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Resumen de la tesis que presenta David Morales Gutiérrez como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Optimizacion de la lactato oxidasa de Aerococcus viridans para la transferencia directa de
electrones en biosensores

Resumen aprobado por:

Dr. Andrés Zarate Romero
Director de tesis

En ocasiones las enzimas obtenidas directamente de los organismos que las producen no cuentan con
las caracteristicas dptimas para usos en biodeteccién, por lo que la optimizacién de estas ha sido foco
de investigacion. Una de las enzimas que ha captado especial atencién es la L-Lactato oxidasa (LOx),
que se utiliza para la deteccién de L-lactato en diagndstico clinico, asi como para el control de procesos
fermentativos. Por otro lado, las primeras generaciones de biosensores usan oxigeno o mediadores
redox para la transferencia de electrones, lo cual limita su aplicabilidad en dispositivos implantables,
por lo que la transferencia directa de electrones (DET) apunta a ser una mejor alternativa para una
biodeteccidn eficiente. En el presente trabajo se optimizd la LOx de Aerococcus viridans por apertura
del sitio catalitico (para la creacion de nanocumulos de platino) o por inmovilizacion molecular
orientada en superficies de oro para eficientizar la DET en biosensores amperométricos. Se disefiaron
3 mutantes para la apertura del sitio activo en el que se cambié la arginina 181 por residuos
hidrofdbicos de cadena mas corta (R181A, R181V Y R1811) y una mutante para el anclaje a superficies
de oro donde se sustituyo la lisina 188 por cisteina (K188C). Todas las mutantes se expresaron en E.
coli BL21 (DE3) y purificaron en 2 pasos (cromatografia de afinidad a niquel y cromatografia de
intercambio idnico). Los ensayos de actividad mostraron una disminucién de la actividad de las 4
mutantes con respecto a la enzima de tipo silvestre; sin embargo, la afinidad al sustrato (Km) de las
mutantes R181V y K188C no fue afectada. La creacidn de nanocumulos de platino se caracterizard por
DLS, el ensayo mostrd particulas de entre 500 y 1000 nm, mostrando indicios de una DET. Por otra
parte, las pruebas de anclaje de la mutante K188C evidenciaron una superficie de oro con enzima
inmovilizada y activa; asi mismo, los ensayos electroquimicos mostraron un pico redox en presencia
de sustrato y una respuesta amperométrica dependiente de la concentracion de lactato en ausencia
de mediadores lo que demuestra que la mutante K188C es capaz de llevar a cabo la DET.

Palabras clave: Lactato oxidasa, biosensor, nanocimulo de platino, inmovilizacién molecular
orientada, DET.



Abstract of the thesis presented by David Morales Gutiérrez as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Nanoscience.

Optimization of Aerococcus viridans lactate oxidase for direct electron transfer in biosensors

Abstract approved by:

Dr. Andrés Zarate Romero
Thesis Director

The enzymes obtained directly from the organisms usually do not have the optimal characteristics for
its use in biosensors. Thus, the optimization of these enzymes has been the focus of research. Among
these enzymes L-lactate oxidase (LOx) is gained attention. LOx is used for the detection of L-lactate in
clinical diagnostics or in the control of fermentation processes. On the other hand, the first generations
of biosensors use oxygen or redox mediators for electron transfer, which limits their applicability in
implantable devices, so direct electron transfer (DET) appears to be a better alternative for efficient
biodetection. Therefore, in the present work, the LOx of Aerococcus viridans was optimized in two
ways: first by opening the catalytic site (for the creation of platinum nanoclusters) and by producing a
molecularly oriented immobilization on gold surfaces for efficient direct electron transfer in
amperometric biosensors. Three mutants were designed to opening the active site where arginine 181
was replaced by shorter chain hydrophobic residues (R181A, R181V and R181l). On the other hand, a
mutant for anchoring to gold surfaces was produced where lysine 188 was replaced by cysteine
(K188C). All mutants were expressed in E. coli BL21 (DE3) and purified in 2 steps (nickel affinity
chromatography and ion exchange chromatography). Activity assays showed a decrease in activity of
the 4 mutants with respect to the wild-type enzyme, however, the substrate affinity (K) of the R181V
and K188C mutants was not affected. To test the creation of platinum nanoclusters they were
characterized by DLS, the assay showed particles between 500 and 1000 nm, and the electrochemical
assays suggested a DET. On the other side, anchoring tests of the K188C mutant evidenced a gold
surface with immobilized and active enzyme, and electrochemical assays showed a redox peak in the
presence of substrate and an amperometric response dependent on lactate concentration in the
absence of mediators, these results demonstrate that K188C is capable to perform a DET.

Keywords: Lactate oxidase, biosensor, platinum nanocluster, molecularly oriented immobilization,
DET.
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Capitulo 1. Introduccidn

Las enzimas son macromoléculas, en su mayoria de naturaleza proteica (a excepcidn de un pequefio grupo
de moléculas de ARN catalitico, denominado ribozimas) (Nelson et al., 2013), que catalizan la mayoria de
las reacciones quimicas de los organismos. Tienen un rol de gran importancia, ya que todos los procesos
metabdlicos requieren de la actividad catalitica de las enzimas (Conix, 2020). Al ser proteinas, su actividad
catalitica depende de su conformacion nativa (estructura primara, secundaria o terciaria), por lo que una
enzima degradada, disociada o desnaturalizada carece de esta actividad. Algunas enzimas necesitan mas
grupos quimicos que no son parte de cadena polipeptidica para estar activas, estos grupos son llamados
coenzimas o cofactores. Las enzimas se clasifican de acuerdo con el tipo de reaccidon que catalizan, por
mencionar algunas: transferasas, hidrolasas, isomerasas, oxidorreductasas; siendo estas ultimas las que
catalizan reacciones de transferencias de electrones (Nelson et al., 2013). Muchos procesos quimicos son
poco probables o energéticamente desfavorables dentro de las células, las enzimas resuelven este
problema ya que permiten que una reaccién determinada ocurra con mayor velocidad al disminuir la

barrera de activacion.

Es poco comun que las enzimas aisladas directamente de los organismos que los producen muestren una
combinacion ideal de caracteristicas y funcionamiento requeridos para usos industriales. En los ultimos
afios el disefio y optimizacidon de enzimas han desempenado un papel importante en la expansion e
impacto de la biocatdlisis (Fox and Huisman, 2008). Las instrucciones para sintetizar las enzimas se
encuentran codificadas en el ADN, los genes son la unidad funcional del material genético que da origen
al ARN y posteriormente a las proteinas; por lo que el diseiio y optimizacién de las enzimas se puede lograr
desde la modificacion de genes, haciendo cambios en aminodcidos especificos. (Lewin et al., 2011). A
principios del siglo XX hubo importantes avances en la extraccién, caracterizacidn y uso comercial de
enzimas, para 1920 la caracterizacidn de las enzimas reveld ciertos mecanismos de su actividad catalitica.
De manera industrial las enzimas se utilizan para la produccion de edulcorantes, modificacién de
antibidticos, en productos de limpieza, y ademas juegan papel importante en biosensores para andlisis

clinicos, forenses y ambientales (Robinson, 2015).

Un biosensor se puede definir como "un dispositivo analitico auténomo que combina un componente
bioldgico con un componente fisicoquimico para la deteccidon de un analito de importancia bioldgica"
(Hasan et al., 2014). En décadas recientes, la biodeteccidon ha ganado terreno en aplicaciones que van

desde el medio ambiente hasta biomedicina; tienen la ventaja que pueden llegar a tener un tamano a
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escala nanométricay se pueden reproducir en masa, ademas se puede medir analitos de interés en tiempo
real lo que brinda la ventaja de monitorear cambios rapidos en el sistema de interés (Rocchitta et al.,

2016).

Los biosensores se basan en la presencia de un elemento bioldgico como: receptores celulares, acidos
nucleicos, anticuerpos o enzimas, que son especificos para el analito de interés (Rocchitta et al., 2016)
(Rathee et al., 2016), en otras palabras este elemento biolégico se denomina elemento de reconocimiento
molecular. Los elementos de reconocimiento del analito se inmovilizan en la superficie de los
transductores. Este tipo de biosensores se conocen como de tipo catalitico en el que las enzimas
inmovilizadas en la superficie forman la interface de intercambio entre el transductor y el analito (Nguyen

et al., 2019).

La enzima en un biosensor cataliza la reaccidn que implica la generacién o consumo de especies
electronicamente activas, posteriormente se sigue el proceso de agotamiento o produccién y se relaciona
con una medida directa de la concentracion del analito. Entre las diferentes enzimas que han atraido la
atencién en aplicaciones biomédicas se encuentra la lactato oxidasa (LOx, donde su sustrato es el L-lactato)
debido a i) la simpleza de reacciones enzimaticas involucradas vy ii) el disefio de sensores relativamente
sencillos (Rathee et al., 2016). La LOx es una enzima globular de la familia de las flavoenzimas, cataliza la
reaccion de lactato a piruvato en presencia de oxigeno disuelto produciendo ademads perdxido de
hidréogeno (Figura 1) (Stoisser, Rainer, et al.,, 2015; Furuichi et al.,, 2008), este ultimo es
electroquimicamente activo con posibilidad de reducirse u oxidarse generando un flujo de electrones
equivalente a la concentracién del lactato. La actividad de esta enzima depende de su cofactor

mononucledtido de flavina (FMN) (Stoisser et al., 2016).

La L-lactato oxidasa puede obtenerse de organismos bacterianos como Pediococcus sp., Aerococcus
viridans y Mycobacterium smegmatis (Rathee et al., 2016). La medicidn de lactato se ha utilizado en el
diagnéstico clinico como parametro para evaluar la condicidn de salud en medicina general y deportiva; el
lactato es un metabolito clave en la via metabdlica anaerdbica ya que en la ausencia de oxigeno y alta
demanda energética se produce un aumento en la concentracidon del lactato, que puede provocar acidosis
lactica (Jia et al., 2013). Ademas, la estimacidn de lactato se usa en industria alimentaria para el control de
procesos fermentativos; en lacteos, vinos, y carnes, ademas se usa directamente como un indicador de

presencia de fermentacidn bacteriana (Rathee et al., 2016; Jia et al., 2013).
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Figura 1. Reaccion de la L-lactato oxidasa. a) reaccién electroquimica llevada a cabo por L-lactato oxidasa en
presencia de oxigeno (Rathee et al., 2016). Estructura de b) L-lactato y c) piruvato.

Es importante esclarecer aqui que los biosensores electroquimicos aprovechan el flujo de electrones
producidos por la reaccidn de oxidacion-reduccién en un electrodo, por lo tanto, funcionan por la corriente
producida al aplicar el potencial entre los electrodos que resulta de la oxidacién o reduccion de las especies
electroactivas. Los biosensores enzimaticos amperométricos se han clasificado comidnmente en tres
generaciones, seglin el método de transferencia de electrones utilizado para medir la reaccién bioquimica:
los biosensores de primera generacion miden la concentracidon de productos de reacciones enzimaticas
que se difunden a la superficie del transductor y generan una respuesta eléctrica; los biosensores de
segunda generacién utilizan mediadores como agentes portadores de electrones; por ultimo, los
biosensores de tercera generacion se basan en una transferencia directa de electrones entre la enzima y

el electrodo (Fernandez et al., 2017; Rocchitta et al., 2016; Nguyen et al., 2019).

En afios recientes, el estudio de la electrocatdlisis enzimatica basada en la transferencia directa de
electrones ha recibido especial atencion. El avance acelerado en el campo de los nanomateriales ha
contribuido para impulsar el estudio de nuevas vias de transferencias de carga directa que se pretende
implementar en biosensores (Trifonov et al., 2019). La transferencia directa de electrones tiene una
ventaja principal, esta evita usar unidades de relevo de electrones para mediar el transporte de las cargas
entre la superficie del electrodo y los cofactores de oxidacion-reduccién que se encuentran en el interior
de las estructuras enzimaticas. Estos relevadores de electrones se emplean en el electrolito y, al viajar
libremente en dispositivos implantables limitan su aplicabilidad, ya que pueden filtrarse a superficies
adyacentes en el organismo poniendo en peligro la salud. En contraste, la transferencia directa de

electrones presenta acoplamiento de los elementos sin mediadores que transfieran las especies
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electroactivas entre cofactores enzimaticos y colectores de corriente. Como solucidon los estudios
publicados hasta la fecha han utilizado nanomateriales conductores sobre los cuales se inmovilizan las
enzimas de interés. Se ha informado de nanoparticulas metdlicas, 6xidos metdlicos, polimeros
conductores y materiales nanoestructurados a base de carbono, en los que las enzimas muestran

transferencia de electrones por adsorcion directa (Trifonov et al., 2019; Nguyen et al., 2019).

Hay estudios cinéticos y estructurales de enzimas que han permitido conocer cudles residuos son los que
intervienen en la especificidad del sitio activo y que son importantes para la catdlisis, la modificacion de
algunos de estos residuos puede afectar la reaccién enzimatica como respuesta, contribuyendo a una
enzima con reactividad y selectividad mejorada permitiendo transferencia directa de electrones (Stoisser

et al., 2016; Stoisser, Rainer, et al., 2015).

