estos resultados pasamos a hacer cinéticas de expresion con la
proteina silvestre en las que realizamos induccion a las 4 horas de cultivo y se
tomaron muestras a las 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 18 horas. Las muestras fueron
centrifugadas y se trataron las pastillas con 500 mcl de amortiguador de lisis por
una hora a 37°C, al finalizar la incubacion se centrifugd y se utilizd el

sobrenadante como extracto proteico.

Procedimos a realizar SDS-PAGE para ver la cantidad de proteina con respecto al
tiempo de induccién en medio LB y TB. Los resultados indican que la proteina se
encuentra sobre expresandose a las 12 horas en medio terrific broth bajo la
induccion de 0.5 mM IPTG (Figura 25 B y C). Para verificar su actividad se realizd
una tincion del grupo hemo en la que podemos observar los grupos hemo activos

reaccionando con TMB (Figura 25 D).

1
0.75
0.5

0.25

Tiempo

B)
D)

() 12106 4 2 0 12 106 4 2 0

B LB Cultivo8 ml  Cultivo4 ml Cultivo 1 ml

Figura 25. Expresién de CYT BM3 en BL21 DE3.

A) Grafico del crecimiento de la cepa BL21 DE3 durante la expresion de la proteina B) SDS-PAGE
de los diferentes tiempos de muestreo en medio TB y LB con induccion C) SDS-PAGE de los
diferentes tiempos de muestreo en medio TB y LB sin inducciéon D) PAGE nativo de los diferentes
tiempos de muestreo en medio TB con induccion, tefiido con TMB y revelado con perdxido.
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7.5 Ensayos de actividad

Para los ensayos de actividad se utilizaron las fracciones en las que se observé la
presencia de una proteina de alrededor de 119 kDa a pesar de no estar puras, ya
que al final se planea utilizar extractos de proteina. Para determinar la actividad
del citocromo se midié el consumo de NADPH a 340 nm en la reaccion de
hidroxilacion de SDS, una vez demostrada la actividad se utiliz6 como sustrato
acido p-cumarico midiendo a las longitudes de onda 230-500 nm al inicio de la
reaccion y al final; de igual manera, se realiz6 una cinética de la reaccion

midiendo a 340 nm el consumo de NADPH.

Para poder observar la contribucion de cada uno de nuestros componentes de la
reaccion al momento de correr el espectro, se analizaron cada uno por separado y
como podemos ver en el grafico, el amortiguador y el SDS no contribuyen en
nada a la absorcion en el rango de 230-500 nm, mientras que para el NADPH
podemos observar un primer pico correspondiente a su forma oxidada y un
segundo pico alrededor de 340 nm que corresponde a su forma reducida, en el
caso del acido p-cumarico y acido cafeico encontramos un sobrelape en
practicamente todo el espectro del NADPH con un pico cerca de los 230 nm que
podria servir como un punto para diferenciar entre estas moléculas, el segundo
pico del NADPH queda justo sobre un declive en la absorcion del acido p-
cumarico y acido cafeico lo que nos permite ver un pequefio cambio a estar region

que podemos asociar a un consumo de NADPH (Figura 26).

Una vez descartadas las contribuciones del amortiguador y SDS, se procedié a
realizar ensayos de actividad en los que utilizamos como control positivo a la
reaccion con SDS como sustrato natural de CYT BM3 y como blanco a la mezcla
de reaccidon sin enzima, al realizar el espectro antes de la reaccion se puede
observar un espectro que representa el sobrelape de nuestros sustratos NADPH y
acido p-cumarico, con una contribucion a 340 debido a la presencia de NADPH
reducido, al correr la cinética durante 10 minutos podemos observar como se

consume el NADPH con respecto al tiempo de reacciéon y que esta longitud de
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onda es apropiada para la medicion de esta molécula al estar en combinacion con

acido p-cumarico.

Al monitorear la reacciéon con la absorbancia a 340 nm podemos determinar el
final de la reaccion con el NADPH disponible para la reduccién del dominio hemo,
lo cual observamos que toma alrededor de 10 minutos. Al final se realizé un
espectro nuevamente y se hizo la sustraccion del espectro obtenido al inicio de la
reaccion, a manera de poder observar desplazamientos o cambios importantes en
los picos resultantes. Al analizar los resultados no vimos cambios representativos
en el espectro a pesar de ver un consumo de NADPH durante la reaccion. Con
estos datos nos dimos a la tarea de realizar una cromatografia en capa fina para
ver si observabamos productos diferentes o cambio en la concentracion de acido
p-cumarico que nos indicara que este estaba siendo utilizado como sustrato, sin
embargo, no se observo una prueba evidente de que se estuviera oxidando el

acido p-cumarico por parte el CYT BM3.

Al realizar la reaccion por triplicado se puede observar que aparece un pico cerca
de los 290-300 nm lo que podria indicar la formacion de un producto por parte del
CYT BM3, sin embargo, no se observaron productos diferentes al acido p-

cumarico cuando se realizé la cromatografia en capa fina.

Estos resultados nos pueden estar sugiriendo que la regeneracidn del sitio activo
estd siendo ineficiente y tal vez se estén generando especies reactivas de
oxigeno como parte de un desacoplamiento del transporte de electrones hacia el
hierro, lo que explicaria el consumo de NADPH sin el consumo aparente de acido
p-cumarico. Para verificar esto es necesario hacer un analisis por HPLC y
corroborar que no se esté generando algun compuesto que no pueda ser resuelto
por la cromatografia en capa fina, una alternativa podria ser buscar la presencia

de especies reactivas de oxigeno que indiquen un proceso de desacoplamiento.
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Figura 26. Espectro de reaccién. E)

(A) Espectro de absorcion de los
componentes de reaccion (B) Espectro inicial
y final de la reaccién con acido p-cumarico
(C) Decremento de la absorcién a 340 nm
durante la reaccion (D) Espectro al inicio y al
final de Ila reaccibn con SDS (E)
Cromatografia en capa fina de acido cafeico
(AC), éacido p-cumarico (PC) y dos
concentraciones diferentes de reacciones.
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7.6 Método de tamizaje de alta eficiencia

La determinacion oportuna de la presencia de acido cafeico en la presencia de
acido p-cumarico y NADPH se vuelve un proceso sumamente complicado, ya que
sus espectros de absorcidén se sobrelapan en gran medida. Una alternativa es la
derivatizacion con grupos protectores o que reaccionen sobre alguna parte de la
molécula, sin embargo, la unica diferencia es una hidroxilacion en meta por lo que
la derivatizacion suele complicarse y necesita de muchos pasos para obtener una
razon de la cantidad de acido cafeico que hay en la mezcla de reaccion. Estas
estrategias no resultan eficientes para el analisis sistematico de miles de
variantes, por esta razon proponemos que el cambio en la capacidad antioxidante
entre el acido p-cumarico y el acido cafeico podria ser un método eficiente y

barato para el analisis de las variantes de CYT-BM3.

En esta reaccion se muestra la capacidad del acido cafeico de convertir Fe*® a
Fe*? en medio &cido y la minima contribucién del &cido p-cumarico para catalizar
esta conversion, esta prueba se puede hacer colorimétrica agregando un agente
quelante del hierro en este caso la ferrozina y al estar presente el Fe*?
observamos la aparicién de un color rosado a morado que puede ser monitoreado
a 562 nm.

Como podemos observar en la figura 27, en la que evaluamos los componentes
de reaccion separados, el NADPH contribuye en una parte a la formacion de
color, sin embargo, al analizar una dilucion de la mezcla de reaccion a etapas
tempranas de la reaccidén, se puede observar que practicamente solo el acido
cafeico contribuye a la formacion de color (parte inferior de la placa, figura 27). La
velocidad de la reaccion se puede modificar haciendo menos acido el medio y

permitira ver el perfil de la produccién de acido cafeico a gran escala.

En la figura 28 se ilustra el proceso de evaluacion del método de tamizaje en el
que se prueba con variantes obtenidas, se seleccionan aquellas con mayor
intensidad, se comprueba que contengan el gen y se repite el ensayo para
verificar que si hay cambios con respecto a la silvestre. Se realizé una TLC para

ver el perfil de productos, sin embargo no se observé produccion evidente de
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acido cafeico por lo que corroboramos que la expresion de la proteina se llevara a
cabo con un SDS-PAGE vy se realizo la tincién del grupo hemo para verificar que
fueran proteinas activas. De las 21 seleccionadas se tomaron 3 para analizar el

producto de reaccién por HPLC.

