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MUTANTES DE LA PEROXIGENASA INESPECIFICA CON ALTA ACTIVIDAD
MONOOXIGENASA Y SUS USOS

DESCRIPCION

CAMPO TECNICO

La presente invencion se encuentra dentro del campo de la biologia molecular, la
tecnologia del ADN recombinante y la biotecnologia. Especificamente, se refiere a una
enzima peroxigenasa mejorada en su expresion funcional en forma activa, soluble y
estable, que presenta un incremento en su actividad peroxigenasa y un descenso en
su actividad peroxidasa, respecto a la enzima nativa o wild-type, y que se ha obtenido
a través de un proceso de evolucion molecular dirigida. Dicha enzima puede
emplearse en procesos quimicos, incluyendo transformaciones industriales como son
la oxifuncionalizacién selectiva de enlaces carbono-hidrégeno de diversos compuestos
organicos, preferentemente en aquellos procesos de hidroxilacién que transforman el

naftaleno en 1-naftol y/o el propranolol en 5’-hidroxipropranolol.

ESTADO DE LA TECNICA

Los procedimientos de sintesis organica, preferentemente los procesos dirigidos a la
oxifuncionalizacion selectiva de enlaces carbono-hidrégeno de diversos compuestos
organicos y mas especificamente aquellos procesos de hidroxilacién de compuestos
para obtener otros productos con unas caracteristicas mas adecuadas para diferentes
usos, como por ejemplo, sintesis de productos agroquimicos, herbicidas, insecticidas,
farmacos, cosméticos y precursores de colorantes dar lugar, se lleva a cabo hoy en
dia mediante el uso de catalizadores quimicos, tales como por ejemplo, acido sulfénico
y compuestos de platino, que son productos altamente contaminantes, con bajos
numeros de recambio y reducida regioselectividad, ademas de un elevado consumo
energético (elevadas temperaturas y presiones), altos costes de produccion y gran

liberacién de residuos.

En la busqueda de una alternativa mas ecolégica y para evitar con ello los
inconvenientes mencionados del uso de los catalizadores quimicos en este tipo de

reacciones, se han utilizado microorganismos tales como Cunninghamella, Bacillus
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cereus ATCC14579, el alga verde Chlorella y varios hongos, asi como enzimas que
transforman, mediante procedimientos de hidroxilacion, por ejemplo el naftaleno en 1-
naftol. En este sentido, las enzimas con actividad monooxigenasa, que llevan a cabo la
oxifuncionalizacion selectiva de anillos aromaticos, pueden ofrecer una alternativa mas

ecolégica a los habituales procesos quimicos.

Tomando como ejemplo el caso del hidrocarburo aromatico 1-naftol, su sintesis
partiendo de naftaleno se lleva a cabo con enzimas que presentan actividad
monooxigenasa. En concreto, las P450 monooxigenasas, son enzimas que presentan
dicha actividad y han sido sometidas a ingenieria para distintos propésitos a lo largo
de los anos, desde la hidroxilacion selectiva de alcanos -incluyendo hidroxilacion
terminal- a la ciclopropanacidon no natural de olefinas mediante transferencia de
carbono. Dichas enzimas P450 monooxigenasas transforman naftaleno a 1-naftol bien
mediante la ruta bypass del perdxido (peroxide shunt pathway) o mediante su actividad
natural NAD(P)H dependiente (H. J. Zhanglin, F. H. Amold, Nature 1999. 399, 670-
673; P. C. Cirino, F. H. Arnold, Angew. Chem. Int. Ed. 2003. 42, 3299-3301; P.
Meinhold, et al. Adv. Synth. Catal. 2006. 348, 763-772; P. S. Coelho, et al. Science.
2013. 339, 307-310). Mas recientemente, también se ha descrito la evolucidén de la
enzima tolueno orto-monooxigenasa (TOM) y su implicacién en el proceso de un
sistema biocatalitico celular (K. A. Canada, et al. J. Bacteriol. 2002. 184, 344-349; L.
Rui, et al. Appl. Environ. Microb. 2004, 70, 3246-3252; J. Garikipati, et al. Appl.
Environ. Microb. 2009, 75, 6545-6552). En todos estos casos, la baja estabilidad
enzimatica de las enzimas mencionadas previamente, junto a los elevados
requerimientos en lo que a cofactores redox de elevado coste (NAPDH) y dominios
reductores asociados (flavinas) se refiere, han imposibilitado el uso industrial de las

mismas en la sintesis del hidrocarburo aromatico 1-naftol a partir de naftaleno.

Por otro lado, los metabolitos humanos de farmacos (Human Drugs Metabolites,
HDMs) son el resultado del metabolismo de compuestos farmacéuticos, principalmente
mediante las enzimas P450s monooxigenasas hepaticas. Para la industria
farmacéutica, es clave la evaluacién de la toxicidad, eficacia y actividad de estos
metabolitos, pero la sintesis quimica de los mismos hasta ahora produce rendimientos
muy bajos ademas de resultar harto complicada. Entre los HDMs mas importantes,
destacan aquellos derivados del hidrocarburo propranolol, tales como el 5'-

hidroxipropranolol. ElI propranolol es un farmaco beta-bloqueante utilizado
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comunmente para el tratamiento de la hipertensién, profilaxis de migrafas infantiles y
la atenuacion de manifestaciones fisicas de la ansiedad. Hasta ahora, las alternativas
enzimaticas conocidas para la obtencion de derivados del propranolol son las enzimas
P450 monooxigenasas, u otras peroxigenasas inespecificas de hongos como
Agrocybe aegerita (AaeUPQ) y Coprinellus radians (CraUPO). En concreto, las P450
monooxigenasas requieren de entornos celulares y/o costosos cofactores redox
(NADPH), asi como dominios reductores (flavinas) asociados, ademas de mostrar
bajas estabilidades operacionales y una regioselectividad baja. Por otro lado, las
peroxigenasas especificas de hongos descritas requieren de antioxidantes como el

acido ascorbico para evitar la oxidaciéon posterior del producto de interés.

Una de las enzimas estudiadas para la sintesis de los compuestos mencionados
anteriormente, 1-naftol y 5°-hidroxipropranolol, ha sido la enzima UPO (Unspecific
PerOxigenase, E.C.1.11.2.1) secretada por el hongo basidiomiceto Agrocybe aegerita,
y conocida como la primera peroxigenasa aromatica natural “verdadera”. La enzima
AaeUPO presenta unas propiedades que se asemejan a las de las enzimas P450
monooxigenasas, en cuanto a la oxifuncionalizacién selectiva de enlaces carbono-
hidrégeno de diversos compuestos organicos. La AaeUPO es una enzima extracelular,
muy activa y estable, ademas de no necesitar cofactores redox ni flavoproteinas
auxiliares, es decir, es autosuficiente. Con unos requerimientos minimos, tan sélo
concentraciones cataliticas de H.O, (actuando éste como co-oxidante enzimatico -
aceptor de electrones primario- asi como de fuente de oxigeno), la AaeUPO es capaz
de realizar una enorme variedad de transformaciones de gran complejidad en sintesis
organica, como por ejemplo la hidroxilacién de compuestos aromaticos y alifaticos, la
epoxidacion de olefinas, la N-y S-oxidacion de compuestos heterociclicos o la rotura
de enlaces éter, entre muchos otras. Asimismo, presenta actividad
mono(per)oxigenasa natural, como las enzimas P450 monooxigenasas, y actividad
peroxidasa sobre sustratos fendlicos (M. Kluge, et al. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2009,
81, 1071-1076). La coexistencia de ambas actividades, peroxigenasa y peroxidasa, en
la misma enzima resulta problematica cuando el objetivo es emplear esta enzima en
un proceso industrial, ya que los productos de hidroxilacién de la AaeUPO siempre
aparecen junto a diversas cantidades de productos de oxidaciéon derivados de los
primeros. Esto es asi especialmente para las hidroxilaciones aromaticas en las cuales
el/los producto/s liberados por la actividad peroxigenasa puede/n a su vez ser

nuevamente sustratos para la actividad peroxidasa de la UPO, promoviendo ésta la
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formacion de quinonas que conllevan una polimerizacién no enzimatica que afecta al

rendimiento total del proceso.

Por lo tanto, existe en el estado de la técnica la necesidad de disponer de enzimas que
presenten un incremento en su actividad monooxigenasa, en detrimento de su
actividad peroxidasa, junto con una alta estabilidad enzimatica, alta regioselectividad y
que ademas sean autosuficientes, es decir, que no necesiten de la presencia de
cofactores para llevar a cabo su actividad monooxigenasa. Es importante también
tener en cuenta que dichas enzimas requieren de sistemas de expresion robustos que
proporcionen altos niveles de enzima activa. Por lo tanto, dichas enzimas, gracias a
las caracteristicas mencionadas, seran iddneas para su uso en procedimientos de
sintesis organica, preferentemente en procesos de oxifuncionalizacién, oxidacién o
hidroxilacion selectiva de hidrocarburos en general, tanto aromaticos como alifaticos,
lineales, ramificados y ciclicos, preferentemente el procedimiento de hidroxilacion de
compuestos aromaticos ciclicos, tanto de compuesto ciclicos simples o condensados,
mas preferiblemente procedimiento de hidroxilacion para la sintesis de 1-naftol y/o de
sintesis de 5’-hidroxipropranolol, donde dichos procesos se llevaran a cabo en un
unico paso, en condiciones suaves, tales como temperatura ambiente, presion
atmosférica y en una solucion acuosa, con bajo contenido en co-solventes organicos,
para reducir el gasto de energia, asi como de las perjudiciales consecuencias de la

sintesis quimica.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién describe la evolucién dirigida de la peroxigenasa inespecifica
UPO (E.C. 1.11.2.1) de A. aegerita (AaeUPO de SEQ ID NO: 1), para la obtencién de
variantes o0 mutantes que muestren una expresién funcional en forma soluble, activa y
altamente estable en un hospedador heterdlogo eucariota, preferentemente S.
cerevisiae o P. pastoris, ademas de mostrar un incremento en la actividad
peroxigenasa y un descenso en la actividad peroxidasa, respecto a la enzima UPO
wild-type o silvestre de A. aegerita (SEQ ID NO: 2) expresada en S. cerevisiae. Dichas
variantes 0 mutantes, gracias a las caracteristicas mencionadas, seran idéneas para
su uso en, procedimientos de sintesis organica, preferentemente en procesos de
oxifuncionalizacion, oxidacién o hidroxilacion selectiva de hidrocarburos en general,

tanto aromaticos como alifaticos, lineales, ramificados y ciclicos, preferentemente el
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procedimiento de hidroxilacidon de compuestos aromaticos ciclicos, tanto de compuesto
ciclicos simples o condensados, mas preferiblemente procedimiento de hidroxilacion
para la sintesis de 1-naftol y/o de sintesis de 5’-hidroxipropranolol, donde dichos
procesos se llevaran a cabo en un unico paso, sin requerir la presencia de cofactores,
en condiciones suaves, tales como temperatura ambiente, presiéon atmosférica y en
una solucién acuosa, con bajo contenido en co-solventes organicos, para reducir el

gasto de energia, asi como de las perjudiciales consecuencias de la sintesis quimica.

La peroxigenasa UPO1 de A. aegerita (AaeUPO de SEQ ID NO: 1) se sometid a
diferentes ciclos de evolucion dirigida en laboratorio que se combinaron con enfoques
semi-racionales (es decir, se emplearon métodos de disefo racional, semi-racional y
aleatorios) para obtener las diferentes variantes descritas en la presente invencién.
Por un lado, la peroxigenasa UPO1 de A. aegerita (AaeUPO de SEQ ID NO: 1) se
sometié a cinco ciclos de evolucidon dirigida dando lugar al mutante que, a partir de
aqui y a lo largo de la presente invencion denominaremos PaDa-1 de SEQ ID NO: 14y
que esta codificado por la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 13. Dicho mutante
PaDa-I comprende las mutaciones L67F, 1248V, F311L, V751 y V57A respecto a la
AaeUPO1 silvestre de SEQ ID NO: 2 codificada por la secuencia SEQ ID NO: 1. De la
misma manera, la secuencia nucleotidica que codifica para el péptido sefal nativo de
la AaeUPO1 (SEQ ID NO: 25) también se sometidé a ciclos de evolucion dirigida y dio
lugar a un péptido sefal modificado o evolucionado de SEQ ID NO: 27, segun se
describe en P. Molina-Espeja, E. et al. Appl. Environ. Microb. 2014. 80: 3496-3507. De
esta manera se obtuvo el mutante PaDa-l que comprendia el péptido senal
evolucionado (SEQ ID NO: 27), cuya secuencia nucleotidica es la SEQ ID NO: 17 que
codifica para el péptido PaDa-l de SEQ ID NO: 18. Dicho mutante PaDa-l segun han
demostrado los inventores (Molina-Espeja P. et al. Appl. Environ. Microbiol. 2014.
80:3496-507) presenta elevada expresion funcional, constantes cataliticas mejoradas,
alta termoestabilidad, y mayor resistencia a la presencia de co-solventes organicos
respecto a la UPO wild-type o silvestre expresada en S. cerevisiae. La promiscuidad
de sustrato de la enzima se conservoé realizando un ensayo dual en formato High-
Throughput Screening (HTS) para explorar tanto actividad oxidativa como de
transferencia de oxigeno de las librerias de mutantes, ademas de incorporar un

ensayo para evitar la pérdida de termoestabilidad cinética.
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A partir del mutante PaDa-| descrito previamente, se llevaron a cabo dos nuevos ciclos
de evolucién dirigida en laboratorio que dieron lugar a la variante JaWa de SEQ ID
NO: 23, con dos mutaciones afnadidas en la secuencia de la proteina SEQ ID NO: 24:
G241D y R257K, respecto a la secuencia del mutante PaDa-I. De esta manera se
obtiene el mutante JaWWa de secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 23 o SEQ ID NO: 19,
que codifican para los péptidos de SEQ ID NO: 24 o SEQ ID NO: 20, segun tengan o
no el péptido sefal evolucionado o modificado de SEQ ID NO: 28 codificado por la
secuencia nucleotidica de SEQ ID NO: 27. Por otro lado, estas dos nuevas
mutaciones, G241D y R257K, se incorporaron también a la secuencia de la
peroxigenasa AaeUPO1 nativa (SEQ ID NO: 1) mediante mutagénesis dirigida, dando
lugar a una variante que denominaremos wt-JaWa de SEQ ID NO: 8 0 SEQ ID NO: 12,
codificados respectivamente por las secuencias nucleotidicas SEQ ID NO: 7 o SEQ ID
NO: 11, segun presenten o no el péptido sefal evolucionado de SEQ ID NO: 28

codificado por la secuencia nucleotidica de SEQ ID NO: 27.

A partir del mutante JaWa de SEQ ID NO: 23 codificado por la secuencia nucleotidica
SEQ ID NO: 24, descrito previamente, se llevaron a cabo otros tres nuevos ciclos de
evolucion dirigida en laboratorio que dieron lugar a la variante SoLo de SEQ ID NO:
41, con una mutacion anadida en la secuencia de la proteina SEQ ID NO: 42: F191S,
respecto a la secuencia del mutante JaWa. De esta manera se obtiene el mutante
SolLo de secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 41 o SEQ ID NO: 37, que codifican para
los péptidos de SEQ ID NO: 42 o SEQ ID NO: 38, segun tengan o no el péptido sefal
evolucionado o modificado de SEQ ID NO: 28, codificado por la secuencia nucleotidica
de SEQ ID NO: 27. Por otro lado, esta nueva mutacién, F191S, se incorpord también a
la secuencia de la peroxigenasa AaeUPO1 nativa (SEQ ID NO: 1) mediante
mutagénesis dirigida, dando lugar a una variante que denominaremos wt-SoLo de
SEQ ID NO: 62 o SEQ ID NO: 66, codificados respectivamente por las secuencias
nucleotidicas SEQ ID NO: 61 o SEQ ID NO: 65, segun presenten o no el péptido sefial
evolucionado de SEQ ID NO: 28 codificado por la secuencia nucleotidica de SEQ ID
NO: 27.

Asi, las variantes descritas en la presente invencion, preferentemente las variantes
JaWa y Solo, presentan todas las caracteristicas y ventajas mencionadas
previamente para el mutante PaDa-l, pero ademas, muestra un mayor incremento en

la termoestabilidad (valores de Tso= 59,7°C, un incremento en la termoestabilidad de
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2°C, respecto a la variante PaDa-l), mayor estabilidad frente a la presencia de co-
solventes y valores cinéticos frente a naftaleno de k../K., del orden de 1,56 veces
superiores a los descritos para la variante PaDa-l cuando dichos mutantes se
expresan en un organismo heterdlogo, preferentemente en levaduras, para el caso de
la variante JaWa y del orden de 1,47 veces superiores en la k.o para el caso de la
variante SolLo. Por tanto, las principales ventajas de las variantes con actividad
peroxigenasa incrementada y actividad peroxidasa disminuida, respecto a la AaeUPO
silvestre, 0 a otras variantes del estado de la técnica, como por ejemplo, la variante
PaDa-l, son:
i) presentan una alta tasa de produccioén,

i) presentan una elevada actividad,

iiiy presentan una elevada estabilidad,

iv)  presentan un incremento del TTN de 2,5 veces (TTN de aproximadamente
50.000) para el caso de la sintesis de 1-naftol, y de 3 veces en ausencia de
antioxidantes (45.000 para el mutante SoLo frente a 15.000 del mutante JaWa)
o de 15 veces (3.000 en el caso de la AaeUPO silvestre) para la sintesis de 5’-
hidroxipropranolol,

v) presenta un incremento en la k. para 1-naftol de hasta 1,5 veces, y un
aumento en la k., para 5’-hidroxipropranolol de hasta 3,6 veces,

vi)  presenta un incremento de eficiencia catalitica para naftaleno hasta valores de
6,2 x 10°s'M"; y para 5-hidroxipropranolol de 3,1 x 10° s M", dos érdenes
de magnitud superiores a los de cualquier enzima descrita

vi)  presentan un descenso de aproximadamente 1,5 veces en el ratio 1,4-
naftoquinona:1-naftol, y hasta un 50% menos de oxidacién sobre el 5-
hidroxipropranolol.

viii)  presentan una regioselectividad frente a 1-naftol de aproximadamente 97% y

de aproximadamente 99% frente a 5"-hidroxipropranolol.

Por tanto, la presente invencidn proporciona nuevas peroxigenasas que presentan
todas las ventajas mencionadas anteriormente respecto a la peroxigenasa nativa o
wild-type, tales como, expresidn funcional en un organismo heterdlogo,
preferentemente, S. cerevisiae o P. pastoris, asi como respecto a otras variantes o
mutantes ya conocidas en el estado de la técnica, como es la variante PaDa-I.
Adicionalmente, las variantes descritas en la presente invencién, presentan la mayor

selectividad y el mas alto numero de recambio total (TTN, total turnover numbers) para
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procedimientos de sintesis organica, preferentemente en procesos de
oxifuncionalizacidén u oxidacién selectiva de hidrocarburos en general, tanto aromaticos
como alifaticos, lineales, ramificados y ciclicos, preferentemente el procedimiento de
hidroxilacion de compuestos aromaticos ciclicos, tanto de compuesto ciclicos simples
o condensados, mas preferiblemente procedimiento de hidroxilacién para la sintesis de
1-naftol y/o de sintesis de 5’-hidroxipropranolol, que se conoce para esta superfamilia
de enzimas hasta la fecha. Secretadas heterélogamente en forma activa, soluble y
muy estable, estas variantes llevan a cabo oxigenaciones aromaticas selectivas en
ausencia de cofactores NAD(P)H y dominios reductasa. Su actividad
mono(per)oxigenasa autosuficiente, junto con su reducida actividad peroxidasa hacen
de estas variantes de UPO un valioso biocatalizador para el futuro de aplicaciones en

el campo de la sintesis organica.

Asi, la presente invencidn se refiere a las secuencias aminoacidicas de dichas
variantes peroxigenasas, y a las secuencias nucleotidicas que codifican para dichas
variantes peroxigenasas. A continuacién se muestra un listado de los polinucleétidos y

polipéptidos descritos en la presente invencién:

» SEQID NO: 1 - Secuencia nucleotidica del gen que codifica para AaeUPO1 sin
péptido senal.

» SEQ ID NO: 2 - Secuencia polipeptidica de la AaeUPO1 sin péptido sefal.

= SEQ ID NO: 3 - Secuencia nucleotidica del gen que codifica para AaeUPO1
con péptido seial wild-type.

» SEQ ID NO: 4 - Secuencia polipeptidica de la AaeUPO1 con péptido sefial
wild-type.

= SEQ ID NO: 5 - Secuencia nucleotidica del gen que codifica para AaeUPO1
con péptido sefal modificado.

» SEQ ID NO: 6 - Secuencia polipeptidica de la AaeUPO1 con péptido sefial
modificado.

= SEQ ID NO: 7 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante wt-JaWa
sin péptido senal.

» SEQ ID NO: 8 - Secuencia polipeptidica de la variante wt-JaWa sin péptido
sefal.

= SEQ ID NO: 9 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante wt-JaWa

con péptido seial wild-type.
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» SEQ ID NO: 10 - Secuencia polipeptidica de la variante wt-JaWa con péptido
senal wild-type.

= SEQID NO: 11 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante wt-JaWa
con péptido sefal modificado.

» SEQ ID NO: 12 - Secuencia polipeptidica de la variante wt-JaWa con péptido
sefial modificado.

» SEQ ID NO: 13 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante PaDa-|
sin péptido senal.

» SEQ ID NO: 14 - Secuencia polipeptidica de la variante PaDa-l sin péptido
sefal.

» SEQ ID NO: 15 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante PaDa-|
con péptido seial wild-type.

» SEQ ID NO: 16 - Secuencia polipeptidica de la variante PaDa-l con péptido
senal wild-type.

» SEQ ID NO: 17 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante PaDa-|
con péptido sefial modificado.

» SEQ ID NO: 18 - Secuencia polipeptidica de la variante PaDa-l con péptido
sefial modificado.

» SEQID NO: 19 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante JaWa sin
péptido senal.

» SEQ ID NO: 20 - Secuencia polipeptidica de la variante JaWa sin péptido
sefal.

= SEQ ID NO: 21 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante JaWa
con péptido sefal wild-type.

» SEQ ID NO: 22 - Secuencia polipeptidica de la variante JaWa con péptido
senal wild-type.

= SEQ ID NO: 23 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante JawWa
con péptido sefial modificado.

» SEQ ID NO: 24 - Secuencia polipeptidica de la variante JaWa con péptido
sefial modificado.

» SEQ ID NO: 25 — Secuencia nucleotidica que codifica para el péptido sefial
nativo de la AaeUPO1.

» SEQ ID NO: 26 - Secuencia polipeptidica del péptido sefial nativo de la
AaeUPO1
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» SEQ ID NO: 27 - Secuencia nucleotidica que codifica para el péptido sefial
modificado que comprende las mutaciones F[12]Y, A[14]V, R[15]G y A[21]D
respecto a la secuencia nucleotidica que codifica para el péptido sefial nativo
de la AaeUPO1 de SEQ ID NO: 26.

» SEQ ID NO: 28 - Secuencia polipeptidica del péptido sefial modificado que
comprende las mutaciones F[12]Y, A[14]V, R[15]G y A[21]D respecto a la
secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 26.

» SEQ ID NO: 29 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante W24F
obtenida a partir del mutante PaDa-l de SEQ ID NO: 17.

» SEQ ID NO: 30 - Secuencia polipeptidica que codifica para la variante W24F
obtenida a partir del mutante PaDa-| de SEQ ID NO: 18.

» SEQ ID NO: 31 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante W24F
obtenida a partir del mutante JaWa de SEQ ID NO: 23.

» SEQ ID NO: 32 - Secuencia polipeptidica que codifica para la variante W24F
obtenida a partir del mutante JaWa de SEQ ID NO: 24.

» SEQID NO: 37 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante SolLo sin
péptido senal.

» SEQ ID NO: 38 - Secuencia polipeptidica de la variante SolLo sin péptido senal.

» SEQ ID NO: 39 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante SoLo con
péptido senal wild-type.