Debido a lo anteriormente mencionado, las investigaciones que contribuyen a visualizar los efectos de
mutaciones especificas en residuos de aminoacidos de la AvLOx para anclaje y promocion de transferencia

directa de electrones cobran importancia por lo que se abordaran algunos en la siguiente seccion.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Biosensores de L-lactato oxidasa

Las nuevas generaciones de biosensores amperométricos basados en enzimas demandan, ademas de una
fabricacion facil y econdmica, ciertos criterios como: alta sensibilidad y selectividad, limites de deteccién
bajos, rango amplio de deteccidon del analito, estabilidad y confiabilidad de mediciones conforme
transcurre el tiempo. Muchas enzimas en su estado silvestre, extraidas directamente de organismos,
presentan estabilidad y funcionalidad baja para aplicaciones en biosensores. Por lo anterior, grandes
esfuerzos de investigacidon se han centrado en la adaptacion de estas proteinas para incorporarlas a
sensores y, de esta manera, obtener una medicidn altamente eficiente. Los estudios reportados por
Taurino et al. (2013), Hiraka et al. (2020) e Hiraka et al. (2021) buscan una mayor estabilidad y actividad
enzimatica, mediante la introduccién de mutaciones y métodos mejorados de inmovilizacidn,
especificamente en la enzima L-lactato oxidasa (LOx). Una posibilidad de controlar la inmovilizacién de las
enzimas es la introduccidn de aminodcidos especificos en los extremos de la proteina, permitiendo la

adsorcién por afinidad, o la unidn covalente a superficies.
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Como se menciond anteriormente, los biosensores de L-lactato (sustrato de la enzima LOx) tienen
multiples aplicaciones que van desde medicina en monitoreo de la salud, hasta biotecnologia en control
de calidad de alimentos y cultivos celulares. La LOx cataliza la reaccidn tal como se describe en la Figura 1
a), sin embargo, de manera mas detallada la conversién global de L-lactato se produce en dos
semirreacciones como se muestra en la Figura 2, en la primera semirreaccion el cofactor mononucleétido
de flavina (FMN) es reducido por el lactato (produciendo el complejo E-Fliq ) y posteriormente reoxidado
por O, en la segunda semirreaccion (formando nuevamente el complejo E-Flo). En el uso de biosensores
de LOx, el peréxido de hidrégeno producido se puede oxidar en la superficie de un electrodo aplicando un
potencial de +650 mV que conduce a una sefial directamente proporcional a la concentracién de L-lactato

en la solucidn circundante.

L-lactate pyruvate

k k k
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Figura 2. Vias de reaccion de la L-lactato oxidasa. E-Flox y E-Flred son las formas del complejo enzimatico (Enzima-
Cofactor) que contienen FMN oxidado y reducido, respectivamente (Stoisser et al., 2016).

1.1.2 Transferencia directa de electrones en diferentes aplicaciones de biosensores

Taurino y colaboradores (2013) clonaron la enzima L-lactato oxidasa de Aerococcus viridans (AvLOx), para
obtener variantes mejoradas. Este grupo de investigacién obtuvo mutantes de la enzima con 1) una
etiqueta de histidinas en el extremo N-terminal de la enzima, 2) una etiqueta de histidinas en el extremo
C-terminal y 3) un control con la enzima tipo silvestre, las cuales se compararon con una LOx comercial.
Posteriormente se realizd la expresiéon heterdloga en E. coli, la purificacion, y se determinaron los
pardmetros cinéticos de las enzimas. De manera general estudiaron el comportamiento cinético de

variantes de las enzimas obtenidas después de su inmovilizacion en un electrodo.

Uno de los primeros hallazgos fue que la mutante con la etiqueta de histidinas en el extremo carboxilo-
terminal de la enzima presentd una actividad muy baja. Esto se debe a que el carboxilo-terminal se
encuentra cerca del sitio activo, por lo que la etiqueta de histidinas lo bloquea impidiendo la actividad

catalitica. Como primera conclusion, se observé que una mutacidn cerca del sitio catalitico puede impedir
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la actividad de la enzima, incluso si es en un residuo que no participa propiamente en la catalisis (Taurino

et al., 2013).

Para comparar las variantes obtenidas se realizdé un ensayo de actividad enzimatica cuyos resultados se
muestran en la Tabla 1: cuantificando la produccién de perdxido de hidrégeno de la enzima inmovilizada
en un electrodo de nanotubos de carbono de pared mdultiple (MWCNT, por sus siglas en inglés)
funcionalizados con grupos carboxilo. En el ensayo de actividad la enzima comercial con la que se
compararon las mutantes mostrd una Vmax 3 y 20 veces mayor que la LOx modificada con etiqueta de
histidinas en el extremo N-terminal y que la enzima tipo silvestre, respectivamente. Un ensayo
electroquimico mostré que la mutante LOx con histidinas en el extremo N-terminal evidencié la mayor
corriente de respuesta (datos no mostrados), lo que significa una mayor adsorcion a la superficie del
electrodo con respecto a las otras enzimas comparadas. Por otro lado, en ambos ensayos la K., de la
mutante LOx con histidinas N-terminal fue mayor que las otras enzimas, por lo que la saturacién de
sustrato se alcanza a concentraciones mas altas que con la enzima comercial o la enzima silvestre. Como
consecuencia, LOx-His-N ofrece un rango lineal mds grande cuando se usa con fines de deteccion. Algo
importante es que, a medida que aumentd la concentracidn de sustrato, la velocidad de reaccién comenzé
a disminuir del maximo obtenido. Los autores lo atribuyeron a la unién simultanea de multiples moléculas
del sustrato con el sitio activo, lo que aparentemente promovié un cambio conformacional en la enzima y

redujo su capacidad de unién.

Tabla 1. Parametros cinéticos de la caracterizacidn de las LOx comercial, mutante y silvestre (Taurino et al., 2013).

Ensayo dptico (Michaelis-
Mutante
Menten)

Vméx =86.27 £2.27 U/ mg
LOx comercial
Km = 0.104 +0.015 mM

Vmex= 2181 £1.13 U/ mg
LOx-His-N
Km = 0.180 £0.047 mM

Vmix= 3.72 £0.18 U/mg
LOx silvestre
Km = 0.119 £0.003 mM

Por otro lado, la inmovilizacidn por adsorcién fisica en MWCNT funcionalizados con grupos carboxilo fue
eficiente para la enzima con las histidinas en el N-terminal y no asi para la enzima comercial ni para la

enzima tipo silvestre. Ademas, este dispositivo mostré el mayor rendimiento de deteccidn para
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concentraciones bajas de lactato en comparacién con las otras 2 enzimas comparadas. Quedé demostrado
gue esta mutacion de la enzima preserva la actividad enzimatica y la estabilidad en electrodos modificados
con carboxilos, por lo que es una base ideal para la mejora de biosensores de L-lactato de la préxima

generacion (Taurino et al., 2013).

Las primeras dos generaciones de biosensores muestran algunas desventajas en su funcionamiento; los
de primera generacién, que emplean oxigeno como aceptor de electrones, tienen el inconveniente que
las fluctuaciones en la concentracidén de oxigeno afectan directamente la sefial del sensor. Ademas, el alto
potencial aplicado para oxidar el perdxido de hidrégeno (+650 mV, Fig. 1) puede oxidar también otros
elementos electroactivos (como acido ascérbico, acetaminofén, dcido Urico u otros componentes que se
encuentran en fluidos bioldgicos donde se detecta el L-lactato) que interfieren en la sefial. Los de segunda
generacidn, emplean aceptores artificiales de electrones (mediadores redox) que compiten con el oxigeno

molecular ambiental en la semirreaccion oxidativa, lo cual afecta directamente la sefial del sensor.

En 2021, Hiraka et al. publicaron un articulo donde se obtuvo un sensor multiplexado de lactato con
transferencia directa de electrones, usando como base una doble mutante AvLOx Ala96Leu/Asn212Lys,
gue este mismo grupo habia creado en 2020. Esta enzima modificada presentaba una baja interferencia
de oxigeno y otros compuestos electroactivos, una alta actividad deshidrogenasa y, al hacer reaccionar la
lisina modificada (que se encontraba en la superficie de la proteina y a 20 A del anillo de isoaloxazina de
FMN) con arPES (amino-reactivo etosulfato de fenazina) y su posterior inmovilizacidon en electrodos
serigrafiados de carbono, mostrd una respuesta amperométrica hasta 12 veces mayor que la enzima
silvestre en la oxidacion de L-lactato lo que demostré una cuasi-transferencia directa de electrones (Hiraka

et al., 2020).

Esta enzima doble mutante fue fusionada con un citocromo tipo b (que funcioné como un aceptor de
electrones, ya que la mutante es insensible al oxigeno) y permitio el anclaje a un electrodo de oro. Para
ello el gen de la doble mutante se fusiond con el gen estructural del dominio hemo Fcb2 de Pichia pastoris
por el método de PCR de superposicién. Obtuvieron el complejo proteico y se purificd. El dominio de unién
de hemo de tipo b y el dominio catalitico de unidn a FMN se conecté mediante un péptido “bisagra”, el
cual es flexible y da movilidad a los 2 dominios. La mutante purificada y el complejo con b2 disminuyeron
su actividad especifica por encima de 20 mM de lactato, debido a la inhibicion por sustrato (Hiraka et al.,

2021).
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Posteriormente, evaluaron la capacidad de transferencia directa de electrones por cronoamperometria,
usando electrodos de oro con el complejo inmovilizado en un hidrogel. El sistema electrodo-enzima-
hemob2 presenté un aumento en la corriente de manera dependiente de la concentracion de lactato
(Figura 3, linea roja), sin mediadores redox, por lo que la proteina quimérica creada funciona con
transferencia directa de electrones. La enzima probada sin grupo hemo b2 también mostré transferencia
directa de electrones. Sin embargo, la dependencia de concentracién de lactato era muy por debajo del
complejo fusionado completo (Figura 10, linea rosa). Hiraka et al. (2021). Concluye que el complejo
mutante-b2 tenia transferencia electrénica de FMN al grupo hemo después de la reduccion de FMN, por

la oxidacion del lactato.
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Figura 3. Caracterizacion electroquimica de b2LOx. a) Medicidn de L- lactato basada en cronoamperometria. AvLOXx
A96L / N212K mutante (rosa) y complejo electrodo-enzima-hemob2 (rojo). b) corriente generada dependiente de la
concentracion de L-lactato. (Hiraka et al., 2021).

Ahora bien, Stoisser y colaboradores (2016) evidenciaron que la estructura cristalografica de la L-lactato
oxidasa presenta una triada de residuos (Tyr/Tyr/Arg) en el sitio catalitico. Es esencial dirigir el lactato
hasta esa cavidad para llevar a cabo la reaccidn catalitica. Es probable que la selectividad de la reaccidn se
deba a estos residuos de la enzima. Ademas, AvLOx tiene una tirosina (Tyr215) prominente en el sitio de
unién del sustrato que se encarga, en cierta medida, de asegurar un bucle flexible que secuestra el sitio
activo. Para caracterizar el papel de esta tirosina 215, Stoisser y colaboradores analizaron por cinética
enzimatica, cristalografia y dindmica molecular los efectos de las sustituciones de la tirosina (Tyr215Phe y
Tyr215His). Estas variantes de enzimas modificadas mostraron una disminucion de 33 veces su actividad
de oxido-reduccidn, también la liberacién del sustrato se desacelerd. Se evidencié que unos 15 residuos
(200 al 215) funcionan como tapa en la entrada y salida del sustrato al sitio activo, por ello sustituir la

Tyr215 puede modular la entrada y salida del sustrato. Entonces introducir mutaciones en la triada de los
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residuos del sitio activo, o en los residuos del 200 al 215 podria afectar la reaccion enzimatica como

respuesta, contribuyendo a una enzima con reactividad y selectividad mejorada (Stoisser et al., 2016).

1.1.3 Nanocumulos de platino a partir de la oxidacidn de L-lactato oxidasa y anclaje

de enzimas a electrodos de oro

La modificaciéon de algunos residuos de aminoacidos en las enzimas puede provocar desde un mejor
sistema de inmovilizacién en electrodos para biosensores, hasta la especificidad del sitio catalitico, asi
como la eficiencia de la actividad enzimdtica. Es importante recordar que las modificaciones revisadas en
este trabajo han promovido la transferencia directa de electrones para evitar el uso de mediadores redox,
gue en dispositivos implantables pueden llegar a ser nocivos para la salud. Como se menciond en la seccién
anterior, Hiraka y colaboradores (2021) utilizaron un grupo hemo para el transporte directo de electrones.
En contraparte, Trifonov y colaboradores (2019) propusieron un sistema de auto cableado enzimatico para
la transferencia directa de electrones. Este grupo de investigacién realizd la implantacién enzimatica de
nanocumulos de platino (PtNC) en una glucosa oxidasa (GOx), la cual se inmovilizé sobre nanoparticulas
de carbono mesoporosas (MPCNP). Los poros limitan el crecimiento de los PtNC, mientras que estos se
conectan eléctricamente a la matriz, demostrando una transferencia directa de electrones. El crecimiento
de los PtNC puede llevarse a cabo de adentro hacia afuera y de manera inversa, sin embargo, la deposicion
quimica sigue siendo dentro de los poros, y la expansion hacia el centro del cofactor como se muestra en
la Figura 4 (Trifonov et al., 2019). Una de las posibles estrategias que se pretende emplear para promover
la transferencia directa de electrones en biosensores de L-lactato es el “nanocableado” propuesto por
Trifonov et al. (2019). La limitante de dicha metodologia es que se necesita hacer que el precursor de
platino se acerque lo suficiente al sitio activo para reducirse y llevar a cabo el crecimiento de los
nanocumulos, por lo que incrementar el tamafio del poro a la entrada del sitio activo es una tarea por

realizar.