NS
l Antioxidants 4§ | Oi LQ

Fe".TPTZ + reducing sntiovidinl  ———p  Fe"-TPTZ (intense bluc at 595 sm)

Fe 2"' 0 [+]
PenaN{Erenn
Colorimetric
Probe

Amortiguador NADPH CYT ~ PC Amortiguador NADPH CYT  PC

| Iz -

Figura 27. Método de tamizaje en formato de alta eficiencia para la seleccidn de las
variantes.

(A) y (B) Representacion de la base de la metodologia, (C) el mayor que representa la mejor
capacidad antioxidante del acido cafeico sobre el acido p-cumarico en esta reaccién y (D)
componente de la reaccion analizados por separado. Acido p-cumarico (PC) y &cido cafeico
(AC).

540-600nm

Figura 28. Protocolo de evaluacion de variantes.

Se seleccionaron 21 variantes de 200 (A), se corrobord que tuvieran el gen de la proteina (B) y
se repitid el ensayo de HTS (C). Se realizé6 TLC (D) y HPLC de las variantes para ver la
presencia del producto, observamos la presencia de la proteina con un SDS-PAGE 12% (E) y
comprobamos la actividad del grupo hemo con una tincién con TMB (F).
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7.8 Analisis del perfil de productos por HPLC

Para el analisis del perfil de productos se analizaron todos los componentes de la
reaccion por separado y las reacciones con p-cumarico como sustrato después de
haberse consumido el NADPH. Las muestras se corrieron en un equipo Waters
con un detector de diodos, utilizando la columna C18 Ultrasphere y una fase movil
de metanol: agua: ac.acetico (20:79:1) con un flujo 1 mL/min y una temperatura
de 30°C.

Los perfiles cromatograficos obtenidos de los componentes de reaccion
demuestran que el amortiguador, acido cafeico, acido p-cumarico tienen tiempos
de elucion diferentes que permiten su separacion e identificacion y que el NADPH
tiene un tiempo de retencién muy similar al acido p-cumarico sin embargo al final
de la reaccion el NADPH ya se ha consumido casi por completo y no interfiere con

la identificacion de acido cafeico. (Figura 29)

Al analizar las muestras de las reacciones observamos que no hay consumo de
acido p-cumarico y que no se detecta produccion de algun otro compuesto
producto de la hidroxilacién en otra region del sustrato. Junto con los resultados
de la cromatografia en capa fina podemos concluir que la enzima CYT-BM3 4E10,
no utiliza el acido p-cumarico como sustrato y que al explorar los residuos

seleccionados estamos promoviendo un cambio de especificidad.

A partir del método de tamizaje de alta eficiencia se seleccionaron 3 variantes de
200 evaluadas inicialmente para verificar el perfil de produccion mediante HPLC,
como podemos observar en la figura 30, el inciso 1 nos muestra el control positivo
de nuestro experimento en el que se produjo acido cafeico durante la induccién
por la 4-hidroxifenilacetato hidroxilasa; el inciso 2, 3 y 5 son las variantes
seleccionadas y se puede ver un cambio en el perfil, donde vemos la aparicion de
un pico nuevo muy cercano al acido p-cumarico, lo que indica que si bien no
obtenemos la produccion de acido cafeico, estas variantes permiten al citocromo
utilizar al acido p-cumarico como sustrato. Queda por averiguar mediante IR,

NMR y espectrometria de masas, la naturaleza del producto obtenido.
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Figura 29. HPLC de componentes de
reacciéon y reaccibn con la enzima
silvestre.

A) Cromatograma del amortiguador de
fosfatos, B) Cromatograma de NADPH, C)
Cromatograma de acido cafeico, D)
Cromatograma de acido p-cumarico, E)
Cromatograma de tres reacciones de la
enzima silvestre con acido p-cumarico (PC)
como sustrato.
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Figura 30. Perfil de productos obtenidos

1) 4-hidroxifenilacetato hidroxilasa (4HFAH) suplementado con acido p-cumarico durante la
sobreexpresion en cultivo 2) Variante 2E1. 3) Variante 1F11. 4) NADPH. 5) Variante 2G8. 6) Actividad
de 4HFAH en extracto. 7) Acido p-cumarico 8) Acido cafeico 9) Amortiguador de fosfatos 30 mM.

Es importante mencionar que el disefio propuesto establece la mutacién de varios
residuos simultdneamente. En el banco que dio origen a estas variantes
analizadas solo se exploraron mutantes en 1 o 2 posiciones, por lo tanto,
esperamos que al explorar la combinatoria completa de variantes se puedan
obtener variantes capaces de producir acido cafeico.

Con este propésito se transformé la biblioteca ensamblada usando la técnica de
CPEC en E. coli BL21, esta biblioteca fue secuenciada y se comprob6 que los
sitios estuvieran mutagenizados. Actualmente se esta trabajando para evaluar un

total de 10 000 variantes de esta libreria.
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7.9 Analisis de variantes

Utilizando la biblioteca construida mediante la técnica de CPEC se transformé en
la cepa de E.coli BL21 y se procedié a evaluar las colonias obtenidas. En la figura
31 se muestran los resultados de este analisis, cada grafico corresponde a una
caja en el que la columna 12 consta de puros controles. En las cajas con
numeracion del 3 al 12 se analiz6 solo una colonia por pocillo y en el caso del 13
al 22 se analizaron en conjunto 10 colonias en cada cultivo para poder explorar
una mayor proporcion de la libreria, las dos primeras cajas que se evaluaron se
encuentran entre los resultados previos.

Como se puede observar en los graficos de calor, entre mas azul se encuentre
cada cuadricula mayor el resultado al realizar la medicién con el método de
tamizaje propuesto, por lo tanto entre mas claro o blanco se encuentre la
cuadricula menor la actividad. De esta manera es facil observar aquellas variantes
de interés, como por ejemplo si evaluamos en este caso la caja numero 3 la
cuadricula correspondiente al H11 es una variante de interés para realizar su
caracterizacion posteriormente y la llamariamos CYT 3H11 durante su analisis de
acuerdo a su posicion en la cuadricula y el numero de su caja de procedencia. De
esta manera se pueden analizar las demas cajas que se presentan en el anexo
13.

Caja 3 Caja 4
AT 15 A
B B 1.2
CH CcH
D" D" 10
E 1.0 E-
F-. -
F 08

G GH
HA H4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

123 456 7 8 9 101112 1 23 4567 8 9101112

Figura 31. Analisis de variantes.

En estas cuadriculas se ejemplifica el analisis de las variantes con el método de tamizaje
en formato de alta eficiencia, cada cuadro es una variante diferente y la intensidad del
color azul nos muestra las variantes con una mayor actividad con respecto a las otras.
Esta representacion hace sencillo comparar la diferencia entre las variantes cuyos
extractos se obtuvieron utilizando cajas de 96 pocillos de volumen de 1 ml. Las demas
variantes analizadas se encuentran en el anexo 13.
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A manera de perspectiva, durante la construccion y evaluacién de las mutantes
propuestas mediante nuestro analisis inicial nos dimos a la tarea de realizar unas
dinamicas moleculares para entender un poco mas del proceso de interaccion de
la proteina con el ligando y de las conformaciones de la proteina como tal.

Para esto se utilizo el programa GROMACS 5.1.4 en el cual se preparo la
estructura de la proteina con el campo de fuerza CHARMMS36 y al ligando
utilizando el mismo campo de fuerza apoyandonos con el servidor en linea
CGenFF para generar la topologia compatible. Se fusionaron los archivos de la
proteina y ligando posicionando al acido p-cumarico cerca del residuo 47 que se
encuentra en la entrada del sitio activo, se minimiz6 el sistema utilizando
descenso acelerado por 50000 pasos utilizando el algoritmo de LINCS para
someter restricciones al sistema. Se equilibré el sistema utilizando el termostato
de V-rescale durante 1000 ps y el baréstato de Berendsen durante 5 ns a 25°C y
1 atm (Figura 32), se utilizo PME (Particle Mesh Ewald) para calcular las
interacciones electrostaticas de largo alcance y condiciones periddicas de frontera
para conservar la ergodicidad del sistema.

