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LACASA DE ALTO POTENCIAL REDOX FUNCIONAL EN SANGRE MEDIANTE
EVOLUCION DIRIGIDA METODO DE OBTENCION Y SUS APLICACIONES

ESTADO DE LA TECNICA

Debido a su extraordinaria versatilidad, el estudio de enzimas oxidorreductasas
ligninoliticas secretadas por hongos de podredumbre blanca es de especial interés
biotecnoldgico, especialmente, las lacasas de alto potencial redox, las peroxidasas y
las enzimas suministradoras de peréxido de hidrégeno(Martinez, Ruiz-Duenas et al.
2009). Particularmente, las lacasas de alto potencial redox son consideradas por
muchos como los biocatalizadores ecolégicos del siglo XXI ya que oxidan facilmente
cientos de compuestos utilizando el oxigeno del aire y liberando agua como unico
subproducto (Mate, Garcia-Ruiz et al. 2011). No obstante, la ausencia de actividad
catalitica a pHs neutros/basicos, junto con la inhibicibn por moderadas
concentraciones de diferentes sustancias (haluros, iones metalicos, acidos grasos,

detergentes), siguen siendo un serio obstaculo para su explotacion.

Lacasas de alto potencial redox (EC 1.10.3.2) activas bajo condiciones tan adversas
son muy deseables para ser utilizadas en aplicaciones que abarcan desde la sintesis
organica a la biorremediacién (Gianfreda, Xu et al. 1999, Alcalde 2007). Ademas, esta
clase de lacasas pertenece al exclusivo grupo de oxidorreductasas capaces de
aceptar electrones directamente desde el catodo de una biopila de combustible o de
un biosensor amperométrico. En efecto, el conjunto de ventajas que ofrecen las
lacasas de alto potencial redox (p. ej. altas densidades de corriente, transferencia
electronica directa, bajo sobre potencial para la reduccidn del oxigeno y elevada
estabilidad operacional) las sitia entre los candidatos mas adecuados para la
construccion de dispositivos bioelectronicos conteniendo enzimas inmovilizadas
(Shleev and Ruzgas 2008).

Probablemente, uno de los desafios mas atractivos en este campo se centra en
conseguir nanobiodispositivos inalambricos implantables que trabajen en diferentes
fluidos fisiologicos (sangre, saliva, lagrimas) con el fin de detectar y registrar la
presencia de diversos metabolitos in vivo. Las principales deficiencias en la ingenieria
de tales dispositivos provienen de las dificultades en la miniaturizacion de sus
elementos individuales (antena, transductor), y en el disefio de enzimas fiables y

estables para catalizar la reaccion del biocatodo, en el cual el oxigeno disuelto en los



10

15

20

25

30

WO 2014/128325 PCT/ES2014/070113

fluidos se reduce a agua (Castillo, Gaspar et al. 2004, Bullen, Arnot et al. 2006).
Desafortunadamente, las lacasas de alto potencial redox son inactivas a pH sanguineo
(~7.4) y estan fuertemente inhibidas por concentraciones de cloruro muy inferiores a
las presentes en la sangre (140-150 mM), lo que limita su aplicacion especifica en
biodispositivos asi como su utilizacion en otros procesos que tienen lugar a pH basico
y/o en los que hay iones cloruro involucrados (p. ej. el procesamiento de material
derivado de colorantes, el tratamiento de aguas residuales, la remediacion de
contaminantes, la sintesis de compuestos farmacéuticos o el procesamiento de
alimentos)(Gianfreda, Xu et al. 1999, Alcalde 2007, Rodgers, Blanford et al. 2010).

En esta invencion se presenta la primera lacasa de alto potencial redox funcional en
fluidos fisiolégicos, como la sangre humana. Dicha lacasa fue creada mediante
evolucion dirigida y tiene una extraordinaria resistencia a haluros y una actividad
significativa a pHs neutros/alcalinos. Ademas, los beneficios de esta lacasa de alto
potencial redox pueden ser extendidos a aplicaciones tales como ensayos biomédicos,
procesos de biorremediacion (p. ej. oxidacion de pesticidas y de hidrocarburos
aromaticos policiclicos o procesamiento de tintes y aguas residuales), bioblanqueo de
pastas kraft y sintesis organica, entre otros procesos en los cuales los altos pHs y las
elevadas concentraciones salinas presentes constituyen serios impedimentos (Alcalde,
Ferrer et al. 2006, Rodriguez Couto and Toca Herrera 2006, Kunamneni, Camarero et
al. 2008, Witayakran and Ragauskas 2009).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Descripcion detallada

La presente invencién se basa en que los inventores han observado que es posible
obtener lacasas termoestables funcionales en condiciones fisioldgicas de pH neutro o
ligeramente basicos y/o a altas concentraciones de iones haluros, como el i6n cloruro,
manteniendo un alto potencial redox, mediante la modificacion o mutacién en, al
menos, un aminoacido clave de la lacasa original o parental de partida (lacasa mutante
OB-1), mas concretamente mediante la mutacion F396l de dicha lacasa OB-1.
Ademas, se describen otras mutaciones de esta lacasa en posiciones en la secuencia
original OB-1 adicionales a la mutacion F396l, ya sea de forma aislada o en

combinacion de varias ellas, y que es comun a todas esta familia de lacasas.
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La presente invencion describe una lacasa de alto potencial redox de secuencia SEQ
ID NO 10 (Ejemplo 1), que es activa a condiciones electrofisiologicas (Ejemplo 2.1)
con gran resistencia a haluros (Ejemplo 2.2) y una actividad significativa a pHs
neutros/alcalinos (Ejemplo 2.2) y que presenta actividad en sangre y plasma humano
(Ejemplo 2.3). Igualmente, se describe la secuencia de nucleétidos codificante de la
lacasa de la invencion (por ejemplo, la secuencia SEQ ID NO 9) asi como

construcciones genéticas necesarias para su produccion.

El punto de partida fue la lacasa termoestable, lacasa OB-1, protegida por la patente
ES201030723 depositada el 17 de mayo de 2010, titulada “Lacasa de alto potencial
redox” (Maté et al., 2010). La lacasa OB-1 se sometid a cuatro ciclos de evolucion
dirigida en combinacion con enfoques semi-racionales dio origen al ultimo mutante de
este proceso, la lacasa ChU-B de la invencion de SEQ ID NO 10 (Ejemplo 1) cuyo sitio
catalitico presenta unas caracteristicas (Ejemplo 3) que lo convierten en una valiosa
herramienta para disefiar lacasas con un amplio espectro de aplicaciones
biotecnoldgicas. Esta adaptacion de las lacasas a condiciones muy diferentes a las
determinadas por su naturaleza permite la catalisis en condiciones extremas y abre un
extenso abanico de oportunidades para su utilizacion en nanobiodispositivos

implantables, sintesis quimica y en procesos de detoxificacion.

Un resumen de los polinucleétidos y péptidos descritos en la presente invencion se

resumen en Tabla 1.

SECUENCIAS SECUENCIAS
VARIANTE NUCLEOTIDICAS VARIANTE AMINOACIDICAS
SEQID N° SEQID N°
OB-1 1 OB-1 2
35H10 3 35H10 4
20F1 5 20F1 6
27C7 7 27C7 8
ChuU-B 9 ChU-B 10
14F1 11 14F1 12
1B1 13 1B1 14
3A7 15 3A7 16
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4
19B12 17 19B12 18
18A10 19 18A10 20
21D9 21 21D9 22
17D4 23 17D4 24
20C3 25 20C3 26
14C5 27 14C5 28
OB-1 sin prepro-lider OB-1 sin prepro-lider
prep 29 prep 30
del factor a del factor a

Los polinucleétidos que codifican para los polipéptidos de secuencias aminoacidicas
descritos en la invencion corresponden a variantes obtenidas mediante evolucion
dirigida de la lacasa de alto potencial redox OB-1 (patente ES201030723). Dicha
proteina se corresponde a la secuencia de nucleotidos, o polinucleétidos, que
constituyen la secuencia codificante del polipéptido con la secuencia aminoacidica
SEQ ID NO 2.

Por tanto, un primer objeto de la invencion se refiere al polinucleé6tido aislado que
cadifica un polipéptido con actividad lacasa activo a condiciones electrofisiologicas, en
pHs neutros/alcalinos, resistente a elevadas concentraciones de haluros y/o que
presenta actividad en sangre y plasma humano, en adelante polinucleétido de la
invencion, caracterizado porque la secuencia aminoacidica del polipéptido que
codifica presenta una identidad de al menos un 50% con la SEQ ID NO 2 (OB-1), y
porque comprende al menos una alteracion aminoacidica (como pueden ser por
ejemplo, sustituciones, deleciones, y/o inserciones) en la posicion homdloga a la
posicioén 487 de dicha secuencia, que sustituye el aminoacido fenilalanina (F) original
por el aminoacido isoleucina (l). Dicha mutacion se corresponde con la mutacion F396I

en el polipéptido maduro con actividad lacasa sin el prepro-lider del factor o, .

Con la informacion suministrada en la presente invencion un experto en la materia es
capaz de identificar secuencias de nucleétidos homologas a las descritas en la
presente invencion y que codifican para lacasas con caracteristicas idénticas a las
descritas para la lacasa de la invencion. Por tanto, el polinucleétido de la invencion
constituye la secuencia codificante de una variante de la lacasa OB-1 con la actividad

mejorada descrita, cuya secuencia de nucledtidos se corresponde a:
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a) moléculas de acido nucleico de la secuencia polinucleotidica aislada o en su
cadena complementaria,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria es capaz de
hibridar en condiciones astringentes con una secuencia polinucleotidica de (a),
o}

¢) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de (a) y/o (b) debido a la

degeneracion del codigo genético.

Los polinucleétidos que codifican para los polipéptidos de secuencias aminoacidicas
descritos en la invencion corresponden a variantes obtenidas mediante evolucion
dirigida de la lacasa de alto potencial redox OB-1 (patente ES201030723). Dicha
proteina se corresponde a la secuencia de nucledtidos, o polinucleétidos, que
constituyen la secuencia codificante del polipéptido con la secuencia aminoacidica
SEQ ID NO 2.

Asi, en un objeto preferido de la invencion, la sustitucion del aminoacido fenilanina (F)
en la posicién 396 de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2
es una isoleucina (I}, y se corresponde con la posicion 487 de SEQ ID NO 2. En una
realizacion particular de la invencion, el polinucleétido de la invencion se corresponde
con la SEQ ID NO 3 (lacasa mutante 35H10).