» SEQ ID NO: 40 - Secuencia polipeptidica de la variante SoLo con péptido sefial
wild-type.

» SEQ ID NO: 41 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante SoLo con
péptido sefal modificado.

» SEQ ID NO: 42 - Secuencia polipeptidica de la variante SoLo con péptido sefial
modificado.

= SEQ ID NO: 61 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante wt- SoLo
sin péptido senal.

» SEQ ID NO: 62 - Secuencia polipeptidica de la variante wt-SoLo sin péptido
sefal.

= SEQ ID NO: 63 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante wt- SoLo
con péptido seial wild-type.

» SEQ ID NO: 64 - Secuencia polipeptidica de la variante wt- SoLo con péptido

senal wild-type.
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= SEQ ID NO: 65 - Secuencia nucleotidica que codifica para la variante wt- SoLo
con péptido sefial modificado.
» SEQ ID NO: 66 - Secuencia polipeptidica de la variante wt- SoLo con péptido

senal modificado.

Los autores de la presente invencion han utilizado una combinacion metodologica
basada en la evolucion y la mutagénesis dirigida y han obtenido variantes o mutantes
de peroxigenasas que resuelven la necesidad de un biocatalizador con elevada
actividad y termoestabilidad, una alta tasa de produccién funcional, ademas de
presentar un incremento en su actividad peroxigenasa y un descenso en su actividad
peroxidasa, respecto a la enzima UPO wild-type o silvestre, o incluso respecto a otras

variantes UPO tal como la variante PaDa-l.

Las peroxigenasas de la presente invencidén, preferentemente las variantes
denominadas JaWa y SolLo, son altamente estables frente a la temperatura (valores
de Ts= 59,7°C/59,5 °C, un incremento en la termoestabilidad de 2°C respecto a la
variante PaDa-l), siendo la T5, la temperatura a la cual la enzima mantiene el 50% de
su actividad inicial tras 10 min de incubacién) y frente a la presencia de co-solventes.
Dichas peroxigenasas poseen unos valores cinéticos frente a naftaleno de k../K,, del
orden de 1,56 veces superiores a los descritos para la variante PaDa-I, y del orden de
46 veces superior al descrito para AaeUPO silvestre frente al propranolol, expresadas
en un organismo heterélogo, preferentemente en levaduras, por lo que su disefio
evolutivo ha permitido:

i)  Su expresién heteréloga funcional en levadura (0,2 g/L),

i)  Incrementar sus constantes y eficiencias cataliticas,

i) Incrementar la estabilidad frente a diversos factores (temperatura, co-

solventes).

Por tanto, las principales ventajas de las variantes con actividad peroxigenasa
incrementada y actividad peroxidasa disminuida, respecto a la UPO silvestre, o a otras
variantes del estado de la técnica, como por ejemplo, la variante PaDa-l, tal y como
hemos mencionado previamente, son:

i) presenta una alta tasa de produccioén,

i)  presenta una elevada actividad,

iiiy presenta una elevada estabilidad,
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iv)  presenta un incremento del TTN de hasta 2,5 veces (TTN de aproximadamente
50.000), para el caso de la sintesis de 1-naftol, y para la sintesis de 5-
hidroxipropranolol de 3 veces en ausencia de antioxidantes (45.000 para el
mutante SolLo frente a 15.000 del mutante JaWa) o de 15 veces (3.000 en el
caso de la AaeUPO silvestre),

v) presenta un incremento en la k. para 1-naftol de hasta 1,5 veces, y un
aumento en la k., para 5’-hidroxipropranolol de hasta 3,6 veces,

vi)  presenta un incremento de eficiencia catalitica para naftaleno hasta valores de
6,2 x 10°s'M"; y para 5-hidroxipropranolol de 3,1 x 10° s M", dos érdenes
de magnitud superiores a los de cualquier enzima descrita,

vi)  presentan un descenso de aproximadamente 1,5 veces en el ratio 1,4-
naftoquinona:1-naftol, y hasta un 50% menos de oxidacion sobre el 5-
hidroxipropranolol,

viii)  presenta una regioselectividad frente a 1-naftol de aproximadamente 97% y de

aproximadamente 99% frente a 5-hidroxipropranolol.

El término "peroxigenasa" a efectos de la presente invencion se refiere a la enzima
peroxigenasa inespecifica de acuerdo con EC 1.11.2.1, que cataliza la insercién de un
atomo de oxigeno procedente de H,O, u otro perdxido que actua como fuente de
oxigeno, en una amplia variedad de sustratos. A efectos de la presente invencion, la
peroxigenasa es preferentemente, la peroxigenasa inespecifica (UPO) secretada por
el hongo basidiomiceto A. aegerita cuya secuencia nucleotidica es SEQ ID NO: 3 o
SEQ ID NO: 1 que codifica para una proteina cuya secuencia aminoacidica es SEQ ID
NO: 4 0 SEQ ID NO: 2, segun comprenda el péptido sefial o no, respectivamente.

Los términos "donantes de oxigeno", "agente oxidante" y "oxidante" se refieren a una
sustancia, molécula o compuesto que dona oxigeno a un sustrato en una reaccién de
oxidacion. Tipicamente, el donante de oxigeno se reduce (acepta electrones).
Donantes de oxigeno, a modo de ejemplo, que no son limitantes, incluyen oxigeno
molecular o dioxigeno (O,) y peréxidos, incluyendo peroxidos de alquilo tales como
hidroperdxido de t-butilo, hidroperéxido de cumeno, acido peracético, y mas
preferiblemente perdxido de hidrégeno (H.O,). Un "perdxido" es cualquier compuesto

distinto de oxigeno molecular (O,) que tiene dos atomos de oxigeno unidos uno a otro.
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A efectos de la presente invencion, el término "mutante" o "variante", utilizados
indistintamente a lo largo de la presente invencién y referidos a las peroxigenasas
UPO de la invencidn obtenidas mediante los métodos descritos en el presente
documento y que tienen al menos dos mutaciones, preferentemente al menos tres
mutaciones, mas preferentemente presenta al menos cuatro mutaciones, mas
preferentemente al menos cinco mutaciones, mas preferentemente al menos seis
mutaciones, mas preferentemente al menos siete mutaciones, mas preferentemente al
menos ocho mutaciones, mas preferentemente al menos nueve mutaciones, mas
preferentemente al menos diez mutaciones, mas preferentemente al menos once
mutaciones y mas preferentemente al menos doce mutaciones, que resultan en una
mayor actividad peroxigenasa y una menor actividad oxigenasa, ademas de todas las
ventajas mencionadas anteriormente, que la que presenta la correspondiente enzima
UPO nativa o de tipo salvaje (wild-type) o cualquier otra variante UPO,
preferentemente la variante PaDa-lI, expresada en un hospedador heterdlogo,
preferentemente en las levaduras del género Saccharomyces sp. y Pichia sp. y mas

preferentemente en las especies S. cerevisiae y P. pastoris.

A efectos de la presente invencidén, el término "cofactor", se refiere a cualquier
sustancia que es necesaria o0 beneficiosa para la actividad de una enzima. Un
"coenzima" significa un cofactor que interactua directamente con y sirve para promover
una reaccién catalizada por una enzima. Muchas coenzimas también sirven como
portadores. Por ejemplo, NAD* y NADP” llevan atomos de hidrégeno de una enzima a
otra (en forma de NADH y NADPH, respectivamente). Una "proteina auxiliar" significa
cualquier sustancia proteica que sea necesaria o beneficiosa para la actividad de una

enzima.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un polinucleétido que codifica
un polipéptido con actividad peroxigenasa, en adelante polinucleétido de la invencion,
que se caracteriza por que la secuencia aminoacidica del polipéptido que codifica
presenta una identidad de al menos un 70% con la SEQ ID NO: 2 (AaeUPO1), y por
que comprende al menos dos alteraciones aminoacidicas en las posiciones homélogas
alas posiciones 241 y 257 de dicha secuencia, que sustituyen los aminoacidos: glicina
(G) original por acido aspartico (D) en la posicion 241 (G241D) y arginina (R) original
por lisina (K) en la posicién 257 (R257K).
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En una realizacién preferida del polinucleétido de la invencion, éste se caracteriza por
que la secuencia aminoacidica del polipéptido que codifica presenta una identidad de
al menos un 70% con la SEQ ID NO: 2 (AaeUPO1), y comprende ademas una
alteracién aminoacidica en la posicidén homodloga a la posicion 191 de dicha secuencia
SEQ ID NO: 2, que sustituye el aminoacido fenilalanina (F) original por serina (S)
(F191S).

En otra realizacion preferida del polinuclettido de la invencion, éste se caracteriza por
que la secuencia aminoacidica del polipéptido que codifica presenta una identidad de
al menos un 70% con la SEQ ID NO: 2 (AaeUPO1), y comprende las alteraciones
aminoacidicas en las posiciones homodlogas a las posiciones 241, 257 y 191 de dicha
secuencia, que sustituyen los aminoacidos: glicina (G) original por acido aspartico (D)
en la posicién 241 (G241D), arginina (R) original por lisina (K) en la posicién 257
(R257K) y fenilalanina (F) original por serina (S) (F191S).

Con la informacion suministrada en la presente invencion un experto en la materia es
capaz de identificar secuencias de nucleétidos homédlogas a las descritas en la
presente invencion y que codifican para peroxigenasas con caracteristicas idénticas a
las descritas para la peroxigenasa de la invencion. Por tanto, el polinucleétido de la
invencién constituye la secuencia codificante de una variante de la peroxigenasa
AaeUPO1 con la actividad mejorada descrita, cuya secuencia de nucleétidos se
corresponde a:
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

degeneracién del cédigo genético.

El término "condiciones astringentes" o "condiciones astringentes de hibridaciéon" hace
referencia a condiciones en las cuales una sonda hibrida con su secuencia blanco a
un nivel superior que la de otras secuencias (es decir, al menos 2 veces superior al
fondo). Las condiciones astringentes son dependientes de la naturaleza de la
secuencia y pueden variar en funcion de las circunstancias. Controlando las

condiciones de astringencia y de lavado, secuencias blanco con 100% de homologia a
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la sonda pueden ser identificadas. Alternativamente, las condiciones de astringencia
pueden ser ajustadas para permitir ciertos apareamientos no homodlogos en las
secuencias de manera a que niveles de homologia inferior puedan ser detectados.
Generalmente una sonda tiene menos de 1000 nucleétidos de longitud y
opcionalmente menos de 500 nucleétidos. Un experto medio en la materia conoce

extensamente las técnicas de hibridacién de acidos nucleicos.

Los polinucleétidos que codifican para los polipéptidos de secuencias aminoacidicas
descritos en la invencion corresponden a variantes obtenidas mediante evolucién
dirigida de la peroxigenasa AaeUPO1 (E.C. 1.11.2.1). Dicha proteina, AaeUPO1, se
corresponde a la secuencia de nucledétidos, o polinucleétidos de SEQ ID NO: 3 o SEQ
ID NO: 1, que constituyen la secuencia codificante del polipéptido con la secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 2, segun comprenda el péptido senal o no,

respectivamente.

El término “polinucleétido”, tal y como se emplea en la descripcién, se refiere a formas
poliméricas de nucleétidos de cualquier longitud, tanto ribonucleétidos como

desoxirribonucledtidos.

El término ‘“identidad” o “porcentaje de identidad” entre dos secuencias (acidos
nucleicos o proteinas), se entiende que se designa un porcentaje de nucleotidos o de
restos de aminoacidos idénticos entre las dos secuencias que se comparan, obtenido
después del mejor alineamiento, siendo dicho porcentaje puramente estadistico y
estando repartidas las diferencias entre las dos secuencias al azary a lo largo de toda
su longitud. Por “mejor alineamiento” o “alineamiento Optimo” se entiende que se
designa el alineamiento por el cual el porcentaje de identidad determinado como se
describe a continuacién es el mas elevado. Las comparaciones entre dos secuencias
de nucledtidos o de aminoacidos tradicionalmente se llevan a cabo: comparando estas
secuencias después de haberlas alineado de forma 6ptima, llevandose a cabo dicha
comparacion por segmento o por “ventana de comparacién” para identificar y
comparar las regiones locales de similitud de secuencia. El alineamiento 6ptimo de
estas secuencias para la comparacién se puede realizar, en particular con ayuda de
uno de los siguientes algoritmos: el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman
(1981), el algoritmo de homologia local de Neddleman y Wunsch (1970), el

procedimiento de busqueda de similitud de Pearson y Lipman (1988), los programas
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informaticos que usan estos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLASTP, BLASTN, BLASTX,
TBLASTX, FASTA y TFASTA en el paquete de software Wisconsin Genetics,
(Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o los servidores de
internet en particular los del National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http
/Awww.ncbi.nim.nih.gov), EMBL (http :/Awww.embl.org) y el proyecto Ensembl (hitp
Jiwww.ensembl.org)). Con el fin de obtener el alineamiento O6ptimo, se usa
preferiblemente el programa BLAST, con la matriz BLOSUM 62. También se pueden
usar las matrices PAM o PAM250, asi como una matriz de identidad para las

secuencias de nucledtidos.

En un aspecto preferido de la invencién, las secuencias polinucleotidicas y
polipeptididicas aqui descritas comprenden al menos aproximadamente 60%, al
menos aproximadamente 65%, al menos aproximadamente 70%, al menos
aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente
85%, al menos aproximadamente 88% de identidad, al menos aproximadamente 89%,
al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 91%, al menos
aproximadamente 92%, al menos aproximadamente 93%, al menos aproximadamente
94%, al menos aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 96%, al menos
aproximadamente 97%, al menos aproximadamente 98%, al menos aproximadamente
99% o un 100% de identidad sobre una secuencia de referencia, cuando se comparan
y alinean para una correspondencia maxima sobre una ventana de comparacién, o

region designada segun se mide usando los algoritmos arriba descritos.

El término “homologia” o “porcentaje de homologia” (porcentaje de homologia,
identidad+similitud) se determina usando un software de comparaciéon de homologias,
tal como BLASP, TBLASTN o tBLASTX, del Centro Nacional de Informacién
Biotecnologica (NCBI: National Center of Biotechnology Information), utilizando los
parametros especificos. A efectos de la presente invencion, el término “homologia” u
“homologos” se refiere a la identidad de dos 0 mas secuencias de acidos nucleicos o a
la identidad de dos o mas secuencias de aminoacidos. Secuencias homélogas
incluyen secuencias “paralogas” y “ortélogas”. El término “paralogo” se refiere a
duplicaciones de genes dentro del genoma de una especie, dando lugar a genes
paralogos. El término "ortdlogo" se relaciona con genes homologos en diferentes

organismos debido a la relacién ancestral.
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En un aspecto preferido, los polinucleétidos que codifican para los polipéptidos de la
presente invencion tienen por [0 menos 20%, por ejemplo, al menos 40%, al menos
50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 91%, al
menos 92%, al menos 93%, al menos 94% al menos 95%, al menos 96%, al menos
97%, al menos 98%, al menos 99% o al menos 100%, incrementada la actividad
peroxigenasa del polinucleétido que codifica para el polipéptido maduro de SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 14 0o SEQ ID NO: 18.

En un aspecto preferido, los polinucleétidos que codifican para los polipéptidos de la
presente invencion tienen por [0 menos 20%, por ejemplo, al menos 40%, al menos
50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 91%, al
menos 92%, al menos 93%, al menos 94% al menos 95%, al menos 96%, al menos
97%, al menos 98%, al menos 99% o al menos 100%, disminuida la actividad
peroxidasa del polinucleétido que codifica para el polipéptido maduro de SEQ ID NO:
4, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 14 0 SEQ ID NO: 18.

El término "variante alélica" significa cualquiera de dos 0 mas formas alternativas de
un gen que ocupa el mismo locus cromosémico. La variacién alélica surge
naturalmente a través de mutacion, y puede resultar en polimorfismo dentro de las
poblaciones. Las mutaciones génicas pueden ser silenciosas (sin cambio en el
polipéptido codificado) o pueden codificar polipéptidos que tienen secuencias de
aminoacidos alteradas. Una variante alélica de un polipéptido es un polipéptido

codificado por una variante alélica de un gen.

El término “codifica”, tal y como se emplea en la descripcidn, hace referencia a la
correlacion que existe entre los tripletes de nucleétidos o codones en una secuencia
de ADN vy los aminoacidos que forman los péptidos, las secuencias aminoacidicas o
las proteinas. Cuando se dice que una secuencia nucleotidica codifica para un
péptido, significa que cuando dicha secuencia nucleotidica sea transcrita a ARN

mensajero (ARNm) y este ARNm sea traducido, se generara dicho péptido.

A efectos de la presente invencion, el término "secuencia codificante" o secuencia
“que codifica” para un polipéptido, proteina 0 enzima es una secuencia de nucleétidos
que, cuando se expresa, da como resultado la produccién de ese polipéptido, proteina

0 enzima, es decir, la secuencia de nucleotidos codifica una secuencia de aminoacidos
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para ese polipéptido, proteina o enzima. Una secuencia codificante esta "bajo el
control" de secuencias de control de transcripcién y traduccion en una célula cuando la
ARN polimerasa transcribe la secuencia codificante en ARNm, que luego es transcrito
y traducido en la proteina codificada por la secuencia codificante. Preferiblemente, la
secuencia codificante es una secuencia de ADN de doble cadena que se transcribe y
traduce en un polipéptido en una célula in vitro o0 in vivo cuando se coloca bajo el
control de secuencias reguladoras apropiadas. Los limites de la secuencia codificante
se determinan por un codon de inicio en el extremo 5' (amino) y un codon de parada
de traduccion en el extremo 3' (carboxilo) terminal. Una secuencia codificante puede
incluir, pero no se limitan a, secuencias procariéticas, ADN, ADNc, sintético, o
secuencia de nucleétidos recombinante. Si la secuencia codificante esta destinada
para expresidn en una célula eucariota, una secuencia de terminacién de la
transcripcion y sefal de poliadenilacién generalmente estara situada 3' a la secuencia

codificante.

El término "ADNCc" se define aqui como una molécula de ADN que puede ser
preparada por transcripcién inversa a partir de una madura, empalmada, molécula de
ARNm obtenido a partir de una célula eucariota. ADNc carece de secuencias de
intrones que normalmente estan presentes en el ADN gendmico correspondiente. La
transcripcion de ARN inicial primaria es un precursor de ARNm que se procesa a
través de una serie de pasos antes de aparecer como ARNm empalmados maduros.
Estos pasos incluyen la eliminacién de secuencias de intrén por un proceso llamado
empalme. ADNc derivado de ARNm carece de, por lo tanto, cualquier secuencia de

intrén.

El término "gen", se refiere a una secuencia de ADN que codifica o corresponde a una
secuencia particular de aminoacidos que comprenden la totalidad o parte de una o
mas proteinas o enzimas, y puede o no incluir secuencias de ADN regulatorio, tales
como secuencias promotoras, que determinan por ejemplo las condiciones en que se
expresa el gen. Algunos genes, que no son genes estructurales, pueden ser
transcritos de ADN a ARN, pero no se traducen en una secuencia de aminoacidos.
Otros genes pueden funcionar como reguladores de los genes estructurales o como
reguladores de la transcripcion del ADN. Un gen que codifica una proteina de la
invencidn para su uso en un sistema de expresion, si el ADN es genomico o ADNc, se

pueden aislar de cualquier fuente, particularmente a partir de un ADNc fungico o una



WO 2017/081355 19 PCT/ES2016/070809

biblioteca genémica. Los métodos para obtener los genes son bien conocidos en la

técnica, por ejemplo, Sambrook et al (supra).

Asi en un objeto preferido de la invencién, el polinucleétido que codifica un polipéptido
con actividad peroxigenasa incrementada y actividad peroxidasa disminuida, segun se
describe en la presente invencidén, dicho polipéptido codificado comprende las
sustituciones de los aminoacidos: glicina (G) en la posicion 241 y arginina (R) en la
posicion 257, de la SEQ ID NO: 2, por los aminoacidos: acido aspartico (D) y lisina (K),
respectivamente, dando lugar a las mutaciones G241D y R257K en dicha secuencia.
En una realizacion preferida de la invencién, el polinucleétido aqui descrito comprende
ademas de las mutaciones G241D y R257K, una alteracion aminoacidica adicional en
la posicion homodloga a la posicién 191 de dicha secuencia SEQ ID NO: 2, que
sustituye el aminoacido fenilalanina (F) original por serina (S), dando lugar a la
mutacion (F191S).

En otra una realizacién particular del polinucleétido de la invencién, éste puede
comprender ademas de las dos mutaciones mencionadas anteriormente, comunes a
todos los mutantes UPO obtenidos en la presente invencion, o alternativamente las
tres mutaciones descritas anteriormente, al menos una de las siguientes mutaciones,
ya sea de forma aislada o en combinaciones de las mismas:
a) la sustitucion del aminoacido leucina (L) original por el aminoacido
fenilalanina (F) en la posicidén homodloga a la posicién 67 de la SEQ ID NO: 2
(LB7F),
b) la sustitucién del aminoacido isoleucina (l) original por el aminoacido valina
(V) en la posicion homéloga a la posicion 248 de la SEQ ID NO: 2 (1248V),
¢) la sustitucidn del aminoacido fenilalanina (F) original por el aminoacido
leucina (L) en la posicion homéloga a la posicion 311 de la SEQ ID NO: 2
(F311L),
d) la sustitucién del aminoacido valina (V) original por el aminoacido isoleucina
() en la posicion homoéloga a la posicidén 75 de la SEQ ID NO: 2 (V751), y
e) la sustitucion del aminoacido valina (V) original por el aminoacido alanina (A)

en la posicion homologa a la posicion 57 de la SEQ ID NO: 2 (V57A).

En ofra realizacién particular del polinucleétido de la invencién que codifica para un

polipéptido con actividad peroxigenasa incrementada y actividad peroxidasa
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disminuida, respecto a una enzima UPO wild-type o silvestre de SEQ ID NO: 2, o
respecto a una variante con actividad UPO, tal como por ejemplo, la variante PaDa-I
de SEQ ID NO: 14, segun se describe en este documento, dicho polipéptido codificado
se caracteriza por que puede comprender ademas la secuencia nucleotidica que
codifica para el péptido sefial de SEQ ID NO: 26.

En otra realizacion particular del polinucleétido de la invencién, que codifica para un
polipéptido con actividad peroxigenasa incrementada y actividad peroxidasa
disminuida, segun se describe en este documento, dicho polipéptido codificado se
caracteriza por que la secuencia polinucleotidica que codifica para el péptido sefial de
SEQ ID NO: 26, posee ademas al menos una de las siguientes mutaciones
adicionales, o cualesquiera de sus combinaciones:
a) la sustitucién del aminoacido fenilalanina (F) por el aminoacido tirosina (Y)
en la posicion homologa a la posicién 12 de SEQ ID NO: 26 (F[12]Y),
b) la sustitucion del aminoacido alanina (A) por el aminoacido valina (V) en la
posicién homéloga a la posicion 14 de SEQ ID NO: 26 (A[14]V),
c) la sustitucion del aminoécido arginina (R) por el aminoacido glicina (G) en la
posicidon homologa a la posicion 15 de SEQ ID NO: 26 (R[15]G), y
d) la sustitucién del aminoacido alanina (A) por el aminoacido acido aspartico
(D) en la posicion homologa a la posicién 21 de SEQ ID NO: 26 (A[21]D).

Todas estas mutaciones y combinaciones de las mismas, dan lugar a mutantes o
variantes de las peroxigenasas con un amplio espectro de aplicaciones
biotecnolégicas, especificamente con una alta expresiéon funcional, una alta actividad
monooxigenasa en detrimento de la actividad peroxidasa, alta termoestabilidad y
mayor resistencia a la presencia de co-solventes organicos, mantenimiento en la
regioselectividad frente a 1-naftol, descenso en el ratio 1,4-naftoquinona:1-naftol, un
incremento de eficiencia catalitica para naftaleno; ademas mejora la regioselectividad
frente a 5’-hidroxipropranolol hasta un 99%, descendiendo hasta un 50% la oxidacién
de 5-hidroxipropranool, y con un incremento en la eficiencia catalitica para propranolol
en dos érdenes de magnitud para diferentes aplicaciones, respecto a la UPO wild-type,

o respecto a otras variantes UPQ, tal como la variante PaDa-I.