Gluconic acid

Figura 4. Formacién de nanocimulos de platino en GOx. Electrodo PtNC @ GOx / MPCNP sintetizado
enzimaticamente de adentro hacia afuera (Trifonov et al., 2019).
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Por otro lado otra estrategia que se utilizard esta basada en el trabajo de Ditzler et al. (2011b) donde
utilizan una cisteina de superficie de la enzima dihidrofolato reductasa y la unen directamente a una
superficie de oro mediante un enlace con el dtomo de azufre de la cisteina. La capacidad de esta enzima
para formar un enlace covalente entre cisteina y el oro permite inmovilizar la enzima en la superficie de

Au formando una monocapa autoensamblada sin la mediacién de enlazadores o espaciadores.

1.2 Justificacion

La deteccidon de L-lactato tiene aplicaciones clinicas, en la medicina deportiva y en procesos industriales.
Los biosensores electroquimicos que se han desarrollado utilizan la L-lactato oxidasa como elemento de
reconocimiento molecular. Sin embargo, la medicidn de los productos de reaccién en los biosensores de
primera generacién limita la especificidad del biosensor, mientras que los de segunda generacién se ven
limitados en algunas aplicaciones por la difusién de los mediadores que pueden ser téxicos. Ambos
problemas se pueden resolver mediante la obtencidén de biosensores de L-lactato capaces de realizar la
transferencia directa de electrones. Sin embargo, las L-lactato oxidasas caracterizadas hasta ahora no
cuentan con la capacidad para inmovilizarse y transferir electrones de manera directa al electrodo. En este
trabajo se propone la obtencién de mutantes para explorar la TDE mediante dos estrategias. La primera
consiste en la inmovilizacidn en electrodos de oro mediante una cisteina de superficie y la segunda en la
formacién de nucleos de platino en el sitio activo capaces de funcionar como nanocables en la

transferencia de electrones.

1.3 Hipétesis

Las mutantes de L-lactato oxidasa de Aerococcus viridans disefiadas para permitir entrada del precursor
hexacloroplatinato al sitio activo o la inmovilizacion de la enzima molecularmente orientada, seran

capaces de realizar transferencia directa de electrones en biosensores amperométricos.
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1.4 Objetivos

1.4.1

Objetivo general

Optimizar la L-lactato oxidasa de Aerococcus viridans a través de la apertura del sitio activo o por

inmovilizacién molecularmente orientada, mediante mutagénesis dirigida a sitio y evaluar su capacidad en

la transferencia directa de electrones a partir de la oxidacidn de L-lactato para aplicaciones en biosensores.

1.4.2

Objetivos especificos

Analizar la estructura cristalogréafica de la L-lactato oxidasa de Aerococcus viridans, realizando
mutaciones in silico que favorezcan la DET por apertura del sitio activo o por inmovilizacidn
molecularmente orientada.

Obtener, a partir de PCR mutdgenica, la construccién AvLOx-pET-28a(+) con la mutacién en los
residuos seleccionados del gen.

Efectuar la expresion heterdloga en E. coli de las mutantes obtenidas y purificarlas utilizando
métodos cromatograficos.

Realizar la caracterizacidon enzimatica de las mutantes obtenidas.

Evaluar la capacidad de la enzima en solucidn para la produccién de nucleos de platino metdlico
con hexacloroplatinato como precursor.

Evaluar la capacidad de la enzima inmovilizada en electrodos de oro para la transferencia directa

de electrones dependiente de la oxidacién de L-lactato.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Analisis de la estructura para disefio de mutantes

Se utilizé el servidor MOLEonline (Berka et al., 2012) para analizar la estructura PDB 2du2 que corresponde
a la L-lactato oxidasa de Aerococcus viridans para encontrar los canales de acceso al sitio activo. Estos
canales deben tener una distancia aproximada de 7 A, para la enzima de tipo silvestre se espera que
ninguno permita la entrada del precursor de platino para la formacién de nanocables ni la DET. A partir de
la apertura de la zona de acceso al grupo flavina del sitio activo del cofactor FMN, se favorecerd la entrada

del hexacloroplatinato para formacidon de nanocumulos de platino y en consecuencia la DET.

Se buscé un residuo que al mutarlo permitiera la apertura del sitio catalitico, el residuo mutado debe
aportar hidrofobicidad alrededor del area circundante para permitir la DET. Posteriormente se realizé la
mutacion in silico, con ayuda del software Chimera (Pettersen et al., 2004), cambiando el residuo y se
minimizé la estructura para analizar los cambios conformacionales de las cadenas laterales del alrededor

del sitio activo y con el mismo servidor, medir la apertura del canal.

De manera simultanea se analizé la superficie de la enzima para buscar los residuos mds expuestos y que
al mismo tiempo, al mutarse por cisteina, tuvieran una distancia maxima de 20 A al sitio activo (N5 de la
flavina) y se encuentre expuesto en la superficie de la enzima. La mutacién de cisteina permitiria la
inmovilizacién directa en superficies de oro, mediante la formacion de enlace tiol-oro. Posteriormente se
realizé la mutante in silico, con el software Chimera (Pettersen et al., 2004), donde se cambié el residuo y
se minimizo la estructura para analizar el cambio conformacional y medir la distancia del residuo mutado

al N5 de la flavina.

2.2 Obtencion de las mutantes

2.2.1 Plasmidos y cepas

Se utilizé E. coli genotipo XL1-Blue para la clonacidon de las construcciones AvLOx-pET-28a(+) que se

describen en el apartado 2.2.4, esta cepa es deficiente en endonucleasas (endA) lo que mejora en gran
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medida la estabilidad del inserto, es un excelente huésped para aplicaciones de clonacion donde se utilizan
vectores plasmidicos (Jooybari et al., 2020). Para la expresion de la enzima se optd por E. coli genotipo
BL21 (DE3), es un sistema de expresion de enzimas recombinante ampliamente usado. Esta basado en la
ARN polimerasa de T7 y proporciona niveles altos de expresién de proteinas. Las cepas celulares
competentes son especificamente para su uso con vectores regulados bajo los promotores T7, tales como
los vectores de expresion de proteinas pET y pCAL. Por otro lado esta cepa es deficiente en las proteasas
OmpT y Lon, que pueden interferir con el aislamiento de proteinas recombinantes intactas (Competent

Cells for Routine Cloning, XL1-Blue Competent Cells | Agilent, n.d.).

El plasmido utilizado como molde es el pET 28a(+) AvLOx que tiene la secuencia del gen LOx optimizado

para expresion en E. coliy estd insertada en los sitios Ndel y EcoRl del plasmido.

2.2.2 Mutacién en el gen AvLOx por el método de doble PCR

Las mutantes seleccionadas para expresidén se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Cambios en aminoacidos elegidos para la AvLOx después analizar de las mutaciones in silico.

Mutacion Abreviatura
Arginina 181 Alanina R181A
Arginina 181 Valina R181V

Arginina 181 Isoleucina R181I

Lisina 188 Cisteina K188C

Se utilizé el kit Q5-site directed mutagénesis de NEB para la introduccién de cada mutacién puntual
deseada. Con este kit comercial, se tiene una etapa de amplificacion del gen de interés con la introduccion
de la mutante deseada a través del cebador hacia adelante. Posteriormente se realizé un tratamiento con
cinasa, ligasa y Dpnl (reaccién KLD), el primero fosforila el 5’ del plasmido amplificado, para que la ligasa
pueda unir el plasmido de forma circular, el uUltimo componente realiza la digestién del DNA silvestre

metilado. Sin embargo, las pruebas realizadas no mostraban una correcta amplificacion del gen mutado.
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Por lo que se procedid a utilizar una modificacion del método descrito por Tyagi y colaboradores (2004)
en un reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de dos pasos. Se disefiaron los cebadores hacia adelante
(el cual contiene la mutacién para el gen de la enzima) y como cebador reverso se utilizé el oligo de T7
(Anexo A, Figura 30), ya que esta secuencia se encuentra flanqueando el gen de la AvLOx silvestre en el
plasmido pET-28a(+) (Anexo A, Figura A.2). En el primer paso de la (PCR) se obtuvieron megacebadores de
aproximadamente 700 pb, los cuales nos servirian como cebadores reversos en el segundo paso de la PCR.
Se utilizé una DNA polimerasa de alta fidelidad Phusion™ de Thermo Scientific, y se siguid el protocolo de
acuerdo con el fabricante. Se realizaron reacciones de 50 ul de cada mutante con las condiciones

mostradas en la Tabla 3 y 4.

Tabla 3. Componentes utilizados en la primera PCR para la obtencidn de megacebadores mutagénicos.

Componente Cantidad

CebadorT7 Reverso (10 uM) 1uL

Cebador mutagénico (R181A, R181V, R181I, K188C) hacia adelante (10 uM) | 1 uL

dNTPs (10mM) 1uL
5x Buffer Phusion™ 10 uL
DNA molde (pET-28a(+)AvLOx silvestre) (10 ng/ml) 1L
DNA Polimerasa Phusion™ 0.5 uL
Agua desionizada 34.5 uL

Tabla 4. Condiciones en el termociclador para la obtencidon de megacebadores mutagénicos de 700 pb.

Paso del ciclo Temperatura (2C) | tiempo
x1 | Desnaturalizacién inicial | 98 30s
Desnaturalizacién 98 10s
x30 | Alineamiento 55 30s
Extension 72 20s
x1 | Extension final 72 8 min
Hold 4 (o)
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Los productos de cada reaccién de PCR se analizaron con una electroforesis de gel de agarosa 1% en TAE,
asegurandose de que hubiera una banda bien definida en aprox. 700 pb, la cual corresponde a la longitud
del megaprimer generado. Posteriormente se utilizé el kit de purificacién de productos de PCR GenelET
de Thermo Scientific™ en cada producto de reccién para obtener un megacebador puro y se cuantificd

utilizando Thermo Scientific™ NanoDrop 2000.

El segundo paso de la PCR fue utilizar el megacebador del primer paso y el oligonuleétido hacia adelante
de T7 (que flanquea el gen AvLOx en pET-28a(+)). Se realizaron reacciones de 50 plL utilizando DNA
polimerasa de alta fidelidad Phusion™ de Thermo Scientific, y se siguid el protocolo de acuerdo con el
fabricante (Tabla 5y 6). Para confirmar los productos de la AvLOx mutados se realizé una electroforesis en
gel de agarosa 1% en TAE buscando una banda bien definida de aproximadamente 1,200 pb, la cual

corresponde a la longitud del gen estructural.

Tabla 5. Componentes utilizados en la segunda PCR para la obtencion del gen estructural de la AvLOx con la mutacion
deseada.

Componente Cantidad

Cebador hacia adelante T7 (10 uM) 2.5uL

Megacebador con mutacién (R181A, R181V, R181I, K188C) reverso (120 ng/ml) | 1 pL

dNTPs (10mM) 1pL
5x Buffer Phusion™ 10 uL
DNA molde (pET-28a(+) AvLOx silvestre) (10 ng/ml) 1ul
DNA Polimerasa Phusion™ 0.5 uL
Agua desionizada 34 uL

Tabla 6. Condiciones en el termociclador para la obtencion del gen mutado de la AvLOx.

Paso del ciclo Temperatura (2C) | tiempo
x1 | Desnaturalizacién inicial | 98 30s
Desnaturalizacién 98 10s
x30 | Alineamiento 55 30s
Extension 72 30s
x1 | Extension final 72 8 min
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2.2.3 Clonacién de gen mutante en el plasmido pJET

Los productos confirmados se clonaron en el plasmido pJET (Anexo A, Figura 31) del kit de clonacion
ClonelET de Thermo Scientific™, se hicieron reacciones de 20 pL de cada mutante y se siguio el protocolo

de acuerdo con el fabricante, como se muestra a continuacién (Tabla 7).

Tabla 7. Reacciones de clonacion del gen AvLOx mutado en el pldsmido pJET.

Componente Cantidad

2X Buffer de reaccion 10 uL

Producto de PCR (R181A, R181V, R181l, K188C) | 2 pL

pJET 1.2/Blunt Vector de clonacion 1ul
Agua desionizada 6 uL
T4 DNA ligasa 1ul

Una vez clonado el fragmento AvLOx mutado en el vector pJET se procedio a transformar células E. coli
guimiocompetentes de la cepa XL1-BLUE. Las células se descongelaron por 10 minutos en hielo para
posteriormente agregar 5 pL de la reaccion de ligaciéon, se incubaron 15 minutos en hielo y se aplicé un
choque térmico de 42°C por 1 minuto con una incubacién posterior de 5 minutos en hielo. Se agregaron
950 L de medio LB estéril y se incubaron en agitacion por 1.5 h. a 37°C. Por ultimo, se centrifugaron las
células a 3000 rpm por 3 minutos, resuspendiendo la pastilla celular en 100 pl de medio LB. Se inoculé una
placa Petri con Agar-LB suplementado con ampicilina a 100 pg/mL por mutante, cada una de ellas con los

100 pL en los que se resuspendieron las células, incubandose por 24 h a 37°C.