Se realizé una dinamica de 100 ns por triplicado. En dos de tres de las dinamicas
observamos una interaccién del ligando en el sitio activo, para las cuales se
presenta su RMSD, RMSF y un grafico de los contactos por cuadro del ligando
durante la dinamica con la proteina (Figura 33 y anexo 12). En esta dinamica
podemos ver que la proteina se estabiliza en los primeros 50 ns y que las
regiones de mayor fluctuacion se encuentran entre los residuos 200, alrededor de
350y 438.

A GROMACS Energies B GROMACS Enecrgics C GROMACS Energics

;;;;;

Figura 32. A) Minimizaciéon B) Termostato C) Bardstato
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Figura 33. RMSD, RMSF y contactos
observados en dindmicas moleculares.

(A) RMSD (B) RMSF de la primera replica
dinamica molecular (C) Contactos observados
entre el ligando y la proteina por cada marco de la
dinamica. Los resultados de la segunda réplica se
encuentran en anexos.

Tres de nuestras mutaciones caen cerca de esta region de mayor movimiento,
donde la variante 438 es la mas cercana a esta region, modificar la flexibilidad de
esta regidon puede ser importante para la especificidad y es importante recalcar
que una de las tres mutantes seleccionadas vienen de la biblioteca sencilla de
este residuo 438 que es la 1F11.

De igual manera, resulta interesante que durante la dinamica molecular se
observa una interaccion en la entrada del sitio activo que corresponde al residuo
47 responsable de anclar el carboxilo del sustrato natural y se encuentra

interaccionando de manera similar directamente con el p-cumarico (Figura 33).
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8 DISCUSION

Los resultados de la evaluacion de la actividad de la enzima 4E10 demuestran que
esta variante del CYT BM3 que fue modificada para tomar sustratos pequefios
[Chen et al., 2012] no puede utilizar como sustrato al acido p-cumarico y por lo
tanto no produce acido cafeico o algun otro producto de hidroxilacion, de igual
manera Munday y colaboradores observan la incapacidad del sitio activo del hemo
para hidroxilar ciclohexano y benceno. De esta manera, las mutaciones
propuestas cambian la especificidad del sitio activo y permiten la entrada del acido

p-cumarico para su hidroxilacion.

Hoy en dia las técnicas de dinamica molecular utilizando célculos cuanticos
(QM/MM) [Cole et al., 2019] o los métodos de teoria de funcion de densidades
(DFT) [Vuong et al., 2019] se han vuelto una herramienta de acceso para los
centros de investigacion y en conjunto con el trabajo de supercomputadoras
permiten evaluar mecanismos de accion de forma muy fina, en enzimas poco
estudiadas o en procesos como el transporte de electrones [Vidal Limon et al.,
2013]. Sin embargo, en enzimas con un trabajo extenso como el CYT BM3 se
puede aprovechar todo el conocimiento reportado, en conjunto con analisis

estructural para proponer mutaciones que propicien un cambio de especificidad.

El analisis del sitio activo mediante la implementacion de un protocolo de
refinamiento previo a realizar el acoplamiento molecular en las diferentes
proteinas respaldado por informacion de variantes reportadas nos permitié
identificar sitios de mutagénesis importantes para que esta proteina utilice el acido
p-cumarico como sustrato. Al aplicar este protocolo en un citocromo diferente
pudimos identificar variantes in silico para cambiar su especificidad y obtener una
validacion de las predicciones que ya existian resultados experimentales de esta

variante.

La construccidon de las bibliotecas de variantes sencillas y dobles se logré
mediante digestion y ligacion del gen CYP BM3, mientras que para la combinatoria
de variantes se probaron los métodos de Gibson assembly, Quickchange y CPEC,

siendo la estrategia de CPEC con la que se obtuvo una libreria de tamano
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adecuado para su evaluacion, en la que se comprobaron los sitios mutagenizados

por secuenciacion.

Uno de los retos mas grandes al trabajar con evolucién dirigida es la disponibilidad
de métodos robustos para evaluar las variantes propuestas de manera sencilla y
reproducible, durante la busqueda de metodologias para distinguir nuestro
producto del sustrato que consta solo de una hidroxilacion, nos apoyamos en el
cambio en las propiedades fisicoquimicas que esta modificacion otorga a la
molécula y montamos un método en el que aprovechando el cambio en su
capacidad antioxidante podemos medir la reduccion del Fe™ a Fe*? | la cual se ve
acelerada en presencia de acido cafeico utilizando ferrozina, lo que nos da una
tonalidad desde rosado hasta morado y permite distinguir las variantes con

diferentes perfiles de actividad.

Si bien, queda pendiente la evaluacion de la biblioteca de combinatorias completa
(Anexo 13), las bibliotecas pequefias analizadas con el método de tamizaje
propuesto permitieron seleccionar variantes que al parecer utilizan al acido p-
cumarico como sustrato, dando como producto una molécula con tiempo de
retencion diferente al del cafeico pero que presentan un citocromo con la
capacidad de tomar sustratos no naturales, cabe destacar que la hidroxilacién en
otras regiones de la molécula podrian generar metabolitos de interés como
precursores de cumarinas y muy especialmente si presentan un poder reductor
mayor que el del sustrato utilizado. En base a esto, creemos que la combinatoria
permitira la obtencion de variantes que orienten adecuadamente al acido p-

cumarico en el sitio activo para la produccién de acido cafeico con el CYT BM3.

Las metodologias empleadas para analizar las estructura del sitio activo como el
protocolo de refinamiento, acoplamiento molecular, analisis de modos normales y
dindmica molecular sientan una base en el laboratorio para seguir trabajando con
la modificacion de la especificidad del CYT BM3 y lograr la conversion de

metabolitos de interés.
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9 CONCLUSIONES

Los resultados de actividad de la enzima CYT BM3 4E10 muestran que esta
variante no es capaz de hidroxilar al acido p-cumarico.

El protocolo de afinamiento y validacién del proceso de acoplamiento molecular
permitié seleccionar sitios a mutagenizar para cambiar la especificidad del CYT
BMS.

La medicion de Fe*? utilizando ferrozina en cajas de 96 pocillos como método
de tamizaje de alta eficiencia, resulté en una estrategia sencilla y rapida para la
seleccidon de variantes con diferentes perfiles de actividad que utilicen el acido
p-cumarico como sustrato.

Utilizando el método de CPEC se construyd la libreria propuesta (10°), la cual
contiene una combinatoria de mutaciones multiples que se someteran a un
exhaustivo escrutinio para identificar variantes capaces de transformar acido p-

cumarico en acido cafeico.

10 PERSPECTIVAS

Caracterizar los productos de la reaccidn de las variantes seleccionadas.
Identificar mediante secuenciacion de DNA los cambios que dieron lugar a
cualquier cambio de especificidad en la enzima CYT BM3

Continuar con la busqueda de variantes activas en la biblioteca generada

durante esta tesis.
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11 ANEXOS

Anexo 1. Estructuras cristalizadas de CIT BM3

Estructura sin mutaciones y Estructura con mutaciones Estructuras con ligando
sin ligando y sin ligando PDB Res Rfre Rwork Ligando
e
PDB Res Rfl'ee RWOI‘k PDB Res Rfree Rwork 1FAG 27 0.353 0.246 PEGX5
FAH 23 0472 1YQO0 1.9  0.206 0.166 4ZFA 2.7 0.302 0.244 PAM
1SMI 2 0.288 0.224 1SMJ 2.7 0.338  0.253 PAM
1BVY 203 0.275 1POW 2 0.221 0.159 1JPZ 165 0.193 0.177 N-GlyPAM
4KEW 1.89 0.237 0.188 Omeprazol
BUT 165 0251 1YQP 1.8 0.21 0.174 praz
2103 19 0218 0177 4ZFB 2.84 0274 0.218 PAM
M2 12 0166 0148 ONNB 19 0233 0.182 4ZF8 276 0263  0.215 Metirapone
3BEN 1.65 0.191 0.161 Lys-HisPAM
3M4V 1.9 0.232 0.187
M 170199 0169 5DYZ 1.96 0219  0.179 N-GlyPAM
SKXS1.69 0.208 0.174 5B2V 2.3 0.255 0.215 PFCA
284S 21 0.243 0.19 ’ ’ :
A i e A 4DUF 1.8 0.203 0.163 Serotonina
BUH 2 0.184 o= by e 4DUB 17 0204 0.164  Dopamina
4KFO 1.45 0.178 0.145 4KPA 2 0.23 0.194 N-GlyPAM
24D 2 0.167 3PSX 19 0222 0475 3WSP 18 0212 04174  Trp-PFCA

Anexo 2. Alineamiento estructural de diferentes CIT BM3 cristalizados

Anexo 3. Mapas de densidad electrénica.