Ademas, se describen otras mutaciones de la lacasa de alto potencial redox OB-1
adicionales a la mutacion F396l1 de la lacasa madura sin el prepro-lider del factor a,
que es comun a todas estas lacasas, ya sea de forma aislada o en combinacién de
varias de ellas, y que mejoran la actividad en condiciones electrofisioldgicas, en pHs
neutros/alcalinos, resistente a elevadas concentraciones de haluros y/o que presenta
actividad en sangre y plasma humano de la mutacion F396l. Estas mutaciones
pertenecen, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencion, al siguiente
grupo:
a) La sustitucion del aminoacido serina (S) por el aminoacido arginina (R) en
la posicidbn homologa a la posicion 135 de la lacasa madura SEQ ID NO
30 (S135R) comprendida en SEQ ID NO 2, que se corresponde a su vez
con la posiciéon 226 de SEQ ID NO 2,
b) La sustitucion del aminoacido acido aspartico (D) por el aminoacido

asparagina (N) en la posicion homologa a la posicidon 205 de la lacasa
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madura SEQ ID NO 30 (D205N) comprendida en SEQ ID NO 2, que se
corresponde a su vez con la posicion 296 de SEQ ID NO 2,

La sustitucién del aminoacido treonina (T) por el aminoacido valina (V) en
la posicion homodloga a la posicion 218 de la lacasa madura SEQ ID NO
30 (T218V) comprendida en SEQ ID NO 2, que se corresponde a su vez
con la posicion 309 de SEQ ID NO 2,

La delecion del aminoacido alanina (A) en la posicion homoéloga a la
posicién 389 de la lacasa madura SEQ ID NO 30 (A389-) comprendida en
SEQ ID NO 2, que se corresponde a su vez con la posicion 480 de SEQ
IDNO 2,

La sustitucion del aminoacido asparagina (N) por el aminoacido acido
aspartico (D) en la posicion homologa a la posicion 426 de la lacasa
madura SEQ ID NO 30 (N426D) comprendida en SEQ ID NO 2, que se
corresponde a su vez con la posicion 517 de SEQ ID NO 2,

La sustitucién del aminoacido isoleucina (I) por el aminoacido valina (V)
en la posicion homéloga a la posicidon 452 de la lacasa madura SEQ ID
NO 30 (1452V) comprendida en SEQ ID NO 2, que se corresponde a su
vez con la posicion 543 de SEQ ID NO 2,

La sustitucién del aminoacido fenilalanina (F) por un aminoacido que se
escoge de entre los siguientes: serina (S), prolina (P), treonina (T),
alanina (A), glicina (G), arginina (R) o glutamico (E), en la posicion
homologa a la posicion 454 de la lacasa madura SEQ ID NO 30 (F454S,
FA54P, F454T, F454A, F454G, F454R, F454E, respectivamente)
comprendida en SEQ ID NO 2, que se corresponde a su vez con la
posicion 545 de SEQ ID NO 2,

La sustitucion del aminodcido treonina (T) por el aminoacido serina (S) en
la posicidon homodloga a la posicion 487 de la lacasa madura SEQ ID NO
30 (T487S) comprendida en SEQ ID NO 2, que se corresponde a su vez
con la posicion 578 de SEQ ID NO 2.

Asi, en otro objeto de la invencion, el polinucle6tido de la invencion presenta la
alteracion aminoacidica F396l y ademas N426D de la lacasa madura SEQ ID NO 30

comprendida en SEQ ID NO 2, y que se corresponden con las posiciones 487 y 517

de la SEQ ID NO 2 (lacasa con el preprolider del factor o). En una realizacion
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particular de la invencién, el polinucleétido de la invencién se corresponde con la SEQ
ID NO 5 (lacasa mutante 20F1).

En otro objeto de la invencion, el polinucle6tido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas 1452V de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida
en SEQ ID NO 2, y que se corresponden con las posiciones 487 y 543 de la SEQ ID
NO 2 (lacasa con el preprolider del factor a). En otra realizacién particular de la
invencion, el polinucleétido de la invencién se corresponde con la SEQ ID NO 7

(lacasa mutante 27C7).

En otro objeto de la invencion, el polinuclettido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas F454E de la lacasa madura SEQ ID NO 30
comprendida en SEQ ID NO 2, y que se corresponden con las posiciones 487 y 545
de la SEQ ID NO 2 (lacasa con el preprolider del factor o). En otra realizacion
particular de la invencion, el polinucleétido de la invencién se corresponde con la SEQ
ID NO 9 (lacasa mutante ChU-B).

En otro objeto de la invencién, el polinuclettido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la delecion del aminoacido en la posicién 389 (A389-) y
N426D de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con las posiciones 487, 480 y 517, respectivamente, de la SEQ ID NO 2
(lacasa con el preprolider del factor a). En otra realizacién particular de la invencion, el
polinucleétido de la invencion se corresponde con la SEQ ID NO 11 (lacasa mutante
14F1).

En otro objeto de la invencion, el polinuclettido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas
D205N y 1452V de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y
que se corresponden con las posiciones 487, 296 y 543, respectivamente, de la SEQ
ID NO 2 (lacasa con el preprolider del factor «). En otra realizacion particular de la
invencion, el polinucledtido de la invencion se corresponde con la SEQ ID NO 13

(lacasa mutante 1B1).
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En otro objeto de la invencion, el polinuclettido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas
N426D y 1452V de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2,y
que se corresponden con las posiciones 487, 517 y 543, respectivamente, de la SEQ
ID NO 2 (lacasa con el preprolider del factor o). En otra realizacion particular de la
invencion, el polinucleétido de la invenciéon se corresponde con la SEQ ID NO 15

(lacasa mutante 3A7).

En otro objeto de la invencion, el polinucle6tido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas
1452V y F454P de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y
que se corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ
ID NO 2 (lacasa con el preprolider del factor o). En otra realizacion particular de la
invencion, el polinucleétido de la invenciéon se corresponde con la SEQ ID NO 17

(lacasa mutante 19B12).

En otro objeto de la invencién, el polinucleétido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas
1452V y F454T de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y
que se corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ
ID NO 2 (lacasa con el preprolider del factor «). En otra realizacion particular de la
invencion, el polinucledtido de la invenciéon se corresponde con la SEQ ID NO 19

(lacasa mutante 18A10).

En otro objeto de la invencién, el polinuclettido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas
1452V y F454A de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y
que se corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ
ID NO 2 (lacasa con el preprolider del factor «). En otra realizacion particular de la
invencion, el polinucleétido de la invencion se corresponde con la SEQ ID NO 21

(lacasa mutante 21D9).

En otro objeto de la invencion, el polinucle6tido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas
1452V y F454G, de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2,y
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que se corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ
ID NO 2 (lacasa con el preprolider del factor «). En otra realizacion particular de la
invencion, el polinucleétido de la invenciéon se corresponde con la SEQ ID NO 23

(lacasa mutante 17D4).

En otro objeto de la invencion, el polinucledtido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas
1452V y F454R de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y
que se corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ
ID NO 2 (lacasa con el preprolider del factor o). En otra realizacion objeto particular de
la invencioén, el polinucledtido de la invencion se corresponde con la SEQ ID NO 25

(lacasa mutante 20C3).

En otro objeto de la invencién, el polinucleétido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas
N426D, F454S y T487S de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID
NO 2, y que se corresponden con las posiciones 487, 517 y 578, respectivamente, de
la SEQ ID NO 2 (lacasa con el preprolider del factor o). En otra realizacién particular
de la invencion, el polinucleétido de la invenciéon se corresponde con la SEQ ID NO 27

(lacasa mutante 14C5).

Considerando que las lacasas de alto potencial redox secretadas por hongos
basidiomicetos ligninoliticos pueden considerarse afines en cuanto a su evolucion, es
de esperar que la identidad global de los genes sea de un 50% o mayor, y mas
concretamente al nivel de la secuencia aminoacidica correspondiente a la SEQ ID NO
2 (lacasa OB-1), sea de un 80% o mayor. La correspondencia entre la secuencia
aminoacidica de la(s) lacasa(s) artificiales objetos de la invencion y la secuencia de
otras lacasas de alto potencial redox se pueden determinar por métodos conocidos en
la técnica. Por ejemplo, aquéllas se pueden determinar por una comparacion directa
de la informacién de secuencia aminoacidica de la lacasa putativa y la secuencia

aminoacidica correspondiente a la SEQ ID NO 10 de esta memoria.

Con la informacién suministrada en la presente invencién, ademas un experto en la
materia es capaz de combinar las mutaciones anteriormente descritas en la presente

invencion para generar nuevas variantes de lacasas con similar o mejorada actividad
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en condiciones electrofisiolégicas, en pHs neutros/alcalinos, resistentes a elevadas

concentraciones de haluros y/o que presentan actividad en sangre y plasma humano.

El término “homologia”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la
semejanza entre dos estructuras debida a unas ascendencia evolutiva comun, y mas
concretamente a la semejanza o identidad entre los nucle6tidos de dos o mas

polinucledtidos.

El término “identidad”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la
proporcion de nucleotidos idénticos entre dos polinucledtidos que se comparan. Los
métodos de comparacion de secuencias son conocidos en el estado de la técnica, e
incluyen, aunque sin limitarse a ellos, el programa BLASTP o BLASTN, y FASTA.
Puesto que dos proteinas se consideran homoélogas si tienen el mismo origen evolutivo
o si tienen funcion y estructura similares, en general, se asume que valores superiores
de similitud o identidad del 30% indican estructuras homdlogas. Podemos considerar,
por tanto, que porcentajes de identidad de, al menos, un 80% mantendran las mismas

propiedades de dicho péptido.

El término “aislado”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a
nucleétidos o péptidos que: 1) se encuentran sustancialmente libres de componentes
que normalmente acompafian o interaccionan con él en la naturaleza, o 2) si se
encuentran en su medio natural, han sido sintéticamente (no naturalmente) alterados
por la intervencién humana y/o introducidos en una célula que no los posee de forma
nativa. Por ejemplo, un polinucledtido natural se convierte en “aislado” si ha sido
alterado por medio de la intervencion humana (por medio de, por ejemplo pero sin
limitarnos, mutagénesis dirigida, inserciones, deleciones, etc.). De la misma manera,
un polinucleétido natural se convierte en “aislado” si se introduce por medios no
naturales en un organismo no nativo a dicho polinucleétido (transfeccion). Por tanto, el

término “aislado” en este ultimo caso, es equivalente al término “heterdlogo”.

Un segundo objeto de la invencién hace referencia a la secuencia aminoacidica
codificada por el polinucleétido de la invencion, de ahora en adelante polipéptido de la
invencion, y que presenta actividad lacasa activa en condiciones electrofisiolégicas, en
pHs neutros/alcalinos, resistente a elevadas concentraciones de haluros y/o activa en

sangre y plasma humano caracterizado porque su secuencia presenta una identidad
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de al menos un 50% con la SEQ ID NO 2 (OB-1), y porque comprende al menos una
alteraciéon aminoacidica (como pueden ser, por ejemplo, sustituciones, deleciones, y/o
inserciones) en la posicion homoéloga a la posicion 487 de dicha secuencia, que
sustituye el aminoacido fenilalanina (F) original por el aminoacido isoleucina (I)
(mutacion F3961 de la lacasa madura sin el preprolider del factor oo con SEQ ID NO
30).

Asi en un objeto preferido de la invencion, la sustitucion del aminoacido fenilalanina (F)
en la posicién 396 de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2
es una isoleucina (I} y se corresponde con la posicion 487 de SEQ ID NO 2. En una
realizacion particular de la invencion, el polipéptido de la invencién se corresponde con
la SEQ ID NO 4 (lacasa mutante 35H10).