Para confirmar la mutacion en los vectores de pJET se procedid a realizar una PCR de colonia. Se
seleccionaron colonias de cada caja Petri correspondiente a cada mutante. A continuacion, se utilizé el kit
MyTag™ Mix (Bioline) con los cebadores de T7 que flanquean el inicio y el final del gen estructural de la
AvLOx y se siguid el protocolo de acuerdo con el fabricante. Para ello se tomd una muestra de la colonia
seleccionada y se resuspendié en 20 plL de agua desionizada, posteriormente, se llevé a 95°C durante 10
minutos. La mezcla de reaccidn para la PCR de colonia se llevé a cabo como se muestra en la Tabla 8 y el

termociclador se programad segun la Tabla 9.
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Tabla 8. Componentes utilizados en la PCR de colonia después de la transformacién de E. coli XL1-BLUE.

Componente Cantidad

2X taq Mix 10 pL

Cebador T7 hacia adelante (10uM) | 0.5 uL

Cebador T7 reverso (10uM) 0.5 uL
Agua desionizada 4 pL
Colonia lisada 5uL

El producto de PCR se analizé en una electroforesis de gel de agarosa al 1% en TAE 1x. Se buscaron bandas
bien definidas de 1.2 kpb para confirmar la presencia de los plasmidos con el gen AvLOx mutado en las
colonias transformadas. A partir de estas colonias positivas, se inocularon cultivos de 5 mL de medio LB
para extraer los plasmidos mutantes utilizando el kit Genelet de ThermoScientific, siguiendo el protocolo
de acuerdo con el fabricante. El pldsmido purificado se envio al servicio de secuenciacién del IBT-UNAM

para confirmar la secuencia de la mutante de AvLOx.

Tabla 9. Condiciones en el termociclador para el PCR de colonia.

Paso del ciclo Temperatura (2C) | tiempo
X1 | Desnaturalizacion inicial | 95 1 min
X30 | Desnaturalizacion 95 15s
Alineamiento 52 15s
Extension 72 10s
Hold 4 oo}

2.2.4 Clonacién de gen mutante en el plasmido pET-28a(+)

Los electroferogramas obtenidos por la secuenciacion fueron analizados con el software SnapGene para
obtener las secuencias de aminoacidos, posteriormente se compararon con las secuencias de la AvLOx

silvestre usando el servidor Clustal Omega. Como siguiente paso, se subcloné el gen mutado de AvLOx en
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el plasmido pET-28a(+). Para ello se digirio el plasmido pET-28a(+) con 2 enzimas de restriccién en una sola
reaccion, y por otro lado se digirié cada gen mutante, que se encontraba en pJET, en una reaccién con las
mismas 2 enzimas de restriccion, Ndel y EcoRl. Cabe mencionar que estos sitios de restriccion se
encuentran en el sitio de clonacion multiple del vector pET-28a(+) vy flagueando el gen mutado que se

encontraba en pJET.

Para la digestion de pET-28a(+) se utilizaron 3.5 ug de este vector, 20 U de Ndel, 20 U de EcoRl, y 6 uL de
Buffer O (10X), estas 3 ultimas de Thermo Scientific™, en una reaccién de 60 pL totales. Por otro lado, la
digestion de cada mutante se llevé a cabo en un vial diferente para cada una de ellas, en el cual se
colocaron 3 mg de pJET (20 uL) con el gen mutado de interés, 15 U de Ndel, 15 U de EcoRl, 3 uL de Buffer
O (10X) y 4 uL de agua desionizada. Tanto el pldsmido pET-28a(+) digerido, como los genes mutados de
AvLOx digeridos, fueron purificados con el kit de purificacién de productos de PCR GenelET de Thermo
Scientific™, siguiendo el protocolo del fabricante. Los productos de digestiéon se corroboraron con una

electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE.

El siguiente paso fue ligar el gen de AvLOx mutante en el plasmido pET-28a(+); para ello se llevd a cabo
una reaccién de ligacidon donde se colocaron 2.5 pL de pET-28a(+) (74.2 ng/ uL), 11.5 pl de la mutante de
AvLOXx, 2 ul de Buffer de ligacion 10X, 2 uL de DNA ligasa T4 y 2 uL de agua desionizada, esta reaccién se
incubd a 16°C por 20 horas.

Se siguid el protocolo de transformacién en XL1-Blue para volver a seleccionar las mutantes positivas en
agar LB suplementado con kanamicina a 35 pg/mL (LB + Kan), ya que es el casete de resistencia a
antibidtico que tiene el vector pET-28a(+). Nuevamente se seleccionaron colonias positivas con resistencia
a Kanamicina de cada mutante, se inocularon cultivos de 5 mL de medio LB para extraer los plasmidos
mutantes utilizando el kit Genelet de ThermoScientific, siguiendo el protocolo de acuerdo con el
fabricante, el plasmido purificado se envié al servicio de secuenciacion del IBT-UNAM para confirmar la

secuencia de la mutante de AvLOx.

2.3 Expresidn y purificacion de la enzima

Una vez confirmado por secuenciacidn el gen de AvLOx con la mutacidn deseada en las colonias positivas,
se utilizo el protocolo de transformacién, ahora con células quimiocompetentes de E. coli genotipo BL21

(DE3) con las construcciones de la enzima silvestre y de las mutantes de AvLOx-pET-28a(+). A partir de las
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colonias obtenidas se inocularon cultivos de 500 mL de medio LB + Kan y se crecieron por 12 h a 37°C,
estos cultivos se usaron para inocular 4.5 litros de medio LB + Kan y se incubaron a 37°Cy 200 rpm hasta
alcanzar una densidad dptica de 0.5 a una longitud de onda de 600 nm. Este cultivo se le afiadié una
solucion de IPTG (lsopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) para obtener una concentracién de 200 pM
incubandose por 20 horas a 20 °C. Las células se cosecharon por centrifugacién a 8,000 rpm por 15 minutos
y se resuspendieron en solucion buffer NaHPO4-NaH;PO4 50 mM pH 7, NaCl 150 mM, glicerol al 10%, B-
mercaptoetanol 2 mM, 10 mM imidazol, para la lisis celular se afiadi6 PMSF (fluoruro de
fenilmetilsulfonilo) a una concentracion de 1 mM y lisozima a 0.1 mg/mL, se incubd a 37°C por 30 minutos,
el extracto resultante se sometio a ultrasonicacidn por 25 minutos efectivos a 40 % de potencia con lapsos

de trabajo de 10 segundos activos y 5 segundos de pausa.

2.3.1 Cromatografia de afinidad a niquel (IMAC)

El extracto se sometid a centrifugacién a 13,000 x g durante 45 minutos y el sobrenadante se pasé a través
de una columna His Trap (Cytiva), previamente equilibrada con 10 volumenes de columna de soluciéon
buffer de unidn, utilizando una bomba peristaltica a 2 mL/min, posteriormente se hizo un lavado de la
columna con 50 mL de solucidn buffer de unidn. Por ultimo, la enzima se eluyé en 3 pasos de 10 mililitros

cada uno con el mismo buffer suplementado con imidazol a 100, 300 y 500 mM, respectivamente.

Las fracciones con actividad de lactato oxidasa de cada paso de purificacion se analizaron por electroforesis
en gel de poliacrilamida al 12 %, las fracciones con mayor pureza se mezclaron, concentraron y dializaron
en buffer Na;HPOs-NaH,PO4 50 mM pH 7, 100 mM NaCl, 10% glicerol y 2 mM de mercaptoetanol para
eliminar los residuos de imidazol, por ultimo, se afiadié a las muestras 30% de glicerol y se almacenaron a

-80 °C.

2.3.2 Cromatografia de Intercambio idnico

Como segundo paso de purificacion las muestras dializadas provenientes la cromatografia de afinidad a
niquel se sometieron a cromatografia de intercambio idnico. Se utilizé el sistema de cromatografia liquida

GE Healthcare AKTAprime plus de Cytiva con una columna Macro-Prep® High Q de Biorad. Se equilibré la
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columna con 2 voliumenes de columna de buffer A (Na;HPOs-NaH,PO4 50 mM pH 7, 100 mM NaCl, 10%
glicerol y 2 mM mercaptoetanol) a 2 mL/min. Las muestras se inyectaron en 3 aplicaciones en el bucle de
5 ml. La enzima se eluyd en un gradiente de 120 mL de 0 a 100% de buffer B (Na,HPO4-NaH,P0O, 50 mM
pH 7, 1 M NaCl, 10% glicerol y 2 mM mercaptoetanol) y se recolectaron las fracciones correspondientes a
los picos observados en el cromatograma. Las fracciones con actividad de LOx se analizaron por

electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%, las de mayor pureza se mezclaron y concentraron.

2.4 Caracterizacion enzimatica

La actividad de LOx purificada se medié usando un ensayo espectrofotométrico acoplado a peroxidasa. El
H,0, producido en la reaccién de LOx se hace reaccionar con peroxidasa en presencia de 4-aminoantipirina
y N,N-dimetilanilina para dar un croméforo de quinonediimina detectable por espectrofotometria a 565
nm. Se agregaron de 20 uL de enzima 2 uM en buffer de fosfato de fosfato 100 mM, pH 7.0, a una solucién
con acido 3,3-dimetilglutarico a 40 mM, 2.5 unidades de peroxidasa, 4 aminoantipirina 1.5 mM, y 0.04%
(v/v)de N, N-dimetilanilina, L-lactato (0.1, 0.2, 0.5, 1, 1.5, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100 mM) en un volumen
total de 0.5 mL. Cada concentracién de lactato se evalud por separado midiendo todo el curso temporal

en un espectrofotometro (Unterweger et al., 2012).

Las constantes cinéticas (Km, Vmax) se obtuvieron mediante el ajuste con el modelo de Michaelis-Menten,
utilizando el software OriginPro 2016 versidén 93E. Por otro lado, la constante catalitica (k.q:) se calculd a

partir de la relacion:

donde E es la concentracion de enzima molar, k., es la constante catalitica y V4, es la velocidad maxima

de reaccion (Unterweger et al., 2012).

La AvLOx tipo silvestre fue purificada y caracterizada con el mismo protocolo, y los datos de cinética
enzimatica fueron proporcionados por el Dr. Raul Garcia Morales, quien estd trabajando con esta misma

enzima.
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2.5 Crecimiento de nanoctiimulos de platino para DET

Se utilizé 3 mL de una solucién de buffer HEPES (acido 4- (2-hidroxietil) -1-piperazinetanosulfénico) 100
mM, glicerol 10%, NaCl 100 mM purgada con N> (100 mM, pH 7.0) que ademas contenia 0.5 mg/mL de
AvLOx (R181A, R181V, R181I, cada una por separado), K,PtCls a 5 mM y L-lactato a 20 mM, posteriormente
se agitdé suavemente bajo atmdsfera de N, por 48 horas para llevar a cabo la nucleacién de los
nanocumulos de platino (Trifonov et al., 2019). Se utilizaron como controles las soluciones exactamente

igual en cada mutante con excepcidn de la adicién de lactato.

Para la caracterizacién de lo nanocumulos de platino se opté por utilizar la técnica de Dispersion de Luz
Dinamica (DLS por sus siglas en inglés), la cual es una técnica de bajo costo, no invasiva ni destructiva y de
operacion relativamente simple y rapida. Las suspensiones se midieron por DLS y se analizaron los tamafios

de particula obtenidas (Tomaszewska et al., 2013; Starikova et al., 2016).

2.6 Inmovilizacion de enzima K188C en superficies de oro

Un electrodo de disco de oro (3 mm de didmetro) se pulié en 3 pasos con polvo de alimina de 1, 0.3y 0.05
pum, respectivamente. Luego se lavd con agua desionizada y se activé en H,;SO4 0.5 M escaneando el
potencial entre 0.1 y 1.5 V durante 25 ciclos a una velocidad de barrido de 100 mV/s para eliminar los
grupos no polares adheridos a la superficie del electrodo (Kangkamano et al., 2017). La AvLOx K188C se
autoensambld en el electrodo de oro al sumergirlo en 50 pL de una solucién 10 uM de AvLOx en buffer
MTEN (NaCl 100 mM, MES 50 mM, Tris 25 mM y etanolamina 25 mM; pH 7.5 a 25 ° C), glicerol 10%, durante
2 horas y luego se enjuagé tres veces con buffer MTEN para eliminar la enzima no fisisorbida (Ditzler et
al., 2011a). El procedimiento anterior se realizé también con la enzima silvestre para utilizar el electrodo
como control negativo y con la mutante K188C inactivada por temperatura la cual se sometid a incubacion

por 30 minutos a 70°C (Milton and Minteer, 2017).

2.6.1 Pruebas de inmovilizacion Au-K188C

Primeramente, para comprobar la inmovilizacidn de la enzima K188C en el electrodo de oro se realizd un

ensayo de actividad. En 0.5 mL de una solucidn de buffer de fosfato de 100 mM, pH 7.0, 4 aminoantipirina
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1.5 mM, y 0.04% (v/v) de N, N-dimetilanilina, L-lactato 20 mM se incub¢ el electrodo Au-K188C a 37°C por
10 minutos. Transcurrido el tiempo se afiadié 2.5 unidades de peroxidasa de rdbano picante y se dejé
reaccionar por 10 minutos mads. Se midié la absorbancia de la reaccidon a 565 nm y se cuantificd la actividad
del electrodo. Se comparé la actividad de la solucién de incubacidn (actividad inicial), la solucién después
de incubacién (actividad residual), la actividad del electrodo y por ultimo se calculé el porcentaje de
inmovilizacién.
Para evaluar el rendimiento del proceso de inmovilizacidn, la recuperacién de la actividad se definié como
la actividad experimental de la AvLOx K188C inmovilizada dividida por la actividad de la AvLOx K188C
tedricamente inmovilizada en el soporte. La actividad tedricamente inmovilizada se calculé como la
diferencia entre la actividad inicial de la AvLOx K188C, antes del proceso de inmovilizacién, y la actividad

residual después del proceso.