B b Cutdme D Mare jedes WD Med g Dpessss
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Anexo 4. RMSD entre estructuras cristalograficas.

Estructura sin ligando

1BU7 1BVY 1FAH 2BMH 2HPD 2132 2JIM 2)45
A B A B A B A B A B A B A B A B

18U7 A - 0.456 | 0.677 | 0.578 | 0.353 | 0.511 | 0.351 | 0.521 | 0.348 | 0.486 | 0.543 | 0.266 | 0.324 | 0.234 | (.518 | 0.504
B 0.456 - 0.318 | 0.259 | 0.425 | 0.305 | 0.428 | 0.313 | 0.415 | 0.277 | 0.215 | 0.501 | 0.503 | 0.57 | 0.466 | 0.453
1BVY A | 0677 | 0318 - 0.232 | 0.625 | 0.452 | 0.642 | 0.452 | 0.632 | 0435 | 031 [ 0.719 | 0.717 | 0.804 | 0.554 | 0.553
B 0.578 | 0.259 | 0.232 - 056 | 0412 | 0.569 | 0.412 | 0.55 | 0.384 | 0.264 | 0.617 | 0.622 | 0.677 | (.503 | 0.488
1FAH A 10353 | 0425 | 0.625 | 0.56 - 0.355 | 0.146 | 0.37 | 0.194 | 0.367 | 0.451 | 0.329 | 0.447 | 0.464 | 0.483 | 0.486
B 0.511 | 0.305 | 0.452 | 0.412 | 0.355 - 0.354 | 0.147 | 0.359 | 0.217 | 0.333 | 0.476 | 0.546 | 0.64 | 0.509 | 0.482

1POX A 10377 | 0368 | 0.562 | 0.502 | 0.331 | 0.396 | 0.318 | 0.398 | 0.294 | 0.385 | 0.377 | 0.367 | 0.48 | 0.489 | 0.402 [ 0.41
B 0503 | 0.252 | 0.388 | 0.362 | 0.413 | 0.306 | 0.418 | 0.309 | 0.395 | 0.281 | 0.24 | 0.486 | 0.57 | 0.627 | 0.467 | 0.472
1M1 A 0.45 | 0.365 | 0.484 | 0.446 | 0.523 | 0.465 | 0.534 | 0.401 | 0.512 | 0.434 | 0424 | 0.551 | 0.44 | 0.416 | 0.477 | 0.403

B 0.305 | 052 | 0.634 | 0.569 | 0.423 | 0.555 | 0.43 | 0.587 | 0.407 | 0.54 | 0.537 | 0.361 | 0.372 | 0.303 | 0.461 | 0.47
1YQ0 A (0272 | 0331 | 0552 | 0.464 | 0.323 | 0.379 | 0.331 | 04 | 0.295 | 0.376 | 0.323 | 0.305 | 0.434 | 0.413 | (.324 | 0.325
B 04 | 0201 | 0374 | 0312 | 0416 | 0.299 | 0.43 | 0.321 | 0.404 | 0.289 | 0.249 | 0.429 | 0.47 | 0.516 | 0.428 | 0.388
o 1YQP A 0.257 | 0.348 | 0.569 | 0.491 | 0.32 | 0.382 | 0.314 | 0.394 | 0.281 | 0.374 | 0.34 | 0.289 | 0.435 | 0.379 | 0.367 | 0.362
= B 0.434 | 0182 | 0.354 | 0.303 | 0.402 [ 0.276 | 0.408 | 0.289 | 0.384 | 0.253 | 0.199 | 0.432 | 0.527 | 0.567 | 0.418 | 0.424
5, 2BMH A | 0351 | 0428 | 0.642 | 0.569 | 0.146 | 0.354 - 0.367 | 0.192 | 0.367 [ 0.452 | 0.326 | 0.442 | 0.456 | 0.485 | 0.485
= B 0.521 | 0.313 | 0.452 | 0.412 | 0.37 | 0.147 | 0.367 - 0.367 | 0.216 | 0.341 | 0.513 | 0.557 | 0.653 | 0.534 | 0.509
‘5 2HPD A (0348 | 0415 | 0632 | 055 | 0.194 | 0.359 | 0.192 | 0.367 - 0.335 | 0.441 | 0.308 | 0.433 | 0.445 | 0.469 | 0.469
® B 0.486 | 0.277 | 0.435 | 0.384 | 0.367 | 0.217 | 0.367 | 0.216 | 0.335 - 0.312 | 0.476 | 0.548 | 0.606 | 0.522 | 0.501
é 232 A 10543 | 0215 | 031 | 0.264 | 0.451 | 0.333 | 0.452 | 0.341 | 0.441 | 0.312 - 0.489 | 0.62 | 0.683 | 0.363 | 0.406
E B 0.266 | 0.502 | 0.719 | 0.617 | 0.329 | 0.476 | 0.326 | 0.513 | 0.308 | 0.476 | 0.489 - 0.427 | 0.387 | 0.429 | 0.413
& 23 A 0.38 | 0403 | 0.566 | 0.496 | 0.39 04 10385 | 0434 | 0.36 041 | 0.377 | 0.317 | 0.481 | 0.484 | 0.361 | 0.308
B 0.416 | 0.321 | 0.491 | 0.405 | 0.439 | 0.348 | 0.436 | 0.379 | 0.407 | 0.353 | 0.337 | 0.375 | 0.477 | 0.543 | 0.412 | 0.345
2104 A 10521 | 0447 | 0619 | 0577 | 0.577 | 0.561 | 0.598 | 0.537 | 0.582 | 0.521 | 0.523 | 0.649 | 0.501 | 0.473 | 0.568 | 0.528
B 0.384 | 0593 | 0.716 | 0.673 | 0.485 | 0.692 | 0.498 | 0.717 | 0.487 | 0.661 | 0.656 | 0.446 | 0.423 | 0.373 | 0.596 | 0.607
2J1M A 10324 | 0503 | 0.717 | 0.622 | 0.447 | 0.546 | 0.442 | 0.557 | 0.433 | 0.548 | 0.62 | 0.427 - 0.293 | 0.646 | 0.588
B 0.234 | 057 | 0804 | 0.677 | 0.464 | 0.64 | 0.456 | 0.653 | 0.445 | 0.606 | 0.683 | 0.387 | 0.293 - 0.634 | 0.602
2345 A 10525 | 0466 | 0.554 | 0.503 | 0.483 | 0.509 | 0.485 | 0.534 | 0.469 | 0.522 | 0.363 | 0.429 | 0.646 | 0.634 - 0.254

B 0.504 | 0.453 | 0.553 | 0.488 | 0.486 | 0.482 | 0.485 | 0.509 | 0.469 | 0.501 | 0.406 | 0.413 | 0.588 | 0.602 | 0.254 -