El polipéptido de la invencion también puede presentar mutaciones adicionales a la
sustitucion del aminoacido fenilanina (F) en la posicién 396 de la lacasa madura SEQ
ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2 por una isoleucina (I} (F3961) y mejoran su
actividad a condiciones electrofisiologicas, en pHs neutros/alcalinos, resistente a
elevadas concentraciones de haluros y/o que presenta actividad en sangre y plasma
humano. Estas mutaciones descritas anteriormente en esta invencidbn pueden
presentarse en diversas combinaciones conjuntamente con F396] como sera conocido

para un experto en la materia.

Asi, en otro objeto de la invencion, el polipéptido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas N426D de la lacasa madura SEQ ID NO 30
comprendida en SEQ ID NO 2, y que se corresponden con las posiciones 487 y 517
de la SEQ ID NO 2. En ofra realizacion particular de la invencion, el polipéptido de la

invencion se corresponde con la SEQ ID NO 6 (lacasa mutante 20F1).

En otro objeto de la invencion, el polipéptido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas 1452V de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida
en SEQ ID NO 2, y que se corresponden con las posiciones 487 y 543 de la SEQ ID
NO 2. En otra realizacion particular de la invencion, el polipéptido de la invencion se
corresponde con la SEQ ID NO 8 (lacasa mutante 27C7).
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En otro objeto de la invencion, el polipéptido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F396]1 y ademas F454E de la lacasa madura SEQ ID NO 30
comprendida en SEQ ID NO 2, y que se corresponden con las posiciones 487 y 545
de la SEQ ID NO 2. En otra realizacién particular de la invencion, el polipéptido de la

invencion se corresponde con la SEQ ID NO 10 (lacasa mutante ChU-B).

En otro objeto de la invencion, el polipéptido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la delecion del aminoacido en la posicién 389 (A389-) y
N426D de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y que se
corresponden con las posiciones 487, 480 y 517, respectivamente, de la SEQ ID NO 2.
En otra realizacion particular de la invencién, el polipéptido de la invencion se

corresponde con la SEQ ID NO 12 (lacasa mutante 14F1).

En otro objeto de la invencion, el polipéptido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F396l y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas
D205N vy 1452V de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y
que se corresponden con las posiciones 487, 296 y 543, respectivamente, de la SEQ
ID NO 2. En ofra realizacion particular de la invencién, el polipéptido de la invencion se

corresponde con la SEQ ID NO 14 (lacasa mutante 1B1).

En otro objeto de la invencion, el polipéptido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas
N426D y 1452V de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2,y
que se corresponden con las posiciones 487, 517 y 543, respectivamente, de la SEQ
ID NO 2. En otra realizacién particular de la invencién, el polipéptido de la invencion se

corresponde con la SEQ ID NO 16 (lacasa mutante 3A7).

En otro objeto de la invencion, el polipéptido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F396l y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas
1452V y F454P de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y
que se corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ
ID NO 2. En ofra realizacion particular de la invencion, el polipéptido de la invencion se
corresponde con la SEQ ID NO 18 (lacasa mutante 19B12).



10

15

20

25

30

35

WO 2014/128325 PCT/ES2014/070113

13

En otro objeto de la invencion, el polipéptido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas
1452V y F454T de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y
que se corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ
ID NO 2. En otra realizacién particular de la invencién, el polipéptido de la invencion se
corresponde con la SEQ ID NO 20 (lacasa mutante 18A10).

En otro objeto de la invencion, el polipéptido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F396l y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas
1452V y F454A de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y
que se corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ
ID NO 2. En ofra realizacion particular de la invencion, el polipéptido de la invencion se
corresponde con la SEQ ID NO 22 (lacasa mutante 21D9).

En otro objeto de la invencion, el polipéptido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas
1452V y F454G de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y
que se corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ
ID NO 2. En otra realizacién particular de la invencién, el polipéptido de la invencion se
corresponde con la SEQ ID NO 24 (lacasa mutante 17D4).

En otro objeto de la invencion, el polipéptido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F396l y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas
1452V y F454R de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID NO 2, y
que se corresponden con las posiciones 487, 543 y 545, respectivamente, de la SEQ
ID NO 2. En oftra realizacion particular de la invencion, el polipéptido de la invencion se
corresponde con la SEQ ID NO 26 (lacasa mutante 20C3).

En otro objeto de la invencion, el polipéptido de la invencion presenta la alteracion
aminoacidica F3961 y ademas la siguiente combinacion de alteraciones aminoacidicas
N426D, F454S y T487S de la lacasa madura SEQ ID NO 30 comprendida en SEQ ID
NO 2, y que se corresponden con las posiciones 487, 545 y 578, respectivamente, de
la SEQ ID NO 2. En oftra realizacion particular de la invencion, el polipéptido de la

invencién se corresponde con la SEQ ID NO 28 (lacasa mutante 14C5).
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Con la informacion suministrada en la presente invencion, ademas un experto en la
materia es capaz de combinar las mutaciones anteriormente descritas en la presente

invencion para generar nuevas variantes de lacasas con similar actividad.

El polinucleétido de la invencidn puede encontrarse aislado como tal o formando parte
de los vectores que permiten la propagacion de dichos polinucleétidos en células
hospedadoras adecuadas. Por lo tanto, en otro aspecto, la invencion se refiere a un
vector, en adelante vector de la invencidén, que comprende el polinucleétido de la

invencion como se describe anteriormente.

Los vectores adecuados para la insercidon de dicho polinucledtido son vectores
derivados de los vectores de expresion en procariotas tales, a titulo ilustrativo, como
pUC18, pUC19, Bluescript y sus derivados, mp18, mp19, pBR322, pMB9, Co1E1,
pCR1, RP4, fagos y vectores "lanzadera", tales como pSA3 y pAT28; vectores de
expresion en levaduras tales como el plasmido de 2 micras de Saccharomyces
cerevisiae), plasmidos de integracion, vectores YEP, plasmidos centromeros y
similares; vectores de expresion en células de insectos tales como los vectores de la
serie pAC y de la pVL vectores de expresion; vectores de expresion en células de
plantas tales como piBi, pEarleyGate, PAVA, pCAMBIA, PGSA, PGWB, PMDC, PMY,
serie de poros y similares, y otros vectores de expresion en células eucariotas,
incluyendo baculovirus adecuados para la transfeccion de células de insecto usando
cualquier sistema de baculovirus disponible comercialmente. Tal y como se utiliza en
la presente memoria, una “célula hospedadora” incluye cualquier célula cultivable que
puede ser modificada mediante la introduccion de ADN no contenido de manera
natural en la célula, de aqui en adelante célula hospedadora de la invencién.
Preferiblemente, una célula hospedadora es aquélla en la que el polinucleétido de la
invencion puede ser expresado, dando lugar a un polipéptido estable, modificado post-
traduccionalmente y localizado en el compartimento subcelular apropiado. La eleccion
de una célula hospedadora adecuada puede también estar influida por la eleccion de
la sefial de deteccidn. Por ejemplo, el uso de construcciones con genes reporteros (por
ejemplo, lacZ, luciferasa, timidina quinasa o GFP) puede proporcionar una sefial
seleccionable mediante la activacién o inhibicion de la transcripcidén del gen de interés
en respuesta a una proteina reguladora de la transcripcién. De cara a conseguir una
seleccion o screening optimo, el fenotipo de la célula hospedadora debera ser

considerado. Una célula hospedadora de la presente invencidon incluye células
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procariotas y eucariotas. Las procariotas incluyen organismos gram negativos (por
ejemplo, Escherichia coliy o gram positivos (por ejemplo, bacterias del género
Bacillus). Las células procariotas se usaran, preferiblemente, para la propagacion de la
secuencia del control de la transcripcion del vector que contiene el(los)
polinucledtido(s) objeto(s) de la invencidn, lo que permitird conseguir un mayor numero
de copias del vector conteniendo el(los) polinucleétido(s) objeto(s) de la invencion.
Entre las células hospedadoras procariotas adecuadas para la transformacion de este
vector se encuentran, por ejemplo, E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, y
otras especies dentro de los géneros Pseudomonas, Streptomyces y Staphylococcus.
Las células eucariotas incluyen, entre otras, células de levadura, células de plantas,
células de hongos, células de insectos, células de mamifero, y células de organismos
parasitos (por ejemplo, Trypanosomas). Tal y como se emplea en esta memoria, el
término levadura no incluye soélo levadura en el sentido taxonémico estricto, es decir,
organismos unicelulares, sino también hongos multicelulares similares a las levaduras
u hongos filamentosos. Ejemplos de especies son Kluyveromyces laclis,
Schizosaccharomyces pombe, y Ustilago maydis, con Saccharomyces cerevisiae y
Pichia pastoris como organismos preferidos. Otras levaduras que pueden utilizarse en
la produccion de la(s) secuencia(s) poliaminoacidica(s) de la presente invencion son
Neurospora crassa, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Candida tropicalis, y
Hansenula polymorpha. Los sistemas de cultivo con células hospedadora de mamifero
incluyen lineas celulares establecidas como las células COS, células L, células 3T3,
células de ovario de hamster chino (CHO), células madre embrionarias, con las células
BHK, HeK o HelLa como células preferidas. Las células eucariotas son,
preferiblemente, utilizadas para la expresion del gen recombinante mediante la
aplicacion de la secuencia de regulacion de la transcripcion o el vector de expresion de

la presente invencion.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un método de obtencion del polipéptido de la
invencion, que comprende:
1) Introducir el vector de la invencién en una célula hospedadora adecuada
(célula hospedadora de la invencion),
2) Cultivar la célula hospedadora de la invencion en un medio adecuado, v,
3) Purificar el polipéptido de la invencion con actividad lacasa
El término “purificar” tal y como se emplea en la descripcion, se refiere al

aislamiento del polipéptido de la invencion y a su concentracion, del resto de
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polipéptidos presentes en el medio de cultivo de la célula hospedadora de la invencion.
El aislamiento de la lacasa puede llevarse a cabo mediante técnicas de solubilidad
diferencial, cromatografia, electroforesis o isoelectroenfoque. Las técnicas de
cromatografia pueden estar basadas en el peso molecular, la carga i6nica (basada en
el estado de ionizacion de los aminoacidos en las condiciones de trabajo) o la afinidad
de la proteina y puede realizarse en columna, en papel o en placa. El aislamiento de la
proteina puede realizarse, por ejemplo, mediante precipitacion con sulfato amonico,
cromatografia liquida rapida (FPLC, del inglés Fast Protein Liquid Cromatography) o
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, del inglés High Performance Liquid
Chromatography), empleando sistemas automatizados que reducen notablemente el

tiempo de purificacién e incrementan el rendimiento de la purificacion.

Un cultivo de células hospedadoras se refiere al proceso de mantener y crecer las
células hospedadoras. Los cultivos celulares necesitan condiciones contraladas de
temperatura, pH, porcentajes de gases (oxigeno y didéxido de carbono), asi como la
presencia de los nutrientes adecuados para permitir la viabilidad y la divisién celular.
Los cultivos celulares pueden desarrollarse en sustratos sélidos como el agar, o en

medio liquido, lo que permite cultivar grandes cantidades de células en suspension.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso del polinucledtido de la invencion para la

obtencion del polipéptido de la invencion con actividad lacasa.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de la célula hospedadora de la invencion
para la obtencion del polipéptido de la invencion. Preferentemente, la célula
hospedadora de la invencidén es una levadura, mas preferentemente de los géneros
Saccharomyces sp. o Pichia sp, y mas preferentemente aun las especies son

Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris.