Por otro lado, se midié laimpedancia del electrodo de oro antes y después de inmovilizacién de la mutante
K188C para comprobar que se haya anclado la enzima al electrodo. Los detalles experimentales se

encuentran en el apartado 2.7.

2.7 Pruebas electroquimicas para comprobar transferencia directa de

electrones

La deteccion amperomeétrica se realizd utilizando un potenciostato ustat 400 (Metrohm DROPSENS) con
un sistema convencional de 3 electrodos. Se usé un electrodo de oro como electrodo de trabajo, un
electrodo Ag/AgCl como electrodo de referencia y un alambre de platino contraelectrodo. Todos los
experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente en un vaso de precipitados con 5 mL de buffer

de fosfatos 100 mM pH 7.4.

Voltametria Ciclica. Los experimentos de voltametria ciclica se realizaron mediante un barrido de
potencial de 0.7 a-0.01 Vy a una velocidad de barrido de 50 mV/s en presencia o ausencia de L-lactato 50

mM.

Amperometria. La respuesta amperométrica en estado estacionario de los electrodos de trabajo a

diferentes concentraciones de L-lactato se determind mediante adiciones sucesivas de una solucién de 1
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M de lactato en buffer fosfatos. En primer lugar, los electrodos de trabajo se equilibraron en buffer
fosfatos 100 mM a un potencial constante de -0.1 V hasta obtener una corriente constante, denominada
corriente de fondo (I1). A continuacidn, se afadieron alicuotas de la solucion lactato a la celda
electroquimica (1, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 50 mM) y se registré la respuesta de corriente en estado estacionario
obtenida (12). La diferencia de corriente obtenida (Al=12-11) se utilizé para trazar una curva de calibracion

de Al frente a la concentracion de L-lactato. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

Espectroscopia de Impedancia Electroquimica. La medicidon de la impedancia (Rcr) se realizd en una
solucién buffer de fosfato 100 mM pH 7 que contiene [Fe(CN)s]37* 5 mM. Se hicieron mediciones
mediciones a potencial de circuito abierto usando un voltaje sinusoidal de 10 mV de amplitud en el rango
de frecuencia 10 ° Hz-10 ! Hz (Milton and Minteer, 2017). Se obtuvieron los espectros de impedancia

electroquimica.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Obtencidon de mutantes in silico y minimizacion de estructuras

Una vez obtenidas las minimizaciones de energia de las estructuras tras la mutacién in silico se analizaron
las superficies y abertura del acceso al sitio activo. En la Figura 5 se puede observar imdagenes de la AvLOx
tipo silvestre vista desde la superficie y desde una vista lateral. La flecha verde muestra el residuo R181

gue posteriormente fue mutado, se observa un poro de acceso practicamente cerrado.

a)

Figura 5. Canal de entrada al sitio activo de AvLOXx. La estructura cristalografica de la AvLOx silvestre muestra el sitio
de acceso al FMN desde a) la superficie y b) una vista lateral. Flecha verde: residuo 181; flecha azul: cofactor FMN.

La primer mutante se presenta en la Figura 6, la flecha verde muestra el residuo cambiado de arginina en
la posicién 181 por alanina por lo que se aprecia un poro de acceso al sitio activo (FMN flecha color azul)
mucho mads grande que en la enzima tipo silvestre. Ademads, se muestra la estructura en forma solo de

enlaces y se puede ver la diferencia de tamanos en los residuos 181 una arginina que es mucho mds grande
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que el residuo alanina (Figura 6 b). Por ultimo, en la Figura 6 c se aprecia un corte lateral del poro de acceso

al FMN donde este canal de acceso se aprecia libre desde la superficie hasta sitio activo.

Figura 6. Mutante in silico AvLOx R181A. Minimizacion energética de la estructura de la mutante R181A desde: a) la
superficie, b) la superficie con enlaces y c) vista lateral. Los atomos de carbono en el modelo de la enzima silvestre
se muestran en amarillo y en la mutante en color verde, Los atomos de nitrogeno se presentan en azul y los de
oxigeno en rojo. Flecha verde: residuo 181; flecha azul: cofactor FMN.

De manera similar en las mutantes R181V y R181I (Figura 7 y 8, respectivamente) se logra ver un poro de

acceso al sitio activo mucho mayor tanto en la vista de superficie (Fig. 7 y 8 a) como en la vista lateral, en
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la vista de enlaces (Fig. 7 y 8 b) se aprecia un cambio significativo en el tamafio de residuo, siendo A, V, |

mucho mas pequefios en longitud que la R.

a)

Figura 7. Mutante in silico AvLOx R181V. Minimizacion energética de la estructura de la mutante R181V desde: a) la
superficie, b) la superficie con enlaces y c) vista lateral. Los atomos de carbono en el modelo de la enzima silvestre
se muestran en amarillo y en la mutante en color azul intenso, Los dtomos de nitrégeno se presentan en azul y los
de oxigeno en rojo. Flecha verde: residuo 181; flecha azul: cofactor FMN.

Adicionalmente al analizar el canal del sitio activo en el servidor MOLE online (Pravda et al., 2018) se
observé un incremento en el didmetro del canal de acceso, los resultados se resumen en la Figura 9y la

Tabla 10.
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a)

b)

Figura 8. Mutante in silico AvLOx R181l. Minimizacidn energética de la estructura de la mutante R181l desde: a) la
superficie, b) la superficie con enlaces y c) vista lateral. Los atomos de carbono en el modelo de la enzima silvestre
se muestran en amarillo y en la mutante en color azul marino, Los 4tomos de nitrégeno se presentan en azul y los de
oxigeno en rojo. Flecha verde: residuo 181; flecha azul: cofactor FMN.

Con estos resultados, se decidid iniciar la mutagénesis para la obtencidén de estas mutantes esperando que
la naturaleza hidrofdbica de estos residuos ademas de su efecto en el didmetro del sitio activo favoreciera
que, el hexacloroplatinato pueda acercarse lo suficiente al sitio catalitico y en consecuencia la

transferencia directa de electrones (Trifonov et al., 2015).
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Figura 9. Tunel de acceso al sitio activo de la AvLOx. Medicion de la apertura e hidrofobicidad del tunel de acceso al

sitio activo después de las mutacidn in silico de a)AvLOXx tipo silvestre, b)R181A, c)R181V y d)R181l. Las barras en
cada figura muestran la hidrofobicidad del tunel tras el cambio de residuo.

Respecto a la otra estrategia, en la Figura 10 se muestra la estructura de la mutante K188C obtenida in

silico y minimizada. La flecha roja muestra la cisteina que sustituyé a la K188. La distancia desde el N5 de

la FMN al grupo tiol de la cisteina fue de 20.48 A, sin embargo, el tiol se encuentra a 15.29 A del grupo

hidroxilo de Y40, por lo que se espera que una vez inmovilizada la enzima en superficies de oro, como se

realiza en Ditzler et al. (2011b), promueva una transferencia directa de electrones al electrodo.

Tabla 10. Comparacion de didmetros obtenidos en el poro de acceso al sitio activo al realizar mutaciones R181A,

R181vy R181l.
AvLOX WT R181A R181V R181I
Tamaiio de poro
en el residuo R181 1.5 24 2.3 2.2

(A)
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Figura 10. Distancia entre el FMN, Y40 y C188 en la mutante K188C. Los atomos de carbono se muestran en color

verde, los de nitrégeno en azul, los de oxigeno en rojo y los de azufre en amarillo. Residuo 188 sefialado con flecha
roja.

3.2 Obtencion de mutantes

3.2.1 PCR para obtencidon de megacebadores

La Figura 11 muestra el gel de agarosa al 1% en TAE con los resultados de la primera PCR para la obtencion
de megacebadores con la modificacion en el aminodacido correspondiente. Se logra apreciar una banda
bien definida en las 4 muestras en aproximadamente 700 pb, el cual muestra un resultado positivo a la
amplificacion deseada con la mutacién introducida.

M R181A R181V R181I K188C

4.0kb
3.0kb
2.0kb

1.5kb

1.0kb

0.5kb 3

Figura 11. Amplificacion de megacebadores mutagénicos. Gel de agarosa al 1% después de la electroforesis de los
productos del primer PCR correspondientes a la amplificacion del megacebador. Carril M: Marcador de peso
molecular.
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Después de la obtencién del megacebador mutagénico se cuantificd el producto purificado con el

Nanodrop sense 2000 y se obtuvieron 50 uL de DNA a las concentraciones mostradas en la Tabla 11.

Tabla 11. Concentracion de megacebadores obtenidos después de la primera PCR.

Mutante | Concentracién de DNA (ng/puL)
R181A 54
R181V 26
R181I 29.2
K188C 14.3

3.2.2 Segunda PCR para obtencidon de gen AvLOx mutante

Los resultados de la segunda PCR, donde se utilizé el megacebador para introducir la mutacién en el gen

estructural de AvLOx, se pueden observar en la Figura 12. Se aprecia una banda bien definida por debajo

de 2 kb que corresponden al gen mutado, ademdas se logran ver unas bandas cerca de 1 kb que

corresponden a los megacebadores residuales en cada reaccién; por otro lado, las bandas mas pequeiias

en la parte inferior del gel corresponden a amplificaciones inespecificas.

4.0kb
3.0kb

2.0kb
1.5kb

1.0kb

0.5kb

R181A R181V R181l K188C

Figura 12. Amplificacién del gen AvLOx mutante. Gel de agarosa al 1% después de la electroforesis de los productos
del segundo PCR correspondientes a la amplificacion del gen AvLOx mutante. Carril M: Marcador de peso molecular.
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Después de la clonacidn del gen mutado en el plasmido pJET 1.2 y de la transformacion en E. coli XL1-BLUE,
la PCR de colonia se analizé por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se seleccionaron 2 colonias de la
mutante R181A, 8 colonias de la R181V, 8 colonias de la R1811 y 5 colonias de la K188C, que se muestran
la Figura 13. Se observa una banda bien definida entre 1 y 1.5 kb que corresponde nuestro constructo
(pJET + AvLOx) de aproximadamente 1.2 kb. Solo la colonia D de la mutante R181I fue un falso positivo ya

gue no se observa amplificacidn del gen de la AvLOx, pudiendo tener solo vectores vacios.

c) d)
Figura 13. Colonias positivas a mutantes AvLOX-pJET 1.2. Gel de agarosa al 1% después de la electroforesis de
los productos de la PCR de colonia para confirmar la construccién (pJET+AvLOx). a) R181A, b) R181V, c) R181l, d)
K188C.

3.2.3 Analisis de |a primera secuenciacidn

Los electroferogramas obtenidos de la secuenciacién se analizaron en SnapGene para la traduccién de la
secuencia de aminoacidos de la enzima y posteriormente se compararon con la AvLOx silvestre con ayuda
de Clustal Omega (Figura 14). Los analisis de las mutantes R181V, R1811y K188C se encuentran en el Anexo
B, Figura 32, 33, 34, respectivamente). Para la secuenciacion se eligiéd una colonia mutante positiva, se

extrajo plasmidoy se enviaron 2 muestras del constructo pJET+AvLOx de cada mutante. Se puede observar
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gue tanto la muestra secuenciada con cebador hacia adelante como el reverso cuentan con la mutacion
correspondiente R181A, R181V, R1811 y K188C (Anexo B). Los asteriscos en las comparaciones de gen
mutante y silvestre muestran los residuos de aminoacidos iguales, mientras que la ausencia de esta

muestra un aminoacido cambiado.