INNEB A 0.341 | 0.357 | 0.524 | 0.454 | 0.375 | 0.401 | 0.374 | 0.422 | 0.334 | 0.399 | 0.306 | 0.312 | 0.507 | 0.482 | 0.292 | 0.282
B 0.481 | 0.248 | 0.355 | 0.301 | 0.458 | 0.323 | 0.465 | 0.342 | 043 | 0.313 | 0.201 | 0.443 | 0.559 | 0.61 | 0.346 | 0.342
3KX5 A 0359 | 0447 | 0.663 | 0.58 | 0.302 | 0.43 | 0.296 | 0.454 | 0.296 | 0.426 | 0.445 | 0.194 | 0.428 | 0.473 | 0.468 | 0.477
B 0.556 | 0.222 | 0.328 | 0.297 | 0.437 | 0.287 | 0.451 | 0.297 | 0.443 | 0.28 | 0.167 | 0.495 | 0.572 | 0.687 | 0.49 | 0.399
3MaV A 0.362 | 0.471 | 0.702 | 0.624 | 0.376 | 0.49 | 0.379 | 0.518 | 0.36 | 0.492 | 0.427 | 0.232 | 0.501 | 0.48 | (.378 [ 0.343
B 0.347 | 0.455 | 0.666 | 0.591 | 0.393 | 0.482 | 0.388 | 0.511 | 0.359 | 0.471 | 0.393 | 0.27 | 0.528 | 0.456 | 0.356 | 0.871
1FAG A 10618 | 0.829 | 0.936 | 0.879 | 0.707 | 0.911 | 0.719 | 0.947 | 0.74 | 0912 | 0.946 | 0.725 | 0.607 | 0.62 | 0.876 | 0.894
g B 0.652 | 0.882 | 0.977 | 0.907 | 0.762 | 0.941 | 0.766 | 0.952 | 0.797 | 0.956 | 0.992 | 0.773 | 0.64 | 0.627 | 0.902 | 0.622
2 1Pz A (0382 ) 0633 | 0833 | 0.754 | 0576 | 0.73 | 0.581 | 0.761 | 0.573 | 0.698 | 0.691 | 0.494 | 0.426 | 0.358 | (.661 | 0.606
5 B 0.406 | 0.608 | 0.775 | 0.674 | 0.576 | 0.686 | 0.576 | 0.717 | 0.572 | 0.66 | 0.655 | 0.533 | 0.452 | 0.349 | 0.635 [ 0.875
z 15M) A 10644 | 0.846 | 0.939 | 0.889 | 0.732 | 0.923 | 0.734 | 0.954 | 0.752 | 0.914 | 0.959 | 0.757 | 0.656 | 0.669 | 0.87 | 0.887
5 B 07 | 0887 | 0974 | 0929 | 0.793 | 0.96 | 0.796 | 0.975 | 0.818 | 0.944 | 099 | 0.828 | 0.683 | 0.676 | 0.927 | 0.614
E AKEW A 0.353 | 0.61 0.81 | 0.715 | 0.533 | 0.692 | 0.548 | 0.713 | 0.522 | 0.673 | 0.647 | 0.463 | 0.435 | 0.308 | 0.624 | 0.589
o B 0.366 | 0.617 | 0.818 | 0.729 | 0.546 | 0.696 | 0.556 | 0.724 | 0.53 0.67 | 0.656 | 0.476 | 0.453 | 0.331 | 0.617 | 0.614
w 4ZFA A [ 0546 | 0741 | 0588 | 0815 | 075 | 0.849 | 0.743 | 0.88 | 0.737 | 0.802 | 0.826 | 0.728 | 0.606 | 0.518 | .756 | 0.764
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Anexo 5. Estados de protonacién a pH 7.4