En una realizaciéon preferida de la invencién, el polinucleétido de la invencién que

codifica para un polipéptido con actividad peroxigenasa incrementada y actividad
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peroxidasa disminuida, segun se describe en este documento, dicho polipéptido
codificado presenta las alteraciones aminoacidicas G241D y R257K, respecto a la
SEQ ID NO: 2. En una realizacién particular de la invencién, el polinucleétido de la
invencion se corresponde con la SEQ ID NO: 9 que codifica para la variante de SEQ
ID NO: 10, o con la SEQ ID NO: 7 que codifica para la variante de SEQ ID NO: 8

(variantes UPO wt-JaWa, con y sin péptido senal, respectivamente).

En otra realizacion preferida de la invencién, el polinucleétido de la invencién que
codifica para un polipéptido con actividad peroxigenasa incrementada y actividad
peroxidasa disminuida, segun se describe en este documento, dicho polipéptido
codificado presenta las alteraciones aminoacidicas G241D, R257K y adicionalmente
F191S, respecto a la SEQ ID NO: 2. En una realizacion particular de la invencién, el
polinucleétido de la invencién se corresponde con la SEQ ID NO: 63 que codifica para
la variante de SEQ ID NO: 64, o con la SEQ ID NO: 61 que codifica para la variante de
SEQ ID NO: 62 (variantes UPO wt-SoLo, con y sin péptido sefal, respectivamente).

En otra realizacion preferida de la invencién, el polinucleétido de la invencién que
codifica para un polipéptido con actividad peroxigenasa incrementada y actividad
peroxidasa disminuida, segun se describe en este documento, dicho polipéptido
codificado presenta las alteraciones aminoacidicas G241D y R257K, respecto a la
SEQ ID NO: 2, o las alteraciones aminoacidicas G241D, R257K y F191S, respecto a la
SEQ ID NO: 2, y ademas comprende las alteraciones aminoacidicas F[12]Y, A[14]V,
R[15]G y A[21]D, en el péptido sefal de SEQ ID NO: 26. En una realizacion particular
de la invencioén, el polinucleétido de la invencién se selecciona de la lista que consiste
en: la SEQ ID NO: 11 que codifica para la variante de SEQ ID NO: 12 (variante UPO
mutante wt-JaWa con péptido sefal modificado) y la SEQ ID NO: 65 que codifica para
la variante de SEQ ID NO: 66 (variante UPO mutante wt-SoLo con péptido sefal

modificado).

Asi, en otra realizacion preferida de la invencién, el polinucleétido de la invencién que
codifica para un polipéptido con actividad peroxigenasa incrementada y actividad
peroxidasa disminuida, segun se describe en este documento, dicho polipéptido
codificado presenta las alteraciones aminoacidicas G241D, R257K, L67F, 1248V,
F311L, V57A y V75I, respecto a la SEQ ID NO: 2. En otra realizacién preferida de la

invencién, el polinucleétido de la invencion que codifica para un polipéptido con
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actividad peroxigenasa incrementada y actividad peroxidasa disminuida, segun se
describe en este documento, dicho polipéptido codificado presenta las alteraciones
aminoacidicas G241D, R257K, F191S, L67F, 1248V, F311L, V57A y V75I, respecto a
la SEQ ID NO: 2. En una realizacion particular de la invencién, el polinucleétido de la
invencion se corresponde con la SEQ ID NO: 21 que codifica para la variante de SEQ
ID NO: 22, o con la SEQ ID NO: 19 que codifica para la variante de SEQ ID NO: 20
(variantes JaWa, con y sin péptido sefal, respectivamente). En una realizacion
particular de la invencioén, el polinucleétido de la invencién se corresponde con la SEQ
ID NO: 39 que codifica para la variante de SEQ ID NO: 40, o con la SEQ ID NO: 37
que codifica para la variante de SEQ ID NO: 38 (variantes SolLo, con y sin péptido

senal, respectivamente).

En otra realizacion preferida de la invencién, el polinucleétido de la invencién que
codifica para un polipéptido con actividad peroxigenasa segun se describe en este
documento, dicho polipéptido codificado presenta las alteraciones aminoacidicas
G241D, R257K, L67F, 1248V, F311L, V57A y V75I, respecto a la SEQ ID NO: 2, y
ademas comprende las alteraciones aminoacidicas F[12]Y, A[14]V, R[15]G y A[21]D
en el péptido senal de SEQ ID NO: 26. En otra realizacidn preferida de la invencion, el
polinucleétido de la invenciébn que codifica para un polipéptido con actividad
peroxigenasa segun se describe en este documento, dicho polipéptido codificado
presenta las alteraciones aminoacidicas G241D, R257K, F191S, L67F, 1248V, F311L,
V57A y V75I, respecto a la SEQ ID NO: 2, y ademas comprende las alteraciones
aminoacidicas F[12]Y, A[14]V, R[15]G y A[21]D en el péptido sefial de SEQ ID NO: 26.
En una realizacién particular de la invencién, el polinucleétido de la invencion se
corresponde con la SEQ ID NO: 23 que codifica para la variante de SEQ ID NO: 24
(variante JaWa con péptido sefial modificado). En otra realizacion particular de la
invencion, el polinucleétido de la invencién se corresponde con la SEQ ID NO: 41 que
codifica para la variante de SEQ ID NO: 42 (variante SoLo con péptido senal

modificado).

Considerando que las peroxigenasas secretadas por hongos basidiomicetos
ligninoliticos pueden considerarse afines en cuanto a su evolucién, 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: 4 o SEQ ID NO: 2

(peroxigenasa AaeUPO1, con y sin péptido sefal, respectivamente), o de la secuencia
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aminoacidica correspondiente a la SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 14 (variante
peroxigenasa PaDa-l, con y sin péptido sefial modificado, respectivamente), sea de un
70% o mayor. La correspondencia entre la secuencia aminoacidica de la(s)
peroxigenasa(s) artificiales objetos de la invencidn y la secuencia de otras
peroxigenasas se pueden determinar por métodos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, aquellas se pueden determinar por una comparacién directa de la informacion
de secuencia aminoacidica de la peroxigenasa putativa y la secuencia aminoacidica
correspondiente a la SEQ ID NO: 24 o SEQ ID NO: 20 de esta memoria (variante
peroxigenasa JaWa, con y sin péptido sefial modificado, respectivamente) o a la SEQ
ID NO: 42 o SEQ ID NO: 38 (variante peroxigenasa SolLo, con y sin péptido sefial

modificado, respectivamente).

Con la informacién suministrada en la presente invencidn, un experto en la materia es
capaz de combinar las mutaciones anteriormente descritas para generar nuevas
variantes de peroxigenasas con mejorada actividad peroxigenasa y disminuida
actividad peroxidasa, estabilidad mejorada, asi como el resto de caracteristicas

funcionales mencionadas en la presente memoria.

Otro de los objetos descrito en la presente invencién se refiere a una secuencia
polinucleotidica que codifica un polipéptido con actividad peroxigenasa, que se
caracteriza por que la secuencia aminoacidica del polipéptido que codifica presenta
una identidad de al menos un 70% con la SEQ ID NO: 14 (PaDa-l), y por que
comprende al menos dos alteraciones aminoacidicas en las posiciones homoélogas a
las posiciones 241 y 257 de dicha secuencia, que sustituyen los aminoacidos: glicina
(G) original por acido aspartico (D) en la posicion 241 (G241D) y arginina (R) original
por lisina (K) en la posicion 257 (R257K). En una realizacion preferida, la secuencia
polinucleotidica que codifica un polipéptido segun se describe aqui, comprende
ademas una alteracion aminoacidica adicional en la posicién homoéloga a la posicién
191 de dicha secuencia SEQ ID NO: 14, que sustituye el aminoacido fenilalanina (F)

original por serina (S) en la posicién 191 (F191S).

Alternativamente, otro de los objetos descritos en la presente invencion se refiere a
una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido con actividad peroxigenasa,
que se caracteriza por que la secuencia aminoacidica del polipéptido que codifica

presenta una identidad de al menos un 70% con la SEQ ID NO: 14 (PaDa-l), y que
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comprende los aminoacidos alanina (A), fenilalanina (F), isoleucina (I), valina (V) y
leucina (L) en las posiciones 57, 67, 75, 248 y 31 respectivamente, con respecto a la
SEQ ID NO: 14, caracterizado por que comprende ademas al menos dos alteraciones
aminoacidicas en las posiciones homologas a las posiciones 241 y 257 de dicha
secuencia, que sustituyen los aminoacidos: glicina (G) original por acido aspartico (D)
en la posicién 241 (G241D) y arginina (R) original por lisina (K) en la posicion 257
(R257K) y opcionalmente, también puede comprender una alteracién aminoacidica
adicional en la posicién 191 de dicha secuencia SEQ ID NO: 14, que sustituye el

aminoacido fenilalanina (F) original por serina (S) (F191S).

En una realizacién particular del polinucleétido de la invenciéon que codifica para un
polipéptido con actividad peroxigenasa incrementada y actividad peroxidasa
disminuida, respecto a una variante con actividad UPO de SEQ ID NO: 14, segun se
describe en este documento, dicho polipéptido codificado se caracteriza por que puede
comprender ademas la secuencia nucleotidica que codifica para el péptido seial de
SEQ ID NO: 26.

En otra realizacion particular del polinucleétido de la invencién, que codifica para un
polipéptido con actividad peroxigenasa incrementada y actividad peroxidasa
disminuida, segun se describe en este documento, dicho polipéptido codificado se
caracteriza por que la secuencia polinucleotidica que codifica para el péptido sefial de
SEQ ID NO: 26, posee ademas al menos una de las siguientes mutaciones
adicionales, o cualesquiera de sus combinaciones:
a) la sustitucion del aminoacido fenilalanina (F) por el aminoacido tirosina (Y)
en la posicion homologa a la posicién 12 de SEQ ID NO: 26 (F[12]Y),
b) la sustitucion del aminoacido alanina (A) por el aminoacido valina (V) en la
posicién homéloga a la posicion 14 de SEQ ID NO: 26 (A[14]V),
c) la sustitucion del aminoacido arginina (R) por el aminoacido glicina (G) en la
posicién homéloga a la posicion 15 de SEQ ID NO: 26 (R[15]G), vy
d) la sustitucién del aminoacido alanina (A) por el aminoacido acido aspartico
(D) en la posicion homoéloga a la posicidén 21 de SEQ ID NO: 26 (A[21]D).

Todas estas mutaciones y combinaciones de las mismas, dan lugar a mutantes o
variantes de las peroxigenasas con un amplio espectro de aplicaciones

biotecnologicas, especificamente con una alta expresién funcional, una alta actividad
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monooxigenasa en detrimento de la actividad peroxidasa, alta termoestabilidad y
mayor resistencia a la presencia de co-solventes organicos, mantenimiento en la
regioselectividad frente a 1-naftol, descenso en el ratio 1,4-naftoquinona:1-naftol, un
incremento de eficiencia catalitica para naftaleno, descendiendo la oxidacién hasta un
50% sobre el 5-hidroxipropranolol, un incremento de eficiencia catalitica en dos
ordenes de magnitud, para diferentes aplicaciones, respecto a la variante PaDa-| de
SEQ ID NO: 18.

En una realizaciéon preferida de la invencién, el polinucleétido de la invencién que
codifica para un polipéptido con actividad peroxigenasa incrementada y actividad
peroxidasa disminuida, segun se describe en este documento, dicho polipéptido
codificado presenta las alteraciones aminoacidicas G241D y R257K, respecto a la
SEQ ID NO: 14. En otra realizacidén preferida de la invencién, el polinucledtido de la
invencidon que codifica para un polipéptido con las caracteristicas y ventajas
mencionadas aqui, dicho polipéptido codificado presenta las alteraciones
aminoacidicas G241D, R257K y F191S, respecto a la SEQ ID NO: 14. En una
realizacién particular de la invencién, el polinucleétido de la invencién se corresponde
con la SEQ ID NO: 21 que codifica para la variante de SEQ ID NO: 22, o con la SEQ
ID NO: 19 que codifica para la variante de SEQ ID NO: 20 (variante UPO JaWa, cony
sin péptido senal, respectivamente). En una realizacién particular de la invencién, el
polinucleétido de la invencion se corresponde con la SEQ ID NO: 39 que codifica para
la variante de SEQ ID NO: 40, o con la SEQ ID NO: 37 que codifica para la variante de
SEQ ID NO: 38 (variante UPO SolLo, con y sin péptido sefal, respectivamente).

En otra realizacion preferida de la invencién, el polinucleétido de la invencién que
codifica para un polipéptido con actividad peroxigenasa incrementada y actividad
peroxidasa disminuida, segun se describe en este documento, dicho polipéptido
codificado presenta las alteraciones aminoacidicas G241D y R257K, respecto a la
SEQ ID NO: 14, y ademas comprende las alteraciones aminoacidicas F[12]Y, A[14]V,
R[15]G y A[21]D, en el péptido sehal de SEQ ID NO: 26. En una realizacion particular
de la invencion, el polinucleétido de la invencion se corresponde con la SEQ ID NO: 23
que codifica para la variante de SEQ ID NO: 24 (variante UPO JaWa con péptido sefal

modificado).
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En otra realizacion preferida de la invencién, el polinucleétido de la invencién que
codifica para un polipéptido con actividad peroxigenasa incrementada y actividad
peroxidasa disminuida, segun se describe en este documento, dicho polipéptido
codificado presenta las alteraciones aminoacidicas G241D, R257K y F191S, respecto
a la SEQ ID NO: 14, y ademas comprende las alteraciones aminoacidicas F[12]Y,
A[14]V, R[15]G y A[21]D, en el péptido senal de SEQ ID NO: 26. En una realizacién
particular de la invencién, el polinucleétido de la invencién se corresponde con la SEQ
ID NO: 41 que codifica para la variante de SEQ ID NO: 42 (variante UPO SolLo con

péptido senal modificado).

Al igual que se ha mencionado anteriormente, con la informacién suministrada en la
presente invencién, un experto en la materia es capaz de combinar las mutaciones
anteriormente descritas para generar nuevas variantes de peroxigenasas con
mejorada actividad peroxigenasa y disminuida actividad peroxidasa, estabilidad
mejorada, asi como el resto de caracteristicas funcionales mencionadas en la presente

memoria.

Otro objeto descrito en la presente invencidén se refiere a la secuencia aminoacidica
codificada por el polinucleétido de la invencién, de ahora en adelante polipéptido de la
invencién, caracterizado por que su secuencia presenta una identidad de al menos un
70% con la SEQ ID NO: 2 (AaeUPO1, sin péptido sefal), y porque comprende al
menos dos alteraciones aminoacidicas, preferentemente sustituciones, en las
posiciones homélogas a las posiciones 241 y 257 de dicha secuencia, que sustituyen
los aminoacidos: glicina (G) original por acido aspartico (D) en la posicién 241 (G241D)
y arginina (R) original por lisina (K) en la posicién 257 (R257K).

En una realizacién preferida, el polipéptido de la invencién, comprende ademas una
alteracion aminoacidica adicional, preferentemente una sustitucién, en la posiciéon
homéloga a la posicidén 191 de la SEQ ID NO: 2, que sustituye el aminoacido
fenilalanina (F) original por serina (S) en la posicion 191 (F191S).

El término “péptido”, “polipéptido” o “proteina”, tal y como se emplea en la descripcién,

se refiere a una forma polimérica de aminoacidos de cualquier longitud.
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Asi, en un aspecto preferido de la invencién, las sustituciones de los aminoacidos:
glicina (G) en la posicién 241 y arginina (R) en la posicion 257 de la SEQ ID NO: 2, por
los aminoacidos acido aspartico (D) y lisina (K), respectivamente, da lugar a las
mutaciones 241D y R257K, respectivamente, obteniéndose la variante wt-JaWa de
SEQ ID NO: 8.

En otro aspecto preferido de la invencion, la sustitucion del aminoacido fenilalanina (F)
en la posicion 191 de la SEQ ID NO: 2, por el aminoacido serina (S), da lugar a la
mutacionF191S, obteniéndose la variante wt-SoLo de SEQ ID NO: 62.

El polipéptido de la invencién también puede presentar mutaciones adicionales a las
mencionadas anteriormente que mejoran su actividad, estabilidad, tanto térmica como
en presencia de diferentes co-solventes y su expresidén funcional en organismos
heterdlogos. Adicionalmente, las variantes con actividad peroxigenasa incrementada y
actividad peroxidasa disminuida, muestran un incremento de TTN de
aproximadamente 2,5 veces, un aumento en la k.5 para 1-naftol hasta en 1,5 veces,
un incremento de eficiencia catalitica para naftaleno hasta valores de 6,2 x 10° s'M™,
un descenso de aproximadamente 1,5 veces en el ratio 1,4-naftoquinona : 1-naftol, y
una regioselectividad frente a 1-naftol de aproximadamente 97%, ademas de un
incremento del TTN para la sintesis de 5’-hidroxipropranolol de 3 veces en ausencia
de antioxidantes (45000 para el mutante SolLo frente a 15000 del mutante JaWa) o de
15 veces (3000 en el caso de la AaeUPO silvestre), un incremento en la k. para 5'-
hidroxipropranolol de hasta 3,6 veces, un incremento de eficiencia catalitica para 5°-
hidroxipropranolol de hasta 3,1 x 10° s-1 M-1, dos 6rdenes de magnitud superiores a
los de cualquier enzima descrita y presentan hasta un 50% menos de oxidacién sobre
el 5-hidroxipropranolol. Estas mutaciones descritas anteriormente en esta invencion
pueden presentarse en diversas combinaciones conjuntamente con las mutaciones

descritas anteriormente como es conocido para un experto en la materia.

En un aspecto preferido, los polipéptidos de la presente invencion tienen por lo menos
20%, por ejemplo, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al
menos 80%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos
94% al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o al

menos 100%, incrementada la actividad peroxigenasa respecto a la actividad
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peroxigenasa del polipéptido maduro de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 14
o0 SEQ ID NO: 18.

En un aspecto preferido, los polipéptidos de la presente invencion tienen por lo menos
20%, por ejemplo, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al
menos 80%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos
94% al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o al
menos 100%, disminuida la actividad peroxidasa respecto a la actividad peroxidasa del
polipéptido maduro de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO:
18.

En una realizacién particular del polipéptido de la invencion, éste puede comprender,
ademas de las dos mutaciones mencionadas anteriormente, comunes a todos los
mutantes UPO obtenidos y descritos en la presente invencidén, una mutacion adicional
que comprende la sustitucion del aminoacido fenilalanina (F) original por el aminoacido

serina (S) en la posicion homodloga a la posicién 191 de la SEQ ID NO: 2 (F191S).

En una realizacién particular del polipéptido de la invencion, éste puede comprender,
ademas de las mutaciones mencionadas anteriormente, al menos una de las
siguientes mutaciones, ya sea de forma aislada, 0 en combinaciones de las mismas:
a) la sustitucion del aminoacido leucina (L) original por el aminoacido
fenilalanina (F) en la posicion homéloga a la posicion 2 de la SEQ ID NO: 2
(LB7F),
b) la sustitucién del aminoacido isoleucina (l) original por el aminoacido valina
(V) en la posicion homéloga a la posicidn 248 de la SEQ ID NO: 2 (1248V),
¢) la sustitucidn del aminoacido fenilalanina (F) original por el aminoacido
leucina (L) en la posicion homéloga a la posicion 311 de la SEQ ID NO: 2
(F311L),
d) la sustitucién del aminoacido valina (V) original por el aminoacido isoleucina
() en la posicién homéloga a la posicidén 75 de la SEQ ID NO: 2 (V75]) y
e) la sustitucion del aminoacido valina (V) original por el aminoacido alanina (A)

en la posicion homologa a la posicion 57 de la SEQ ID NO: 2 (V57A).
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En ofra realizacién preferida del polipéptido de la invencion, éste se caracteriza por
que puede comprender ademas la secuencia que codifica para el péptido sefal de
SEQ ID NO: 26.

En otra realizacion preferida del polipéptido de la invencién, éste se caracteriza por
que posee ademas al menos una de las siguientes mutaciones adicionales o
cualesquiera de sus combinaciones en la secuencia nucleotidica que codifica para el
péptido sefial de SEQ ID NO: 26:
a) la sustitucién del aminoacido fenilalanina (F) por el aminoacido tirosina (Y)
en la posicion homologa a la posicién 12 de SEQ ID NO: 26 (F[12]Y)
b) la sustitucion del aminoacido alanina (A) por el aminoacido valina (V) en la
posicién homéloga a la posicion 14 de SEQ ID NO: 26 (A[14]V),
c) la sustitucion del aminoacido arginina (R) por el aminoacido glicina (G) en la
posicidon homologa a la posicion 15 de SEQ ID NO: 26 (R[15]G), y
d) la sustitucién del aminoacido alanina (A) por el aminoacido acido aspartico
(D) en la posicion homoéloga a la posicidén 21 de SEQ ID NO: 26 (A[21]D).

Todas estas mutaciones dan lugar a mutantes o variantes de las peroxigenasas con
un amplio espectro de aplicaciones biotecnolégicas, especificamente con una alta
expresion funcional, una alta actividad monooxigenasa y una baja actividad
peroxidasa, alta termoestabilidad, mayor resistencia a la presencia de co-solventes
organicos, mayor regioselectividad, y un incremento del TTN, para diferentes
aplicaciones, respecto a la UPO wild-type, o respecto a otros mutantes UPO, como por

ejemplo el mutante PaDa-I.

Asi en una realizacion preferida de la invencion, el polipéptido presenta las
alteraciones aminoacidicas G241D y R257K respecto a la SEQ ID NO: 2. En una
realizacién particular de la invencién, el polipéptido de la invencion se corresponde con
el péptido de SEQ ID NO: 10 o de SEQ ID NO: 8 (variante wt-JaWa, con y sin péptido

senal, respectivamente).

Asi en una realizacién preferida de la invencion, el polipéptido presenta la alteracion
aminoacidica F191S respecto a la SEQ ID NO: 2. En una realizacion particular de la
invencién, el polipéptido de la invencion se corresponde con el péptido de SEQ ID NO:

64 o de SEQ ID NO: 62 (variante wt-SoLo, con y sin péptido sefial, respectivamente).
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En otra realizacion preferida de la invencidn, el polipéptido presenta las alteraciones
aminoacidicas G241D y R257K respecto a la SEQ ID NO: 2, y ademas comprende las
alteraciones aminoacidicas F[12]Y, A[14]V, R[15]G y A[21]D, en el péptido sehal de
SEQ ID NO: 26. En una realizacién particular de la invencién, el polipéptido de la
invencion se corresponde con el péptido de SEQ ID NO: 12 (variante wt-JaWa, con
péptido senal modificado, respectivamente). En otra realizacién preferida de la
invencion, el polipéptido presenta la alteracion aminoacidica F191S respecto a la SEQ
ID NO: 2, y ademas comprende las alteraciones aminoacidicas F[12]Y, A[14]V, R[15]G
y A[21]D, en el péptido sefal de SEQ ID NO: 26. En una realizacion particular de la
invencién, el polipéptido de la invencion se corresponde con el péptido de SEQ ID NO:

66 (variante wt-SoLo, con péptido senal modificado, respectivamente).

Asi, en otra realizacion preferida de la invencién, el polipéptido de la invencién
presenta las alteraciones aminoacidicas G241D, R257K, L67F, 1248V, F311L, V57A y
V75, respecto a la SEQ ID NO: 2. En una realizacidén particular de la invencion, el
polipéptido de la invencién se corresponde con el péptido de SEQ ID NO: 22 o de SEQ

ID NO: 20 (variante JaWa, con y sin péptido sefal, respectivamente).

Asi, en otra realizacion preferida de la invencién, el polipéptido de la invencién
presenta las alteraciones aminoacidicas G241D, R257K, F191S, L67F, 1248V, F311L,
V57A y V75, respecto a la SEQ ID NO: 2. En una realizaciéon particular de la
invencién, el polipéptido de la invencion se corresponde con el péptido de SEQ ID NO:

40 o de SEQ ID NO: 38 (variante SolLo, con y sin péptido sefial, respectivamente).