AvLOx MNNNDIEYNAPSEIKYIDVVNTYDLEEEASKWVVPHGGFNYIAGASGDEWTKRANDRAWKH 6@
R181AAFBE896 MNNNDIEYNAPSEIKYIDVVNTYDLEEEASKWVVPHGGFNYIAGASGDEWTKRANDRAWKH 6@

SR K K R e 2 2 ke e R 28 ok S ok ke PR ES S SRS

AvLOx KLLYPRLAQDVEAPDTSTEILGHKIKAPFIMAPTAAHGLAHTTKEAGTARAVSEFGTIMS 128
R181AAFBE9E KLLYPRLAQDVEAPDTSTEILGHKIKAPFIMAPTAAHGLAHTTKEAGTARAVSEFGTIMS 128

b2 S E E s s 8 TR 2R 0 R0 R0 DR O 4 4 R R 4 6 980 3R e 4 S 280 08 D 6 8 080 0B R0 R0 DR DR R R OO R R O
AvLOx ISAYSGATFEEISEGLNGGPRWFQIYMAKDDQQNRDILDEAKSDGATAIILTADSTVSGN — 186@
R181AAFBE896 ISAYSGATFEEISEGLNGGPRWFQIYMAKDDQQNRDILDEAKSDGATAIILTADSTVSGN — 186@

b2 S E E s s 8 TR 2R 0 R0 R0 DR O 4 4 R R 4 6 980 3R e 4 S 280 08 D 6 8 080 0B R0 R0 DR DR R R OO R R O
AvLOx RPRDVKNKFVYPFGMPIVQRYLRGTAEGMSLNNIYGASKQKISPRDIEEIAGHSGLPVFY 248
a) R181AAFEE96 ADRDVKNKFVYPFGMPIVQRYLRGTAEGMSLNNIYG- - - - - - - - - === - - m oo oo - 216

344 340 SHC SR 0K R S 0B A R B R R R R R K R R R R KK

AvLOx KGIQHPEDADMAIKRGASGIWVSNHGARQLYEAPGSFDTLPATAERVNKRVPIVEDSGVR 300
RIBLAAFEBIE oo mmmm oo 216
AvLOx RGEHVAKALASGADVVALGRPVLFGLALGGWQGAYSVLDYFQKDLTRVMQLTGSQNVEDL 360
RISLAAFEBOE oo 216
AvLOx KGLDLFDNPYGYEY 374

RISIAAFE896 - 216

AvLOX MNNNDIEYNAPSEIKYIDVVNTYDLEEEASKVVPHGGENYIAGASGDEWTKRANDRAWKH 60
RIBLAARGBIT oo o
AvLOX KLLYPRLAQDVEAPDTSTEILGHX IKAPF IMAPTAAHGLAHTTKEAGTARAVSEFGTING 120
RIBLAARGBIT oo oo oo 0
AvLOx ISAYSGATFEEISEGLNGGPRIFQIYMAKDDQQNRDILDEAKSDGATATIILTADSTVSGN 180
RISLAARGBI7 oo SDGATAIILTADSTVSGN 18

380 280 28 R R R R R O R R o o o ok

AvLOx RORDVKNKFVYPFGMPIVQRYLRGTAEGMSLNNIYGASKQKISPRDIEETAGHSGLPVFY 240
b) R181AARBE9T7 AQRDVKNKFVYPFGMPIVQRYLRGTAEGMSLNNIYGASKQKISPRDIEEIAGHSGLPVFY 78

LR L LSS 22 S22 S22 ] 0 280 2 R R R R RO R R

42 K ko

AvLOx KGIQHPEDADMAIKRGASGIWVSNHGARQLYEAPGSFDTLPAIAERVNKRVPIVEDSGVR 300
R181AARBE9T7 KGIQHPEDADMAIKRGASGIWVSNHGARQLYEAPGSFDTLPAIAERVNKRVPIVEDSGVR 138
LRSS S s 2 L i 280 0 R0 R0 R DR R0 T4 T R R OB 6 8 R ke o4 R 38 0B 0 0 08 DR R0 R0 DR DR R B O O R o o R

AvLOx RGEHVAKALASGADVVALGRPVLFGLALGGWQGAYSVLDYFQKDLTRVMQLTGSQNVEDL 360

R181AARBE9T7 RGEHVAKALASGADVVALGRPVLFGLALGGWQGAYSVLDYFQKDLTRVMQLTGSQNVEDL 198
LRSS S s 2 L i 280 0 R0 R0 R DR R0 T4 T R R OB 6 8 R ke o4 R 38 0B 0 0 08 DR R0 R0 DR DR R B O O R o o R

AvLOx KGLDLFDNPYGYEY 374

R181AARBE9T7 KGLDLFDNPYGYEY 212

EE S S22 S S22 2 2

Figura 14. Alineamiento de las secuencias AvLOx R181A-pJET1.2 y AvLOx-pET-28a(+). Anadlisis en Clustal Omega
correspondiente a la mutante positiva R181A. a) Muestra secuenciada con a) oligo T7 hacia adelante y b) reverso.
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3.2.4 Digestion de gen AvLOx mutante para la clonacidn en el plasmido pET-28a(+)

Se eligieron las colonias “A” de cada mutante (Figura 13) y los productos del plasmido digerido se
analizaron en electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 15). Se observa en cada una banda bien
definida cerca de los 3 kb que corresponde al vector pJET y una banda definida cerca de 1 kb que
corresponde al gen de AvLOx. En el carril control (C) se observa una banda entre 5y 6 kb que corresponde
al plasmido pET-28a(+) digerido con una longitud de 5600 pb. Por lo que las digestiones enzimaticas fueron

exitosas y se procedid a ligar el fragmento AvLOx en el vector pET-28a(+).

M R181A R181V  R1811 K188C C

6.0 kb
5.0kb
4.0kb
3.0kb
2.0kb

1.5kb
1.0kb

0.5kb

Figura 15. Digestion de construcciones mutantes AvLOx-pJET y pET-28a(+). Gel de agarosa al 1% después de la
electroforesis de los productos digestion de cada mutante en el pldsmido pJET. Carril M: Marcador de peso molecular,
Carril C: control que corresponde a la digestion del plasmido pET-28a(+).

3.2.5 Transformacion de E.coli XL1-BLUE con AvLOx-pET-28a(+)

La PCR de colonia después de transformar E. coli XL1-BLUE con la construccién AvLOx-pET-28a(+) mutante
se aprecia en la Figura 16. Se eligieron 8 colonias de cada mutante, de las cuales se obtuvo una colonia con
mutante positiva de R181 A “A” etiquetada con el nimero 7(Fig. 16 a), cuatro colonias mutante positivas
de R181V “A” correspondientes ala 1, 4, 5y 7 (Fig. 16 b), dos colonias mutantes positivas de R1811 “A”
que corresponden a la 4 y 8 (Fig. 16 c) y una colonia mutante positiva de K188C “A” con la etiqueta 2 (Fig.
16 d). En las muestras antes mencionadas presentan una banda bien definida entre 1 y 1.5 kb dando

positivo a la amplificacion del gen mutado con 1.2 kb.
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De las colonias anteriores se eligieron las que se muestran en la Tabla 12, posteriormente se purificé el

pldsmido de cada mutante y se cuantificé con Nanodrop 2000.

-

IK188C "A"

c) d)

Figura 16. Colonias positivas a mutantes AvLOx-pET28a(+). Gel de agarosa al 1% después de la electroforesis de los
productos de la PCR de colonia para confirmar la construccion de las mutantes (AvLOx-pET-28a(+)). a) R181A, b)
R181V, c) R181l, d) K188C.

Tabla 12. Concentracion de plasmido obtenidos en la extraccion y purificacion de plasmido (AvLOx-pET-28a(+)).

Mutante Concentracion de plasmido (ng/puL)
R181A “A” 7 45.7
R181V “A” 4 52.7
R181I “A” 8 76.9
K188C “A” 2 65.1




3.2.6 Analisis de la segunda secuenciacién

La segunda secuenciacidn, que corresponde a las mutantes dentro del vector pET-28a(+), aparece en la
Figura 17 (Los andlisis de las mutantes R181V, R1811 y K188C se encuentran en el Anexo C, Figura 35,36y
37, respectivamente). Se puede observar que tanto en la muestra con el cebador T7 hacia adelante como
en el reverso el Unico residuo de aminodcido que no empata con su correspondiente en la AvLOXx silvestre
es en la posicidn 181 para las mutantes R181 que estan cambiadas por A, V, | respectivamente, y en el
residuo 188 para la mutante K188 que esta sustituida por C. De esta manera queda demostrado que las

construcciones AvLOx-pET-28a(+) contienen la mutacidn deseada, y se puede iniciar la expresién de la

enzima mutante.
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Figura 17. Alineamiento de las secuencias AvLOx R181A y AvLOx silvestre en pET-28a(+). Analisis en Clustal Omega
de la secuenciacidon correspondiente a la mutante positiva R181A en el plasmido pET-28a(+). a) Muestra secuenciada
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con oligo T7 hacia adelante y b) reverso.
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3.3 Expresion y purificaciéon de la enzima AvLOx

3.3.1 Purificacidon por cromatografia de afinidad a niquel

Tras la induccidon del cultivo de cada mutante con IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) las
fracciones con actividad de lactato oxidasa de cada paso de purificacién se analizaron por electroforesis
en gel de poliacrilamida al 12%. En la Figura 18 se presentan las fracciones de cada paso de purificacion de
cada mutante; en el primer carril de cada gel se observa el marcador de peso molecular Precision plus
protein standards de Bio-Rad, con su valor de peso molecular en cada banda. El tetramero AvLOx tiene un
peso molecular de 164 kDa, por lo que cada subunidad tiene un peso molecular de 41 kDa (Umena et al.,
2006); al ser un gel desnaturalizante se busca una banda definida con el valor de cada subunidad, una
banda entre 37 y 50 kDa que corresponderia a la AvLOx mutante. Las purificaciones de las 4 mutantes
muestran fracciones muy parecidas, el segundo carril en cada gel contiene la muestra del cultivo de E. coli
BL21-DE3 antes de inducir con IPTG, el tercer carril contiene la muestra una vez inducida después del
periodo de incubacién. Una vez cosechadas las células, posteriormente lisadas y recuperada la parte
soluble por centrifugacién se colocaron en el carril 4, identificado como “sobrenadante”, la pastilla
obtenida después de esta centrifugacién también se analizé ahora en el carril 5 mostrando las proteinas
gue se mantienen en la parte insoluble. El carril 6 tiene el primer paso del sobrenadante pasado por la
columna HisTrap, mientras que el siguiente contiene el lavado con buffer de unién. Por ultimo, los ultimos
3 carriles contienen la elucién de la enzima en buffer suplementado con imidazol a 100, 300 y 500 mM

respectivamente.

Se observa, en comparacién con la muestra sin inducir, un cambio importante cuando se induce el cultivo,
por el incremento en la intensidad de la banda en =41 kDa, que sugiere que corresponde a la AvLOx,
mientras que las demas bandas son mas tenues. En el sobrenadante se aprecia un carril con una cantidad
importante de proteinas que incluso no permiten la diferenciacion de algunas bandas. Sin embargo, cerca
de 37 y 41 kDa donde se aprecia un ensanchamiento de la banda, de igual manera en la pastilla después
de la lisis celular se siguen presentando estas mismas bandas con menor intensidad por lo que parte de
estas se encuentran en fase insoluble. El primer paso por columna tiene una reduccién de intensidad de
las bandas con respecto al sobrenadante, por lo que se puede inferir que una cantidad de proteinas se
guedan en atrapadas en la columna. El lavado con buffer de unién tiene bandas muy tenues con respecto
al primer paso por la HisTrap, incluso la banda que corresponde a la AvLOx se muestra con una intensidad

muy baja. La elucidon a 100 mM de imidazol comienza a arrastrar gran cantidad de la enzima de interés, sin
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embargo, tiene bandas con gran intensidad de muchas otras proteinas de mayor y menor peso molecular.
La elucién a 300 mM de imidazol contiene la banda a =41 kDa de la AvLOx muy bien definida con una
cantidad importante y se observa que hay pocas otras proteinas, incluso desapareciendo bandas de menor
peso molecular. Por dltimo, la eluciéon con 500 mM de imidazol sigue mostrando la banda correspondiente
a la enzima de interés y con muy poca cantidad de otras enzimas, por lo que las eluciones a 300 y 500 mM
de imidazol son las que se recuperaron para un préoximo paso de purificacién con cromatografia de

intercambio idnico.
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Figura 18. Purificacion de mutantes AvLOx por cromatografia de afinidad a niquel. Electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12% de cada fraccién de purificacion de las mutantes a) R181A, b) R181V, c) R181l y d) K188C. Carril
M: Marcador de peso molecular, carril 1: Cultivo no inducido, carril 2: cultivo tras 24 hrs de induccién, carril 3:
Sobrenadante después de centrifugacion, carril 4: pastilla después de lisis celular y centrifugacion, carril 5: 1er paso
por columna His Trap™, Carril 6: Lavado de columna con buffer de unién. Carril 7, 8 y 9: elucién de enzima con
imidazol 100, 300 y 500 mM respectivamente.

3.3.2 Purificacién por cromatografia de intercambio idnico

Las fracciones de 300 y 500 mM de imidazol de cada mutante se dializaron por separado y se filtraron con
filtro amicon de 0.45 um. Posteriormente se purificaron por cromatografia de intercambio iénico y se

recolectaron las fracciones de elucién. Dichas fracciones correspondian al pico mds alto en absorbancia
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mostrado en los cromatogramas (Figura 19) y que comenzaba a aparecer alrededor del 30% del gradiente.
Para corroborar que se trataba de la AvLOx se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%,
eligiendo las fracciones de mayor pureza para conservarlas. En la Figura 20 se observan los geles de las
fracciones recolectadas tras el paso por la columna de intercambio idnico, se puede observar que el
cromatograma de la Figura 19 b) corresponde al gel de la Figura 20 c), y son las fracciones 18 a 21 las que

se encuentran con mayor pureza.
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Figura 19. Cromatografia de intercambio anidénico de la mutante R181V. a) cromatograma completo y b)
acercamiento al pico de absorbancia maxima.
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Figura 20. Fracciones de la cromatografia de intercambio ionico de las mutantes AvLOx. Electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12% de cada fraccién de purificacién de las mutantes tras la cromatografia de intercambio iénico de
a) R181A, b) R181V, c) R181l y d) K188C. En la parte superior del carril se especifica el nUmero de la fraccion a la que
corresponde, asi como M para el marcador de peso molecular y D para la muestra dializada
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Figura 21. Mutantes de AvLOXx purificadas. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% de cada mutante tras los 2
pasos de purificacion. Carril M: marcador de peso molecular, carril 1: R181A, carril 2: R181V, carril 3: R181l, carril 4:
K188C.