pKa

Residuo 1BVY 1JPZ 2102 2JIM 3BEN 3PSX 3WSP 4DUB 4DUF 5XA3
ASP 23 3.160 2.650 3.620 3.920 3.890 3.840 3.920 3.460 2.300 2.650
ASP 34 4.690 4.060 3.860 3.900 3.820 3.900 4.210 3.990 3.790 3.840
ASP 63 2.620 1.410 1.620 2.110 1.840 3.890 3.020 1.810 1.550 2.920
ASP 68 3.240 3.010 2.490 2.790 3.050 3.020 2.880 2.590 3.340 3.3%0
ASP 80 4.780 5.010 4.180 4.720 4.780 4.010 4.680 4.610 4.380 4.700
ASP B4 4.380 3.940 4.600 4.400 4.030 4.480 4.270 3.990 4.350 4.520
ASP 121 2.460 3.750 3.530 4.510 3.550 4.580 4.480 3.540 3.510 3.990
ASP 136 3.920 3.340 3.720 3.340 3.320 3.640 3.760 3.800 3.810 3.650
ASP 144 3.650 4.440 4.570 4.170 4.550 4110 4.3%0 4.170 4.030 4.280
ASP 151 5.610 5.960 5.430 5.870 5.770 4.760 5.000 5.750 5.930 5.800
ASP 168 3.880 3.740 3.830 3.890 3.730 3.780 3.550 3.840 3.760 3.740
ASP 182 4.530 4.820 5.330 5.130 5.000 - 4.750 4.850 5.120 5.170
ASP 194 3.290 2.790 2.780 2.810 2.760 . 2.700 3.880 2.760 3.380
ASP 195 3.370 3.310 3.210 3.380 3.260 - 3.290 3.270 3.260 3.320
ASP 199 3.780 3.990 3.950 3.950 3.960 - 4.060 4.010 3.850 3.790
ASP 208 4.530 4.370 4.990 5.090 4.760 - 4.490 5.240 5.120 5.220
ASP 214 3.870 3.030 2.990 3.040 3.010 3.950 4.070 3.990 3.030 2970
ASP 217 4.560 4.080 4.680 4.530 4.600 4.160 4.930 4.830 4.810 4.690
ASP 222 3.720 3.990 2.980 3.000 2.920 3.050 2.950 2.960 3.010 2970
ASP 231 3.970 3.780 4.120 3.590 4.070 3.890 3.630 4.070 4.050 3.090
ASP 232 2.990 3.890 3.090 3.790 2.950 3.630 3.440 3.010 4.960 4.660
ASP 242 2.330 2.520 1.950 2.930 2.490 3.530 2.040 1.910 1.860 2.690
ASP 250 3.420 3.210 3.390 3.840 3.370 3.700 3.820 3.930 3.830 3.350
ASP 251 3.310 3.960 3.220 3.130 3.490 3.880 4.040 2.970 4.150 4.170
ASP 300 3.440 3.850 4.050 4.080 3.850 3710 3.990 3.970 4.070 3.950
ASP 338 3.160 3.210 3.310 3.240 3.260 3170 3.240 3.340 3.240 3.340
ASP 351 3.720 3.880 3.480 4.160 3.120 5.160 3.880 2.740 4.130 3.020
ASP 363 3.270 2.870 3.400 3.280 3.010 3.050 3.280 3.480 4.090 3.630
ASP 369 3.880 3.750 3.840 3.760 3.790 3.800 3.770 3.800 3.790 3.770
ASP 370 1.610 3.380 3.060 2.670 3.160 2470 3.890 2.770 2.830 2.830
ASP 422 3.170 3.550 3.700 3.810 3.500 3.330 3.820 3.890 3.710 3540
ASP 425 2.860 2.930 2.640 2.680 2.420 3.180 3.030 2.760 2.270 2.550
ASP 432 3.080 3.980 2.940 2.890 2.890 2.880 2.910 2.900 3.940 4.110
GLU 4 - 4.570 4.540 4.510 4.170 4.350 4.520 4.560 4.560 4.520
GLU 13 - 4.560 4.550 4.560 4.560 4.550 4.550 4.550 4.520 4.550
GLU 35 4.580 4.620 4.700 4.730 4.660 4.620 4.600 4.720 4.670 4570
GLU 38 2.890 4.580 4.120 3.620 3.940 4.500 3.870 4.700 4.540 4.450
GLU 43 3.470 3.450 4.380 2.900 3.460 3.410 3.550 4.240 4.430 3.530
GLU 60 3.550 4.180 4.070 3.880 3.750 3.270 3.700 3.750 4.470 3.910
GLU 64 4.760 4.070 4.190 4.170 4.240 4.430 4.420 4.060 4.160 3.880
GLU 93 2.850 3.400 3.210 3.480 4.870 2720 2.950 3.320 3.310 2.800
GLU 131 4.660 2.950 3.000 3.680 2.920 2970 4.240 5.560 4.200 2.890
GLU 137 3.530 4.080 4.000 4.130 4.100 3.910 3.900 3.920 4.060 3.960
GLU 140 4.570 4,580 5.530 5.100 5.400 4.670 4.860 5.900 5.720 4,950
GLU 143 5.650 5.340 3.690 4.500 4.070 5.390 5.350 4.580 4.530 3.970
GLU 183 4.290 6.680 5.230 4.440 3.920 - 4.630 4.600 3.890 4.430
GLU 200 4.640 3.750 3.680 3.720 3.910 - 3.690 3.710 4.270 4.120
GLU 207 4.610 4.740 3.550 3.490 4.530 - 3.460 4.480 4.710 3.720
GLU 228 4.880 4.560 4.560 4.570 - 4.530 3.810 4.490 4.530
GLU 244 4.760 3.800 3.850 4.740 4.640 4.690 4.680 4.700 3.910 3.800
GLU 247 3.410 3.370 2.520 2.430 3.410 3.270 2.560 2.510 2.540 2480
GLU 252 5.120 4.150 4.010 4.780 4.500 3.730 4.560 4.300 3.980 4.970
GLU 267 4.4%0 4.980 3.950 3.380 3.560 3.920 5.670 2.420 4.630 4.600
GLU 292 4.790 3.710 3.950 4.560 3.990 3.610 4.340 4.050 3.900 3.920
GLU 293 5.330 4.920 4.900 5.310 4.830 4.920 5.050 5.410 5.160 5120
GLU 320 5.170 6.870 6.650 6.540 6.650 6.880 6.660 6.350 6.130 6.050
GLU 337 4.530 3.740 3.710 4.650 4.660 4110 4.650 4.680 3.730 4.050
GLU 344 4.770 4.390 3.340 4.360 4.560 4610 4.410 3.390 3.480 3.400
GLU 348 4.990 4.950 4.900 4.950 4.910 4710 4.980 4.900 4.950 4.920
GLU 352 4.300 5.260 5.440 3.830 5.000 4.780 5.050 5.300 5.060 4.450
GLU 372 3.530 4.400 4.260 4.510 4.240 3.750 4.020 3.660 3.710 4.260
GLU 373 4.810 4.570 4.630 3.850 4.210 3.780 4.660 4.710 4.670 3.790
GLU 377 2.960 3.080 3.370 4.220 3.200 4.180 3.290 3.320 3.180 3.650
GLU 380 4.710 4.660 4.680 4.820 4.700 4.430 4.450 4.870 4.610 4.740
GLU 409 8.530 8.840 7.590 7.800 8.140 8.680 8.420 7.710 8.340 8.050
GLU 424 3.340 4.330 4.450 4.380 4.410 3.440 4.400 4.340 4.390 3.580
GLU 430 4.620 4.650 4.610 4.610 4.610 4.660 4.630 4.630 4.650 4.600
GLU 435 5.220 6.720 5.810 6.090 5.880 5.490 6.030 5.960 6.150 6.260
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GLU 442 3.520 4.200 4.590 4.620 4,520 4.070 4.230 3.770 4.430 3.750
C- TER 3.310 3.420 3.450 3.400 3.320 3.410 3.410 3.330 3.380 3.390
HIS 92 6.250 6.220 6.120 5.680 6.220 6.210 6.160 6.120 6.180 6.290
HIS 100 4.780 5.310 5.330 5.440 5.310 5.280 5.250 5.230 5.310 5.410
HIS 116 4.500 5.700 5.580 5.790 5.450 5.750 5.610 4.790 5.470 5.780
HIS 133 6.240 6.500 6.360 6.240 6.160 6.150 6.260 6.310 6.400 6.250
HIS 171 4.750 4.400 4.900 5.020 4.980 5.220 5.300 4.850 5.060 5.030
HIS 2356 5.890 6.650 5.670 6.250 6.060 5.770 5.890 5.730 5.700 6.720
HIS 233 = = - - - 6.190 - - - -
HIS 266 5.080 2.930 4.720 3.900 4.470 4630 3.540 5.500 5.640 4.880
HIS 285 6.360 6.270 6.290 6.290 6.320 6.300 6.330 6.310 6.310 6.370
HIS 361 1.970 2.870 2.650 2.770 2770 2420 2.730 2.890 2.970 2.720
HIS 383 4.510 4.890 4.820 5.170 4.880 5.240 5.080 4.720 4.810 5.180
HIS 403 2730 5.600 3.560 5.510 3.250 5.550 3.480 5.430 5.300 5.280
HIS 420 4.820 5.450 4.790 5.260 4.280 5670 4.790 4.500 4.580 5.17¢
HIS 426 5.500 6.040 5.570 5.670 5.610 5970 5.740 5.760 5.510 6.890
CYS 50 - - - - - - - - 12.480 -
CYS 62 11.050 11.240 11.260 11.340 11.090 11530 11.210 10.790 11.400 11.410
CYS 156 13.370 13.520 13.150 12.830 13.560 13.490 13.570 13.030 13.420 13.300
CYS 400 15.960 10.710 10.810 11.070 10.950 10.730 10.470 10.770 10.770 10.920
TYR 51 11.670 12.660 12.070 12.790 12.420 11840 12.040 12.340 12.650 12.600
TYR 115 13.710 13.290 13.380 13.570 13.890 13490 13.390 13.530 13.530 13.320
TYR 160 10.780 10.270 11.250 11.090 11.270 10.570 11.110 11.160 11.130 10.910
TYR 166 10.100 10.030 10.100 9.550 10.020 10.010 9.940 10.180 10.060 9.970
TYR 198 10.300 10.260 10.270 10.340 10.310 - 10.340 10.260 10.140 10.230
TYR 256 10.270 10.210 10.940 10.930 11.180 10.360 10.830 10.900 11.570 10.970
TYR 278 11.550 11.630 11.040 11.040 11.160 11460 11.580 11.550 11.530 11.140
TYR 305 10.920 10.710 10.540 10.850 10.930 10.130 10.840 10.870 11.000 10.850
TYR 313 13.290 12.700 12.410 11.980 12.750 12220 12.690 10.270 12.540 10.290
TYR 334 12.290 11.810 10.4%0 12.730 11.840 12540 12.190 11.330 11.790 11.770
TYR 345 10.900 11.040 10.770 10.710 10.800 10.730 9.960 11.080 11.090 10.640
TYR 429 12.280 11.280 11.940 11.660 11.790 11370 11.280 11.700 11.570 11.900
LYS 3 10.600 11.650 10.960 10.520 11.630 11.580 11.680 11.570
LYS ¢ 10.520 10.360 10.360 10.340 10.540 10.560 10.300 10.460 10.540
LYS 15 11.270 10.350 11.330 11.500 10.440 11.240 10.570 10.400 10.230
LYS 24 11.470 11.690 11.680 11.450 10.300 11560 11.570 11.950 11.680 11.740
LYS 31 10.610 10.360 10.3%0 10.360 11.240 10.360 10.320 10.400 10.360 10.320
LYS 41 11,260 10.020 10.010 10.680 10.330 11220 10.060 10.050 10.590 11.080
LYS 59 10.380 10.320 10.340 10.300 6.710 10.350 10.100 10.390 10.370 10.310
LYS 69 4.290 7.670 7.710 7.840 9.930 6.690 6.060 7.990 8.010 7.920
LYS 75 9.950 10.100 10.330 10.050 11.420 10.420 10.340 10.370 10.250 9.780
LYS 94 11.500 11.450 11.420 11.520 10.580 11450 11.470 11.470 11.480 11.420
LYS 97 9.920 11.530 11.460 10.470 9.990 10.350 10.370 10.440 11.460 11.490
LYS 93 9.880 10.010 10.770 10.960 10.270 10.330 10.970 11.000 10.670 10.950
LYS 113 10.270 10.140 10.160 10.100 10.400 10.430 10.100 10.080 10.240 10.190
LYS 129 10.330 10.410 10.740 10.320 9.750 10.390 10.290 10.530 10.440 10.210
LYS 187 9.690 8.950 9.920 9.760 11.470 9.950 9.620 9.960 9.160
LYS 202 10.950 11.480 11.530 11.480 11.480 11.410 10.560 11.460 10.380
LYS 210 10.820 11.470 11.500 11.490 11.540 11540 10.540 11.470 11.480
LYS 218 10.920 11.610 11.480 11.460 11.440 11640 11.520 11.520 11.470 11.520
LYS 224 11.450 10.470 11.3%0 11.380 10.420 10.530 10.680 11.520 10.710 10.630
LYS 241 10.320 10.410 10.420 10.400 11.210 10.410 10.400 10.410 10.410 10.400
LYS 282 10.820 10.690 11.210 11.210 11.560 10.770 10.660 10.750 10.820 11.150
LYS 285 11.420 11.500 11.360 10.560 10.430 10.550 11.310 10.890 11.300 10.710
LYS 306 10.250 10.430 10.440 10.430 9.630 10.310 10.430 10.430 10.420 10.410
LYS 309 8.390 10.350 10.460 10.310 10.200 10.510 10.330 10.330 9.940 10.340
LYS 312 10.060 10.220 10.310 10.430 10.330 10.360 10.380 10.470 10.440 10.400
LYS 336 10.550 10.210 11.510 9.980 10.480 10.460 10.440 10.700 10.360 10.140
LYS 349 10.780 11.500 11.580 10.510 10.650 11120 10.500 10.480 11.490 11.170
LYS 364 10.570 10.650 10.630 10.650 9.260 10.650 10.630 10.630 10.570 10.630
LYS 381 9.080 9.390 9.510 9.320 9.700 9.620 9.200 9.510 9.420 9.690
LYS 419 9.250 9.760 9.780 9.760 10.520 9.790 9.760 9.880 9.720 9.310
LYS 434 10.410 11.270 10.830 10.850 11.000 11060 11.030 11.540 11.010 11.540
LYS 440 11.370 9.990 10.050 8.840 10.480 9.940 10.160 11.020 9.950 6.760
LYS 447 10.130 10.180 10.620 10.520 10.550 10.260 10.560 10.580 10.570 10.400
LYS 449 11.300 10.550 10.510 10.530 10.290 11550 10.510 10.540 10.560 10.490
LYS 451 11.120 10.240 10.070 9.400 11.360 10.550 9.990 9.610 9.900 10.490
LYS 452 10.480 11.390 11.410 0.410 11390 10.430 10.400 10.430 11.390
ARG 47 12.680 11.530 12.160 12.800 12.210 - 11.470 12.420 12.080 12.670
ARG 50 12.180 11.510 11.930 11.360 12.610 11700 11.400 12.530 - 12.520
ARG 56 14.370 12.580 13.330 13.290 13.180 12930 13.360 12.990 12.980 13.020
ARG 66 13.120 13.410 13.280 13.310 13.630 12730 12.980 13.740 13.200 12.550
ARG 79 13.900 13.290 13.300 13.260 12.780 13.900 13.780 13.310 13.470 13.900
ARG 132 12.320 12.370 12.370 12.410 12.380 12 390 12.260 12.410 12.400 12.420
ARG 147 12.790 12.590 13.060 13.290 13.280 12500 12.710 12.730 12.490 13.140
ARG 1€1 13.940 13.470 13.540 12.620 13.420 12 560 12.500 13.460 13.530 12.840
ARG 167 12.230 12.340 12.310 12.440 12.130 12330 12.280 12.260 12.320 12.350
ARG 179 12.720 12.950 14.400 14.280 13.320 - 13.310 13.280 13.350 14.210
ARG 1%0 12.880 11.410 - 12.880 13.490 - 12.860 12.870 13.780 12.740
ARG 203 12.700 13.750 13.580 13.590 13.540 - 13.560 13.740 12.930 13.080
ARG 223 13.380 13.030 13.610 13.610 13.560 12 900 13.030 13.330 12.860 12.730
ARG 255 13.680 13.290 13.270 12.700 12.650 13.660 12.810 12.930 12.550 12.700
ARG 256 12.430 13.290 13.060 12.470 13.050 13.400 12.710 13.040 13.110 13.180
ARG 323 10.950 11.960 10.710 10.950 10.950 10.820 10.890 11.370 11.030 11.090
ARG 362 11.710 10.940 11 500 11.290 11.370 11510 11.520 11.030 11.430 11.690
ARG 375 13.390 12.760 13.350 13.750 13.720 13940 12.770 13.660 12.700 13.650
ARG 378 12.930 12.620 11.730 12.680 11.920 13.030 12.080 12.590 12.730 12.440
ARG 398 8 980 12 310 12 150 12 130 10.270 10200 10 040 12 080 12 060 12 110
N-TER 7.770 7.990 7.700 7.890 8.220 8.090 7.790 7.800 7.760 7.840
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Anexo 6. Representacién 2D de contactos proteina-ligando.
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Anexo 7. Contactos, energias de unién y distancia de C3 o C5 de los conférmeros al Fe.