En otra realizacion preferida de la invencidn, el polipéptido presenta las alteraciones
aminoacidicas G241D, R257K, L67F, 1248V, F311L, V57A y V75I, respecto a la SEQ
ID NO: 2, y ademas comprende las alteraciones aminoacidicas F[12]Y, A[14]V, R[15]G
y A[21]D, en el péptido sefal de SEQ ID NO: 26. En una realizacion particular de la
invencién, el polipéptido de la invencion se corresponde con el péptido de SEQ ID NO:

24 (variante JaWa, con péptido sefial modificado).

En otra realizacion preferida de la invencidn, el polipéptido presenta las alteraciones
aminoacidicas G241D, R257K, F191S, L67F, 1248V, F311L, V57A y V75I, respecto a

la SEQ ID NO: 2, y ademas comprende las alteraciones aminoacidicas F[12]Y, A[14]V,
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R[15]G y A[21]D, en el péptido sehal de SEQ ID NO: 26. En una realizacion particular
de la invencion, el polipéptido de la invencion se corresponde con el péptido de SEQ

ID NO: 42 (variante SoLo, con péptido sefial modificado).

Con la informacion suministrada en la presente invencién, un experto en la materia es
capaz de combinar las mutaciones anteriormente descritas para generar nuevas
variantes de peroxigenasas con mejorada actividad peroxigenasa y disminuida
actividad peroxidasa y mayor estabilidad, ademas de comprender las caracteristicas

funcionales mencionadas a lo largo de la presente memoria.

Otro objeto descrito en la presente invencidén se refiere a la secuencia aminoacidica
codificada por el polinucleétido de la invencidn, caracterizado por que su secuencia
presenta una identidad de al menos un 70% con la SEQ ID NO: 14 (PaDa-l, sin
péptido senal), y por que comprende al menos dos alteraciones aminoacidicas,
preferentemente sustituciones, en las posiciones homélogas a las posiciones 241 y
257 de dicha secuencia, que sustituyen los aminoacidos: glicina (G) original por acido
aspartico (D) en la posicion 241 (G241D) y arginina (R) original por lisina (K) en la
posicidon 257 (R257K). En una realizacion preferida, la secuencia aminoacidica
codificada por el polinucledtido de la invencién comprende ademas, una alteracion
aminoacidica adicional, preferentemente una sustitucién, en la posicion homéloga a la
posicion 191 de dicha secuencia SEQ ID NO: 14, que sustituye al aminoacido

fenilalanina (F) original por serina (S) en la posicion 191 (F191S).

Alternativamente, la presente invencién también se refiere a la secuencia aminoacidica
codificada por el polinucleétido de la invencidn, caracterizado por que su secuencia
presenta una identidad de al menos un 70% con la SEQ ID NO: 14 (PaDa-l), y que
comprende los aminoacidos alanina (A), fenilalanina (F), isoleucina (I), valina (V) y
leucina (L) en las posiciones 57, 67, 75, 248 y 31 respectivamente, con respecto a la
SEQ ID NO: 14, caracterizado por que comprende ademas al menos dos alteraciones
aminoacidicas en las posiciones homologas a las posiciones 241 y 257 de dicha
secuencia, que sustituyen los aminoacidos: glicina (G) original por acido aspartico (D)
en la posicién 241 (G241D) y arginina (R) original por lisina (K) en la posicion 257
(R257K). De manera alternativa también, la secuencia aminoacidica codificada por el
polinucledtido de la invenciéon caracterizado por que su secuencia presenta una

identidad de al menos un 70% con la SEQ ID NO: 14 (PaDa-l), y que comprende los
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aminoacidos alanina (A), fenilalanina (F), isoleucina (l), valina (V) y leucina (L) en las
posiciones 57, 67, 75, 248 y 31 respectivamente, con respecto a la SEQ ID NO: 14,
caracterizado por que comprende ademas al menos tres alteraciones aminoacidicas
en las posiciones homoélogas a las posiciones 241, 257 y 191 de dicha secuencia, que
sustituyen los aminoacidos: glicina (G) original por acido aspartico (D) en la posicién
241 (G241D), arginina (R) original por lisina (K) en la posiciéon 257 (R257K) vy

fenilalanina (F) original por serina (S) en la posicion 191 (F191S).

Asi, en un aspecto preferido de la invencién, las sustituciones de los aminoacidos:
glicina (G) en la posicidén 241 y arginina (R) en la posicion 257 de la SEQ ID NO: 14,
por los aminoacidos acido aspartico (D) y lisina (K), respectivamente, da lugar a las
mutaciones G241D y R257K, respectivamente, obteniéndose la variante JaWa de SEQ
ID NO: 20.

En otro aspecto preferido de la invencion, las sustituciones de los aminoacidos: glicina
(G) en la posicion 241, arginina (R) en la posicidén 257 y fenilalanina (F) en la posicion
191 de la SEQ ID NO: 14, por los aminoacidos &cido aspartico (D), lisina (K) y serina
(S), respectivamente, da lugar a las mutaciones G241D, R257K y F191S,

respectivamente, obteniéndose la variante SoLo de SEQ ID NO: 38.

En ofra realizacién preferida del polipéptido de la invencion, éste se caracteriza por
que puede comprender ademas la secuencia que codifica para el péptido sefal de
SEQ ID NO: 26.

En ofra realizacién preferida del polipéptido de la invencion, éste se caracteriza por
que posee ademas al menos una de las siguientes mutaciones adicionales o
cualesquiera de sus combinaciones en la secuencia nucleotidica que codifica para el
péptido senal de SEQ ID NO: 26:
a) la sustitucién del aminoacido fenilalanina (F) por el aminoacido tirosina (Y) en
la posicion homodloga a la posicién 12 de SEQ ID NO: 26 (F[12]Y),
b) la sustitucién del aminoacido alanina (A) por el aminoacido valina (V) en la
posicién homéloga a la posicion 14 de SEQ ID NO: 26 (A[14]V),
c) la sustitucion del aminoacido arginina (R) por el aminoacido glicina (G) en la
posicidon homologa a la posicion 15 de SEQ ID NO: 26 (R[15]G), y
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d) la sustitucién del aminoacido alanina (A) por el aminoacido acido aspartico (D)
en la posicion homologa a la posicién 21 de SEQ ID NO: 26 (A[21]D).

Como se ha mencionado previamente, todas estas mutaciones dan lugar a mutantes o
variantes de las peroxigenasas con un amplio espectro de aplicaciones
biotecnologicas, especificamente con una alta expresién funcional, una alta actividad
monooxigenasa y una baja actividad peroxidasa, alta termoestabilidad, mayor
resistencia a la presencia de co-solventes organicos, mayor regioselectividad, y un

incremento del TTN, para diferentes aplicaciones, respecto a la variante PaDa-I.

Asi, en una realizacion preferida de la invencion, el polipéptido presenta las
alteraciones aminoacidicas G241D y R257K respecto a la SEQ ID NO: 14. En una
realizacién particular de la invencién, el polipéptido de la invencion se corresponde con
el péptido de SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 20 (variante JaWa, con y sin péptido

senal, respectivamente).

En otra realizacion preferida de la invencidn, el polipéptido presenta las alteraciones
aminoacidicas G241D, R257K y F191S respecto a la SEQ ID NO: 14. En una
realizacién particular de la invencién, el polipéptido de la invencion se corresponde con
el péptido de SEQ ID NO: 40 o SEQ ID NO: 38 (variante Solo, con y sin péptido sefal,

respectivamente).

En otra realizacion preferida de la invencidn, el polipéptido presenta las alteraciones
aminoacidicas G241D y R257K respecto a la SEQ ID NO: 14, alternativamente
también presenta la alteracibn F191S, y ademas, comprende las alteraciones
aminoacidicas F[12]Y, A[14]V, R[15]G y A[21]D, en el péptido sehal de SEQ ID NO:
26. En una realizacion particular de la invencién, el polipéptido de la invencion se
corresponde con el péptido de SEQ ID NO: 24 o con el péptido de SEQ ID NO: 42

(variantes JaWa o SolLo, con péptido senal modificado, respectivamente).

Otro objeto descrito en la presente invencidén se refiere al uso del polipéptido de la
invencién en procedimientos de sintesis organica, preferentemente en procesos de
oxifuncionalizacion u oxidacién selectiva de hidrocarburos en general, tanto
aromaticos, como alifaticos lineales, ramificados y ciclicos (alcanos como propano,

2,3-dimetilbutano o ciclohexano, acidos grasos como el acido laurico), cadenas
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hidrocarbonadas insaturadas lineales, ramificadas y ciclicas (olefinas como propeno,
2-metil-2-buteno o limoneno), mas preferentemente en la produccion de 1-naftol para
aplicaciones en industria textil (tintes), agroquimica (herbicidas, pesticidas) o en
biorremediacién, mas preferentemente en la produccion de HDMs, y mas
preferentemente aun en la produccién de 5’-hidroxipropranolol. También para
aplicaciones cosméticas y/o alimentarias, sintesis de metabolitos para farmacos o
composiciones farmacéuticas, otros procesos de biorremediacidén, preferentemente,
transformacion de PAHs (hidrocarburos aromaticos policiclicos) recalcitrantes en
derivados menos contaminantes, disefioc de biosensores, preferentemente,
inmunoensayos de deteccidn mediante quimioluminiscencia y en la elaboracién de
dispositivos bioelectrénicos que contienen enzimas inmovilizadas. Adicionalmente, los
polipéptidos descritos en la presente invencidn pueden transformar cualquier
compuesto que sea sustrato de la AaeUPO, como por ejemplo: puede O- y N-
dealquilar compuestos como el tetrahidrofurano o la lidocaina, respectivamente;
compuestos heterociclicos que presentan atomos de azufre o nitrégeno en su
estructura, donde dichos compuestos pueden ser S- o N- oxigenados, como sucede

con el dibenzotiofeno o la piridina, respectivamente.

El polinucleétido de la invencién puede encontrarse aislado como tal o formando parte
de construcciones génicas o de vectores que permiten la propagacion de dichos
polinucleétidos en células hospedadoras adecuadas. Tales vectores de expresion
génica incluyen secuencias de control, tales como, por ejemplo, elementos de control
de la traduccién (como cddigos de iniciacion y de parada) y de la transcripcion (por
ejemplo, regiones de promotor-operador, sitios de unién). Los vectores conforme a la
invencién pueden incluir plasmidos bacterianos y vectores virales, y otros vectores de
acuerdo con los procedimientos bien conocidos y documentados en el estado de la
técnica, y pueden expresarse en una variedad de sistemas de expresion diferentes,
asi mismo bien conocidos y documentados. Se conoce, ademas, una variedad de
técnicas que pueden utilizarse para introducir tales vectores en células procarioticas o
eucaridticas (células hospedadoras) para su expresion. Técnicas adecuadas de
transformacion o transfeccion son bien conocidas por el experto en la materia y estan
descritas en el estado de la técnica. Por lo tanto, en otro aspecto, la invencion se
refiere a un vector, en adelante vector de la invencién, que comprende el

polinucleétido de la invenciéon como se describe anteriormente.
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El término “construccién de acido nucleico” tal como se utiliza aqui se refiere a una
molécula de acido nucleico -de cadena sencilla o doble- que se aisla de un gen de
origen natural o que es modificada para contener segmentos de acidos nucleicos de
una manera que no lo haria de otro modo existir en la naturaleza o que es sintética. El
término "construccién de &cido nucleico” es sin6nimo del término "casete de
expresion” cuando el constructo de Aacidos nucleicos contiene las secuencias de
control requeridas para la expresion de una secuencia codificante de la presente

invencion.

Los términos "vector" o "vector de expresion” se refieren al vehiculo mediante el cual
una secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen heterdlogo) se pueden introducir
en una célula huésped, con el fin de transformar el anfitrion y promover la expresion
(por ejemplo, transcripcion y traduccién) de la secuencia introducida. Los vectores
comprenden tipicamente el ADN de un agente transmisible, en el que el ADN extrafo
que codifica una proteina se inserta por la tecnologia de enzima de restriccién. Un tipo
comun de vector es un "plasmido”, que generalmente es una molécula de ADN de
doble cadena, que puede aceptar faciimente ADN adicional (extrafno) y que puede ser
introducido facilmente en una célula huésped adecuada. Un gran numero de vectores,
incluyendo vectores plasmidicos y fungicos, se han descrito para la replicacién y/o
expresion en una variedad de huéspedes eucariotas y procariotas. Ejemplos no
limitantes incluyen plasmidos pKK (Clonetech), plasmidos pUC, plasmidos pET
(Novagen, Inc., Madison, WI), plasmidos pRSET o PrEP (Invitrogen, San Diego, CA),
plasmidos pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA), pGAPZaA, pcWori+, pET-26b
(+), pXTD14, pYEX-S1, pMAL, y pET22-b (+), o el plasmido utilizado en la presente
invencion, pJRoC30, donado por la Dra. Frances Arnold, del Instituto de Tecnologia de
California (CALTECH, USA). Los vectores de clonacion recombinantes a menudo
incluyen uno o mas sistemas de replicacion para la clonacién o expresién, uno o mas
marcadores para la seleccion en el huésped, por ejemplo, resistencia a antibiéticos, y
uno o mas casetes de expresion. Los vectores adecuados para la insercidén de dicho
polinucleétido son vectores derivados de los vectores de expresidn 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
pPSA3 y pAT28; vectores de expresion en levaduras tales como el plasmido de dos
micras de S. cerevisiae, plasmidos de integracion, vectores YEP, plasmidos

centromeros y similares; vectores de expresiéon en células de insectos tales como los
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vectores de la serie pAC y de la pVL vectores de expresidn; vectores de expresion en
células de plantas tales como piBi, pEarleyGate, PAVA, pCAMBIA, PGSA, PGWAB,
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. Otros
vectores se pueden emplear como se desee por un experto en la técnica. La
experimentacién de rutina en la biotecnologia se puede utilizar para determinar qué
vectores son los mas adecuados para utilizarse con la invencion, si es diferente a
como se describe en los Ejemplos. En general, la eleccién del vector depende del
tamarno de la secuencia de polinucleétidos y la célula huésped para ser empleado en

los métodos de esta invencion.

El término "secuencias de control" se define aqui para incluir todos los componentes
necesarios para la expresion de secuencias codificadoras de los polipéptidos de la
presente invencién. Cada secuencia de control puede ser nativa o extranjera a la
secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido o nativa o extranjera entre si.
Tales secuencias de control incluyen, pero no se limitan a, un lider, secuencia de
poliadenilacién, secuencia de propéptido, promotor, secuencia de péptido senal, y
terminador de la transcripcién. Como minimo, las secuencias de control incluyen un
promotor, y sefales de parada de la traduccion y la transcripcidon. Las secuencias de
control pueden ser provistas de enlaces con el fin de introducir sitios de restriccion
especificos que faciliten la ligadura de las secuencias de control con la regién de

codificaciéon de la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido.

Una “secuencia promotora” es una region reguladora de ADN capaz de unirse a la
ARN polimerasa en una célula e iniciar la transcripcién de un gen (direccion 3') aguas
abajo de la secuencia de codificacion. Para los fines de la definicion de esta invencion,
la secuencia promotora esta limitada en su extremo 3' por el sitio de iniciaciéon de la
transcripcion y se extiende aguas arriba (direccidon 5" para incluir el numero minimo de
bases o0 elementos necesarios para iniciar la transcripciéon a niveles detectables por

encima del fondo.

La expresion “unidos de forma operativa” se refiere a una yuxtaposicion en la que los
componentes asi descritos tienen una relacion que les permite funcionar en la manera

intencionada. Una secuencia de control “unida de forma operativa® a una secuencia
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codificadora esta ligada de tal manera que la expresion de la secuencia codificadora

se consigue en condiciones compatibles con las secuencias de control.

En una realizacién preferida, la construccion genética de la invencion ademas
comprende un polinucleétido que codifica para un péptido sefial mejorado por

evolucioén dirigida que favorece la expresion funcional del polipéptido de la invencion.

El término “péptido sefal’, tal y como se emplea en la descripcidon, se refiere a un
péptido que se localiza en el extremo amino de un polipéptido o proteina, y cuya
funcién es dirigir la localizacién de la proteina a distintos compartimentos de la célula
(nucleo, mitocondria, cloroplasto, reticulo endoplasmico (RE), aparato de Golgi (AG),

etc.) o al espacio extracelular, en el caso de que la proteina sea secretada.

El péptido sefal del factor o es un polipéptido de 83 aminoacidos. Los 19 primeros
aminoacidos constituyen el prelider que dirige el polipéptido en creacién hacia el RE.
Tras entrar en el RE, el prelider es escindido por una peptidasa, dejando una pro-
proteina. En este punto, las N-glicosilaciones de tres residuos de asparagina facilitan
el transito de la pro-proteina del RE al AG. En el AG, el prolider puede actuar como
chaperona hasta que es procesado por las proteasas KEX1, KEX2 y STE13 (Romanos
et al.,, 1992. Yeast 8, 423-488; Shuster, 1991. Curr. Opin. Biotech. 2, 685-690).
Ademas, el prolider parece estar implicado en un proceso de sefialado vacuolar, que
es perjudicial para la secrecion heterdloga (Rakestraw et al. Biotechnol. Bioeng. 2009.
103, 1192-1201).

Preferiblemente, el péptido sefal es el propio de la AaeUPO1 de secuencia
nucleotidica SEQ ID NO: 25 que codifica para la secuencia aminoacidica SEQ ID NO:
26. En una realizacion mas preferida, el péptido sefial comprende al menos una de las
siguientes mutaciones o cualesquiera de sus combinaciones:
a) la sustitucion del aminodacido fenilalanina (F) original por el amino&acido
tirosina (Y) en la posicion homéloga a la posicion 12 de SEQ ID NO: 26
(F[12]Y),
b) la sustitucion del aminoacido alanina (A) original por el aminoacido valina (V)
en la posicion homologa a la posicién 14 de SEQ ID NO: 26 (A[14]V),
¢) la sustitucién del aminoacido arginina (R) original por el aminoacido glicina
(G) en la posicién homodloga a la posicion 15 de SEQ ID NO: 26 (R[15]G), ¥
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d) la sustitucién del aminoacido alanina (A) original por el aminoacido acido
aspartico (D) en la posicion homéloga a la posicién 21 de SEQ ID NO: 26
(A[21]D).

En otra realizacién mas preferida aun, el péptido sefal de la invencion se corresponde
con la secuencia peptidica SEQ ID NO: 28, codificada por la secuencia nucleotidica
SEQ ID NO: 27. Dicho péptido sefal favorece la expresion funcional del polipéptido de

la invencion.

Otro objeto descrito en la presente invencion se refiere a una célula hospedadora
caracterizada por que comprende el polinucléotido de la invencién y es capaz de
producir el polipéptido de la invencién segun se describe a lo largo del presente

documento.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, una “célula hospedadora” incluye
cualquier célula cultivable que puede ser modificada mediante la introduccién de ADN
no contenido de manera natural en la célula, de aqui en adelante célula hospedadora
de la invencién. Preferiblemente, una célula hospedadora es aquella en la que el
polinucledtido de la invencion puede ser expresado, dando lugar a un polipéptido
estable, modificado post-traduccionalmente y localizado en el compartimento
subcelular apropiado. La eleccién de una célula hospedadora adecuada puede
también estar influida por la eleccion de la sefal de deteccidon. Por ejemplo, el uso de
construcciones con genes reporteros (por ejemplo, lacZ, luciferasa, timidina quinasa o
GFP) puede proporcionar una sefial seleccionable mediante la activaciéon o inhibicién
de la transcripcion del gen de interés en respuesta a una proteina reguladora de la
transcripcion. De cara a conseguir una seleccion o screening 6ptimo, el fenotipo de la

célula hospedadora debera ser considerado.

Una célula hospedadora de la presente invencion incluye células procariotas y
eucariotas. Las procariotas incluyen organismos gram negativos (por ejemplo,
Escherichia coli) o gram positivos (por ejemplo, bacterias del género Bacillus sp.). Las
células procariotas se usaran, preferiblemente, para la propagacién de la secuencia
del control de la transcripcién del vector que contiene el(los) polinucleétido(s) objeto(s)
de la invencién, lo que permitira conseguir un mayor numero de copias del vector

conteniendo el(los) polinucledtido(s) objeto(s) de la invencion. Entre las células
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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 sélo 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 Kiuyveromyces lactis,
Schizosaccharomyces pombe y Ustilago maydis, con Saccharomyces cerevisiae y
Pichia pastoris como organismos preferidos. Otras levaduras que pueden utilizarse en
la produccién de la(s) secuencia(s) poliaminoacidica(s) de la presente invencién son
Neurospora crassa, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus sojae,
Aspergillus oryzae, 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
(CHQ), células madre embrionarias, con las células BHK, HeK o HelLa como células
preferidas. Las células eucariotas son, preferiblemente, utilizadas para la expresién del
gen recombinante mediante la aplicacion de la secuencia de regulacion de la

transcripcién o el vector de expresién de la presente invencién.

La levadura de cerveza S. cerevisiae es un hongo unicelular que pertenece al
Superreino Eukaryota, (grupo Metazoa/Fungi), Reino Fungi, Subreino Dikarya, Phylum
Ascomycota, Subphylum Saccharomycotina, Clase Saccharomycetes, Orden

Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae y Género Saccharomyces.

La levadura metilotrofica P. pastoris pertenece al Superreino Eukaryota, (grupo
Metazoa/Fungi), Reino Fungi, Subreino Dikarya, Phylum Ascomycota, Subphylum
Saccharomycotina, Clase Saccharomycetes, Orden Saccharomycetales, Familia

Saccharomycetaceae y Género Komagataella.

Otro aspecto descrito en la presente invencion se refiere al método de obtencién del
polipéptido de la invenciéon que comprende las siguientes etapas:
a) Introducir el vector de la invencién segun se ha descrito previamente en una

célula hospedadora adecuada (célula hospedadora de la invencion),
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b) Cultivar la célula hospedadora de la invencién en un medio adecuado, vy,

c) Purificar el polipéptido de la invencion con actividad peroxigenasa
incrementada y actividad peroxidasa disminuida, respecto a las mismas
actividades de una enzima AaeUPO wild-type, o de una variante con actividad

UPO como por ejemplo, la variante PaDa-I.

Los términos “purificar’, “aislar”, “aislamiento" o "purificacion" de los polipéptidos o
enzimas descritos en la presente invencién, se refieren a la separacién de los péptidos
de la invencién y alternativamente, a su concentracién, a partir del medio de cultivo de
la célula de la invencidn. Los métodos para la separacion y purificacion de polipéptidos
son bien conocidos en la técnica, incluyendo, sin limitacion, técnicas de solubilidad
diferencial, cromatografia, electroforesis o isoelectroenfoque. Para algunos propésitos,
es preferible producir el polipéptido en un sistema recombinante en el que la proteina
contiene una etiqueta de secuencia adicional que facilita la purificacion, tal como, pero
no limitado a, una secuencia de polihistidina. Las técnicas de cromatografia pueden
estar basadas en el peso molecular, la carga o la afinidad de la proteina y puede
realizarse en columna, en papel o en placa. La separacién de la proteina puede
realizarse, por ejemplo, por cromatografia liquida rapida (FPLC, del inglés Fast Protein
Liquid Cromatography), en un sistema automatizado que reduce notablemente el

tiempo de purificacién e incrementa el rendimiento de la purificacion.

Otro aspecto de la invencidén se refiere a un cultivo de células hospedadoras de la

invencion.

Un cultivo de células hospedadoras se refiere al proceso de mantener y crecer las
células hospedadoras. Los cultivos celulares necesitan condiciones controladas de
temperatura, pH, porcentajes de gases (oxigeno y diéxido 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 de la célula hospedadora de la invencion,
o del cultivo de células hospedadoras de la invencién, para la obtencién del polipéptido

de la invencion. Preferentemente, la célula hospedadora de la invencion es una
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levadura, mas preferentemente de los géneros Saccharomyces sp. o Pichia sp, y mas

preferentemente aun, las especies son Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris.