Los cromatogramas de las otras mutantes tenian un comportamiento muy similar (Anexo D, Figura 38),
por lo que también se recolectaron las fracciones de mayor pureza de acuerdo con el cromatograma
obtenido y al gel de poliacrilamida después de la electroforesis. Una vez purificadas las fracciones de 300

y 500 mM de imidazol de cada mutante se juntaron las fracciones recolectadas con mayor pureza y se
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corrié una electroforesis para ver el resultado. Se obtuvo el gel de la Figura 21 donde se puede apreciar

bandas bien definidas en =41kDa en cada mutante y sin ninguna otra proteina definida.

3.3.3 Cuantificacién de proteina por método de Bradford

Tras los dos pasos de purificacion de cada mutante se cuantificod la proteina obtenida con el ensayo de
proteinas de Bio-Rad, basado en el método de Bradford. Se utilizé una curva de calibracidén con
concentraciones de albimina sérica bovina (BSA) conocidas y se cuantificaron las muestras obtenidas. En
la Tabla 13 se muestran las cantidades de enzima obtenida de lote de purificacion donde se partié de 4.5

L de cultivo inicial.

Tabla 13. Cuantificacion de la proteina obtenida tras purificacion con HisTrap y posteriormente con intercambio
iénico.

Mutante mg/mL Concentracion (uM) mg totales
R181A 2.44 59.48 4.88
R181I 1.71 41.68 3.42
R181V 1.48 36.12 2.96
K188C 0.42 10.18 0.83

3.3.4 Caracterizacidn enzimatica

Se hicieron ensayos de actividad curso temporales acoplados a peroxidasa con medicion de la absorbancia
a 565 cm™. Se realizaron ensayos por triplicadoa0.2,0.5, 1, 1.5, 2, 3,4, 5, 10 mM de lactato con mediciones
cada 3 segundos. En la Figura 22 y Tabla 14 se muestra la caracterizacidon enzimatica de cada mutante de
AvLOx y los parametros cinéticos obtenidos a partir de un ajuste de Michaelis-Menten, respectivamente.
Se puede observar que en el caso de las mutantes R181A y R181I no se llegd a saturacidn usando una
concentracién de 100 mM de lactato, lo que muestra una disminucién en la afinidad del sustrato; en el
mismo sentido, la K, de ambas mutantes aumenté considerablemente en comparacién con la AvLOx tipo
silvestre, mientras que sus Vmax disminuyeron hasta 250 veces. Fue la mutante R181V la que mostrd la

mejor actividad de las 3 mutante disefiadas para la apertura del sitio activo, aunque su Vmax disminuyd en



42

comparacién con la de tipo silvestre, su Km esta en el mismo orden de magnitud que esta, por lo que la

afinidad al sustrato no ha sido afectada en gran medida, ademas la mutante llega a saturacién en 10 mM

de lactato un valor cercano a lo reportado para la enzima silvestre.
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Figura 22. Caracterizacién enzimatica de mutantes AvLOx. Actividad en U/mg de AvLOx mutante: a) R181A, b) R181l,

c) R181V y d) K188C con ajuste de Michaelis-Menten.

Tabla 14. Pardmetros cinéticos de AvLOx silvestre y mutantes.

AvLOXx Vmax (U/mg) Km (mM) Keat(s™)
Silvestre 27.966 £ 1.089 0.155 +£0.018 19.11 £ 0.740
R181A 0.15+£0.018 29.97 £9.143 0.10£0.012
R181I 0.11£0.011 85.71 + 14.488 0.07 £ 0.007
R181V 0.19 £ 0.005 0.80+£0.176 0.13 £0.003
K188C 47.88 £ 0.637 0.59+£0.033 32.72 £0.435
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Por otro lado, la mutante K188C muestra una actividad comparable con la de tipo silvestre, se comienza a
saturar a 6 mM de lactato, y su Kmy ket S& encuentran en el mismo orden de magnitud que la enzima
silvestre reportada en este trabajo; este comportamiento es inferible debido a que la modificacidn en esta

mutante no es en el sitio activo.

3.4 Nucleacion de platino a partir de la oxidacion de L-lactato (R181A, R181V,
R181l)

Como primer acercamiento para la comprobacién de formacion de nanocimulos de platino a partir de la
oxidacién de lactato, se utilizé la técnica de Dispersidon de Luz Dindmica (DLS), con ella se pudo observar el
tamafio de nanocumulos formado, esto comparando cada solucidon que contenia hibridos Pt@LOx con su
control donde habia ausencia de sustrato. De manera visual (no se muestra) las mezclas de reaccién al
iniciar el experimento eran completamente traslicidas, al transcurrir 48 horas de incubacion, las
soluciones que contenian la enzima mutante, el sustrato y el precursor de platino se tornaron turbias,
mientras que las soluciones de la AvLOx tipo silvestre y los controles de las mutantes con ausencia de
sustrato se mantuvieron transparentes. En la Figura 23 se muestran las distribuciones de tamafio en
volumen de los hibridos Pt@AvLOXx, El control con la enzima de tipo silvestre muestra, un pico en 10.21
nm que corresponde al tamafio de la enzima, tras 48 h de incubacidn no se aprecia formacién de ningin

tipo de nanoparticula, ya que el pico en el mismo tamano (Figura 23 a).

En la mutante R181A se observa el pico de la enzima cerca del mismo tamafio =10 nm, pero al afiadir
lactato y dejar incubar por 48 h, aparecen particulas de 625 nm, dando indicios de una formaciéon de
nanocumulos metalicos. (Figura 23 b). Por su parte, la mutante R181V tuvo un pico de tamafio de 1087
nm, mientras que la R181l de 728 nm (Figura 23 c y d respectivamente). Estos resultados junto con la
observacién de la turbidez de la solucidn sugieren que durante la reaccion hubo formacién de

nanocumulos de platino.
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Figura 23. Distribucion de tamafos por volumen de las Pt@AvLOx obtenidas para cada mutante. a) Control con la

AvLOX tipo silvestre, b) R181A, c) R18IV y c) R181l.
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3.5 Inmovilizacién de enzima (K188C) en superficies de oro y pruebas DET

3.5.1 Actividad de enzima inmovilizada

En la Tabla 15 se muestra el rendimiento de inmovilizacién de la mutante K188C en el electrodo de oro. La
actividad inicial, antes de incubar el electrodo, era de 4.12 U/mL. Tras una hora de incubacién con el
electrodo, la actividad en la solucidn bajé a 2.78 U/mL obteniendo una diferencia de 1.34 U/mL que
corresponde a la actividad inmovilizada tedrica. Sin embargo, de manera experimental la actividad de la
enzima inmovilizada por ensayo espectrofotométrico acoplado a peroxidasa fue de 0.16 U/mL, por lo que
solo 11.94% de las enzimas que estan teéricamente enlazadas estan activas. La enzima se almacend en
buffer de fosfatos con 30% glicerol por 2 meses a -80°C, posterior a ello se descongeld y se hicieron 2
lavados consecutivos para bajar la concentracién de glicerol al 10%, al repetir el experimento con enzima
almacenada la actividad inicial bajé a 2.98 U/mL, conservando un 72% de actividad con respecto a la
enzima del primer ensayo. La actividad residual registré 1.85 U/mL, mientras que la actividad inmovilizada
tedrica tuvo 1.13 U/mL. La actividad de la enzima anclada al electrodo de oro fue de 0.08 U/mL que
representa un 50% de la actividad tratada con la enzima fresca. Al comparar la actividad experimental del
electrodo con la tedrica se obtuvo que el 7.08% de estas se encuentran activas. Con estos resultados
comprobamos que la enzima estd directamente inmovilizada en el electrodo de oro y es activa. La
disminucién de la actividad de la enzima fresca comparada con la que estuvo almacenada 2 meses pudo
haberse reducido debido a algunos factores como la precipitacién de la enzima, cambios conformacionales

por temperatura, protedlisis o los cambios de buffer en los lavados.

Tabla 15. Actividad de la enzima inmovilizada en electrodo de oro.

Ensayos de
Primeros ensayos de
inmovilizacion tras
inmovilizacion
almacenamiento

Actividad Inicial (U/mL) 4.12 +0.51 2.98 +0.31
Actividad residual (U/mL) 2.78 £0.21 1.85 +0.35
Actividad inmovilizada teérica (U/mL) 1.34 +0.72 1.13 +0.66
Actividad inmovilizada en electrodo (U/mL) 0.16 £0.05 0.08 +0.01

Porcentaje de inmovilizacion (%) 11.94 +0.85 7.08 +0.71
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En la Tabla 16 se observa la actividad de la enzima inmovilizada y su comparacidn con los controles, se
observa que solo el bioelectrodo Au-K188C tiene actividad, mientras que en los controles no se detecté

actividad mediante el ensayo espectrofotométrico.

Tabla 16. Actividad de la enzima inmovilizada en electrodo de oro comparada con los controles.

Electrodo oro Au-K188C Au—AvLOX
Au-K188C
desnudo inactivada silvestre
Actividad
inmovilizada en oro 0.16 N/D N/D N/D
(U/mL)

3.5.2 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica del electrodo con enzima

inmovilizada

Para confirmar el anclaje de la enzima K188C al electrodo de oro se midié la impedancia del electrodo
antes y después del proceso de inmovilizacién enzimatica, los resultados se muestran en la Figura 24. En
un diagrama de Nyquist o el espectro de impedancia electroquimica. El valor R cr (Resistencia a la
transferencia de cargas por sus siglas en inglés) para el electrodo de oro desnudo fue de 270 Q, mientras
al inmovilizar la enzima se obtuvo un valor de 2.57 kQ. EI R ¢r del electrodo Au-K188C aumentd debido a
la unién de moléculas de enzimas, que son malos conductores eléctricos a bajas frecuencias y dificultan la
transferencia de electrones. Aunado a los resultados de los ensayos de actividad enzimdtica en los

electrodos, estos resultados también confirmaron la inmovilizacion de AvLOx mutante en el electrodo.

= Auelectrodo
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+  AFKI1BBC
Ajuste Au-K188C

Resistencia (-Im (Z}, 0}

T T T T T T T
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Resistencia (Re(Z), O)

Figura 24. Espectro de impedancia electroquimica. Se muestra el espectro del electrodo de oro sin modificar (rojo)
y del electrodo de oro tras la inmovilizacién de la mutante K188C (azul).
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3.5.3 Pruebas electroquimicas para comprobar transferencia directa de electrones

Los electrodos de oro con enzima directamente inmovilizada K188C (Au-K188C) se evaluaron por
voltametria ciclica. En ausencia de lactato, como se esperaba, no se observa una respuesta redox en
ninguno de los electrodos probados. En el Au-K188C de la Figura 25 a), tras la adicién de lactato, el
voltamograma ciclico muestra un aumento de la corriente maxima anddica (0.21 V) y una disminucién de
la corriente maxima catddica (0.12 V), este comportamiento es consistente y atribuido a un efecto

electrocatalitico del par redox.

En contraste el electrodo de oro desnudo, el electrodo Au-K188C inactivado y el electrodo de oro incubado
con AvLOx silvestre (Figura 25 b, ¢ y de respectivamente) no muestran cambios significativos en las
corrientes anddicas y catddicas correspondientes al par redox observado en el electrodo Au-K188C.

CV de K188C inmovilizada en oro CV de electrodo desnudo de oro
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Figura 25. Voltametria ciclica de AvLOx K188C inmovilizada en oro. Se muestra la voltametria ciclica de a) Au-K188C,
b) electrodo de oro desnudo, ¢) Au-K188C inactivada por calor y d) Au incubado con AvLOx silvestre. La linea negra
en cada grafico es en ausencia de lactato y la linea roja tras afiadir 50mM de lactato en buffer fosfatos 100mM vy E vs
Ag/AgCl.
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Para evaluar la respuesta del bioelectrodo Au-K188C se utilizo la técnica de amperometria, se midio la
corriente producida a diferentes potenciales: -100, 0, 50, 100, 150, 200 mV vs Ag/AgCl; se eligio el
potencial con la mayor densidad de corriente producida (Jmax) €l cual fue el de 545 nA/cm? a -100 mV. Los

resultados se muestran en la Figura 26.
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Figura 26. Evaluacién de Jmax a diferentes potenciales. Densidad de corriente maxima (Jmax (nA/cm?)) obtenida por
cronoamperometrias a diferentes potenciales. Buffer fosfatos 100mM, 50 mM de lactato y E vs Ag/AgCl.

El bioelectrodo Au-K188C mostré un aumento de corriente después de la adicién de L-lactato dependiente
de la concentracién de este, se hicieron inyecciones de 1, 2, 3, 5, 10, 15 y 20 mM, vy se registraron los
aumentos de corriente (Figura 27 a). La corriente cambid de -0.157 pA a -0.123 pA tras la adicion de 20
mM de lactato, dando una diferencia significativa de 0.034 pA. Por otro lado, el electrodo de oro desnudo
mostré una disminucidn de las corrientes al inyectar L-lactato al sistema, y tras cada inyeccion la corriente

llegaba a un valor similar al de la inyeccién anterior, por lo que no se observa aumento de corriente

dependiente de lactato (Figura 27 b).