Las lacasas de alto potencial redox, como es el caso del polipéptido de la invencion,
son conocidas por su gran humero de aplicaciones como pueden ser, por ejemplo, su
empleo en procesos de biorremediacion (p. ej. oxidacion de pesticidas y de
hidrocarburos aromaticos policiclicos o procesamiento de tintes y aguas residuales),
bioblanqueo de pastas kraft y sintesis organica; procesos, todos ellos, en los cuales
los altos pHs y las elevadas concentraciones salinas presentes constituyen serios

impedimentos. Asi, el polipéptido de la invencion y la célula hospedadora de la
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invencion pueden tener cualquiera de los usos ya conocidos en el estado de la técnica

para estas enzimas.

Como se ha comentado anteriormente en la presente invencion, el desarrollo de una
lacasa activa en condiciones electrofisiologicas, en pHs neutros/alcalinos, resistente a
elevadas concentraciones de haluros y/o activa en sangre y plasma humano, tiene
amplias aplicaciones en ensayos biomédicos. Asi, otro objeto de la de la invencion se
refiere al uso del polipéptido de la invencion en la elaboracion de kits de diagnostico
con fines biomédicos para la deteccion de metabolitos y medicién de su concentracion

en, por ejemplo, sangre, saliva, lagrimas y/u orina.

Otro objeto particular de la invencion se refiere al uso del polipéptido de la invencién
en la elaboracion de dispositivos bioelectronicos que contienen enzimas inmovilizadas
para, por ejemplo, el diagnéstico biomédico mediante la deteccion de metabolitos y
medicibn de su concentraciébn in vivo, a través de, a modo ilustrativo,
nanobiodispositivos inalambricos implantables que trabajen en diferentes fluidos

fisiologicos (sangre, saliva, lagrimas y/u orina).

Los Kits de diagnostico con fines biomédicos y los dispositivos bioelectrénicos que

contienen enzimas inmovilizadas descritos forman parte de la presente invencion.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la
invencion. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracioén de

la invencién y no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1.- Evolucion dirigida de la lacasa mutante OB-1. El gen de fusion del tipo
parental (mutante OB-1) (Mate, Garcia-Burgos et al. 2010) esta formado por el prepro-
lider del factor a —reemplazando la secuencia sefial nativa con el fin de aumentar la
secrecion en S. cerevisiae— y por la lacasa madura. El pre-lider del factor a esta
representado en negro, el pro-lider del factor a en blanco y la lacasa madura en gris.

Las nuevas mutaciones estan sefialadas como estrellas y las mutaciones acumuladas
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como cuadrados; A389- indica la delecion de la Ala389. MAT (mejora de la actividad
total en buffer de sangre): valor que indica el nimero de veces de mejora de la
actividad lacasa detectada en el sobrenadante de cada mutante proveniente de
microcultivo de S. cerevisiae comparada con la actividad del parental OB-1. Las
medidas se hicieron por quintuplicado a partir de sobrenadantes de cultivos
independientes crecidos en placas de 96 pocillos y utilizando 3 mM de ABTS como
sustrato. La 4plsoci- (Iso aparente para NaCl) indica la concentracion de cloruro sodico a
la cual la enzima retiene la mitad de su actividad inicial, determinada con
sobrenadantes de cada mutante procedentes de microcultivos de S. cerevisiae tras 2 h
de incubacion. La actividad relativa a diferentes valores de pH fue evaluada utilizando
3 mM de ABTS como sustrato. Las flechas discontinuas indican el mutante empleado
como parental en cada generacion. N.d., no determinado. Las mutaciones silenciosas

no estan incluidas.

Figura 2.- Actividad en fluidos fisiolégicos y caracterizacion
espectroelectroquimica. (a) Actividad de la lacasa de la invencion mutante ChU-B
determinada por medida del consumo de oxigeno. Para monitorizar la actividad lacasa
en sangre y plasma humanos, ambos fluidos se suplementaron con 10 mM de acido
ascorbico y el pH se ajusto a 7.4 antes de afiadir la enzima. (b) Valoracion redox de la
lacasa ChU-B a pH fisioloégico. Cada valoracion redox se llevdo a cabo en ambos
sentidos (es decir, de la enzima en estado totalmente oxidado a estado totalmente
reducido —valoracion reductora— y vice versa —valoracién oxidativa—). Se registraron
los espectros de la lacasa una vez alcanzado el equilibrio redox, obteniéndose
espectros tipicos de la enzima oxidada, parcialmente reducida y totalmente reducida,
los cuales estan representados en la figura. La equilibracion del centro de cobre T1 a
cada potencial aplicado fue evidente por estabilizacion de la absorbancia a 600 nm.
Como los mediadores redox que se emplearon son transparentes a longitudes de onda
superiores a 500 nm, los cambios espectroscopicos a 600 nm fueron atribuidos al Cu
T1 de la lacasa. Se muestran los espectros de la valoracion reductora
correspondientes a la lacasa oxidada (linea continua, potencial aplicado +1000 mV vs
ENH), a la lacasa parcialmente reducida (linea discontinua y discontinua con puntos,
+700 mV y +600 mV vs ENH, respectivamente) y a la lacasa totalmente reducida
(linea de puntos, +600 mV vs ENH). Inserto: representacion de la dependencia del
potencial aplicado frente a la absorbancia a 600 nm, y los parametros promedio

calculados a partir de las valoraciones reductora y oxidativa (valor del punto medio
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+720 mV vs. ENH y valor de la pendiente 110 mV). (¢) Voltamogramas ciclicos de
reduccion del oxigeno obtenidos utilizando un electrodo de grafito de baja densidad
pulido con el mutante ChU-B adsorbido sobre su superficie (linea continua) y en
ausencia de enzima (linea discontinua). Las medidas se llevaron a cabo en una celda
electroquimica de tres electrodos conteniendo buffer fosfato sédico 100 mM pH 7.4 y
tras burbujear oxigeno a una presion de 1 atm durante 15 min, y utilizando un alambre
de platino como contraelectrodo y un electrodo de Ag | AgCl | KCI como electrodo de
referencia. Las medidas se realizaron empleando el equipo Autolab PGSTAT30
controlado por el software GPES 4.9.

Figura 3.- Caracterizacion bioquimica de la lacasa de la invencion ChU-B.
Circulos blancos, tipo parental; circulos negros, mutante ChU-B. Los perfiles de
actividad frente al pH se midieron en buffer Britton y Robinson a diferentes valores de
pH con 3 mM de DMP (a) o de ABTS (b) como sustratos. La actividad lacasa se
normalizé con respecto al valor de pH éptimo. (c-e) Inhibicion por haluros: (c)
Inhibicion por cloruro medida con 2.4 mM de ABTS en buffer acetato soédico 100 mM
pH 4.0. (d) Inhibicién por fluoruro medida con 2.4 mM de ABTS en buffer acetato
sodico 100 mM pH 4.0. (e) Inhibicion por cloruro de la lacasa ChU-B medida a pH 7.4
con 2.4 mM de ABTS en buffer fosfato sédico 100 mM pH 7.4. Cada valor representa
el valor promedio y la desviacion estandar resultado de tres experimentos

independientes.

Figura 4.- Detalles de las mutaciones en la lacasa de la invencion ChU-B (b)
comparado con los correspondientes aminoacidos en el tipo parental (a). La estructura
catalitica general esta formada por el sitio de Cu T1 cercano a la superficie, aunque el
cobre no esta directamente expuesto al disolvente. EI Cu T1 esta trigonalmente
coordinado por la His455, la His394 y la Cys450, ésta ultima formando parte del
tripéptido altamente conservado en las lacasas His449-Cys450-His451, el cual conecta
el sitio T1 con el cluster trinuclear situado a una distancia de 12 A. Los electrones son
transferidos desde el Cu T1 a través de una ruta de transferencia electronica
intramolecular formada por el tripéptido ya mencionado hacia el cluster trinuclear
T2/T3, donde tiene lugar la unién del oxigeno y su reduccion a dos moléculas de agua.
Este segundo sitio activo se encuentra en el interior de la estructura de la lacasa, con
el Cu T2 tricoordinado por dos residuos de His y una molécula de agua, y dos cobres

T3 tetracoordinados. La entrada del oxigeno y la salida del agua al sitio T2/T3 tiene
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lugar a través de dos canales presentes en la estructura. Se muestran las mutaciones
F396l y F454E y 1452V (revertida en ChU-B). Las esferas representan iones cobre.
También se representan los residuos de la via de transferencia electronica desde el
Cu T1 al cluster T2/T3 y los aminodcidos involucrados en la primera esfera de
coordinacion de los cobres cataliticos y sus interacciones. La superficie electrostatica
de la estructura proteica se muestra en el fondo. El modelo tridimensional esta basado
en la estructura cristalina de la lacasa de Trametes trogii (con un 97% de identidad de
secuencia, PDB: 2HRG) (Matera, Gullotto et al. 2008).

Figura 5.- Perfiles de actividad frente al pH de la lacasa parental y de las lacasas
mutantes. Las actividades se midieron en buffer Britton y Robinson 100 mM a
diferentes valores de pH con 3 mM de DMP (a) o de ABTS (b) como sustratos. La
actividad lacasa se normalizé con respecto al valor de pH o6ptimo y cada punto
representa el promedio y la desviacion estandar resultado de tres experimentos

independientes.

Figura 6.- Vision de conjunto de las mutaciones en la estructura de la lacasa. Se
detallan los residuos mutados por evolucion. La primera esfera de coordinacion del Cu
T1 (His394, His455 y Cys450) esta sefialada con un circulo. El circulo concéntrico
discontinuo indica la segunda esfera de coordinacion. Los residuos de His de la via de
transferencia electronica interna desde el Cu T1 al cluster T2/T3 también se resaltan.
Las esferas representan iones cobre. EI modelo tridimensional estda basado en la
estructura cristalina de la lacasa de Trametes trogii (con un 97% de identidad de
secuencia, PDB: 2HRG) (Matera, Gullotto et al. 2008).