Las peroxigenasas, como es el caso de los polipéptidos de la invencidn, son conocidas
por su gran numero de aplicaciones como pueden ser, por ejemplo, su empleo en
sintesis organica, preferentemente en procesos de oxifuncionalizacién, oxidacién o
hidroxilacion selectiva de hidrocarburos en general, tanto aromaticos como alifaticos,
lineales, ramificados y ciclicos, preferentemente el procedimiento de hidroxilacion de
compuestos aromaticos ciclicos, tanto de compuesto ciclicos simples o condensados,
mas preferiblemente procedimiento de hidroxilacion para la sintesis de 1-naftol y/o de
sintesis de 5°-hidroxipropranolol, derivados de limoneno para aplicaciones cosméticas
y/o alimentarias, sintesis de metabolitos de farmacos o composiciones farmacéuticas,
sintesis de 1-naftol para tintes, herbicidas o pesticidas, biorremediacion
(transformacion de PAHs recalcitrantes) y disefio de biosensores (inmunoensayos de
deteccién mediante quimioluminiscencia). Asi, el polipéptido de la invencién y la célula
hospedadora de la invencion pueden tener cualquiera de los usos ya conocidos en el

estado de la técnica para estas enzimas.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del polinucleétido de la invencién, o de
los vectores, o construcciones genéticas de la invencién, o de la célula hospedadora
de la invencion, o de los cultivos de la invencion, para la obtenciéon de enzimas con
actividad peroxigenasa incrementada y actividad peroxidasa disminuida, que
presentan una alta tasa de produccién, una elevada regioselectividad, preferentemente
frente a 1-naftol y/o frente a propranolol, y una elevada termoestabilidad respecto a la
peroxigenasa AaeUPO1 wild-type o nativa expresada en la levadura, o respecto a

variantes UPOQ, tal como por ejemplo, la variante PaDa-I.

Asi, otro objeto de la invencion se refiere al uso del polipéptido de la invencién en la
elaboracion de kits de diagndstico/prondstico con fines biomédicos para la deteccion
de metabolitos y medicidn de su concentraciéon en, por ejemplo, muestras de sangre,

saliva, lagrimas y/u orina.

Otro objeto particular de la invencion se refiere al uso del polipéptido de la invencién
en la elaboracién de dispositivos electrénicos que contienen enzimas inmovilizadas

para, por ejemplo, el diagndstico biomédico mediante la detecciéon de metabolitos y
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medicibn de su concentracién 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 diagnéstico con fines biomédicos y los dispositivos electronicos que
contienen enzimas inmovilizadas, especificamente los polipéptidos descritos en la

presente invencién, también forman parte de la invencion.

Asi otro objeto descrito en la presente invencién se refiere a un kit 0 a un dispositivo
electrénico que comprende al menos un polipéptido segun se describe en la presente

invencion.

Otro objeto descrito en la presente invencion se refiere a procedimientos de sintesis
organica, preferentemente en procesos de oxifuncionalizacién, oxidacidon o
hidroxilacion selectiva de hidrocarburos en general, tanto aromaticos como alifaticos,
lineales, ramificados y ciclicos, preferentemente el procedimiento de hidroxilacion de
compuestos aromaticos ciclicos, tanto de compuesto ciclicos simples o condensados,
mas preferiblemente procedimiento de hidroxilacién para la sintesis de 1-naftol y/o de
sintesis de 5’-hidroxipropranolol, mediante el uso de las variantes, de la célula

hospedadora, del kit, o del dispositivo de la invencion.

A lo largo de la descripcidén 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
invencién. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustraciéon de

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

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Evolucién dirigida de AaeUPO1. De los ciclos 1 al 5, la enzima se mejoré
hacia expresién funcional y actividad (las mutaciones acumuladas se detallan como
rectangulos de tono gris claro). Se parte del parental AaeUPO y se somete a 5 ciclos
de evolucién dirigida hasta obtener el mutante PaDa-I, sobre el que se efectuaron dos

ciclos mas de evolucion dirigida, en este caso para mejorar la capacidad de
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produccion de 1-naftol (las nuevas mutaciones aparecen como rectangulos en negro),
y tres ciclos mas agrupados en una unica generacion para mejorar la produccién de 5'-
hidroxypropranolol Las actividades (en %) proceden de medidas con microcultivos de
S. cerevisiae en microplacas de 96 pocillos del segundo re-screening. La
termoestabilidad (Ts,) se determiné usando sobrenadantes de cultivos producidos en
matraz. n.m. no medible. n.d. no determinado.

Figura 2. Caracteristicas bioquimicas de las variantes de la invencién. A)
Caracteristicas espectroscopicas en estado de reposo de los mutantes PaDa-I (linea
fina) y JaWa (linea gruesa). AU, unidades arbitrarias. B) Analisis de la
termoestabilidad (T5) de los mutantes PaDa-l (circulos negros) y JaWa (circulos
blancos). Los experimentos se hicieron con sobrenadantes de cultivos y cada punto
representa el valor promedio y la desviacion estandar de 3 experimentos individuales.
C) Estabilidad de los mutantes PaDa-| (barras negras) y JaWa (barras grises) a altas
concentraciones de acetonitrilo. Las estabilidades se determinaron tras 5 h de
incubacién de la enzima en concentraciones crecientes del co-solvente (del 50 al
100%) a 20°C en buffer fosfato potasico pH 7,0 10 mM. Tras ese tiempo, se tomaron
alicuotas que fueron analizadas con ABTS como sustrato (buffer fosfato sodico/citrato
pH 4,0 100 mM, H,O, 2 mM y ABTS 0,3 mM). Las barras de error indican desviaciones
estandar.

Figura 3. Transformacién del naftaleno mediante las variantes descritas en la
invencién. A) Productos formados tras 15 min de reaccién parada con 20 yL de HCI
37% (PaDa-l, barras negras; JaWa, barras grises). Las reacciones se llevaron a cabo
a temperatura ambiente empleando 6,6 nM de enzima pura, buffer fosfato potasico pH
7,0 100 mM, naftaleno 1 mM, acetonitrilo 20% y H,O, 1 mM (1 mL de volumen final).
Como se observa en la figura los productos obtenidos fueron principalmente naftaleno,
1-naftol y 2-naftol. B) Cromatogramas de la reaccién de transformacion del naftaleno
tras 270 min. (1: naftaleno; 2: 1-naftol; 3: 2-naftol y 4: 1,4-naftoquinona (1,4-NQ)). C) y
D) Seguimiento de la reaccion a lo largo de 270 min (sin anadir HCI) para los mutantes
PaDa-l (C) y JaWa (D). Circulos negros: naftaleno; circulos blancos: 1,2-6xido de
naftaleno; cuadrados blancos: 1-naftol y cuadrados negros: 2-naftol. Los numeros de
recambio total (TTN, fotal turnover numbers, expresados como pJmoles de
producto/umoles de enzima) se calcularon con el dato de la produccion de 1-naftol tras
270 min.

Figura 4. Conversién de naftaleno a 1-naftol mediante las variantes PaDa-l y

JaWa. Las reacciones se realizaron a temperatura ambiente y su composicién fue: 40
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nM de enzima pura, buffer fosfato potasico pH 7,0 100 mM, naftaleno 1 mM,
acetonitrilo 20% y H,O, 1 mM (1 mL de volumen final). 1-N: 1-naftol; 1,4-NQ: 1-4-
naftoquinona. Cada reaccién se hizo por triplicado y se pararon con HCI (pH<1) a
distintos tiempos (entre 60 y 600 s). /nset productos colorimétricos poliméricos
derivados de la 1,4-naftoquinona, 1: PaDa-l y 2: JaWa.

Figura 5. Variantes W24F obtenidas mediante mutagénesis dirigida. A) Modelo
realizado sobre la estructura del cristal de la enzima AaeUPO1 (numero de acceso
PDB: 2YOR), que comprende las mutaciones de la variante JaWa ademas de la
modificacion W24F respecto de la AaeUPO1 silvestre. El modelo se muestra sin
superficie, con superficie transparente y con superficie opaca, mostrando la posiciéon
W24. B) Actividad de las variantes W24F con diferentes sustratos respecto la actividad
de sus parentales respectivos, relativizado a la actividad de PaDa-Il. Los experimentos
se llevaron a cabo con sobrenadantes de cultivos crecidos en matraces de 100 mL. El
buffer empleado fue fosfato potasico pH 7,0 100 mM, excepto para el ABTS, que se
utilizé fosfato sddico/citrato pH 4,0 100 mM. Los componentes de la mezcla fueron:
naftaleno 0,5 mM, NBD 1 mM, DMP 3 mM y ABTS 0,3 mM. En todos los casos, H,O, 1
mM y acetonitrilo 15% se afadieron a las mezclas. Para la actividad con naftaleno se
aplicé el método con Fast Red (tras 10 min de reaccién se anadié Fast Red -
concentracion final 0,5 mM- y cuando el color rojo aparecié y se estabilizé, se midié la
absorbancia final). Los coeficientes de extincidn molar son: naftaleno+Fast Red,
€510=4.700 M™" cm™; NBD, €425=9.700 M~ cm™; DMP, £46,=27.500 M™" cm™ y ABTS,
£416=36.000 M~ cm™".

Figura 6. Mutaciones en las variantes UPO descritas en la invenciéon. Modelo
realizado sobre la estructura del cristal de AaeUPO1 (numero de acceso PDB: 2YOR).
A) PaDa-l; B) JaWa. La mutaciéon V248 procede de la ruta de evolucién previa. Los
residuos de fenilalanina (Phe) son los responsables de la acomodacion de los
sustratos en el bolsillo catalitico, el residuo de Cys36 es el ligando axial del hemo; la
R189, es un componente del par acido-base que esta implicado en la catalisis, y el
Fe** del hemo esta representado como una esfera.

Figura 7. Modelo proteico de A) PaDa-l y B) JaWa. El modelo proteico para PaDa-I
(A) se realiz6 partiendo de la estructura del cristal de AaeUPO1 (numero de acceso
PDB: 2YOR) y el software PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.3
Schrédinger, LLC. Las nuevas mutaciones del mutante PaDa-l respecto a la UPO
nativa se muestran subrayadas, mientras que los residuos subrayados con zigzag son

los que han sido cambiados en JaWa (B). En la imagen se distinguen las 5 Phe que
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median en la acomodacion del sustrato, Phe 69, Phe 76, Phe 121, Phe 191 y Phe 199;
los dos residuos cataliticos son R189 y E196.

Figura 8. Factores B para las UPOs evolucionadas de la presente invencion.
Representacion de los factores B (obtenidos con PyMOL Molecular Graphics System,
Version 1.3 Schrédinger, LLC.) de la variante PaDa-| (izquierda) y la variante JaWa
(derecha). Dichos factores B hacen referencia a la rigidez/flexibilidad de una region
proteica o de un aminoacido. A) Detalle de la mutacién en la posicion 257, localizada
en la superficie: tonos mas oscuros indican una mayor rigidez. B) Representacién en
modo “masilla” de la estructura completa de las variantes PaDa-l y JaWa. A mayor
grosor de las lineas, mayor flexibilidad.

Figura 9. Ensayo de la 4-AAP (4 aminoantipirina) con diferentes variantes UPO
puras (AaeUPO1, PaDa-l y JaWa). Las reacciones se realizaron a temperatura
ambiente y su composicion fue: 0,2 uM de cada variante UPO pura, buffer fosfato
potasico pH 7,0 50 mM, propranolol 5 mM, H,O, 2 mM (0,05 mL de volumen final) y en
caso de reacciones con acido ascérbico, este se afiadidé a una concentracién de 4 mM.
Cada reaccién se hizo por triplicado.

Figura 10. Acoplamiento molecular con JaWa y propranolol. Se destacan
aminoacidos que interaccionan con el propranolol, indicando las distancias respecto al
mismo. En gris oscuro se sefala la zona seleccionada para los experimentos de
MORPHING por su cercania a los puntos de contacto proteina-sustrato.

Figura 11. Mutaciones en las variantes SolLo respecto a la variante JaWa
descritas en la invencién. Modelo realizado sobre la estructura del cristal de PaDa-I.
A) JaWa; B) SolLo.

Figura 12. Analisis de la termoestabilidad (Ts,) de los mutantes JaWa (circulos
negros) y SolLo (circulos blancos). Los experimentos se hicieron con sobrenadantes
de cultivos y cada punto representa el valor promedio y la desviacién estandar de 3
experimentos individuales.

Figura 13. Cromatograma con las reacciones enzimaticas. Las reacciones se
realizaron a temperatura ambiente y su composicion fue: 0,03 uM de cada variante
UPO pura, buffer fosfato potasico pH 7,0 50 mM, propranolol 4 mM, H,O, 2 mM (0,5
mL de volumen final).

Figura 14. Turnover rates (tasas de recambio) de AaeUPO, JaWa y Solo. La
mezcla de reaccibn contenia 0,03 pM de cada variante UPO pura, 5-
hidroxipropranolol 0,4 mM, y H,O, 2 mM en buffer fosfato potasico pH 7,0 50 mM (0,3

mL de volumen final). Se puede observar la desaparicibn del producto 5'-
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hidroxipropranolol debido a la formacién de su correspondiente quinona mediante la
actividad peroxidasa de la enzima.

Figura 15. Calculo del total turnover number (TTN) de AaeUPO y SolLo. El ensayo
se llevé a cabo con 0,03 uM de cada enzima pura, propranolol 4 mM, y H,O, 2 mM en
buffer fosfato potasico pH 7,0 50 mM y de la misma manera pero ademas con acido
ascorbico 4 mM. En ambos casos se anadia H,O, 2 mM cada 10 min, monitorizando la
reaccién en cada punto de adicién tomando distintas alicuotas.

EJEMPLOS

A continuacién se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los
inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencién. Los
siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invencién y no deben ser considerados como

limitativos del alcance de la misma.

Ejemplo 1. Obtencién y caracterizacién de las variantes de la presente invencion

MATERIALES Y METODOS

Reactivos y enzimas

ABTS (&cido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)), DMP (2,6-dimetoxifenol),
alcohol bencilico, 1-naftol, 2-naftol, 1,4-naftoquinona, Fast Red (Fast Red TR Salt
hemi(zinc chloride) salf), Taq DNA polimerasa y el kit de transformaciéon de
Saccharomyces cerevisiae, se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EEUU).
NBD (5-nitro-1,3-benzodioxol) se adquirié a TCl América (Portland, OR, EEUU),

mientras que el naftaleno procede de Acros Organics (Geel, Belgium).

El cDNA de upo? (clon C1A-2) de A. aegerita fue proporcionado por el Dr. Martin
Hofrichter (Pecyna, M.J., et al. Appl. Microbiol. Biotechnol.. 2009; 84. 885-897).

Las células competentes de Escherichia coli XL2-Blue y el kit Genemorph Il Random
Mutagenesis (Mutazima Il) se obtuvieron de Agilent Technologies (Santa Clara, CA,
EEUU) y la DNA polimerasa de alta fidelidad iProof fue adquirida a Bio-Rad (Hercules,
CA, EEUU). Las enzimas de restriccibn BamHI| y Xhol se obtuvieron de New England
Biolabs (Ipswich, MA, EEUU) y la cepa deficiente en proteasas de S. cerevisiae

BJ5465, de LGCPromochem (Barcelona, Spain). Los kits Zymoprep Yeast Plasmid
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Miniprep y Zymoclean Gel DNA Recovery son comercializados por Zymo Research
(Orange, CA, EEUU). El kit NucleoSpin Plasmid kit procede de Macherey-Nagel
(Duren, Alemania) y los oligonucleétidos empleados fueron sintetizados por Isogen Life
Science (Barcelona, Spain). Todos los compuestos quimicos son de la mayor pureza

disponible en el mercado.

Evolucién dirigida

El mutante PaDa-l (SEQ ID NO: 18) que comprende el péptido sefial mutado de SEQ
ID NO: 28, se obtuvo como se describe en P. Molina-Espeja, E. et al. Appl. Environ.
Microb. 2014. 80: 3496-3507. Tras cada ciclo de evolucion, los productos de PCR se
cargaron en un gel de agarosa semipreparativo y se purificaron mediante el kit
Zymoclean Gel DNA Recovery. Los fragmentos de DNA recuperados se clonaron en el
plasmido pJRoC30 bajo el control del promotor GAL1 linealizado con BamHI| y Xhol
(con lo que también se elimina el gen parental o predecesor). El plasmido linealizado
se cargd en un gel de agarosa preparativo de bajo punto de fusién y se purificd usando

el kit Zymoclean Gel DNA Recovery.

Primera generacién (1G)

Para la obtencidon de las variantes descritas en la presente invencién se llevd a cabo
una reaccién de PCR con tendencia a error en un volumen final de 50 pL. Esta
reaccion contenia 3% dimetil sulféxido (DMSO), 0,37 uM RMLN (SEQ ID NO: 33 5-
cctctatactttaacgtcaagg-3’), 0,37 uM RMLC (SEQ ID NO: 34 5’-gggagggcatgaatgtaage-
3), 0,8 mM desoxinucledtido trifosfatos (ANTPs, 0,2 mM de cada uno), 0,05 U/uL
Mutazima Il (Genemorph Il kit, Stratagene) y 2.822 ng del molde (plasmido pJRoC30
(procede de Tecnologia de California (CALTECH, USA), que comprende la secuencia
nucleotidica del mutante PaDa-lI de SEQ ID NO:17, 300 ng del DNA diana). Esta
reaccion de PCR mutagénica se realizd en un termociclador de gradiente (Mycycler,
Bio-Rad, EEUU) determinando los siguientes parametros: 95°C 2 min (1 ciclo); 94°C
45 s,53°C 45 s,y 74°C 3 min (28 ciclos); y 74°C 10 min (1 ciclo). Se mezclaron 200 ng
del producto de PCR con 100 ng del plasmido linealizado y se transformaron células
competentes de S. cerevisiae de manera que se produjera in vivo shuffling del DNA y
clonaje (empleando para ello el kit de transformacién de levadura). Se plaqued el

volumen resultante de la transformacién en placas de medio minimo sélido (para
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placas SC drop-out, dicho medio minimo sdlido consta de 100 mL de yeast nitrogen
base (Sigma) al 6,7%, 100 mL de complemento de aminoacidos sin uracilo a 19,2 g/L,
100 mL de glucosa al 20%, 20 g bacto agar, 700 mL de agua destilada y 1 mL de
cloranfenicol a 25 g/L) y se incubaron durante 3 dias a 30°C. Las colonias individuales
que se formaron fueron seleccionadas y sometidas al ensayo de High-Throughput
Screeening colorimétrico dual (HTS), para explorar librerias de mutantes
eficientemente sin alterar la estabilidad enzimatica de los mismos, ademas de a varios

re-screenings, como se describe mas abajo.

Segunda generacién (2G)

Con los mejores mutantes obtenidos en la primera generacion se realizé StEP
mutagénico (Staggered Extension Process) (H. Zhao, et al. Nat Biotech. 1998. 16, 258-
261; Garcia-Ruiz et al. Biochem. J. 2012. 441, 487-498) combinado con in vivo
shuffling. Las condiciones de la PCR del StEP fueron: 3% DMSO, 90 nM RMLN (SEQ
ID NO: 33 5-cctctatactttaacgtcaagg-3’), 90 nM RMLC (SEQ ID NO: 34 5-
gggagggcgtgaatgtaage-3’), 0,3 mM dNTPs (0,075 mM de cada uno), 0,05 U/uL Taq
DNA polimerasa y 16 ng de los moldes (pJRoC30 con los cuatro mejores mutantes de
la primera generacién). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador
de gradiente usando los siguientes parametros: 95°C 5 min (1 ciclo); 94°C 30 s, 55°C
20 s (90 ciclos). Se mezclaron 200 ng de los productos de PCR con 100 ng del
plasmido linealizado y se transformé en células competentes de S. cerevisiae). El resto
del procedimiento se siguido como se ha explicado previamente para la obtencién de la
primera generacion. En este ciclo de evolucidén se obtuvo una nueva variante, JaWa,
en la cual dos nuevas mutaciones tuvieron lugar. G241D y R257K, respecto a

cualquiera de las enzimas AaeUPO1 o PaDa-I.

Variantes W24F

Se realizaron dos reacciones de PCR de alta fidelidad individuales para cada variante
PaDa-| (PaDa-l de SEQ ID NO: 18, codificado por la SEQ ID NO: 17) y JaWa (SEQ ID
NO: 24, codificado por la SEQ ID NO: 23), empleando como molde las secuencias
nucleotidicas que codifican para ambas y asi introducir el cambio requerido en su
secuencia. Comenzando la numeracion del gen upo1 de SEQ ID NO: 1 desde el inicio
de la proteina madura de SEQ ID NO: 2, los dos cambios nucleotidicos llevados a
cabo fueron G71T y G72T (cambio de codon: TGG -W-a TTT -F). Para estas PCRs se

disefiaron dos cebadores en los que se incluyeron los cambios mencionados. Dichos
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cebadores fueron el cebador F24FOR de secuencia SEQ ID NO: 35 (F24FOR: 5-
ctcacccatttaagccgcttcgacctggcgatattcgtggac-3°) y el cebador F24REV de secuencia
SEQ ID NO: 36 (5-gtccacgaatatcgccaggtcgaagcggcttaaatgggtgag-3’). Los cambios
introducidos en dichos cebadores para llevar a cabo la mutagénesis aparecen

subrayados en la secuencia nucleotidica de los mismos.

Las condiciones de estas PCRs mutagénicas fueron: (i) en un volumen final de 50 pL,
3% DMSO, 0,5 uM RMLN (SEQ ID NO: 33), 0,5 uM F24REV de SEQ ID NO: 36, 1 mM
dNTPs (0.25 mM de cada uno), 0,02 U/uL de DNA polimerasa de alta fidelidad iProof y
10 ng de los moldes; o (ii) en un volumen final de 50 yL, 3% DMSO, 0,5 uM F24FOR
de SEQ ID NO: 35, 0,5 pM RMLC de SEQ ID NO: 34, 1 mM dNTPs (0,25 de cada
uno), 0,02 U/uL de DNA polimerasa de alta fidelidad iProof y 10 ng de los moldes. Los
parametros empleados fueron: (i) 98°C 30 s (1 ciclo), 98°C 10 s, 47°C 25 s, 72°C 15 s
(28 ciclos), y 72°C 10 min (1 ciclo); o (ii) 98°C 30 s (1 ciclo), 98°C 10 s, 58°C 25 s,
72°C 45 s (35 ciclos), y 72°C 10 min (1 ciclo). Se mezclaron 200 ng de los dos
productos de PCR correspondientes a su respectivo molde con 100 ng del plasmido
linealizado y se transformaron en S. cerevisiae para que se llevara a cabo el
ensamblamiento in vivo de los genes y el clonaje mediante la técnica /n Vivo Overlap
Extension (IVOE) (M. Alcalde. Methods Mol. Biol. 2010. 634, 3—-14).

Preparacién de las librerias de mutantes

Se seleccionaron colonias individuales correspondientes a clones y se inocularon en
placas de 96 pocillos estériles (Greiner Bio-One GmbH, Alemania), de ahora en
adelante placas madre, con 200 uL/pocillo de medio minimo de expresion (100 mL de
yeast nitrogen base al 6,7%, 100 mL de complemento de aminoacidos sin uracilo a
19,2 g/L, 67 mL de buffer fosfato potasico pH 6,0 1 M, 111 mL de galactosa al 20%, 22
mL de MgSO, a 0,1 M, 31,6 mL de etanol absoluto, 1 mL de cloranfenicol a 25 g/L y
ddH.O hasta 1.000 mL). La columna 6 de cada columna se inoculd con el
correspondiente parental y el pocillo H1, con S. cerevisiae sin transformar. Las placas
se sellaron para evitar la evaporacion y se incubaron a 30°C, 220 RPM y 80% de

humedad relativa (en un Minitron, INFORS, Suiza) durante 5 dias.

High-Throughput Screening (HTS) colorimétrico dual
Las placas madre se centrifugaron (Eppendorf 5810R centrifuge, Alemania) durante 10

min a 3.500 RPM y 4°C. Se transfirieron 20 pL de sobrenadante de estas placas
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madre a dos placas réplica hijas con la ayuda de un robot manipulador de liquidos
Freedom EVO (Tecan, Suiza). Se afiadieron 180 pyL de mezcla de reaccién con 2,6
dimetoxifenol (DMP) o naftaleno a las placas hijas utilizando un robot pipeteador

(Multidrop Combi Reagent Dispenser, Thermo Scientific, EEUU).