Ligando Estrucu Caj Contactos
ra [ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 2 13 14 15 18 17 18 19 20 21 22 23 24 2% 26 27 28 29 33M AN
DO 72 74 75 §7 264 328 329 330 331 332 437 438 459 6549
Dl 20 22 25 26 28 29 32 42 43 44 47 43 49 51 72 73 74 75 85 185 188 189 329 330 331 332 354 435 436 437 438
1BVY D2 20 22 23 25 28 29 32 42 43 44 47 43 43 51 185 136 189 435 436
D3 26 26 29 47 651 72 73 74 75 67 185 188 189 329 330 331 332 354 435
D4 72 74 75 §7 264 268 328 329 330 331 332 46 354 437 438 439
DE 37 72 74 75 ©B7 264 268 328 329 330 331 332 437 438
DO 20 25 26 29 42 43 44 47 45 49 K51 72 73 V4 7H 126 185 329 330 331 332 352 354 435 436 437 438 439 455
D1 20 26 26 289 42 43 47 45 49 B1 72 73 74 185 329 330 352 354 435 436 437 439
cumaric 2152 D2 183 186 187 192 193 198 201 202
o D3 20 26 26 289 42 43 47 48 49 b1 72 73 74 75 185 329 330 331 332 352 354 435 436 437
D4 26 72 74 75 185 329 330 331 332 354 436 437 456
D5 26 26 289 b1 72 74 75 67 185 329 330 331 332 354 435 436 437 438
DO 72 74 75 78 82 87 88 260 263 264 268 327 326 329 330 331 332 437 438 458
Dl 17 20 22 26 26 29 42 44 47 458 49 6E1 70 72 73 148 189 329 332 352 354 435 436 437
4DUB D: 17 20 22 25 42 44 47 48 49 651 72 73 146 188 189 352
D3 20 26 26 29 651 72 74 75 185 329 330 331 332 354 435 436 437
D)‘S 72 75 78 67 68 264 268 327 328 329 330 331 332 437 438 458
1 2 3 4 5 B 7 8 9 10 11 12 13 14 B 16 17
D0 61 61 61 61 6 58 57 56 56 56 56
DI 61 61 61 61 6 57 56 56 56 56
1BYVY D2 1 6.1 6. 59 57 57 56 5 5.6
D3 61 61 61 61 6 59 57 56 56 56 56
D4 1 6.1 .1 59 7 56 56 5.
D5 6.1 6.1 1 6 657 66 66 56 56
Do .7 BE E B 53 51 49 49 49 49 49 48 48 45 485 48
DI 57 56 56 66 53 62 49 49 49 49 48 48 48 47 47 47 47
cumdrico | 202 D2 57 56 56 56 53 49 49 49 49 49 48 45 48 47 47 47 47
D3 57 67 56 66 652 62 51 49 49 49 49 49 48 48 47 47 47
D4 57 57 56 55 53 52 49 49 49 48 48 48 47 47 47 47
D5 57 657 56 56 53 62 51 49 49 49 49 48 48 48 47 47 4.7 47
DO 67 67 66 E6 66 6! 65 64 64 61 6 5] =] B
D1 68 67 67 66 66 65 65 64 64 62 61 61 6.1 6
4DUB D2 67 67 67 BB 66 6! 55 64 64 62 61 61 6 B 6 &7
D3 68 67 67 67 66 66 65 65 64 64 62 61 61 61 6 6
D4 67 67 67 66 66 65 65 64 64 61 6 3] -] -]
D5 68 67 67 66 66 65 65 64 64 62 61 61 61 6 6
0 do I D . ade 3
1 |G 4.312, 4.296, 5.042, 4.967, 4.293, 4.833, 8.118, 10.288, 10.223, 9.822,9.819
cs5 5.458,6.633, 7.073, 5.323, 5468, 6.121, 5.991 8.25, 6.462, 7.465, 465
> |3 4.297,4.303,5.043,5.014,4.29,8.077, 10.243, 9.817, 9,626, 10.191
c5 5.463,6639,7.072,5.1, 547, 7.975,5.492,7 478, 8467, 5.144
3 |3 4.289, 4,301, 5.043, 4,956, 4.308, 8.061, 10.267, 10.268, 9.624, 9.815
c5 £.629,5.437, 7.066, 5.339, 6 662, 5.969, 8.244, 8,512, 8.459, 7 478
=) P 4,302, 4291, 5,053, 5.006, 4.866, 4 276, 8.107, 10281, 10 267, 9.622,9813
c5 5.453, 6632, 7.068, 5.106, 5 459, 5.462, 8.01, 8.245, 8,516, 8.465, 7 477
s |3 4257, 4.291,5.042, 5.012, 4.241, 8.079, 10272, 10.266,9.812
5 545, 6631, 7.07, 5096, 6,606, 5968, 8.249, 8503, 7 476
s |<3 4.3,4.29,5047,5.008, 429, 8.105, 10 274, 10.234, 9,811, 9.821
c5 5461,6.5627, 7.068,5.114, 6.64, 5,996, 6.233, 8.482, 7 478, 6.465
P 25313, 25,326, 10,669, 10,673, 25.655, 11,041, 9.737, 9.699, 13.671, 13,69, 9.167, 23.076, 18.731, 13.954, 13.92, 14.719
c5 25.738, 25.032, 10.008, 12.17, 25,4, 9662, 11.164, 11877, 13,672, 15.725, 11375, 21174, 18.792, 11812, 135%, 14 748
> |3 25.312, 25.328, 10.66, 10.657, 25.666, 11.171, 9.675, 9.7, 13.694, 13674, 9.211, 13.856, 14.582, 13.725, 14.703, 18,505, 22.83
cs5 25.774, 25045, 100, 12.144, 25 408, 12.061, 11843, 11.162, 15.734, 13.688, 9.707, 13.529, 12 542, 11838, 14.741, 20.284, 20.901
s <3 25323, 2531, 10,666, 10,677, 11.166, 13.68, 13,69, 9,647, 9.734, 9.196, 13.949, 14 745, 13 684, 13.956, 14 677, 18514, 22 649
P EnAIkD 2132 (2000) c5 25.735, 25,006, 12.16, 9.953, 11989, 13692, 15.728, 11863, 11.146, 11404, 11,805, 14 806, 12 592, 13638, 12 587, 158.045, 209585
. |3 25.314, 25.346, 10,675, 10.666, 10.712, 25,604, 11.054, 9.775, 13.664, 13,668, 9.693,9.171, 13986, 18.722, 14.733, 14.68, 22.831
c5 25.759, 25,054, 9.991, 12.162, 10,052, 24 594, 9,663, 11.208, 13.692, 15.718, 11871, 11.373, 13,686, 20.813, 14.776, 12,602, 20.909
5 |3 26323, 25 352, 10,659, 10,661, 25 665, 11186, 13,6089, 9675, 1369, 9.168, 25.173, 17.08, 13.972, 10.492, 14 711, 13.956, 22628
c5 25.724, 25063, 10.002, 12.163, 25 402, 12.053, 13.702, 11848, 15.73, 11363, 24.933, 17.758, 13,635, 20.272, 14.755, 11792, 20.898
s |C3 | 25314,25327, 10656, 1067, 25 661, 10.554, 10.983, 9,665, 9.697, 13.669, 13668, 9.191, 13.969, 14.002, 14593, 14.747, 18536, 22818
5 25751, 25.029, 12.144, 10.016, 25408, 12.14, 12.029, 111, 11.668, 13,666, 15697, 11.399, 11805, 13,695, 1255, 14 .77, 18.047, 20.856
A 5 4.495,3.951, 3.998, 4.027, 4.049, 5,894, 5,892, 9.107, 9.166, 6.256, 9.82, 9.812, 7 672, 7.757
C5 4.989, 6.058, 6.127, 5.109, 6.34, 6.766, 7.205, 6.91, 8.044, 7.771, 7.943, 6.346, 7.921, 6.323
> |3 3.916, 4.499, 3.946, 4028, 3.975, 5,893, 5,692, 0.87, 9.142, 6.184, 6.462, 9,803, 9,806, 7.715
c5 4.757, 4.988, 6.051,5.024, 6.117, 7.193, 6.758, 6,603, 8.029, 8.243, 7.909, 7.934, 8.339, 6.312
P 4.497, 3.948, 3.95, 4.006, 4.004, 5.59, 5.89, 6.878, 9.141, 5.495,6.336, 9.811, 9.812,7.693, 7,691, 9.031
4DUB (2000) c5 5.006,6.054, 5.126, 6.15, 4 967, 7.181, 6.755,6.612, 8.009, 6.908, 7.858, 7.933, 6.359, 6.303, 7.901, 8.759
s |3 3.913,4.495, 3.951, 3.948, 3.959, 4.004, 5,696, 5.889, 8.877, 9.182, 6.666, 6.323, 9.809, 9.808, 7.729, 7.71
c5 4.768, 4.99, 6.058, 5.132, 6.113, 5.101, 7.185, 6.755, 6.603, 8.033, 8.64, 7.818, 8.35,7.933, 7.914, 6.299
5 |C3 4.496, 3.958, 3.953, 4.006, 3.996, 5.893, 5.893, 8,881, 9.177, 6.242, 9.822, 9.805, 7.713, 7 665
c5 5.001, 6.06, 5.13, 6.149, 5.033, 7.185, 6.763, 6.604, 8.05, 8,315, 7.945, 8.346,6.312, 7.692
P = 3912, 4.498, 3.94,3.992, 4.012, 5,891, 5,893, 8.903, 9.177, 6.335, 6.386, 9.811, 9809, 7.708, 7.755
5 6.143, 4 991, 6.048, 6.122, 5.108, 7.157, 6,761, 6.641, §.022, 7 831, §.435, §.346, 7 941  6.296, 7 907
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Anexo 8. Protocolo de refinamiento y acoplamiento molecular.
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Anexo 9. Contactos observados durante los protocolos de acoplamiento.