Figura 7.- Mutagénesis saturada en la posicion 454: (a) mutante 19B12; (b)
mutante 18AA10; (c) mutante 17D4; (d) mutante 21D9; (e) mutante 20C3; (f) mutante
ChU-B. Las esferas representan iones cobre. También se detallan los residuos de la
via de transferencia electrénica desde el Cu T1 al cluster T2/T3. Los aminoacidos
involucrados en la primera esfera de coordinacion de los cobres cataliticos y sus
interacciones también estan representados. La superficie electrostatica de la
estructura proteica se muestra en el fondo. El modelo tridimensional esta basado en la
estructura cristalina de la lacasa de Trametes trogii (con un 97% de identidad de
secuencia, PDB: 2HRG) (Matera, Gullotto et al. 2008).
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EJEMPLOS DE REALIZACION

Ejemplo 1. Generacion de mutantes por evolucion dirigida y obtencion de la
lacasa de la invenciéon (mutante ChU-B)

El punto de partida de este estudio fue una lacasa de alto potencial redox (el mutante
OB-1) previamente modificada a partir de la lacasa del basidiomiceto PM1 por
evolucién in vitro y disefio racional para ser altamente activa, termoestable vy
facilmente secretada por levaduras (Mate, Garcia-Burgos et al. 2010). Para convertir
OB-1 en una lacasa tolerante a la sangre, se disefid un ensayo de screening basado
en la composicion de la sangre humana. Como el plasma o la sangre reales no son
adecuados para la exploracion de librerias de mutantes en el contexto experimental de
la evolucion dirigida de enzimas, se desarrolld un medio complejo sustituto (“buffer de
sangre”) con el objetivo de imitar la composicién de la sangre humana. Este buffer
contenia un sustrato colorimétrico (ABTS) y carecia de células sanguineas y de
factores de coagulacion. Ademas, se realizaron tres re-screenings consecutivos para
descartar la seleccion de falsos positivos. Al igual que todas las lacasas de alto
potencial redox, el mutante OB-1 no muestra actividad ni transferencia electrénica
interna a pH 7.4 (Mate, Garcia-Burgos et al. 2010). En consecuencia, en la primera
generaciéon el pH del buffer de sangre se establecié en 6.5, lo que resultd en un
descenso en la actividad lacasa de mas del 90%. En generaciones sucesivas la
presion selectiva fue aumentada de manera progresiva hasta alcanzar el valor del pH
fisiologico. Ademas, se aprovech6 la elevada frecuencia de recombinacion homologa
del ADN, caracteristica de la maquinaria celular de Saccharomyces cerevisiae, para la
generacion de diversidad genética (Alcalde 2010, Gonzalez-Perez, Garcia-Ruiz et al.
2012). Asi, en cada ciclo de evolucion se combinaron diferentes métodos de
recombinacién del ADN (tanto in vivo como in vitro) para aumentar la complejidad de
las librerias de mutantes. El ultimo ciclo de evoluciéon se dedicé a la evaluacion en
detalle desde un enfoque racional -mediante mutagénesis saturada y mutagénesis
dirigida- de varias posiciones que conllevaron aumentos sustanciales en la actividad
total (Figura 1, Tabla 2).

Tabla 2. Mutaciones introducidas durante el proceso de evolucion dirigida. +, nueva
mutacién; o, mutacion acumulada; e, mutacion introducida por mutagénesis dirigida; m,
mutacion introducida por mutagénesis saturada; o, mutacion revertida (V452lI,
GTC/ATC). Las mutacion silenciosas estan subrayadas; los subindices indican el uso

de codones en S. cerevisiae. MAT, mejora de la actividad total en buffer de sangre.
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Concretamente, se exploraron mas de 10000 clones en cuatro ciclos de evolucion

molecular combinada con métodos mutagénicos y de recombinacion in vivo (IvVAM,

barajado in vivo del ADN, IVOE) e in vitro (PCR propensa a error, StEP mutagénico).

En el ultimo ciclo de evolucion, la variante final (mutante ChU-B) se obtuvo tras

analizar las siguientes posiciones por mutagénesis dirigida o mutagénesis saturada:

D205N: esta mutacion provocod un desplazamiento del pH 6ptimo de actividad de
la lacasa de Trametes versicolor (concretamente, el pH 6ptimo para el DMP como
sustrato aumentdé 1.4 unidades) (Madzak, Mimmi et al. 2006). La misma
sustitucion aminoacidica fue probada en este estudio, dando lugar al mutante
1B1, que presentd un comportamiento similar al de la lacasa de T. versicolor: el
pH 6ptimo de actividad con DMP fue 2.0 unidades mas basico. Este mutante fue
finalmente excluido debido a su bajo valor de MAT y a su escasa actividad con
compuestos no fenolicos a pH fisiologico.

N426D: esta mutacidén beneficiosa se descubrié en el mutante 20F1 (2G) pero se
perdi6 debido a la baja probabilidad del entrecruzamiento con la mutacién cercana
1452V. El cambio N426D se introdujo en el mutante 27C7 (3G) dando lugar a la
variante 3A7, la cual present6 una actividad 0.6 veces inferior.

Mutagénesis saturada en las posiciones 389, 396 y 454: el residuo Ala389 se
deleciond en el tercer ciclo de evolucion (mutante 14F1, 3G), dando lugar a un
valor de MAT en torno a 3 veces mayor que el del mejor parental de la generacion
anterior (mutante 2E3). Tras mutagénesis saturada y screening, solo se
descubrieron mutantes con la Ala inicial, lo que indica que a no ser que el residuo
sea eliminado, ningun otro aminoacido ejerce un efecto mas beneficioso en esta
posicion. La Phe396 fue objeto de mutagénesis saturada ya que la mutacion
F3961 confiri6 la mayor mejora de todo el experimento de evolucion (un
incremento de 157 veces en el mutante 35H10, 1G). Tras mutagénesis saturada y
screening, todas las variantes encontradas presentaron el mismo cambio,
confirmando que la 1le396 es el aminoacido mas adecuado para esta posicion en
el contexto del ensayo de screening en buffer de sangre. La mutacion F4548S fue
descubierta en diferentes etapas del proceso de evolucion (mutante 18G5 y 20H4,
1G; mutante 14C5, 3G) lo que sugiere que dicho cambio desempefa un papel
importante en la tolerancia de la enzima a haluros e hidroxilos. Tras mutagénesis
saturada y screening, se detectaron importantes aumentos para diferentes

variantes con sustituciones aminoacidicas tanto polares como apolares
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(F454P/T/A/IG/R/E). De este conjunto de variantes, se eligié el mutante ChU-B en
base a sus valores de MAT, sus perfiles de actividad frente al pH, su glsoc- Y su
estabilidad. ChU-B contiene: tres mutaciones en la secuencia pro-lider del factor a
(E[027]K e I[a66]M y la mutacion silenciosa D[a49]D), relacionadas con la
secrecion de la enzima; y cinco mutaciones en la proteina madura (dos
mutaciones beneficiosas, F396l y F454E; dos mutaciones silenciosas, E380E y
T413T; y una mutacion revertida, V452I).

Una vez obtenido el ultimo mutante de la ruta evolutiva (mutante ChU-B), éste mostro
un aumento de la actividad total en buffer de sangre de mas de 40000 veces respecto

al tipo parental.

Ejemplo 2. Caracterizacion de la actividad de la lacasa mutante ChU-B de la
invencion.

Ejemplo 2.1 Actividad de Chu-B en sangre y plasma humanos.

El comportamiento de la lacasa ChU-B mutante de la invencién fue probado en sangre
y plasma humanos. Para ello, el consumo de oxigeno en fluidos fisiolégicos
enriquecidos con acido ascorbico (un sustrato pobre de las lacasas que se encuentra
de forma natural en la sangre) fue monitorizado con un electrodo de Clark, revelando
respuestas comparables para plasma y sangre (185 y 127 min™, respectivamente;
Figura 2a). El incremento de 1.5 veces de la actividad de ChU-B en plasma respecto a
la registrada en suero sugiere que las células sanguineas interfieren en el método de
deteccion. De cara a confirmar que la enzima es activa bajo condiciones fisiologicas
independientemente del sustrato reductor utilizado, se midié la reduccion del oxigeno
frente a sustratos tipicos de las lacasas (ABTS, K4Fe(CN)s]) en buffer de sangre,

obteniéndose valores similares para todos los compuestos probados (Figura 2a).

Las lacasas contienen cuatro cobres cataliticos organizados en dos sitios diferentes: el
sitio de cobre T1, en el que tiene lugar la oxidacién del sustrato; y un cluster de cobre
trinuclear (con un Cu T2 y dos Cu T3), donde el oxigeno es reducido a agua
(Morozova, Shumakovich et al. 2007). Si la lacasa es apropiadamente conectada a un
electrodo, esto es, con el Cu T1 orientado hacia la superficie del dispositivo, dicha
superficie puede reemplazar al sustrato como donador de electrones, necesarios para
la catalisis. La valoracion redox del sitio T1 se llevo a cabo a pH fisiologico usando una

microcelda espectroelectroquimica con un electrodo capilar de oro (Figura 2b). El
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mutante ChU-B exhibi6 un alto potencial redox (+720 mV vs. ENH) a pH 7.4,
cambiando de manera reversible y ciclica desde la forma oxidada a la forma reducida.
A fin de verificar que el mutante es electroquimicamente activo bajo condiciones
fisiolégicas, ChU-B fue adsorbido sobre electrodos de grafito de baja densidad,
registrandose la respuesta electrocatalitica de reduccidén del oxigeno por transferencia
electrénica directa a pH 7.4 (Figura 2c). No se detecto respuesta para ninguna de las

otras lacasas de alto potencial redox probadas bajo las mismas condiciones.

Ejemplo 2.2.- Tolerancia de la lacasa de la invencion ChU-B a cambios de pH y
concentraciones de iones haluros.

Las propiedades de la lacasa ChU-B fueron investigadas en términos de su actividad
frente al pH y de la inhibicibn por haluros. Los perfiles de actividad frente a
compuestos fendlicos (DMP, 2,6-dimetoxifenol) y no fendlicos (ABTS, acido 2,2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazol-6-sulfonico)) revelaron un desplazamiento notable hacia valores
mas basicos, incluyendo el cambio del pH 6ptimo de actividad de 4.0 a 5.0-6.0
(Figuras 3a, b; y Figuras 5a,b). A pH 7.0, la lacasa ChU-B retuvo en torno al 50% v al
20% de su actividad para DMP y ABTS respectivamente, mientras que el tipo parental
presento actividad despreciable bajo dichas condiciones. Del mismo modo, la actividad
de la lacasa ChU-B a pH 6.0 fue de mas del 90% y del 50% para DMP y ABTS
respectivamente, mientras que la del parental fue de en torno al 20%. Este drastico
aumento de la actividad a pH neutro conllevé un pequefio pero perceptible incremento
en la actividad de la lacasa ChU-B a un pH tan basico como es pH 8.0. Esta lacasa
constituye la primera lacasa de alto potencial redox activa a pH neutros/alcalinos.
Hasta la fecha, solo la ingenieria de lacasas quiméricas habia conseguido un ligero
desplazamiento del perfil de pH hacia pHs alcalinos, aunque a expensas de la

disminucion del potencial redox (Cusano, Mekmouche et al. 2009).