La mezcla de reaccién con DMP estaba compuesta por buffer fosfato potasico pH 7,0
100 mM, DMP 3 mM y H,O, 1 mM. De manera simultanea se llevo a cabo este mismo
ensayo de screening pero anadiendo 10% de acetonitrilo a la mezcla de reaccién para
poder determinar cambios en la actividad causados por la aparicidon de resistencia a
este co-solvente organico (presente en la mezcla de reaccion del screening con
naftaleno, necesario para que permanezca disuelto). La mezcla de reaccién con
naftaleno contenia buffer fosfato potasico pH 7,0 100 mM, naftaleno 0,5 mM,
acetonitrilo 10% y H,O, 1 mM. Las placas se agitaron brevemente y se midi6 la
absorbancia inicial a 469 nm y 510 nm, respectivamente, empleando para ello un
lector de placas (SPECTRAMax Plus 384, Molecular Devices, EEUU). Tras un tiempo
de reaccion de 10 min se anadieron 20 pyL de Fast Red (Fast Red TR Salt hemi(zinc
chloride) salt) a cada pocillo del screening con naftaleno (de manera que su
concentracién final en cada pocillo fuera 0,5 mM). Las placas permanecieron a
temperatura ambiente hasta que se desarrollé color naranja (DMP) o rojo (naftol-Fast
Red), momento en el cual se midi6 nuevamente la absorbancia. Los valores se
normalizaron frente al parental de cada placa. Para descartar falsos positivos, se
llevaron a cabo dos re-screenings, ademas de un tercer re-screening en el cual se
determiné la estabilidad cinética (T5,) (P. Molina-Espeja, et al. Appl. Environ. Microb.
2014. 80: 3496-3507). El compuesto Fast Red se acopla de manera especifica al 1-
naftol para formar un colorante tipo azo de color rojo que puede ser medido a 510 nm
(es10 = 4.700 M cm™), longitud de onda a la cual la interferencia en la medida que

produce el medio de cultivo es minima.

Primer re-screening

Se seleccionaron los mejores clones del screening (~50 clones), de los cuales se
tomaron alicuotas de 5 UL y se transfirieron a placas estériles con 200 uL de medio
minimo de expresion por pocillo. Las columnas 1 y 12 mas las filas A y H no se
inocularon, con el objetivo de evitar evaporacion y asi la apariciéon de falsos positivos.

Se incubaron durante 5 dias a 30°C y 220 RPM. El parental fue tratado de la misma
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manera (fila D, pocillos 7-11). Las placas fueron tratadas siguiendo el protocolo que en

el screenning descrito anteriormente.

Segundo re-screening

Una alicuota con los ~10 mejores clones del primer re-screeening fue inoculada en 3
mL de medio de cultivo YPD (10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona, 100 mL
de glucosa al 20%, 1 mL de cloranfenicol a 25 g/L y ddH,O hasta 1.000 mL) a 30°C y
220 RPM durante 24 h. Los plasmidos de esos cultivos se extrajeron con el kit
Zymoprep Yeast Plasmid Miniprep. Debido a la impureza y a la baja concentracién del
DNA extraido, los plasmidos fueron transformados en células supercompetentes de E.
coli XL2-Blue y plagueadas en placas LB-amp (el medio Luria-Bertani se compone de
5 g de extracto de levadura, 10 g de peptona, 10 g de NaCl, 100 mg de ampicilina y
ddH,O hasta 1.000 mL). Se selecciond una colonia individual de cada clon, se inoculo
en 5 mL de LB y se crecié durante 16 h a 37°C y a 250 RPM. Los plasmidos fueron
extraidos mediante el kit NucleoSpin Plasmid y transformados en células competentes
de S. cerevisiae (asi como con el parental). Cinco colonias individuales de cada clon
se seleccionaron e inocularon para someterlas al mismo protocolo de screening

descrito anteriormente.

Tercer re-screening. Ensayo de termoestabilidad

Se selecciond una colonia individual de S. cerevisiae con el clon correspondiente
(crecido en placa de medio minimo SC drop-out. 100 mL de yeast nitrogen base al
6,7%, 100 mL de complemento de aminoacidos sin uracilo a 19,2 g/L, 100 mL de
glucosa al 20%, 1 mL de cloranfenicol a 25 g/L y ddH,O hasta 1.000 mL), se inoculé
en 3 mL de medio minimo selectivo (igual que el medio SC para placa, pero con 20 g
de bacto agar y rafinosa en lugar de galactosa) y se incub6 durante 48 h a 30°C y 220
RPM. Se tomé una alicuota tal de este cultivo de manera que al inocularla en 5 mL de
nuevo medio minimo, la densidad éptica a 600 nm tuviera un valor de 0,25 (opfical
density, ODgp0=0,25). Este refresco se incubd hasta que se completaron dos ciclos de
crecimiento completos (entre 6 y 8 h), momento en el cual se tom6 1 mL de células
para inocular 9 mL de medio de expresion en un matraz de 100 mL (ODge=0,1). Este
cultivo de cada clon se incub6 durante 72 h a 25°C y 220 RPM (cuando la actividad
UPO era maxima; ODgno=25-30), se separaron las células por centrifugacion (10 min a
4.500 RPM y 4°C) y el sobrenadante se filtré (con filtro de vidrio y de nitrocelulosa de

0,45 de tamaro de poro). Diluciones apropiadas de los sobrenadantes se prepararon
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de tal manera que alicuotas de 20 uL dieran lugar a una respuesta lineal en modo
cinético. 50 pL de sobrenadante se utilizaron para cada punto en un gradiente de
temperatura creado mediante termociclador, de 30 a 80°C. Tras una incubacion de 10
min, las alicuotas se enfriaron en hielo durante 10 min y atemperaron a temperatura
ambiente durante 5 min. Por ultimo, estos sobrenadantes se sometieron al ensayo
colorimétrico con ABTS (buffer fosfato sodico/citrato pH 4,0 100 mM, ABTS 0,3 mM y
H.O, 2 mM). Los valores de termoestabilidad se calcularon segun el ratio entre las
actividades residuales incubadas a distintas temperaturas y el valor de actividad inicial
a temperatura ambiente. El valor de T5; se determina como el valor de temperatura al
cual la proteina pierde el 50% de su actividad inicial tras una incubaciéon de 10

minutos.

Produccién de variantes recombinantes de UPO en S. cerevisiae

Una colonia independiente de S. cerevisiae que comprendia la correspondiente
variante de la invencién fue seleccionada de una placa de medio minimo SC drop-out
y se inoculé en 20 mL de medio minimo SC liquido, cultivos que se incubaron durante
48 h a 30°C y 220 RPM. Se tomé una alicuota tal de este cultivo de manera que al
inocularla en 100 mL de nuevo medio minimo, la ODgg tuviera un valor de 0,25. Este
refresco se incubd hasta que se completaron dos ciclos de crecimiento completos
(entre 6 y 8 h), momento en el cual se tomaron 100 mL de células para inocular 900
mL de medio de expresién en un matraz de 2.000 mL (ODgw=0,1). Este cultivo de
cada clon se incub6 a lo largo de 72 h a 25°C y a 220 RPM (cuando la actividad UPO
era maxima; ODgp=25-30), se separaron las células por centrifugacién (10 min a 4.500
RPM y 4°C) y el sobrenadante se filtré (con filtro de vidrio y de nitrocelulosa de 0,45 de

tamario de poro).

Purificacién de variantes recombinantes de AaeUPO1

La purificacion de las variantes AaeUPOs recombinantes descritas en la presente
invencion se llevo a cabo mediante cromatografia de intercambio catidnico seguida de
cromatografia de intercambio anionico (AKTA purifier, GE Healthcare). El extracto
crudo fue en primer lugar tratado por precipitacion fraccionada con sulfato de amonio
(55%, primer corte) y tras eliminar el pellet, el sobrenadante fue de nuevo sometido a

precipitacién con sulfato de amonio (85%, segundo corte). El pellet final fue
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resuspendido en buffer fosfato sédico/citrato pH 4,3 10 mM (buffer A), y la muestra fue
filtrada y cargada en una columna de intercambio cationico fuerte (HiTrap SP FF, GE
Healthcare), pre-equilibrada con buffer A. Las proteinas se eluyeron mediante un
gradiente lineal de 0 a 25% de buffer A con NaCl 1M en 55 mL y de 25 a 100% de
buffer A con 1 M NaCl en 5 mL, a un flujo de 1 mL/min. Las fracciones con actividad
UPO fueron recuperadas, concentradas y dializadas en buffer Bis Tris pH 6,5 10 mM
(buffer B) y cargadas en una columna de alta resolucién de intercambio aniénico
(Biosuite Q, Waters), pre-equilibrada con buffer B. Las proteinas se eluyeron mediante
un gradiente lineal de 0 a 15% de buffer B con NaCl 1M en 40 mL y de 15 a 100% de
buffer B con 1 M NaCl en 5 mL, a un flujo de 1 mL/min. Las fracciones con actividad
UPOQO fueron recuperadas, concentradas y dializadas en buffer fosfato potasico pH 7,0
50mM y almacenadas a 4°C. Se obtuvieron valores Reinheitszahl [Rz] [As18/Az2s0] de
~2. Las fracciones de los distintos pasos de purificacion fueron analizadas en un gel
de acrilamida al 12% SDS/PAGE, tefiido con azul Coomassie. Las concentraciones de
los extractos crudos de estos pasos fueron determinadas mediante el empleo del

reactivo de Bradford y BSA como estandar.

Valores de constantes cinéticas

Las constantes cinéticas de las variantes de la invenciéon para ABTS se estimaron en
buffer fosfato sddico/citrato pH 4,0 100 mM y H,O, 2 mM; y para el resto de los
sustratos, en buffer fosfato potasico pH 7,0 100 mM, H.O, 2 mM (DMP) o H,O, 1 mM
(NBD y naftaleno, en 20% of acetonitrilo - concentracion final). Para H,O, se utiliza
alcohol bencilico como sustrato a las correspondientes condiciones de saturacién. Las
reacciones se llevaron a cabo por triplicado y las oxidaciones de los sustratos se
siguieron por cambios espectrofotométricos (ABTS: €41s=36.000 M™" cm™; DMP:
€466=27.500 M™" cm™; NBD: £€4,5=9.700 M™" cm™, naftaleno: €30;=2.010 M™" cm™, y
alcohol bencilico: €,5,=1.400 M’ cm'“). Las cinéticas para naftaleno se realizaron
segun el protocolo descrito en M. G. Kluge, et al. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2007. 75:
1473-1478. Para calcular los valores de Kn, Y kc.at, S€ representaron los valores de Vyax
frente a las concentraciones de sustrato y se realizd un ajuste a la funcion de hipérbola

(con SigmaPlot 10.0, donde el parametro a es equivale a k., y €l parametro b, a K,).

Analisis por HPLC
Se realizd el analisis de las reacciones mediante cromatografia en fase reversa

(HPLC). El equipo esta formado por una bomba terciaria (Varian-Agilent Technologies,
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EEUU) acoplada a un autosampler (Merck Millipore, MA, EEUU); para la separacién se
utilizé una columna ACE C18 PFP (pentafluorofenil, 15 cm x 4,6 cm) a 45°C y la
detecciodn se llevo a cabo mediante el uso de un detector de fotodiodo (PDA) (Varian,-
Agilent Technologies, EEUU). La fase movil seleccionada fue 70% metanol y 30%
ddH,O (en ambos casos con un 0,1% de acido acético) a un flujo de 0,8 mL/min. La
reaccion se cuantificé a 268 nm (basado en HPLC estandares). Para la reaccion de 15
min, la mezcla contuvo 6,6 nM de enzima pura, naftaleno 1 mM, acetonitrilo 20% y
H.O, 1 mM en buffer fosfato potasico pH 7,0 100 mM (1 mL de volumen final). La
reaccion se inicié con la adicion de H,O, y se pard con 20 pL of HCI 37%. Para las
reacciones a largo tiempo, las condiciones empleadas fueron las descritas
anteriormente pero sin parar la reaccién con HCI. A distintos tiempos de reaccion (de 1

a 270 min), una muestra de 10 L fue inyectada y analizada.

Para los valores cinéticos del 1-naftol, la reaccion se llevé a cabo con 40 nM de
enzima pura, 1-naftol 1 mM, acetonitrilo 20% y H,O, 1 mM en buffer fosfato potasico
pH 7,0 100 mM (0,2 mL de volumen final).

Las desviaciones estandar resultaron menos del 5% en todos los casos.

Andlisis por MALDI-TOF-MS y determinacién del punto isoeléctrico

Los analisis se llevaron a cabo mediante el uso de un equipo Autoflex Il MALDITOF-
TOF con un laser smartbeam (Bruker Daltonics). Las muestras se evaluaron en modo
positivo. La calibracién del método se realizé6 usando BSA con estandar, cubriendo asi
un rango de 15.000 a 70.000 Da. Para la determinacién del punto isoeléctrico de las
variantes UPO, 8 yg de enzima pura se sometieron a electroforesis bidimensional.
Estos experimentos se realizaron en el Servicio de Proteémica y Genémica del Centro

de Investigaciones Biolégicas (CIB-CSIC, Espana).

Andlisis por Cromatografia Liquida/Espectrometria de Masas (LC/MS)

Para la realizacién de estos analisis se empled un espectrometro de masas con
analizador hibrido Q-TOF (QSTAR, ABSciex, MA, EEUU). Como fuente de ionizacién
se utilizé electrospray (ESI), y como fase ionizante, metanol. El sistema de entrada en
este caso fue inyeccion directa en un HPLC 1100 (Agilent Technologies, EEUU). La
resolucién del ensayo corresponde a 9.000 FWHM (full width at half maximum), la

exactitud, 5-10 ppm y se realizé en modo negativo.
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RESULTADOS

Tomando como parental la enzima mutante PaDa-l de SEQ ID NO: 18 codificada por
la SEQ ID NO: 17 para llevar a cabo los experimentos de evolucién dirigida, se
construyeron librerias de mutantes de la UPO mediante mutagénesis aleatoria y
recombinacion por StEP e in vivo DNA shuffling con el objetivo de obtener una enzima
mutante o variante que muestre una menor actividad peroxidasa sobre el 1-naftol a la
vez que se potencia la actividad peroxigenasa sobre el naftaleno, teniendo en cuenta
ademas que dicha variante debe expresarse de forma robusta en organismos
heterélogos y secretarse en forma activa, soluble y muy estable. Para ello, cada
variante obtenida en las librerias de mutantes fue sometida a un doble screening
disefiado ad-hoc cuya finalidad es la obtencién de las variantes que poseen las
capacidades arriba indicadas, una mayor actividad peroxigenasa frente a naftaleno y

una menor actividad peroxidasa frente a 1-naftol.

Tras someter al mutante PaDa-| (SEQ ID NO: 17) a dos ciclos de evolucién dirigida (~
4.000 clones analizados), se identific6 un doble mutante al que se denomind JaWa y
que comprende la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 23, que codifica para la variante
de SEQ ID NO: 24. Dicho mutante JaWa (SEQ ID NO: 24) comprende las mutaciones
G241D y R257K respecto al mutante PaDa-I de SEQ ID NO: 18, con una actividad
peroxigenasa en microplaca que dobld la de su parental y una actividad peroxidasa

que mermo a la mitad (Figura 1).

Ambas variantes, PaDa-1 y JaWa, fueron producidas, purificadas a homogeneidad
(valor Reinheitszahl [Rz] [A41s/A2s0] ~2) y bioquimicamente caracterizadas. No se
detectaron cambios en cuanto a caracteristicas espectrales generales, procesamiento

del extremo N-terminal, masa molecular o grado de glicosilacién (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas de la AaeUPO wild-type (SEQ ID NO: 4) y de las
variantes PaDa-| (SEQ ID NO: 18) y JaWa (SEQ ID NO: 24).

Caracteristicas

espectroscépicas y UPO wild-type PaDa-| JaWwa
bioguimicas
Pm (Da)’ 46.000 52.000 52.000

Pm (Da)? n.d. 51.100 51.100
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56
Caracteristicas
espectroscépicas y UPO wild-type PaDa-| JaWwa
bioguimicas
Pm (Da)® 35.942 35.914 35.944
Grado de glicosilacién (%) 22 30 30
Estabilidad térmica, Tso (°C)* n.d. 57,6 59,7
pl 4,9-57 55 53
pH 6ptimo para ABTS 4,0 4,0 4,0
pH éptimo para DMP 7,0 6,0 6,0
pH éptimo para naftaleno 6,5 6,0 6,0
Rz, (A418/A2g0) 2,4 1,8 2,3
Regién Soret (nm) 420 418 418
CT1 (nm) 572 570 570
CT2 (nm) 540 537 537

' Estimado por SDS-PAGE; “estimado mediante MALDI-TOF; “estimado seglin composicién
aminoacidica. *Estimado en sobrenadantes de los cultivos. n.d. no determinado.
Tal y como se observa en la Tabla 1 y en la Figura 2, la enzima mutante JaWa de

SEQ ID NO: 24 mostré mayor termoestabilidad cinética que la variante PaDa-I de SEQ
ID NO: 18 (2°C mayor Ts, -temperatura a la cual la enzima retiene el 50% de su
actividad tras 10 min de incubacién-), ademas de una alta estabilidad en presencia de
acetonitrilo, necesario para la biodisponibilidad del naftaleno (la solubilidad del

naftaleno en agua es de 31,7 mg/L) (Figura 2).

La reaccién de transformacién del naftaleno llevada a cabo por los mutantes JaWa
(SEQ ID NO: 24) y PaDa-I (SEQ ID NO: 18) y que fue analizada mediante HPLC-PDA
ha puesto de manifiesto que la oxigenacién del naftaleno que la AaeUPO realiza
sucede a través de un compuesto intermediario inestable, el 1,2-oxido (epo6xido) de
naftaleno. Este experimenta una rapida hidrélisis a naftol (1- y 2-naftol) cuando el pH
es acido (M. Kluge, et al. App/l. Microbiol. Biotechnol. 2009. 81: 1071-10786). Por ello,
se midié primero la distribucién de los productos resultantes tras 15 min de reaccién
(parada con HCI). Tanto la variante PaDa-I (SEQ ID NO: 18) como la variante JaWa
(SEQ ID NO: 24), demostraron poseer una regioselectividad similar (92% 1-naftol, 8%
2-naftol), pero la variante JaWa present6é un aumento significativo en la produccién de
1-naftol (156% mas que PaDa-l) sin trazas detectables de 1,4-naftoquinona, su
producto de oxidacién (Figura 3A).
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Cuando se realizé el seguimiento de la reaccion a tiempos largos (270 min a pH 7,0
sin parar la reaccién), se observé un comportamiento similar, lo cual indica que la
transformacion del 1,2-6xido de naftaleno a naftoles también sucede a pH neutro, si
bien es cierto que a menor velocidad; también se detectaron trazas de 1,4-

naftoquinona (Figura 3B, C, D).

Mientras que con ambas variantes, PaDa-l y JaWa, la formacién del intermediario
epoxido llegd a su maximo a los ~40 min (debido al dafno oxidativo causado por el
H.O, en todas las peroxidasas), la regioselectividad aumenté hasta el 97% de 1-naftol.
Este resultado se corresponde con la pérdida de selectividad observada en

condiciones acidicas que viene dada por una mayor reactividad del epéxido.

La composiciéon de los productos resultantes no varidé para ninguna de las variantes
PaDa-l (SEQ ID NO: 18) y JaWa (SEQ ID NO: 24), segun se observd en el analisis de
espectrometria de masas llevado a cabo, pero las diferencias entre ambos mutantes
en cuanto a rendimiento de produccién fueron muy marcadas llegando a valores de
0,14 y 0,32 mM de 1-naftol para PaDa-l y JaWa, respectivamente. La variante JaWa
obtuvo valores totales de recambio (fotal turnover numbers -TTN-) de casi 50.000
frente a los 20.000 de PaDa-l.

Adicionalmente, se determinaron los valores cinéticos de ambas variantes con
sustratos tanto de actividad peroxigenasa como peroxidasa (Tabla 2), segun se
describe en el apartado de materiales y métodos. Brevemente, las constantes
cinéticas para el ABTS se midieron en buffer fosfato sédico/citrato pH 4,0 100 mM y
H.O, 2 mM, mientras que para el resto de los sustratos se usé buffer fosfato potasico
pH 7,0 100 mM y H,O,2mM (DMP) o 1 mM (naftaleno o NBD, en 20% de acetonitrilo -
concentracién final). Para el H,O, se utilizé alcohol bencilico como sustrato a las

correspondientes condiciones de saturacion.

Tabla 2. Parametros cinéticos para las variantes PaDa-l (SEQ ID NO: 18) y JaWa
(SEQ ID NO: 24).

Sustrato Co_ns:tgntes PaDa-| JaWa
cinéticas
K (UM) 480+45 181 + 22

ABTS Keat (87) 395+ 13 125+ 5
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Sustrato Co_ns:tgntes PaDa-I JaWa
cineticas
keat/Kin (87 M) 8,2x10° + 6x10° 6,9x10° + 6,3x10*
Km (MM) 126 + 14 866 + 108
DMP keat (5™ 68 + 2 142 £ 8
keat/Kin ("M 5,4x10° + 4,8x10* 1,6x10° £ 1,2x10*
Km (MM) 578 + 106 127 + 27
Naftaleno Keat (87) 229+ 17 78+3
kea/Km (87 M) 4x10° + 4x10* 6,2x10° + 1,1x10°
Km (MM) 483 + 95 769 + 80
NBD Keat (87) 338+ 22 154 + 8
kea/Km (87 M) 7x10° + 9.9x10* 2.0x 0° + 1.2x10*
Km (MM) 486 + 55 1.250 + 300
H.0 keat (87) 238+ 8 447 + 40
keat/Kin (8" M 5,0x10° + 4,2x10* 3,6x10° + 5,9x10*

Tal y como se observa en la Tabla 2, el valor de k../K., (eficiencia catalitica) para el
naftaleno resulté ser 1,5 veces mayor para la variante JawWa (SEQ ID NO: 24) respecto
de la variante PaDa-I (SEQ ID NO: 18). Asimismo, la actividad peroxidasa de la
variante JaWa (SEQ ID NO: 24) se vio mermada (con una llamativa disminucion en las
eficiencias cataliticas de 3 a 11 veces para los sustratos de actividad peroxidasa DMP
y ABTS, respectivamente). También el valor de k../K, para H,O. con alcohol bencilico
como sustrato resulté afectado. En los resultados obtenidos con NBD, otro sustrato de
transferencia de oxigeno como el naftaleno, la tendencia es similar, es decir, la k.,
disminuye en la variante JaWa mientras que la afinidad por el sustrato K, mejora, a
pesar de que esto conlleva mayor k../Km para la variante PaDa-l. El hecho de que la
eficiencia catalitica de la variante JaWa para NBD no se haya mejorado no es
significativo, ya que no es un sustrato empleado en los screenings de esta parte de la
evolucion. Sin embargo, que la tendencia de la constante catalitica y la afinidad por el
sustrato sea similar en dos sustratos de monooxigenacion indica que hay un
mecanismo de acciéon de la enzima actuando de alguna manera para favorecer la

formacién de 1-naftol a la vez que reduce la actividad peroxidasa.

Para confirmar el descenso de la actividad peroxidasa respecto de la hidroxilacion del
naftaleno, se midieron por HPLC los valores de la constante catalitica (umol producto

umol enzima' min) para la conversién del 1-naftol en 1,4-naftoquinona. Aunque la
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constante catalitica de la variante PaDa-| (SEQ ID NO: 18) para 1-naftol ya result6é ser
baja (200 min™"), con la variante JaWa (SEQ ID NO: 24) este valor disminuyé hasta 92
min”', ademas de producirse una disminucion de ~1,5 veces en el ratio 1,4-
naftoquinona:1-naftol (Figura 4). Este efecto también es apreciable a simple vista, ya
gue los productos poliméricos que se producen en la reaccién con la variante PaDa-I
(SEQ ID NO: 18) (debido a procesos no enzimaticos de reagrupamiento de las
quinonas) tienen color (Figura 4). Existen hipdtesis en la bibliografia sobre la
posibilidad de que la UPO se asemeje a la CPO en la existencia de distintos sitios con
actividad peroxidasa en su estructura. Para suprimir estas rutas alternativas de
peroxidacion, se examiné detenidamente la estructura del cristal de la AaeUPO1 y se
construy6 una variante mediante mutagénesis dirigida en el Trp24 (Figura 5A), un
residuo altamente oxidable, localizado en la superficie de la proteina, empleando las
variantes PaDa-I (SEQ ID NO: 18) y JaWa (SEQ ID NO: 24) como moldes, tal y como

se ha descrito en el apartado de materiales y métodos.