Contactos

Porcentaje
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Anexo 10. Validacion con CYT199A2

YL

2FR7 Acido p-cumérico

2FR7_F185L Acido p-cumaérico
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Anexo 11.- Contribucién de variantes en el dominio hemo a la catalisis

Mutacion Observaciones Referencia
F42A Aporta hidrofobicidad, esta mutante aumenta Kd y Km (32)
(hydrophobic lid)
Interactia con el sustrato, si se muta por aa's pequenos se
R4TE utilizan sustratos mas grandes PDB 4KkPB
Y51F Es importante parala entrada del sustrato, aumenta la oxidacién [29]
de aromaticos policiclicos
L75T Aumenta la catalisis con butirato y exanoato [395)
ABZF W Aumenta catalisis de indol PDB 2VWH
F87 Interactda directamente con el sustrato PDB 2X80
Wae Unidn al hemo y estabilizacidn del estado del spin [37)
L181K Aumenta la catalisis con butirato y exanoato [35)
D251G Catalisis de ibuprofeno y diclofenaco PDB 5DYP
A264 Cubre el pirrol C de la porfirina [28)
A268 Indispensable para la catalisis PDB 1FAH
A330P Ayuda a utilizar moléculas de menor tamano PDB 3M4V
1366Y Estabiliza a la proteina PDB 4KPB
F393AHY N Modifican las propiedades electronicas del hemo PDB 1POW
C400M Cambio el rango de absorcidn, no es recomendable mutar PDB 1FAH
Ayuda en elreconocimiento de sustratosno naturales y aumenta
14o01P actividad de la proteina PDB 3M4v
409 Indispensable para la catalisis PDB 1FAH
Desestabilzan a la proteina. L188Q pierde contacto con Q73, de
R47L, F81I1, F87V, L188Q, E267V | igualmanera E267V con K440, F811 afecta el empaquetamiento PDB 4ZF6
hidrofébico
L188P,F1621 K187E Desestabilizan a la proteina [33)
F1621, KI87TE, M237I Desestabilizan a la proteina [36)
F1621, K187E, L188P, M237I Desestabilizan ala proteina [30]
L521, A184V,L3241 V340M,1366Y Aumenta 15°C T50 [32)
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Anexo 12.

Segunda replica de dindmica molecular
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Anexo 13.- Andlisis de variantes
Caja 3 Caja 4
AT 15 A
B B 1.2
CH cH
D DA 1.0
B 1.0 E
F a 0.8
GH G-
HA HA
12 3 45 6 7 8 9 10 1112
Caja s
A- A
B 1.5 B 1.0
CH (o]
D+ D
& 1.0 £ 0.8
F : F '
G- G
H- . H
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12
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