Las lacasas de alto potencial redox son tipicamente inhibidas por los iones haluro
(fluoruro, cloruro y bromuro, pero no yoduro, el cual es sustrato de las lacasas), con
una potencia inhibitoria inversamente proporcional al diametro del anién (F>CI>Br).
Este orden es debido a la mayor dificultad que tienen los haluros mas voluminosos
para acceder a los sitios cataliticos de la enzima (Xu 1996, Xu 1997). La Is, obtenida
para diferentes haluros (la concentracion de haluro a la cual la enzima retiene el 50%
de su actividad inicial) fue independiente del sustrato empleado (Tabla 3). La Iso de la

lacasa ChU-B para cloruro mejor6 de 176 a 1025 mM con ABTS como sustrato (Figura
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3c), lo que la convierte en la lsoc- mas alta descrita hasta la fecha para lacasas de alto
potencial redox producidas por hongos basidiomicetos. No fue posible medir la
inhibicién de la lacasa ChU-B por efecto de los iones bromuro, dado que la lsy para el
parental ya fue superior a 1300 mM, lo cual impidié la medida por sobrepasar el limite
de la solubilidad del sustrato en concentraciones salinas tan altas. Como era de
esperar, la inhibicion en presencia de fluoruro fue muy fuerte (del orden pM), y aunque
la inhibicién por fluoruro no era objetivo del estudio de evolucion dirigida, la lsoe-
aumento ligeramente (de 70 a 109 pM, Figura 3d). La inhibicion por haluros fue
también medida a pH fisiolégico y la lacasa ChU-B result6 no ser sensible a
concentraciones crecientes de cloruro (comprendidas entre 100 y 800 mM) (Figura
3e). La comparacion de la lacasa de la invencion ChU-B con otras lacasas de alto
potencial redox evidencié que, dependiendo del sustrato, la lacasa de la invencion
ChU-B mutante fue entre 12 y 20 veces menos sensible al fluoruro que las lacasas de
alto potencial redox de Trametes trogii y Trametes villosa (Xu 1996, Garzillo, Colao et
al. 1998). De igual manera, la lsoc- de la lacasa ChU-B fue entre 26 y 164 veces mas
alta que dichas lacasas del género Trametes. La lacasa del ascomiceto Botrytis aclada
tiene la lsoc- mas alta descrita hasta la fecha (1.4 M con DMP como sustrato) (Kittl,
Gonaus et al. 2012), aunque su insignificante actividad a pH neutro y su baja
estabilidad impiden su uso en biocatodos implantables o en otros procesos
ambientales. Ademas, la comparacion de ChU-B con lacasas bacterianas reveld una
tolerancia al cloruro 1.5 veces mas alta que la de la polifenol oxidasa resistente a
haluros de Marinomonas mediterranea (Jimenez-Juarez, Roman-Miranda et al. 2005).
La tolerancia a haluros del mutante ChU-B es excepcional dado que, por regla general,
las lacasas fungicas son mucho mas sensibles a la inhibicion por haluros que las
lacasas de bajo potencial redox propias de bacterias (Niladevi, Jacob et al. 2008,
Singh, Bhalla et al. 2011).

Tabla 3. Valores de Iso (en mM) de la lacasa parental (mutante OB-1) y del mutante
ChU-B para diferentes haluros. *Los experimentos se llevaron a cabo al pH éptimo de

oxidacion de cada sustrato. °n.m., no medible.

Inhibidor Sustrato pH® Parental Mutante ChU-B

ABTS 4.0 0.070 0.109
NaF
DMP 50 0.167 0.183
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ABTS 4.0 176 1025
NaCl
DMP 5.0 208 818
NaBr DMP 4.0 1306 n.m.”

Ejemplo 2.3. Actividad de la lacasa ChU-B en condiciones 6ptimas y en buffer de
sangre.
5 Se evalud la velocidad maxima de transformacion de sustratos de la lacasa de la
invencion ChU-B en buffer de sangre. El efecto sinérgico de la mejora de la actividad a
pH fisiolégico y la fuerte tolerancia a cloruro dio lugar a velocidades iniciales de 427 y
144 mol de sustrato/min/mol de enzima para DMP y ABTS, respectivamente. En
idénticas condiciones, el tipo parental apenas mostr6 actividad. Ademas, cabe
10  destacar que las velocidades de transformacion del mutante ChU-B fueron 3 y 4 veces
inferiores a las del parental bajo condiciones 6ptimas (es decir, pH acido y en ausencia
de inhibidores, Tabla 4).

Tabla 4. Velocidades maximas de transformacién (mol sustrato/min/mol enzima) de la
15 lacasa parental (mutante OB-1) y del mutante ChU-B bajo condiciones 6ptimas y en
buffer de sangre. ®pH 6ptimo de actividad (4.0 y 5.0 para el parental y ChU-B,

respectivamente). n.m., no medible.

Sustrato pH Parental Mutante ChU-B
3.0 44215 £ 1061 14895 + 654
ABTS
7.4 (buffer de sangre) n.m. 1439
Optimo® 20820 + 710 4767 £ 216
DMP
7.4 ( buffer de sangre) n.m. 427 £ 32

Ejemplo 3. Analisis detallado de las mutaciones en la estructura de la lacasa
20 Chu-B
Teniendo en cuenta que la inhibicién por haluros e hidroxilos se presupone que tiene

lugar en el cluster trinuclear T2/T3, interrumpiendo la transferencia electrénica interna,
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era de esperar que las mutaciones aparecidas durante el proceso evolutivo estuvieran
situadas en los alrededores del cluster T2/T3, o en cualquier de los dos canales de la
enzima, bien en el de entrada del oxigeno o en el de salida del agua(Xu, Berka et al.
1998, Matera, Gullotto et al. 2008). Sin embargo, las dos mutaciones introducidas en la
proteina madura (F3961 y F454E) se localizaron en la segunda esfera de coordinacion
del sitio T1 (Figura 4). En realidad, la mayoria de las mutaciones descubiertas durante
el proceso evolutivo estan localizadas en dicha region (a una distancia promedio del
sitio T1 de 7.5 angstrom), indicando que esta zona influye de manera significativa en la

inhibicion de la actividad lacasa por iones haluro e hidroxilo (Figura 6, Tabla 5).

Tabla 5. Mutaciones introducidas en la lacasa madura a lo largo del proceso evolutivo.

“Mutaciones presentes en el mutante final ChU-B.

Distancia Distancia Distancia al Motivo de
Mutacién alCu T1 alCuT2 CuT3a-CuT3b Dominio estructura
(A) (A) (A) secundaria
Loop
1452V 4.8 124 9.6 ]|
(H451-1452)
Hélice a
F454E® 7.6 15.8 12.2 ]| (D453-
A458)
Lamina 3
F396l° 7.6 9.9 9.0 ]l

(P395-L398)

Loop
A389- 7.7 214 18.4 i (L383-
H394)

Lamina 3
N426D 9.3 14.5 13.7 1] (V424-
N426)

Loop
(L202-

D205N 7.8 15.2 11.8
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N207)

La mutacion F3961 fue descubierta en la primera generacion, siendo responsable del
mayor aumento en la actividad de todo el proceso evolutivo (157 veces respecto al tipo
parental). La exploraciéon de esta posicion por mutagénesis saturada no dio lugar a
mas mejoras (Figura 1). La Phe396, altamente conservada en las lacasas de alto
potencial redox, desempefia un papel fundamental en el valor del potencial redox del
sitio T1, y por consiguiente, en la catalisis de este grupo de lacasas (Matera, Gullotto
et al. 2008). Este aminoacido actia como un puente que conecta el Cu T1 vy el cluster
T2/T3 via la Pro395 (contigua a la His394, ligando del Cu T1) y la His397, que
coordina el Cu T2 (Figura. 4). La mutacion F454E aparecio al someter la posicién 454
a mutagénesis saturada y al posterior screening, dado que varios mutantes
descubiertos en el primer y en el tercer ciclo ya presentaron un cambio en dicha
posicién (Figura 1 y Figura 7). Se seleccionaron seis mutantes diferentes con
sustituciones F454P/T/A/G/R/E, las cuales aumentaron la actividad en buffer de
sangre hasta 2.5 veces. La mutacion F454E esta contigua a la His455, ligando del Cu
T1. El analisis del modelo estructural reveld que esta mutacién parece establecer un
nuevo enlace de hidrégeno con uno de los atomos de nitrégeno del anillo de imidazol
de la His455 (Figura 4). En general, se acepta que la transferencia electronica desde
el sustrato al Cu T1 es el paso limitante en la catalisis de las lacasas(Gianfreda, Xu et
al. 1999, Alcalde 2007). La modificacion de la segunda esfera de coordinacion del Cu
T1 reduce la actividad a pH acido, probablemente debido al ajuste de la transferencia
electronica interna desde el sitio T1 al cluster T2/T3, que simultdneamente compensa
la inhibicién del Cu T2 haciendo que ChU-B mantenga la actividad en presencia de
haluros e hidroxilos. Estos resultados concuerdan con estudios preliminares de una
lacasa de bajo potencial redox producida por un ascomiceto que fue sometida a

estudios de mutagénesis dirigida en la zona del sitio T1 (Xu, Berka et al. 1998).

Material y métodos

Todos los reactivos quimicos fueron de la pureza mas alta disponible en el mercado.
Los oligonuclettidos cebadores utilizados a lo largo del proceso evolutivo (Tabla 6)
fueron comprados a Isogen Life Science (De Meern, Paises Bajos). Los medios de
cultivo fueron preparados como se describi6é anteriormente(Mate, Garcia-Burgos et al.
2010).
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Tabla 6. Oligonuclettidos cebadores utilizados. Los codones sometidos a mutagénesis

aparecen en negrita, donde N es A/T/G/Cy S es G/C.

Sitio de
Oligonucleé anillamiento
tido Secuencia (pb) en el
cebador vector
pJRoC30
RMLN
5-CCTCTATACTTTAACGTCAAGG-3 5-420-441-3
forward
RMLC 5-2288-
5-GGGAGGGCGTGAATGTAAGC-3
reverse 2307-3
5'_
D205N 5-1337-
CTGGTGTCGCTGTCATGCAACCCGAATTACACGTT
forward 1375-3°
CAGC-3’
5'-
D205N 5-1337-
GCTGAACGTGTAATTCGGGTTGCATGACAGCGACA
reverse 1375-3°
CCAG-3’
5'-
N426D 5°-2000-
GTCTACCGCGACGTCGTCGACACGGGCTCGCCCG
forward 2038-3°
GGGAC-3’
5'_
N426D 5°-2000-
GTCCCCGGGCGAGCCCGTGTCGACGACGTCGCGG
reverse 2038-3°
TAGAC-3’
5-
SAT389 5-1889-
CTCCCCGCCACCTCCGCCNNSCCCGGCTTCCCGC
forward 1924-3’
AC-3’
5-
SAT389 5-1889-
GTGCGGGAAGCCGGGSNNGGCGGAGGTGGCGGG
reverse 1924-3’
GAG-3’
5-
SAT396 5-1910-
CCCGGCTTCCCGCACCCCNNSCACTTGCACGGGC
forward 1948-3’
ACACC-3
SAT396 5- 5-1910-
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reverse GGTGTGCCCGTGCAAGTGSNNGGGGTGCGGGAAG 1948-3’
CCGGG-3
5-
SAT454 5-2084-
CTCCACTGCCACGTCGACNNSCACCTTGAGGCTGG
forward 2122-3
GTTC-3
5-
SAT454 5-2084-
GAACCCAGCCTCAAGGTGSNNGTCGACGTGGCAG
reverse 2122-3
TGGAG-3

Evolucion dirigida

En cada generacion, los fragmentos de PCR fueron limpiados, concentrados y
cargados en un gel de agarosa de bajo punto de fusion (Bio-Rad, Hercules, CA), y
purificados utilizando el kit Zymoclean gel DNA recovery (Zymo Research, Orange,
CA). Los productos de PCR fueron clonados bajo el control del promotor GAL1 del
vector de expresion lanzadera (donado por la Prof. F. H. Arnold del Instituto
Tecnolbégico de California, Caltech, Pasadena, CA), remplazando el gen parental en
pJRoC30. Para eliminar el gen parental, el plasmido pJRoC30 fue linearizado con las
enzimas de restriccion BamHI y Xhol (New England Biolabs, Hertfordshire, UK), y el
plasmido lineal fue concentrado y purificado como ya se ha descrito para los

fragmentos de PCR.