A continuacién, se determinaron las actividades de las variantes PaDa-I-W24F (SEQ
ID NO: 30) y JaWa-W24F (SEQ ID NO: 32). La mutacién W24F redujo el 60% de la
actividad peroxidasa en ambas variantes y con todos los sustratos probados, pero
produjo un descenso en la actividad peroxigenasa, con una disminucién del 50% en la
actividad sobre naftaleno y NBD (Figura 5B). Esto indica que el residuo Trp24
probablemente ejerza también algun efecto sobre la actividad peroxigenasa de la
UPO.

Ejemplo 2. Anélisis mutacional de las variantes de la invencién

Se mapearon las mutaciones de la variante JaWa (SEQ ID NO: 24) sobre la estructura
de la AaeUPO1 silvestre (SEQ ID NO: 4), que presenta un bolsillo catalitico muy
caracteristico en el que se produce la unién al sustrato, dominado por una triada de
Phe (Phe69-Phe121-Phe199) implicada en la correcta orientacion de los compuestos
aromaticos (Figura 6 y Figura 7). La mutacién G241D se encuentra en la entrada al
canal del hemo. El drastico cambio de una Gly, apolar y de pequefio tamano, por un
Asp, cargado y de mas voluminoso, parece estrechar la cavidad, lo cual puede ejercer
algun efecto en la acomodacion del naftaleno en el bolsillo catalitico. Esta teoria
concuerda con el hecho de que la afinidad por el naftaleno se ha visto mejorada en la
variante JaWa, con un descenso en su K, de 3 veces (Tabla 2). Por el contrario, la

introduccién de una carga negativa en el dominio hemo-tiolado (en el que hay un par
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acido-base Glu196-Arg189 implicado en la formacion del Compuesto | -porfirina con un
radical cationico y oxo-Fe IV=0-) puede tener consecuencias negativas en el valor de
keat, dependiendo de la naturaleza quimica del sustrato unido. La mutacion R257K se
localiza en la superficie de la proteina, lejos de regiones con relevancia en la catalisis,
pero se encuentra en el inicio de una “senda” hacia el residuo R189 catalitico. Es de
sobra conocido que algunas peroxidasas presentan varias entradas en su superficie
para la oxidacién de sustratos mediada por un electrébn a través de una ruta de
transferencia electronica de largo recorrido hacia el dominio del hemo, como también
se ha descrito en el presente trabajo para las variantes W24F. En este sentido, la
sustitucion R257K puede estar afectando a alguno de esos circuitos con un posible
efecto lateral beneficioso sobre la termoestabilidad a través de remodelaciones
localizadas en la estructura secundaria (las dos mutaciones, G241D y R257K, varian
la estimacion del factor B (Figura 8)). El factor B hace referencia a la
rigidez/flexibilidad de una regién proteica o de un aminoacido presente en una proteina

0 péptido.

Estos resultados ponen de manifiesto que las variantes UPO descritas en la presente
invencién presentan la mayor selectividad y el mas alto TTN para la producciéon de 1-
naftol que se conoce para esta superfamilia de enzimas hasta la fecha. Ademas, como
se ha demostrado, dichas variantes, son secretadas heterélogamente en forma activa,
soluble y muy estable, siendo capaces de llevar a cabo oxigenaciones aromaticas
selectivas en ausencia de cofactores NAD(P)H y dominios reductasa. Su actividad
mono(per)oxigenasa autosuficiente, junto con su reducida actividad peroxidasa hacen
de esta variante de UPO un valioso biocatalizador para su aplicaciéon en el campo de

la sintesis organica.

Ejemplo 3. Obtencién y caracterizacién de variantes de la invencién para la

sintesis de metabolitos de farmacos (Human Drug Metabolites, HDMs).

Entre los HDMs mas importantes, destacan por ejemplo, derivados del propranolol, un
farmaco beta-bloqueante utilizado comunmente para el tratamiento de la hipertensién,
profilaxis de migrafas infantiles y la atenuacién de manifestaciones fisicas de la
ansiedad. En el presente ejemplo se muestra como las variantes UPO de la invencion
son capaces de formar 5’-hidroxipropranolol a partir de la oxigenacion de propranolol,

sin contaminantes inorganicos, a temperatura ambiente, presion atmosférica y en
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ausencia de disolventes organicos, en un unico paso, con concentraciones cataliticas
de H,O, y sin ser necesario ademas la adicion de antioxidantes como el acido
ascérbico a la reaccién.

Ademas de las variantes descritas en el Ejemplo 1, se construy6é una nueva variante
partiendo del mutante JaWa, que mostraba incluso una mejora respecto a dicho
mutante JaWa en la produccion de 5’-hidroxipropranolol. Se describe a continuacién la
obtencion de la nueva variante denominada SoLo que comprende la SEQ ID NO: 42,y

que esta codificado por la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 41.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos y enzimas

ABTS (acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)), acido L-ascérbico, 4-
aminoantipirina, alcohol bencilico, Tag DNA polimerasa y el kit de transformacion de
Saccharomyces cerevisiae, se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EEUU).
NBD (5-nitro-1,3-benzodioxol) se adquiri6 a TCI América (Portland, OR, EEUU),
mientras que el naftaleno, el propranolol y el persulfato de potasio proceden de Acros
Organics (Geel, Belgium). 5-hidroxipropranolol fue adquirido a Santa Cruz
Biotecnology (Santa Cruz, CA, USA).

Las células competentes de Escherichia coli XL2-Blue y la DNA polimerasa Pfu ultra
se obtuvieron de Agilent Technologies (Santa Clara, CA, EEUU) y la DNA polimerasa
de alta fidelidad iProof fue adquirida a Bio-Rad (Hercules, CA, EEUU). Las enzimas de
restriccibn BamHI y Xhol se obtuvieron de New England Biolabs (Ipswich, MA, EEUU)
y la cepa deficiente en proteasas de S. cerevisiae BJ5465, de LGCPromochem
(Barcelona, Spain). Los kits Zymoprep Yeast Plasmid Miniprep y Zymoclean Gel DNA
Recovery son comercializados por Zymo Research (Orange, CA, EEUU). El kit
NucleoSpin Plasmid kit procede de Macherey-Nagel (Duren, Alemania) y los
oligonucledtidos empleados fueron sintetizados por Metabion (Bayern, Alemania).

Todos los compuestos quimicos son de la mayor pureza disponible en el mercado.

Evolucién dirigida

Partiendo del mutante JaWa que comprende la SEQ ID NO: 24, que esta codificada
por la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 23, tras cada ciclo de evolucion, los
productos de PCR se cargaron en un gel de agarosa semipreparativo y se purificaron

mediante el kit Zymoclean Gel DNA Recovery. Los fragmentos de DNA recuperados
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se clonaron en el plasmido pJRoC30 bajo el control del promotor GAL1 linealizado con
BamHI y Xhol (eliminando también el gen parental o predecesor). El plasmido
linealizado se cargd en un gel de agarosa preparativo de bajo punto de fusién y se

purifico usando el kit Zymoclean Gel DNA Recovery.

Primera generacion (1G)

Para la obtencién del mutante SoLo (SEQ ID NO: 42, codificado por la SEQ ID NO:
41), se realizaron estudios de acoplamiento o docking sobre el mutante JaWa (SEQ ID
NO: 24, codificado por la SEQ ID NO: 23) mediante el programa Molecular Operating
Environment (MOE, Chemical Computing Group Inc. http://mww.chemcomp/com)
utilizando como sustrato el propranolol. A partir de ellos, se selecciond una zona de la
proteina para ser sometida a mutagénesis aleatoria mediante el uso de la técnica
MORPHING (Mutagenic Organized Recombination Process by Homologous in vivo
Grouping) (D. Gonzalez-Perez et al., PLoS ONE 2014. 9:e90919). Para la obtencién
de las diferentes variantes adicionales a las ya descritas previamente, se llevaron a
cabo dos reacciones de PCR con tendencia a error en una zona concreta de la
secuencia nucleotidica (SEQ ID NO: 23) que codifica para el mutante JaWa (SEQ ID
NO: 24), especificamente en la zona codificante que va de la regién D187-V248 del
mutante JaWa de SEQ ID NO: 24 en un volumen final de 50 uL. Estas reacciones
contenian 3% de dimetil sulféxido (DMSO), 90 nM MJaWa Fw (SEQ ID NO: 43; 5-
gcgcattcaagactccattg-3’), 90 nM MJaWa Rev (SEQ ID NO: 44; 5-gatcttgccgacattttttcc-
3, 0,3 mM desoxinucleétido trifosfatos (ANTPs, 0,075 mM de cada uno), 0,1 mM 0 0,2
mM MnCl,, 1,5 mM MgCl,, 0,05 U/uL Taq DNA polimerasa, y 1 ng/ul del molde
(plasmido pJRoC30 procedente del Instituto de Tecnologia de California (CALTECH,
EEUU), que comprende la secuencia nucleotidica del mutante JaWa de SEQ ID NO:
23). Esta reaccién de PCR mutagénica se realizdé en un termociclador de gradiente
(Mycycler, Bio-Rad, EEUU) determinando los siguientes parametros: 94°C 2 min (1
ciclo); 94°C 45 s, 48°C 30 s,y 72°C 90 s (28 ciclos); y 72°C 10 min (1 ciclo). Por otro
lado, se realizaron PCRs de alta fidelidad en los fragmentos que debian mantenerse
no mutagénicos en un volumen final de 50 pL. Estas reacciones contenian 3% de
dimetil sulféxido (DMSO), 05 pM HFJaWwa Fw (SEQ ID NO: 45 5-
caggctcatcctatgcageee-3’) y 0,5 uM RMLC (SEQ ID NO: 34; 5-gggagggcgtgaatgtaagc-
3) 00,5 uM HFJaWa Rev (SEQ ID NO: 46; 5-caaaggagaaattggggttggtcg-3’) y 0,5 uM
RMLN (SEQ ID NO: 33; 5-ccictatactttaacgtcaagg-3’) para el otro fragmento de alta
fidelidad, 1 mM dNTPs (0,25 mM de cada uno), 0,05 U/uL PfuUltra DNA polimerasa, y
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2 ng/uL de molde. Estas reacciones se llevaron a cabo en el mismo termociclador de
gradiente determinando los siguientes parametros: 95°C 2 min (1 ciclo); 95°C 45 s,
48°C 30 s,y 72°C 90 s (28 ciclos); y 72°C 10 min (1 ciclo). Se mezclaron 200 ng de los
productos de PCR con 100 ng del plasmido linealizado y se transformaron células
competentes de S. cerevisiae de manera que se produjera in vivo shuffling del DNA y
clonaje (empleando para ello el kit de transformacién de levadura). Se plaqued el
volumen resultante de la transformacién en placas de medio minimo sélido (para
placas SC drop-out, dicho medio minimo sélido consta de 100 mL de yeast nitrogen
base (Sigma) al 6,7%, 100 mL de complemento de aminoacidos sin uracilo a 19,2 g/L,
100 mL de glucosa al 20%, 20 g bacto agar, 700 mL de agua destilada y 1 mL de
cloranfenicol a 25 g/L) y se incubaron durante 3 dias a 30°C. Las colonias individuales
que se formaron fueron seleccionadas y sometidas al ensayo de High-Throughput
Screeening colorimétrico dual (HTS), para explorar librerias de mutantes
eficientemente sin alterar la estabilidad enzimatica de los mismos, ademas de a varios
re-screenings, como se describe mas abajo. En este ciclo de evolucidn se obtuvo una
nueva variante, denominada SoLo que comprende la secuencia nucleotidica de SEQ
ID NO: 41, que codifica para la variante de SEQ ID NO: 42, en la cual se produjo una
nueva mutacion: F191S, respecto a la variante JaWa (SEQ ID NO: 24).

Segunda Generacién (2G)

Debido a que la mutacién que aparecidé en la variante SoLo (SEQ ID NO: 42) se
encuentra en una de las dos fenilalaninas que delimitan la entrada al canal del hemo,
se procedié a realizar mutagénesis saturada combinatorial (Combinatorial saturation
mutagenesis (CSM)), mediante el método del 22c¢-trick, segun se describe en S. Kille
etal. ACS Synth Biol 2013. 2:83-92; en las posiciones S191y F76.

Para ello se llevaron a cabo tres reacciones de PCR en un volumen final de 50 pL.
Todas ellas contenian 3% de DMSO, 0,3 mM dNTPs (0,075 mM de cada uno), 0,05
U/uL PfuUltra DNA polimerasa, y 2 ng/yL de molde pero cada una de ellas con
diferentes primers. PCR 1 con 0,25 uM de RMLN (SEQ ID NO: 33), 0.25 uM de F76

VHG R (SEQ ID NO: 47, 5-
gcaagtccgtaatgagattgccgtccacaaggtgggccgcatatgtggeedbgattgegge-3’), 0,25 uM  de
F76 NDT R (SEQ ID NO: 48, 5-
gcaagtccgtaatgagattgccgtccacaaggtgggccgcatatgtggcahngattgegge-3) y 0,25 uM de
F76 TGG R (SEQ ID NO: 49; 5-

gcaagtccgtaatgagattgccgtccacaaggtgggecgcatatgtggeccagattgegge-3’). PCR 2 con
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0,25 uM de HF F (SEQ ID NO: 50; 5-gcggcccaccttgtggacggcaatcetcattacggacttge-3'),
0,25 MM de S191 VHG R (SEQ ID NO: 51, 5-
cccatccacaaaaagattcgcggggaaggatggtctcgecgtaagcagtcdbgaacctaaag-3’), 0,25 uM de

S191 NDT R (SEQ ID NO: 52, 5-
cccatccacaaaaagaticgeggggaagatggtetcgecgtaagecagtahngaacctaaag-3’) y 0,25 M de
S191 TGG R (SEQ ID NO: 53, 5-

cccatccacaaaaagattcgcggggaaggatggtctcgecgtaagcagtccagaacctaaag-3’). PCR 3 con
0,25 UM de HF F-RMLC (SEQ ID NO: 54; 5-
cggcgagaccaccttcccegegaatctttttgtggatggg-3’) y 0,25 uM de RMLC (SEQ ID NO: 34).
Las regiones subrayadas son aquellas por las que se produce el ensamblaje in vivo
del DNA y en cursiva el codén cambiado (donde N =A/T/C/G;D=noC;V=no T, H=

no G; y B = no A). Estas reacciones se llevaron a cabo en el termociclador de

gradiente determinando los siguientes parametros: 95°C 2 min (1 ciclo); 95°C 45 s,
48°C 45 s, y 72°C 60 s (28 ciclos); y 72°C 10 min (1 ciclo). Se mezclaron 200 ng de
cada uno de los productos de PCR con 100 ng del plasmido linealizado y se
transform6 en células competentes de S. cerevisiae. El resto del procedimiento se
siguié como se ha explicado previamente para la obtencién de la primera generacion.

No se obtuvo ninguna variante mejorada respecto al mutante SolLo.

Tercera generacion (3G)

En el bolsillo catalitico de la AaeUPO, PaDa-l y JaWa, se encuentra una triada de
fenilalaninas (F69-F121-F199). Debido al complejo bolsillo catdlitico y a que estas
fenilalaninas son las encargadas de la correcta orientacidn de los sustratos
aromaticos, se decidio llevar a cabo mutagénesis sobre estos residuos con codones
degenerados NNK (N = A/T/C/G; D; K = T/G, M = A/C) de manera independiente, es
decir, creando tres librerias diferentes.

Libreria FE9: se llevaron a cabo dos reacciones de PCR en un volumen final de 50 L.
La primera contenia 3% de DMSO, 0,2 mM dNTPs (0,05 mM de cada uno), 0,5 pM
RMLN (SEQ ID NO: 33), 05 pM F69 R (SEQ ID NO: 55 5-
gaagattgcggcttgattgtcmnnattgaatc-3’), 0,02 U/uL iProof DNA polimerasa, y 2 ng/pL de
molde (SoLo que comprende la SEQ ID NO: 41). Y la segunda 3% de DMSO, 0,2 mM
dNTPs (0,05 mM de cada uno), 0,5 uM RMLC (SEQ ID NO: 34), 0,5 uM F69 F (SEQ
ID NO: 56; 5'-cgcggticaggaaggattcaatnnkgacaatc-3’), 0,02 U/uL iProof DNA
polimerasa, y 2 ng/uL de molde (SoLo que comprende la SEQ ID NO: 41).
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Libreria F121: se llevaron a cabo dos reacciones de PCR en un volumen final de 50
ML. La primera contenia 3% de DMSOQO, 0,2 mM dNTPs (0.05 mM de cada uno), 0,5 uM
RMLN (SEQ ID NO: 33), 05 uM F121 R (SEQ ID NO: 57; 5-
catactggcgtcgccttcmnnggtgccatge -3°), 0,02 U/uL iProof DNA polimerasa, y 2 ng/pL de
molde (SoLo que comprende la SEQ ID NO: 41). Y la segunda 3% de DMSO, 0,2 mM
dNTPs (0.05 mM de cada uno), 0,5 yM RMLC (SEQ ID NO: 34), 0,5 uM F121 F (SEQ
ID NO: 58; 5’-ggactcaatgagcatggcaccnnkgaaggcg-3’), 0,02 U/uL JiProof DNA
polimerasa, y 2 ng/uL de molde (SoLo que comprende la SEQ ID NO: 41).

Libreria F199: se llevaron a cabo dos reacciones de PCR en un volumen final de 50
ML. La primera contenia 3% de DMSOQO, 0,2 mM dNTPs (0,05 mM de cada uno), 0,5 uM
RMLN (SEQ ID NO: 33), 05 uM F199 R (SEQ ID NO: 59; 5-
ccacaaaaagattcgcgggmnnggtggtctcg-3’), 0,02 U/pL iProof DNA polimerasa, y 2 ng/uL
de molde (SoLo que comprende la SEQ ID NO: 41). Y la segunda 3% de DMSO, 0,2
mM dNTPs (0,05 mM de cada uno), 0,5 yM RMLC (SEQ ID NO: 34), 0,5 yM F199 F
(SEQ ID NO: 60; 5-ctactgcttacggcgagaccaccnnkcecgeg-3’), 0,02 U/uL iProof DNA
polimerasa, y 2 ng/uL de molde (SoLo que comprende la SEQ ID NO: 41).

Estas reacciones se llevaron a cabo en el termociclador de gradiente determinando los
siguientes parametros: 98°C 30 s (1 ciclo); 98°C 10 s, 48°C 30 s, y 72°C 30 s (28
ciclos); y 72°C 10 min (1 ciclo). Se mezclaron 200 ng de cada uno de los productos de
PCR con 100 ng del plasmido linealizado (cada libreria por separado) y se transformo
en células competentes de S. cerevisiae. El resto del procedimiento se siguié como se
ha explicado previamente para la obtencidon de la primera y segunda generacion.
Tampoco se encontrd ninguna variante mejor que SolLo (SEQ ID NO: 42), por lo que
se selecciond este mutante, junto con el mutante JaWa (SEQ ID NO: 24) y el parental
AaeUPO1 para analizar la sintesis de HDMs, tomando a modo de ejemplo el 5'-
hidroxipropranolol con cada una de ellas.

Preparacién de las librerias de mutantes

Se seleccionaron colonias individuales correspondientes a clones y se inocularon en
placas de 96 pocillos estériles (Greiner Bio-One GmbH, Alemania), de ahora en
adelante placas madre, con 200 uL/pocillo de medio minimo de expresién (100 mL de
yeast nitrogen base al 6,7%, 100 mL de complemento de aminoacidos sin uracilo a
19,2 g/L, 67 mL de buffer fosfato potasico pH 6,0 1 M, 111 mL de galactosa al 20%, 22
mL de MgSO, a 0,1 M, 31,6 mL de etanol absoluto, 1 mL de cloranfenicol a 25 g/L y
ddH.O hasta 1.000 mL). La columna 6 de cada columna se inoculd con el

correspondiente parental y el pocillo H1, con S. cerevisiae transformada con el
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plasmido pJRoC30-MTL (lacasa sin expresién funcional). Las placas se sellaron para
evitar la evaporacion y se incubaron a 30°C, 220 RPM y 80% de humedad relativa (en
un Minitron, INFORS, Suiza) durante 5 dias.

High-Throughput Screening (HTS) colorimétrico dual

Las placas madre se centrifugaron (Eppendorf 5810R centrifuge, Alemania) durante 10
min a 3.500 RPM y 4°C. Se transfirieron 20 pL de sobrenadante de estas placas
madre a dos placas réplica hijas con la ayuda de un robot manipulador de liquidos
Freedom EVO (Tecan, Suiza). Se afadieron 50 yL de mezcla de reaccién con
propranolol a las placas hijas utilizando un robot pipeteador (Multidrop Combi Reagent
Dispenser, Thermo Scientific, EEUU).

La mezcla de reacciéon con propranolol estaba compuesta por buffer fosfato potasico
pH 7,0 50 mM, propranolol 5 mM y H,O, 2 mM para detectar la actividad peroxigenasa
de la enzima sobre el sustrato y su posterior actividad peroxidasa sobre el producto.
De manera simultanea se llevé a cabo este mismo ensayo de screening pero
afadiendo acido ascérbico (4 mM) a la mezcla de reaccidon para poder detectar
solamente la actividad peroxigenasa de la enzima sobre el propranolol y evitar que se
produzca la posterior actividad peroxidasa. Sin ascérbico, las placas fueron incubadas
30 min y con ascérbico 60 min. Posteriormente mediante el ensayo de la 4
aminoantipirina (4-AAP, CR Otey y JM Joern, Methods Mol Biol 2003. 230:141-8) se
revelé la cantidad de producto formado por pocillo. Las placas se agitaron brevemente
y se midié la absorbancia a 530 nm, empleando para ello un lector de placas
(SPECTRAMax Plus 384, Molecular Devices, EEUU). Los valores se normalizaron
frente al parental de cada placa. Para descartar falsos positivos, se llevaron a cabo re-
screenings, ademas de un tercer re-screening en el cual se determind la estabilidad
cinética (Tso) (P. Molina-Espeja, et al. Appl. Environ. Microb. 2014. 80: 3496-3507).

Segundo re-screening

Una alicuota con los ~10 mejores clones del screeening fue inoculada en 3 mL de
medio de cultivo YPD (10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona, 100 mL de
glucosa al 20%, 1 mL de cloranfenicol a 25 g/L y ddH20 hasta 1.000 mL) a 30°C y 220
RPM durante 24 h. Los plasmidos de esos cultivos se extrajeron con el kit Zymoprep
Yeast Plasmid Miniprep. Debido a la impureza y a la baja concentracion del DNA
extraido, los plasmidos fueron transformados en células supercompetentes de E. coli

XL2-Blue y plaqueadas en placas LB-amp (el medio Luria-Bertani se compone de 5 g
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de extracto de levadura, 10 g de peptona, 10 g de NaCl, 100 mg de ampicilina y
ddH.O hasta 1.000 mL). Se seleccion6 una colonia individual de cada clon, se inoculo
en 5 mL de LB y se crecié durante 16 h a 37°C y a 250 RPM. Los plasmidos fueron
extraidos mediante el kit NucleoSpin Plasmid y transformados en células competentes
de S. cerevisiae (asi como con el parental, que en la primera generacién es JaWa y en
la segunda y tercera es Solo). Cinco colonias individuales de cada clon se
seleccionaron e inocularon para someterlas al mismo protocolo de screening descrito

anteriormente.