Primera generaciéon: IvAM

Utilizando el mutante OB-1 como parental (Mate, Garcia-Burgos et al. 2010), se
construy6 una libreria de mas de 3000 clones mediante ensamblaje in vivo de librerias
de mutantes con diferentes espectros mutacionales (IVAM) (Zumarraga, Camarero et
al. 2008). Se llevaron a cabo reacciones de PCR mutagénicas con Taq/MnCl, (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia) y con Mutazima Il (kit Genemorph Il Random mutagenesis,
CA, EE.UU.) en un termociclador de gradiente (Mycycler, Bio-Rad) utilizando los
siguientes parametros: 95°C durante 2 min (1 ciclo); 94°C durante 0.75 min, 53°C
durante 0.75 min, 74°C durante 3 min (28 ciclos); 74°C durante 10 min (1 ciclo). La
amplificacion con Tag/MnCl, se realiz6é afiadiendo 90 nM de RMLN, 90 nM de RMLC,
0.1 ng/uL de ADN molde, 0.3 mM de dNTPs (0.075 mM de cada uno), 3% de DMSO,
1.5 mM de MgCl,, 0.01 mM de MnCl, y 0.05 U/uL de Taq polimerasa en 50 pL de
reaccion. La amplificacién con Mutazima Il se llevé a cabo con 372 nM de RMLN, 372
nM de RMLC, 40 ng/uL de ADN molde, 0.8 mM de dNTPs (0.2 mM de cada uno), 3%
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de DMSO y 0.05 U/pL de Mutazima Il por 50 pL de reaccién. Bajo tales condiciones,
las tasas mutacionales de Tag/MnCl, y Mutazima Il fueron 0-3 y 4.5-9 mutaciones por
1 kb, respectivamente. Para promover la ligacion in vivo, se disefiaron regiones de
solapamiento con 40 y 66 pb de homologia con ambos extremos del vector
linearizado. Las dos librerias fueron mezcladas en cantidades equimolares y
transformadas junto con el vector linearizado (ratio vector:libreria 1:4) en células
competentes de S. cerevisiae de la cepa deficiente en proteasas BJ5465 (LGC
Promochem, Barcelona, Espafa) utilizando el kit de transformacion en levadura
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). Las células transformadas se extendieron en placas
de SC drop-out y se incubaron durante 3 dias a 30°C. A continuacion, se picaron las
colonias y se sometieron al ensayo de screening y a los tres re-screenings

consecutivos que se describen a continuacion.

Sequnda generacion: PCR propensa a error + I[vAM

Empleando el mutante 35H10 de la primera generacion como parental, se
construyeron ftres librerias de mutantes (de ~700 clones cada una) y éstas se
exploraron de manera independiente. La primera libreria se preparé con Tag/MnCl,, la
segunda con Mutazima Il y la tercera con IVAM empleando las condiciones descritas

para la primera generacion.

Tercera generacion: StEP mutagénico y barajado in vivo del ADN

Se crearon y exploraron dos librerias independientes utilizando los dos mejores
mutantes del segundo ciclo, 2E3 y 20F1, como genes parentales. Para la primera
libreria, los parentales se sometieron de forma independiente a una reaccion de PCR
mutagénica con Tag/MnCl; y los productos mutagénicos se barajaron in vivo en S.
cerevisiae. La segunda libreria se prepard por recombinacién in vitro mediante StEP
(Staggered Extension Process) (Zhao, Giver et al. 1998). La PCR del StEP (con 50 pL
de volumen final) contenia 0.5 pM de RMLN, 0.5 pM de RMLC, 0.1 ng/puL de ADN
molde, 0.8 mM de dNTPs (0.2 mM de cada uno), 3% de DMSO, 1 mM de MgCl,, 0.01
mM MnCl, y 0.02 U/uL de la ADN polimerasa de alta fidelidad iProof (Bio-Rad). Las
condiciones de la PCR fueron las siguientes: 95°C durante 2 min (1 ciclo); 94°C
durante 0.5 min, 55°C durante 0.33 min (90 ciclos). La banda electroforética de ~2 kb
resultado de la PCR se purificd y se utiliz6 como molde para una PCR mutagénica con
Mutazima IlI. El producto mutagénico se barajé in vivo como se describid

anteriormente.
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Cuarta generacion: estudios de mutagénesis dirigida y mutagénesis saturada

Se construyeron tres librerias de mutagénesis saturada asi como dos mutantes con
una mutacion especifica mediante extension por solapamiento in vivo (IVOE, In Vivo
Overlap Extension) (Alcalde 2010) empleando el mutante 27C7 como parental. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando la polimerasa iProof.

Mutante D205N: Los oligonucle6tidos cebadores para la PCR 1 fueron RMLN vy
D205N-REV vy para la PCR2 fueron D205N-FOR y RMLC.

Mutante N426D: Los oligonucleétidos cebadores para la PCR 1 fueron RMLN vy
N426D-REV y para la PCR2 fueron N426D-FOR y RMLC.

Mutagénesis saturada en la posicion 389: Los oligonucledtidos cebadores para la PCR
1 fueron RMLN y SAT389-REV y para la PCR2 fueron SAT389-FOR y RMLC.
Mutagénesis saturada en la posicion 454: Los oligonucleédtidos cebadores para la PCR
1 fueron RMLN y SAT454-REV y para la PCR2 fueron SAT454-FOR y RMLC.

Ensayo de screening high-throughput

Las librerias de mutantes se exploraron en un medio (buffer de sangre) que contenia
el sustrato colorimétrico ABTS y que simulaba la composiciéon de la sangre humana,
salvo por la ausencia de agentes coagulantes y de células sanguineas. La
composicion del buffer de sangre fue: 150 mM de NaCl, 18 mM de NaHCO3;, 1 mg/mL
de glucosa, 4.3 mM de urea, 0.87 mM de MgSQO,, 0.4 mM de fructosa, 0.1 mM de L-
cisteina y 4.29 mM de ABTS en 100 mM de buffer fosfato sédico. El pH del buffer de
sangre se establecié en 6.5 en la primera generacion y se aumento gradualmente a lo
largo de la evolucion hasta alcanzar el pH fisiologico (7.4) en la cuarta generacion. El
protocolo de screening-HTP utilizado fue el descrito anteriormente (Mate, Garcia-
Burgos et al. 2010) con algunas modificaciones, descritas a continuacioén. Se picaron
colonias individuales y se cultivaron en placas de 96 pocillos (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Alemania) conteniendo 50 pL de medio minimo por pocillo. En cada
placa, la columna 6 se inoculd con el tipo parental y un pocillo se dejo sin inocular
(pocillo H1 — control negativo). Las placas se sellaron para evitar evaporacion y se
incubaron a 30°C y 80% de humedad relativa en un agitador a 225 rpm (Minitron-
INFORS, Biogen, Espafia). Tras 48 h, se afiadieron 160 pL de medio de expresion de
lacasa (CuSO4 2 mM y etanol 25 g/L de concentraciones finales) por pocillo y las
placas se incubaron durante 24 h. A continuacion, las placas (placas madre) se

centrifugaron (centrifuga Eppendorf 5810R, Alemania) durante 5 min a 3000 x g a 4°C



10

15

20

25

30

35

WO 2014/128325 PCT/ES2014/070113

34

y se transfirieron 60 pL de sobrenadante desde la placa madre a una placa réplica con
ayuda de un robot (robot manipulador de liquidos Quadra, 96-320, Tomtec, Hamden,
CT). Se afiadieron 140 pL de buffer de sangre (a pH 6.5 en el primer ciclo, pH 7.0 en
el segundo y tercer ciclo, y pH 7.4 en el cuarto) a las placas réplica, y tras agitarlas
brevemente y permitir la oxidacién del sustrato en buffer de sangre, se midio la
absorbancia a 418 nm (gagrse+ = 36000 M cm'1) en un lector de placas (SpectraMax
Plus384, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Las placas fueron incubadas a
temperatura ambiente hasta que se desarrollé color verde y la absorbancia se midi6 de
nuevo. Las actividades relativas fueron calculadas como la diferencia de absorcion
antes y después de la incubacién y normalizadas respecto al tipo parental usado como
referencia en la correspondiente generacion (los parentales de referencia fueron los
siguientes: 1G, OB-1; 2G, 35H10; 3G, 2E3; 4G, 27C7). Para descartar falsos positivos,
se llevaron a cabo dos re-screenings consecutivos de acuerdo con nuestro protocolo
ya descrito (Mate, Garcia-Burgos et al. 2010) con la modificacion de emplear el buffer
de sangre conteniendo 4.29 mM de ABTS para la medida de la actividad total lacasa,
pero utilizando el ensayo con buffer de sangre explicado anteriormente.
Adicionalmente, se introdujo un tercer re-screening con el fin de desglosar las mejoras
detectadas en términos de actividad frente al pH, tolerancia a iones cloruro y

termoestabilidad.

Produccién y purificaciéon de lacasas

Las variantes de lacasa se produjeron y purificaron a homogeneidad como se
describié anteriormente (Mate, Garcia-Burgos et al. 2010). Ademas, para los estudios
espectroelectroquimicos, se llevo a cabo la sobreproducciéon de los mutantes en la
levadura Pichia pastoris, tras su clonacién en el vector pPICZaA bajo el control del
promotor inducible por metanol AOX1 (Pichia expression kit, Life Technologies,
Carlsbad, CA).

Medida de la actividad lacasa en plasma y sangre humanos

La sangre humana se recogié en tubos para extraccion de sangre BD Vacutainer®
(Plymoth, Reino Unido). Las muestras sanguineas se centrifugaron durante 10 min a
3000 rpm para obtener el plasma, extrayéndose el sobrenadante cuidadosamente y
descartandose el pellet. Tanto el plasma como la sangre se suplementaron con 10 mM
de acido ascorbico (sustrato reductor) y el pH se ajust6 a 7.4. La actividad del mutante

ChU-B en ambos fluidos fisioldgicos se determind mediante la medida del consumo de
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oxigeno en disolucion utilizando un electrodo de Clark. Estos experimentos se llevaron
a cabo usando el sistema Oxygraph (Hansatech Instruments, King’s Lynn, Reino
Unido) y teniendo en cuenta la esteoquiometria de la reaccion: una molécula de
oxigeno es reducida por la oxidacién de cuatro moléculas de sustrato. La actividad del
mutante ChU-B fue también medida en buffer de sangre empleando el mismo
protocolo descrito arriba y los siguientes sustratos: ferrocianuro potasico, K4 Fe(CN)e]
(5 mM de concentracion final); ABTS (5 mM de concentracion final); y acido ascérbico

(10 mM de concentracion final).