Tercer re-screening. Ensayo de termoestabilidad

Se selecciond una colonia individual de S. cerevisiae con el clon correspondiente
(crecido en placa de medio minimo SC drop-out: 100 mL de yeast nitrogen base al
6,7%, 100 mL de complemento de aminoacidos sin uracilo a 19,2 g/L, 100 mL de
glucosa al 20%, 1 mL de cloranfenicol a 25 g/L y ddH,O hasta 1.000 mL), se inocul6
en 3 mL de medio minimo selectivo (igual que el medio SC para placa, pero con 20 g
de bacto agar y rafinosa en lugar de galactosa) y se incub6 durante 48 h a 30°C y 220
RPM. Se tomé una alicuota tal de este cultivo de manera que al inocularla en 5 mL de
nuevo medio minimo, la densidad éptica a 600 nm tuviera un valor de 0,25 (opfical
density, ODgp0=0,25). Este refresco se incubd hasta que se completaron dos ciclos de
crecimiento completos (entre 6 y 8 h), momento en el cual se tom6 1 mL de células
para inocular 9 mL de medio de expresion en un matraz de 100 mL (ODg0=0,1). Este
cultivo de cada clon se incub6 durante 72 h a 25°C y 220 RPM (cuando la actividad
UPO era maxima; ODgy0=25-30), se separaron las células por centrifugacion (10 min a
4.500 RPM y 4°C) y el sobrenadante se filtr6 (con filtro de vidrio y de nitrocelulosa de
0,45 de tamaro de poro). Diluciones apropiadas de los sobrenadantes se prepararon
de tal manera que alicuotas de 20 uL dieran lugar a una respuesta lineal en modo
cinético. 50 uL de sobrenadante se utilizaron para cada punto en un gradiente de
temperatura creado mediante termociclador, de 30 a 80°C. Tras una incubacion de 10
min, las alicuotas se enfriaron en hielo durante 10 min y atemperaron a temperatura
ambiente durante 5 min. Por ultimo, estos sobrenadantes se sometieron al ensayo
colorimétrico con ABTS (buffer fosfato sodico/citrato pH 4,0 100 mM, ABTS 0,3 mM y
H.O, 2 mM). Los valores de termoestabilidad se calcularon segun el ratio entre las
actividades residuales incubadas a distintas temperaturas y el valor de actividad inicial

a temperatura ambiente. El valor de T5; se determina como el valor de temperatura al
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cual la proteina pierde el 50% de su actividad inicial tras una incubaciéon de 30

minutos.

Produccién de variantes recombinantes de UPO en S. cerevisiae

Una colonia independiente de S. cerevisiae que comprendia la correspondiente
variante de la invencion, por un lado JaWa y por otro lado SolLo, fue seleccionada de
una placa de medio minimo SC drop-out y se inoculdé en 20 mL de medio minimo SC
liquido, cultivos que se incubaron durante 48 h a 30°C y 220 RPM. Se tomé una
alicuota tal de este cultivo de manera que al inocularla en 100 mL de nuevo medio
minimo, la ODgg tuviera un valor de 0,25. Este refresco se incubd hasta que se
completaron dos ciclos de crecimiento completos (entre 6 y 8 h), momento en el cual
se tomaron 100 mL de células para inocular 900 mL de medio de expresion en un
matraz de 2.000 mL (ODsgy=0,1). Este cultivo de cada clon se incubé a lo largo de 72 h
a 25°C y a 220 RPM (cuando la actividad UPO era maxima; ODgu=25-30), se
separaron las células por centrifugacién (10 min a 4500 RPM y 4°C) y el
sobrenadante se filtrd (con filtro de vidrio y de nitrocelulosa de 0,45 de tamafio de

poro).

Purificacién de variantes recombinantes de AaeUPO1

La purificacién de las variantes descrita en la presente invencion, JaWa y SolLo, se
llevd a cabo mediante cromatografia de intercambio catidnico seguida de
cromatografia de intercambio anionico (AKTA purifier, GE Healthcare). El extracto
crudo fue concentrado y dializado en buffer fosfato sédico/citrato pH 3,3 20 mM (buffer
A) mediante ultrafiltracion tangencial (Pellicon; Millipore, Temecula, CA, EEUU) a
través de una membrana de un diametro de poro de 10 kDa (Millipore) mediante una
bomba peristaltica (Masterflex Easy Load; Cole-Parmer, Vernon Hills, IL). La muestra
fue filtrada y cargada en una columna de intercambio cationico fuerte (HiTrap SP FF,
GE Healthcare), pre-equilibrada con buffer A. Las proteinas se eluyeron mediante un
gradiente lineal de 0 a 40% de buffer A con NaCl 1M en 60 mL y de 40 a 100% de
buffer A con 1 M NaCl en 5 mL, a un flujo de 1 mL/min. Las fracciones con actividad
UPOQO fueron recuperadas, concentradas y dializadas en buffer Tris-HCI pH 7,8 20 mM
(buffer B) y cargadas en una columna de alta resolucién de intercambio aniénico
(Biosuite Q, Waters), pre-equilibrada con buffer B. Las proteinas se eluyeron mediante
un gradiente lineal de 0 a 20% de buffer B con NaCl 1M en 40 mL y de 20 a 100% de

buffer B con 1 M NaCl en 5 mL, a un flujo de 1 mL/min. Las fracciones con actividad
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UPOQO fueron recuperadas, concentradas y dializadas en buffer fosfato potasico pH 7,0
10mM y almacenadas a 4°C. Se obtuvieron valores Reinheitszahl [Rz] [As1s/A2s0] de
~2. Las fracciones de los distintos pasos de purificacion fueron analizadas en un gel
de acrilamida al 12% SDS/PAGE, tefido con azul Coomassie. Las concentraciones de
los extractos crudos de estos pasos fueron determinadas mediante el empleo del

reactivo de Bradford y BSA como estandar.

Valores de constantes cinéticas

Las constantes cinéticas de las variantes de la invencién, AaeUPQ, PaDa-l, JaWa y
Solo, para ABTS se estimaron en buffer fosfato sodico/citrato pH 4,0 100 mM y H,O,
2 mM; y para el resto de los sustratos, en buffer fosfato potasico pH 7,0 100 mM y
H>O, 2 mM (propranolol). Para H,O, se utiliza alcohol bencilico como sustrato a las
correspondientes condiciones de saturacidén. Las reacciones se llevaron a cabo por
triplicado y las oxidaciones de los sustratos se siguieron por cambios
espectrofotométricos (ABTS: €415=36.000 M cm™; Propranolol: €3,5: 1.996 M cm™ y
alcohol bencilico: €,50=1.400 M cm™). Las cinéticas para propranolol se realizaron
calculando el €55 experimentalmente a pH 7,0. Para calcular los valores de K, v Acat,
se representaron los valores de Vnax frente a las concentraciones de sustrato y se
realizé un ajuste a la funcién de hipérbola (con SigmaPlot 10.0, donde el parametro a

es equivale a k.5 y el parametro b, a K,).

Analisis por HPLC

Se realizd el analisis de las reacciones mediante cromatografia en fase reversa
(HPLC). El equipo esta formado por una bomba terciaria (Varian-Agilent Technologies,
EEUU) acoplada a un autosampler (Merck Millipore, MA, EEUU); para la separacién se
utilizé una columna Zorbax Eclipse plus C18 (15 cm x 4,6 cm) a 40°C y la deteccion se
llevdé a cabo mediante el uso de un detector de fotodiodo (PDA) (Varian, Agilent
Technologies, EEUU). La fase moévil seleccionada fue un gradiente desde 10%
metanol y 90% ddH,O (en ambos casos con un 0,1% de acido acético) hasta 90%
metanol y 10% ddH,O a un flujo de 0,8 mL/min. La reaccidén se cuantific6 a 280 nm
(basado en estandares de HPLC). Para la reaccion de 15 min, la mezcla contuvo 0,03
MM de enzima pura, propranolol 4 mM, y H,O, 2 mM en buffer fosfato potasico pH 7,0
50 mM (0,5 mL de volumen final). La reaccion se inicié con la adicion de H,O, y se
par6é con 20 pyL of HCI 37%. Para la determinacién de los turnover rates o tasa de

recambio de las variantes con 5-hidroxipropranolol (producto de interés) la mezcla
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contuvo 0,03 pM de enzima pura, 5-hidroxipropranolol 0,4 mM, y H,O, 2 mM en buffer
fosfato potasico pH 7,0 50 mM (0,3 mL de volumen final). Para el calculo del fotal
turnover number (TTN) o numero de recambio total de las variantes ensayadas, el
ensayo se llevé a cabo con 0,03 uM de enzima pura, propranolol 5 mM, y H,O, 2 mM
en buffer fosfato potasico pH 7,0 50 mM y de la misma manera pero ademas con acido
ascorbico 4 mM. En ambos casos se anadia H,O, 2 mM cada 10 min, monitorizando la
reaccion en cada punto de adicidn tomando distintas alicuotas. Las desviaciones

estandar resultaron menos del 5% en todos los casos.

Andlisis por Cromatografia Liquida/Espectrometria de Masas (LC/MS)

Para la realizacién de estos analisis se empled un espectrometro de masas con
analizador hibrido Q-TOF (QSTAR, ABSciex, MA, EEUU). Como fuente de ionizacién
se utilizé electrospray (ESI), y como fase ionizante, metanol. El sistema de entrada en
este caso fue inyeccion directa en un HPLC 1100 (Agilent Technologies, EEUU). La
resolucién del ensayo corresponde a 9.000 FWHM (Full Width at Half Maximum), la

exactitud a 5-10 ppm y se realizé en modo positivo.

RESULTADOS

Mediante el ensayo de la 4-AAP se evalud la actividad de las diferentes variantes de
UPOs para determinar cual podia ser el punto de partida mas adecuado para
determinar la capacidad de dichas variantes para la sintesis de HDMs (Figura 9).
Como se observa en la figura, la variante que presentaba mayor actividad frente al
propranolol y mejor ratio entre su actividad sin y con ascérbico, era JaWa (SEQ ID NO:
24, codificada por la SEQ ID NO: 23), por lo que fue el mutante seleccionado para los
ensayos de acoplamiento (Figura 10). A partir de estos resultados, donde se observo
que el sustrato interaccionaba con una serie de residuos del bolsillo catalitico y del
canal de acceso al hemo, se seleccion6 una zona del mutante JaWa que tenia
contacto directo con el sustrato (residuos D187-V248 de la SEQ ID NO: 24). El objetivo
es el de obtener una enzima mutante o variante que muestre una menor actividad
peroxidasa sobre el 5-hidroxipropranolol (que es el producto de la reaccién con
propranolol) a la vez que se potencia la actividad peroxigenasa sobre el propranolol,
teniendo en cuenta ademas que dicha variante debe expresarse de forma robusta en
organismos heterdlogos y secretarse en forma activa, soluble y muy estable. Para ello,

cada variante obtenida en las librerias de mutantes fue sometida a un doble screening
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disefiado ad-hoc cuya finalidad es la obtencién de las variantes que poseen las
capacidades arriba indicadas, una mayor actividad peroxigenasa frente a propranolol
(medidas en presencia de acido ascérbico) y una menor actividad peroxidasa frente a
5’-hidroxipropranolol (en ausencia de acido ascérbico).

Se analizaron dos librerias con diferentes tasas mutagénicas (concentracién de
MnCl,), identificando un unico mutante en ambas librerias y de manera repetitiva al
que se denomind SolLo y que comprende la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 41
que codifica para la variante de SEQ ID NO: 42. Dicho mutante SoLo (SEQ ID NO: 42)
posee la mutacion F191S (Figura 11) respecto al mutante JaWa de SEQ ID NO: 24,
con una actividad peroxigenasa en microplaca un 30% superior a su parental (JaWa) y
una disminucién de la actividad peroxidasa de mas de dos veces.

Se realizaron dos ciclos mas de evolucion (2G y 3G) utilizando a la variante SolLo
(SEQ ID NO: 41) como parental en los cuales no se detectd ninguna variante
mejorada.

Ambas variantes, JaWa (SEQ ID NO: 24) y SoLo (SEQ ID NO: 42), fueron producidas,
purificadas a homogeneidad (valor Reinheitszahl [Rz] [Ass/Az0] ~2) ¥
biogquimicamente caracterizadas.

Tal y como se observa en la Figura 12, la variante SoLo de SEQ ID NO: 42 mostré
una termoestabilidad cinética muy similar a la del mutante JawWa (SEQ ID NO: 24).

La reaccion de transformacién del propranolol llevada a cabo por la enzima silvestre
AaeUPO (SEQ ID NO: 2), y los mutantes PaDa-I (SEQ ID NO: 18), JaWa (SEQ ID NO:
24) y SolLo (SEQ ID NO: 42) en ausencia de acido ascorbico y que fue analizada
mediante HPLC-PDA se recoge en la Figura 13. Se puede observar que tanto JaWa
como SolLo son aquellos que mayor cantidad de 5-hidroxipropranolol producen,
ademas de poseer una regioselectividad del 99% ya que no se detectaron trazas ni de
4’-hidroxypropranolol ni de N-desisopropil propranolol (DYP).

Se determinaron los valores cinéticos de AaeUPO, JaWa y SolLo para propranolol
ademas de para ABTS y H,O, (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros cinéticos para las variantes de la invencion y para la AaeUPO

silvestre.



WO 2017/081355 - PCT/ES2016/070809

wustrato Constantes AaeUPO1 PaDa-l JaWa SoLo

cinéticas

Km (uM) 25,0+2.5 48,8+4.5 18122 568191

ABTS Keat (S7) 22146 395413 12545 365423
KeatKm (M's™) | 8,8x10°+6,9x10° | 8,2x10°+6,0x10° | 6,9x10°+6,3x10* | 6,4x10°+6,7x10*

Km (uM) 2.239+333 2.268+220 244192 391197

‘opranolol Keat (S 150412 212411 76576 497435
Keat'Km (M's™y | 6,7x10*+4,8x10° | 9,3x10*+4,3x10° | 3,1x10°40,9x10° | 1,3x10°+0,2x10°

Km (uM) 156420 5784106 127+27 789196

laftaleno Keat (S 92+3 229+17 783 337420
Keat'Km (M's™y | 5,9x10°+5,9x10* | 4,0x10°+4,0x10* | 6,2x10°+1,1x10* | 4,3x10°+2,8x10*

Km (uM) 1.370+162 486155 1.250+153 1.430+153

H.0, Keat (S™) 290+15 23818 446123 446123

Keat'Km (M's™ | 2,1x10°+1,5x10* | 5,0x10°+4,2x10* | 3,1x10°+1,8x10* | 3,1x10°+1,8x10*

Tal y como se observa en la Tabla 3, tanto las variantes JaWa (SEQ ID NO: 24) como
SolLo (SEQ ID NO: 42) aumentaron en dos 6rdenes de magnitud los valores de Kca/Kn
(eficiencia catalitica) para el propranolol. Se puede observar ademas como las
variantes JaWa (SEQ ID NO: 24) y SoLo (SEQ ID NO: 42) presentan una disminucién
de la actividad peroxidasa, medida con ABTS, de un orden de magnitud en la
eficiencia catalitica, siendo la afinidad por el sustrato, en el caso de la variante SolLo,
tres veces peor respecto a su parental. Los valores para H,O, con alcohol bencilico no
resultaron afectados. Al igual que sucede en el caso del propranolol entre JaWa y
SolLo, JaWa posee unas constantes cinéticas similares a AaeUPO con el naftaleno
como sustrato, diferenciandose en los valores de recambio total que son superiores

para JaWa.

Debido a que las cinéticas con propranolol de las variantes JaWa y SoLo son muy

similares, se calcularon los turmnover rates (tasas de recambio) con 5'-
hidroxipropranolol como sustrato en ausencia de acido ascorbico, para evaluar asi la
actividad peroxidasa de cada variante sobre su producto de reaccién del propranolol.
En la Figura 14, se observa como JaWa y AaeUPO oxidan practicamente la totalidad
del producto, pero SoLo es capaz de mantener aproximadamente un 50% del mismo
sin oxidar. De ello se deduce que la variante SoLo (SEQ ID NO: 42), ha disminuido su
actividad peroxidasa sobre su propio producto de una manera llamativa, permitiendo

unos mejores rendimientos en la produccion de este metabolito del propranolol.



WO 2017/081355

Cuando se realiz6 el seguimiento de la reaccién a tiempos largos con la adiciéon de 2
mM de H,0,, se determinaron los valores totales de recambio (total turover numbers -
TTNs-), obteniendo un valor de 45.000 para SolLo, 15.000 para JaWa y 3.000 para
AaeUPO en ausencia de acido ascorbico; y en presencia de acido ascérbico, 62.000
para SolLo, 48.000 para JaWa y 14.000 para AaeUPO (Tabla 4). Esto implica que

incluso anadiendo acido ascérbico a la reaccidn, es posible la independencia del uso
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de este antioxidante en el medio de reaccién, simplificando el proceso. (Figura 15).

Tabla 4. Determinacion de los valores totales de recambio (TTNs) para las variantes

de la invencion y para la AaeUPO silvestre.

TTNs
Con acido ascoérbico Sin acido ascoérbico
AaeUPO 14.000 3.000
JaWa 48.000 15.000
SolLo 62.000 45.000
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REIVINDICACIONES

Polinucleétido que codifica un polipéptido con actividad peroxigenasa
caracterizado por que la secuencia aminoacidica del polipéptido que codifica
presenta una identidad de al menos un 70% con la SEQ ID NO: 2 (AaeUPO1),
y por que comprende al menos dos alteraciones aminoacidicas en las
posiciones homoélogas a las posiciones 241 y 257 de dicha secuencia, que
sustituyen los aminoacidos: glicina (G) original por acido aspartico (D) en la
posicion 241 (mutacidén G241D) y arginina (R) original por lisina (K) en la
posicidén 257 (mutacion R257K).

Polinucléotido segun la reivindicacion 1, caracterizado por que comprende
ademas una alteracion aminoacidica en la posicién homédloga a la posicién 191
de dicha secuencia SEQ ID NO: 2, que sustituye el aminoacido fenilalanina (F)

original por serina (S) (F191S).

Polinucléotido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por
que su secuencia aminoacidica posee ademas al menos una de las siguientes
mutaciones adicionales o cualesquiera de sus combinaciones:

a) La sustitucion del aminoacido leucina (L) original por el aminoacido
fenilalanina (F) en la posicidén homéloga a la posicién 67 de la SEQ ID
NO: 2 (mutacion L67F),

b) La sustitucién del aminoacido isoleucina () original por el aminoacido
valina (V) en la posicién homdloga a la posicidén 248 de la SEQ ID NO: 2
(mutacion 1248V),

¢) La sustitucién del aminoacido fenilalanina (F) original por el aminoacido
leucina (L) en la posicién homéloga a la posicién 311 de la SEQ ID NO:
2 (mutacioén F311L),

d) La sustitucién del aminoacido valina (V) original por el aminoacido
isoleucina (l) en la posicion homédloga a la posicion 75 de la SEQ ID
NO: 2 (mutacién V75I) y

e) La sustitucién del aminoacido valina (V) original por el aminoacido
alanina (A) en la posicion homéloga a la posicién 57 de la SEQ ID NO:
2 (mutacion V57A).
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4. Polinucléotido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por

que posee ademas la secuencia nucleotidica que codifica para el péptido sefal
de SEQ ID NO: 26.

5. Polinucleétido segun la reivindicaciéon 4 caracterizado por que la secuencia

nucleotidica que codifica para el péptido sefial de SEQ ID NO: 26 comprende al

menos una de las siguientes mutaciones o cualesquiera de sus combinaciones:

a)

b)

d)

La sustitucion del aminoacido fenilalanina (F) original por el aminoacido
tirosina (Y) en la posicion homologa a la posicion 12 de SEQ ID NO: 26
(F[12]Y),

La sustitucion del aminoacido alanina (A) original por el aminoacido
valina (V) en la posicién homéloga a la posicién 14 de SEQ ID NO: 26
(A[14]V),

La sustitucion del aminoacido arginina (R) original por el aminoacido
glicina (G) en la posicion homéloga a la posicién 15 de SEQ ID NO: 26
(R[18]G) y

La sustitucién del aminoacido alanina (A) original por el aminoacido
acido aspartico (D) en la posicidén homdloga a la posicion 21 de SEQ ID
NO: 26 (A[21]D).

6. Polinucledtido segun las reivindicaciones 1 a 5 caracterizado por que su

secuencia se selecciona de la lista que consiste en SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 9y SEQ ID NO: 7.

7. Polinucleétido segun las reivindicaciones 1 a 5 caracterizado por que su

secuencia se selecciona de la lista que consiste en SEQ ID NO: 23, SEQ ID
NO: 21y SEQ ID NO: 19.

8. Polinucledtido segun las reivindicaciones 1 a 5 caracterizado por que su

secuencia se selecciona de la lista que consiste en SEQ ID NO: 41, SEQ ID
NO: 39y SEQ ID NO: 37.

9. Polipéptido caracterizado por que es codificado por cualquiera de las

secuencias nucleotidicas segun las reivindicaciones 1 a 8.



WO 2017/081355 PCT/ES2016/070809

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
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Polipéptido segun la reivindicacién 9 caracterizado por que su secuencia se
selecciona de la lista que consiste en: SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID
NO: 12, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 38,
SEQ ID NO: 40y SEQ ID NO: 42.

Polipéptido segun la reivindicacién 10 caracterizado por que su secuencia se
selecciona de la lista que consiste en: SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 22 y SEQ
ID NO: 20.

Polipéptido segun la reivindicacién 10 caracterizado por que su secuencia se
selecciona de la lista que consiste en: SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40 y SEQ
ID NO: 42

Método de obtencién del polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciénes 9
a 12 caracterizado por que comprende las sigientes etapas:
i. Introducir un vector con el polinucléotido segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8 en una célula hospedadora adecuada,
. Cultivar la célula hospedadora en un medio adecuado, vy,

iii. Purificar el polipéptido sintetizado.

Célula hospedadora caracterizada por que comprende el polinucléotido segun
las reivindicaciones 1 a 8 y es capaz de producir el polipéptido segun las

reivindicaciones 9 a 12.

Célula hospedadora segun la reivindicacién 14 caracterizada por ser una

levadura o un hongo.

Célula hospedadora segun la reivindicacién 15 caracterizada por que la
levadura pertenece al género Saccharomyces sp o Pichia sp, particularmente

las especies Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris.

Célula hospedadora segun la reivindicacién 15 caracterizada por que el hongo
pertenece al género Aspergillus sp, particularmente las especies Aspergillus

oryzae, Aspergillus niger o Aspergillus sojae.

Kit que comprende al menos un polipéptido segun las reivindicaciones 9 a 12.
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.
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Dispositivo electrénico que comprende al menos un polipéptido segun las

reivindicaciones 9 a 12.

Uso del polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, de la
célula hospedadora segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 17, del kit
segun la reivindicacion 18, o del dispositivo electrénico segun la reivindicacion

19, en procesos de sintesis organica.

Uso segun la reivindicacion 20 donde el proceso de sintesis organica es un
procedimiento de oxifuncionalizacién de hidrocarburos, donde los
hidrocarburos se seleccionan de entre cualquiera de la siguiente lista que
consiste en: hidrocarburos aromaticos, alifaticos, lineales, ramificados y

ciclicos.

Uso segun cualqueira de las reivindicaciones 20 o 21 donde el proceso de
sintesis organica se selecciona de la lista que consiste en: proceso de

hidroxilacion para la sintesis de 1-naftol y/o 5°-hidroxipropranolol.

Uso del polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, de la
célula hospedadora segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 17, del kit
segun la reivindicacion 18, o del dispositivo electrénico segun la reivindicacion

19, en procesos de biorremediacion.

Uso del polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, de la
célula hospedadora segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 17, del kit
segun la reivindicacion 18, o del dispositivo electrénico segun la reivindicacion

19, en la elaboracién de biosensores.

Uso del polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12 en la

elaboracion de composiciones farmacéuticas, alimenticias y/o cosméticas.

Uso del polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12 en la

elaboracion de dispositivos electronicos que contienen enzimas inmovilizadas.
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27. Uso del dispositivo electronico segun la reivindicacion 19 para la elaboraciéon

de una composicidén farmacéutica de diagnéstico biomédico.

28. Método de hidroxilacién de al menos un hidrocarburo que comprende el uso del
polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, de la célula
hospedadora segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 17, del kit segun la

reivindicacién 18, o del dispositivo electronico segun la reivindicacion 19.

29. Método segun la reivindicacion 28 donde el compuesto obtenido de la
hidroxilacion se selecciona de la lista que consiste en: 1-naftol y 5'-

hidroxipropranolol.
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