Caracterizacion bioquimica

Determinacion de las velocidades maximas de transformacion en buffer de sangre: Las

velocidades de transformacién se determinaron en buffer de sangre (pH 7.4) para
ABTS y DMP. La reaccidén se inicié tras la adicion de la enzima (4.7 y 22.7 nM
utiizando ABTS y DMP como sustrato reductor, respectivamente) a la mezcla de
ensayo (1.3 mM de ABTS 6 2.8 mM de DMP en buffer de sangre). Todas las medidas

se hicieron por triplicado.

Perfiles de actividad frente al pH: Los perfiles de pH se determinaron dentro del rango

de pH entre 2.0 y 9.0 como se describi6 anteriormente (Camarero, Pardo et al. 2012).

Inhibicion por haluros (determinacion de la Isq): El efecto inhibidor del fluoruro, cloruro y

bromuro se midi6 utilizando los sustratos ABTS y DMP a sus correspondientes valores
de pH optimo (en buffer acetato sédico 100 mM pH 4.0 para ABTS y en buffer tartrato
sodico 100 mM pH 5.0 para DMP) asi como a pH fisiolégico (en buffer fosfato sodico
100 mM pH 7.4). Se determind la inhibicion mediante el valor de |5, (definida como la
concentracion de haluro a la cual la enzima retiene el 50% de su actividad inicial), ya
que la complejidad de los puntos dificultaron el calculo de la constante de inhibicion
(K). La mezcla de ensayo contenia 2.4 mM de ABTS 6 DMP, haluro en
concentraciones comprendidas entre 0 y 1100 mM, y lacasa pura (0.2 y 1.7 nM para
ABTS y DMP, respectivamente). Cada punto de los datos del grafico representa el

valor promedio de tres experimentos independientes.

Termoestabilidad (determinacion de Tsg): La termoestabilidad de las distintas lacasas

mutante se estimé mediante la determinacion de sus valores de Tsq como se report6

en un trabajo anterior(Garcia-Ruiz, Mate et al. 2010).
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Estudios espectroelectroquimicos

Determinacién del potencial redox: La valoracidn redox de los mutantes de lacasa se

llevd a cabo como se describié anteriormente para el parental OB-1 (Mate, Garcia-Ruiz
et al. 2013) con algunas modificaciones. Brevemente, se utilizd una celda micro-
espectroelectroquimica conteniendo un electro capilar de oro y controlandose el
potencial mediante un potenciostato de tres electrodos BAS LC-3E (Bioanalytical
Systems, West Lafayette, IN, EE.UU.), con un electrodo de Ag |AgCI | KCI (+210 mV
vs ENH) como electrodo de referencia y un alambre de platino como contraelectrodo.
Los espectros de absorbancia se registraron en un espectrometro de alta resolucién
HR4000 con un rango de medida entre 200 y 1100 nm utilizando una lampara DH-
2000, ambos de Ocean Optics (Dunedin, FL, EE.UU.) El potencial redox del sitio T1 de
la enzima se determind por valoracion redox mediada (VRM) empleandose el equipo
antes descrito. La VRM se llevd a cabo mediante un complejo sistema de mediadores
formado por tres mediadores redox diferentes: Ky[Fe(CN)s] y K4Mo(CN)s] con
potenciales redox formales de +430 mV y +780 mV vs ENH, respectivamente, y
K4W(CN)g] con un potencial redox formal de +520 mV vs ENH y que fue sintetizado
como se describioé anteriormente (Leipoldt, Bok et al. 1974) . Todos los experimentos

se realizaron en buffer fosfato sédico 50 mM pH 7.4.

Medidas electroquimicas: Las medias electroquimicas se llevaron a cabo con un
analizador Autolab PGSTAT30 controlado por el software GPES 4.9 (Eco Chemie,

Paises Bajos). Los experimentos se realizaron en una celda de vidrio para tres

electrodos empleando un electrodo de Ag |AgCI | KCI como electrodo de referencia y
un alambre de platino como contraelectrodo. Los electrodos de grafito de baja
densidad se pulieron con papel de lija y se sonicaron. Se deposité una gota de 5 pL de
lacasa (13 mg/mL) en un electrodo de grafito de baja densidad limpio y tras esperar 20
min para permitir la adsorcién de la enzima en la superficie del electrodo, éste se
sumergio en la celda electroquimica, la cual fue burbujeada con oxigeno gaseoso a 1
atm de presion durante 15 min. Para las medidas electrocataliticas, las densidades de
corriente se recalcularon en funcion del area geométrica de los electrodos y los
potenciales se recalcularon en base al potencial del ENH. Los voltamogramas ciclicos
fueron registrados entre +1100 mV y +210 mV vs ENH utilizando una velocidad de
barrido de 10 mV/s.
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Modelos tridimensionales

Los modelos estructurales de la lacasa parental y de las lacasas evolucionadas se
generaron y analizaron como se describié anteriormente (Mate, Garcia-Burgos et al.
2010).
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REIVINDICACIONES

1.- Polinucledtido que codifica un polipéptido con actividad lacasa activo a condiciones
electrofisiolégicas, en pHs neutros/alcalinos, resistente a elevadas concentraciones de
haluros y/o que presenta actividad en sangre y plasma humano, caracterizado porque
la secuencia aminoacidica del polipéptido que codifica presenta una identidad de al
menos un 50% con la SEQ ID NO: 2 (OB-1), y porque comprende al menos una
alteracién aminoacidica en la posicion homologa a la posicion 487 de dicha secuencia,
que sustituye el aminoacido fenilalanina (F) original por el aminoacido isoleucina (1)
(mutacion F396l).

2.- Polinucléotido segun la reivindicacion 1, caracterizado por que su secuencia
aminoacidica posee ademdas una de las siguientes mutaciones adicionales o
cualesquiera de sus combinaciones:
a) La sustitucion del aminoacido serina (S) por el aminoacido arginina (R) en
la posicidbn homologa a la posicion 226 de SEQ ID NO 2 (S135R),
b) La sustitucién del aminoacido acido aspartico (D) por el aminoacido
asparagina (N) en la posicion homologa a la posicion 296 de SEQ ID NO 2
(D205N),
c) La sustitucion del aminoacido treonina (T) por el aminoacido valina (V) en
la posicidon homologa a la posicion 309 de SEQ ID NO 2 (T218V),
d) La delecién del aminoacido alanina (A) en la posicibn homologa a la
posicion 480 de SEQ ID NO 2 (A389-),
e) La sustitucion del aminoacido asparagina (N) por el aminoacido acido
aspartico (D) en la posicion homoéloga a la posicion 517 de SEQ ID NO 2
(N426D),
f) La sustitucion del aminoacido isoleucina (1) por el aminoéacido valina (V) en
la posicidn homologa a la posicion 543 de SEQ ID NO 2 (1452V),
g) La sustitucién del aminoacido fenilalanina (F) por un aminoacido que se
escoge de entre los siguientes: serina (S), prolina (P), treonina (T), alanina
(A), glicina (G), arginina (R) o glutamico (E), en la posicion homdloga a la
posicion 545 de SEQ ID NO 2 (F454S, F454P, F454T, FA454A, F454G,
F454R, F454E, respectivamente), y
h) La sustitucion del aminodcido treonina (T) por el aminoacido serina (S) en
la posicidbn homologa a la posicion 578 de SEQ ID NO 2 (T487S).



10

15

20

25

30

WO 2014/128325 PCT/ES2014/070113

41

3.- Polinucledtido segun la reivindicacion 1 caracterizado por que su secuencia se
corresponde con la SEQ ID NO 3.

4.- Polinucledtido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su secuencia

se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 5.

5.- Polinucledtido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su secuencia

se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 7.

6.- Polinucleotido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su secuencia

se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 9.

7.- Polinucledtido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su secuencia

se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 11.

8.- Polinucleotido segun las reivindicaciones 1y 3 caracterizado por que su secuencia

se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 13.

9.- Polinucleotido segun las reivindicaciones 1y 3 caracterizado por que su secuencia

se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 15.

10.- Polinucledtido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su

secuencia se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 17.

11.- Polinucledtido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su

secuencia se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 19.

12.- Polinucledtido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su

secuencia se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 21.

13.- Polinucledtido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su

secuencia se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 23.
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14.- Polinucletdtido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su

secuencia se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 25.

15.- Polinucledtido segun las reivindicaciones 1 y 3 caracterizado por que su

secuencia se corresponde con la secuencia SEQ ID NO 27.

16.- Polipéptido con actividad lacasa activa en condiciones electrofisiologicas, en pHs
neutros/alcalinos, resistente a elevadas concentraciones de haluros y/o activa en
sangre y plasma humano caracterizado por que es codificado por alguna de las

secuencias nucleotidicas segun las reivindicaciones 1 a 15.

17.- Polipéptido segun la reivindicacion 16 caracterizado por que su secuencia se
corresponde con alguna de las siguientes: SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 8,
SEQ ID NO 10, SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 14, SEQ ID NO 16, SEQ ID NO 18, SEQ
ID NO 20, SEQ ID NO 22, SEQ ID NO 24, SEQ ID NO 26, SEQ ID NO 28.

18.- Polipéptido segun la reivindicaciébn 16 caracterizado por que su secuencia se

corresponde con la secuencia SEQ ID NO 10.

19.- Método de obtencién del polipéptido segun las reivindicaciénes 16 a la 18
caracterizado por comprender las sigientes etapas:
a. Introducir un vector con el polinucléotido segun una de las reivindicaciones
1 ala 15 en una célula hospedadora adecuada,
b. Cultivar la célula hospedadora en un medio adecuado, vy,

c. Purificar el polipéptido con actividad lacasa.

20.- Célula hospedadora caracterizada por que comprende el polinucléotido segun las
reivindicaciones 1 a la 15 y es capaz de producir el polipéptido segun las

reivindicaciones 16 a la 18.

21.- La célula hospedadora segun la reivindicacion 20 caracterizada por ser una

levadura.
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22 .- La célula hospedadora segun la reivindicacion 21 caracterizada por pertenecer al
género Saccharomyces sp. o Pichia sp, particularmente, las especies Saccharomyces

cerevisiae o Pichia pastoris.

23.- El uso de la célula hospedadora segun las reivindicaciones 20 a la 22 en procesos

de biorremediacién y degradacién de residuos.

24.- Uso del polipéptido segun las reivindicaciones 16 a 18 en procesos de

biorremediacion.

25.- Uso del polipéptido segun las reivindicaciones 16 a 18 en procesos de

bioblanqueo de pastas kraft.

26.- Uso del polipéptido segun las reivindicaciones 16 a 18 en sintesis organica.

27 .- Kit de diagnostico biomédico para la deteccion de metabolitos y medicion de su
concentracion en diferentes muestras biolégicas caracterizado por que comprende un

polipéptido segun las reivindicaciones 16 a 18.

28.- Uso del polipéptido segun las reivindicaciones 16 a 18 en la elaboracion de

dispositivos bioelectrénicos que contienen enzimas inmovilizadas.

29.- Dispositivo biolectrénico segun la reivindicacion 28 caracterizado por que

comprende el polipéptido segun las reivindicaciones 16 a 18.

30.- Uso del dispositivo bioelectronico segun la reivindicacion 29 para la elaboracion

de una composicion farmacéutica de diagnostico biomédico in vivo.
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