A usar la enzima K188C e inactivarla tras el anclaje a la superficie de oro se observé una diferencia maxima
de corriente de 0 a 50 mM de lactato de 0.003 pA, esto es una diferencia de corriente muy pequeia que
se puede deber a que algunos sitios cataliticos de la enzima siguen activos (Figura 27 c). En el electrodo
incubado con AvLOXx silvestre la diferencia de corriente obtenida de o a 50 mM fue de 0.0007 WA, por lo

que es practicamente nula la respuesta dependiente de la concentracidn de lactato (Figura 27 d). Estos
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resultados indican que el disefio de esta mutante promueve la DET al anclarse directamente en electrodos

de oro y obtener una respuesta amperométrica dependiente de la concentracidn de lactato en la celda.

Amperometria Au-K188C

-0.10
sy 10mM_ 15MM 20mM
—~ -0.15-
<
3
=
Q
=
c
o -0.20
=
=
o
O
-0.25
— K188C
-0.30 T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Tiempo (s)
a)
Amperometria Au-K188C inactivada por calor
-0.025
_ -0.030 oy oo 2o S0
<
3 -0.035
[0}
c
S -0.040
=
=
Q  -0.045
@)
-0.050
-0.055 1 |— Au-K188C inactivada

T T T T
200 400 600 800 1000

Tiempo (s)
c)

Corriente (pnA)

Amperometria del electrodo desnudo

Corriente (uA)

18

3mM 5mM [10mM 15mm | 20mM  50mM

0

T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Tiempo (s)

b)

Amperometria de electrodo de oro incubado con AvLOXx WT

-0.010

-0.015

-0.020

15mM 20mM  50mM

10mM

1mm 2mM 3MM smm

—— Au-- AvVLOX WT

0

200 400 600 800 1000 1200
Tiempo (s)

d)

Figura 27. Caracterizacion de la respuesta amperométrica de K188C. Amperometria de a) electrodo Au-K188C, b)
electrodo de oro desnudo, c) Au-K188C inactivada por calor y d) electrodo incubado con AvLOx silvestre. Buffer
fosfatos 100mM, E vs Ag/AgCl.

Tras 2 meses de almacenaje de la enzima K188C, se repitieron por triplicados los experimentos

amperomeétricos. Se puede apreciar en la Figura 28 que hay un aumento en la corriente dependiente de la

concentracién de lactato inyectada, sin embargo, es menor en magnitud a la reportada en la Figura 27a.

mientras que el electrodo tratado con enzima fresca tuvo un aumento de corriente de 0.034 pA, el

electrodo tratado con enzima almacenada solo obtuvo 0.0053 pA. Esto puede atribuirse al almacenaje de
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la enzima, ya que habiamos observado una pérdida en la actividad, como se menciond en la seccion

anterior de las pruebas de actividad de los electrodos.

Amperometria Au-K188C (2)
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Figura 28. Respuesta amperométrica de K188C posteriormente al almacenamiento. Amperometria de electrodo de
oro con enzima inmovilizada K188C después de 2 meses de almacenaje de enzima. Buffer fosfatos 100mM, E vs
Ag/AgCl.

En la Figura 29 se muestra la correlaciéon que hay entre el aumento de corriente dependiente de la
concentracién de L-lactato inyectado al sistema. Se utilizd la regresidn no lineal del modelo Michaelis-
Menten para evaluar la cinética enzimdtica aparente de los electrodos Au-K188C por el sustrato

(Reshetilov et al., 2013; Janata, 2009). Se utilizé la ecuacidn:

Jmax[S]
(ST + k™)

] =
Donde | es la densidad de corriente, kz,pp es la constante de Michaelis-Menten aparente que cuantifica la

afinidad enzimatica por el sustrato y /4 €s la densidad de corriente maxima.

Dado que el sistema de reconocimiento del bioelectrodo enzimatico propuesto depende de la cinética
enzimatica, la deteccidn del L-lactato se evalud en condiciones de estado estacionario para comparar la

afinidad aparente kfll,,pp Y Jmax del lactato en los bioelectrodos (Mross et al., 2015; Milton et al., 2015).
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Figura 29. Determinacion de Jmaxde K188C. Correlacidn entre el aumento de corriente y la concentracion de L-lactato
del cronoamperograma de a) Au-K188C y b) Au-K188C con enzima almacenada por 2 meses.

Los resultados se muestran en la Tabla 17, se puede observar que la Jmax del primer ensayo fue de 545
nA/cm? es 6.7 veces mayor que el experimento donde se utilizé enzima almacenada por 2 meses que se
obtuvo una Jnaxde 81.61 nA/cm?. Por otro lado, la K se mantiene en valores muy parecidos lo que nos da
indicios que hemos perdido enzima activa. Al comparar los valores de la Ky, con los obtenidos en la seccidon

3.3.4 se aprecian en el mismo orden de magnitud por lo que la enzima no perdié afinidad por el sustrato.



52

Tabla 17. Cinética enzimatica aparente de los electrodos Au-K188C.

Enzima Jmax (NA/cm?) Km (mM)
K188C 545.87 £10.72 2.71 £0.17
K188C (2 meses) 81.61 £2.15 2.06 £0.23
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Capitulo 4. Discusion

El L-lactato es un analito importante en la industria alimentaria, en ingenieria de bioprocesos, en medicina
deportiva y clinica, por ello la deteccién y cuantificacidon de este compuesto ha ganado mucha importancia
en los ultimos tiempos. Para la deteccién y cuantificacion del lactato se han reportado diferente métodos
entre los que se incluyen métodos colorimétricos, espectrofotométricos y fluorométricos,
cromatograficos, biosensores electroquimicos, entre otros (Rattu et al., 2020). Centrandonos en los
ultimos, los biosensores electroquimicos, utilizan un elemento de reconocimiento molecular que cataliza
una reaccién, generando o consumiendo especies electroquimicamente activas. Para la deteccidn de
lactato, la lactato oxidasa ha causado especial atencidn, debido a su reaccién sencilla y al disefio
relativamente sencillo de biosensores. Sin embargo, los biosensores de primera y segunda generacién
tienen complicaciones y algunas limitaciones en cuanto a la obtencién de sefiales y la aplicabilidad en
dispositivos implantables. Por ello, en este trabajo se optimizo la lactato oxidasa de Aerococcus viridans
para realizar transferencia directa de electrones en aplicaciones de biosensores. Aunque existen diferentes
reportes donde modifican la LOx para diferentes aplicaciones como insensibilidad al oxigeno, anclaje a
superficies, modificaciones quimicas, entre otros; son pocos los trabajos donde se ha explorado en la
transferencia directa de electrones con esta enzima, siendo esta estrategia una mejor plataforma para la

deteccidon y en aplicaciones implantables.

Se usaron dos estrategias diferentes para promover la DET, la primera consistid en abrir el poro de acceso
al sitio activo de la AvLOx para acercar lo suficiente un precursor de platino y sintetizar nanocumulos de
platino dependientes de la oxidacion de lactato (Trifonov et al., 2019). La segunda estrategia fue cambiar
un residuo de superficie que estuviera lo suficientemente cerca del N5 del FMN (no mas de 20 A) por una
cisteina promoviendo el anclaje directo a superficies de oro por un enlace tiol-oro y permitir la DET

(Vazquez-Duhalt et al., 2014; Hakkinen, 2012).

Las minimizaciones de energia de las estructuras AvLOx tras las mutaciones in silico mostraron una
evidente apertura del poro de acceso al FMN para la primera estrategia DET. Un analisis en el servidor
MOLE online (Pravda et al., 2018) mostré una abertura de poro en la parte mas angosta de 1.5 A en la
enzima tipo silvestre a 2.4, 2.3, 2.2 A al cambiar la arginina (R) 181 por alanina (A), valina (V) e isoleucina
() respectivamente. Estos residuos mantienen la hidrofobicidad del poro de acceso al FMN vy al ser mas

pequefios que la arginina permitieron el ensanchamiento del tunel de acceso.
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En la mutante elegida para la segunda estrategia se cambié la lisina (K) en la posicidn 188 por cisteina (C).
Al medir la distancia desde el N5 del FMN a la superficie se obtuvo 20.5 A. Vazquez-Duhalt et al., (2014)
menciona que un valor igual o inferior a 14 A favorece la DET por el efecto de tunel de los electrones.
Surgiria el problema que tenemos 5.48 A de distancia extra que no favorecen la DET, sin embargo, esta
mutacién K188C queda a 15 A de la tirosina 40 (Y40). Cuando ocurre la oxidacién del lactato el N5 del FMN
toma el electrén del lactato y la tirosina 40 es el residuo que puede participar como puente para el acarreo
de ese electrén (Umena et al., 2006). Debido a ello este residuo es importante en el proceso de oxidacion
y al estar cerca de la cisteina de superficie puede promover la DET. Para confirmar el rol de este residuo
en la DET se podria generar una mutante por fenilalanina para evaluar su desempefio en el andlisis
amperomeétrico, aunque ese experimento esta fuera del alcance de este trabajo. Adicionalmente, la Y40
es fundamental en la interaccidn con piruvato, formando un enlace de hidrégeno con su grupo carboxilo
(Stoisser, Klimacek, et al., 2015) , por lo que una mutante en este residuo podria tener un efecto negativo

en la actividad de la enzima, impidiendo determinar su papel en la DET.

En la obtencion de las mutantes la variante del método de doble PCR (Tyagi et al., 2004) fue exitoso. En la
primera PCR se usaron megacebadores de 700 pb lo que sirvié como molde para una segunda PCR en |la
cual la amplificacion del gen introducia la mutacién deseada. Los productos de estas amplificaciones
fueron clonados en el kit comercial CloneJET de Thermo Scientific™ y se transformaron células E. coli
quimiocompetentes de la cepa XL1-BLUE. Tras la seleccidn de las colonias y la confirmaciéon por
secuenciacion de las mutantes deseadas se procedié a la clonacidn del gen mutante en el vector pET-
28a(+). Una nueva transformacion, seleccién y secuenciacién nos confirmo las colonias positivas al gen

mutante.

Por ultimo, se purificd el plasmido y se transformd en E. coli de la cepa BL21 (DE3) para expresar las
enzimas mutantes y purificarlas. Fueron 2 pasos de purificaciéon los que permitieron obtener enzimas
puras. La cromatografia de afinidad a niquel funciond debido a las etiquetas de histidinas presentes en el
gen AvLOx que se clonaron en los vectores. Esta cromatografia se basa en la unién de alta afinidad de seis
residuos de histidina consecutivos (la etiqueta 6xHis) a los iones de niquel inmovilizados, lo que genera
una interaccién altamente selectiva que permite la purificacién de proteinas etiquetadas o complejos de
proteinas con una homogeneidad. La estrecha asociacién entre la etiqueta y la resina permite que los
contaminantes se eliminen facilmente en condiciones estrictas, aunque las proteinas unidas se pueden

eluir facilmente compitiendo con imidazol o con una ligera reduccion del pH (Crowe et al., 1994).
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El primer paso de purificacion no fue suficiente ya que la electroforesis mostré otras bandas que no eran
de interés por lo que se procedié a un segundo paso de purificacién por cromatografia de intercambio
idnico. A pH 7.4 la AvLOx tiene carga negativa por lo que la resina Macroprep High Q fue la elegida para
esta técnica, esta resina tiene grupos funcionales amina cuaternaria con cargas mayormente positivas, por
lo que la proteina con carga negativa interacciona con esta. En los geles de electroforesis se mostraron
enzimas de alta pureza que correspondian con los picos mas altos de absorbancia observados en los
cromatogramas; sin embargo, hubo 2 mutantes: R181V y R181Il que tenian una banda bien definida (40
kDa) por debajo de la banda de interés (41 kDa). Esta banda tiene mucha menor concentracidn de proteina
que la banda de interés por lo que no interfirié en la aplicacién. Es posible que la banda extra (40 kDa) sea
una isoforma de la AvLOx. Las isoformas de proteinas se definen como variantes de un solo polipéptido
gue generalmente alteran su funcidn; mas del 90 % de las isoformas naturales surgen de modificaciones
postraduccionales y menos del 10 % de variaciones de empalme de ARNm. Se han reportado trabajos
donde se encuentra este fendmeno, expresan isoformas de una enzima recombinante (Brizio et al., 2006),
o de proteinas nativas (Bologna et al., 2007; Raikos et al., 2006) y son encontradas por electroforesis en

bandas muy cercanas a las bandas de interés.

Para la estrategia de sintesis de nanocimulos de platino la mutante con mejor actividad fue la R181V, la
Vmax disminuyd hasta 150 veces su actividad respecto a la enzima silvestre mientras que la Kn, se mantuvo
en el mismo orden de magnitud, por lo que la afinidad al sustrato no se vio modificada de manera
significativa. Ademas, la enzima comienza a llegar a saturacidon por encima de 10 mM de lactato. Las
mutantes R181A y R181l, no solo disminuyeron su Vmax, Sino que su Km crecié 550 y 200 veces con respecto
a la de tipo silvestre por lo que su afinidad al sustrato fue modificada. Usando una concentracion de 100
mM de lactato se evidencié que no se llega a saturacién de la enzima y se confirma que su afinidad al
sustrato ha disminuido de manera importante. Al comparar el nimero recambio o constante catalitica
(kcat) de estas 3 mutantes, se observd que son 2 érdenes de magnitud menor que la ket de la enzima de
tipo silvestre, esto significa que el nUmero méximo de moléculas de sustrato convertidas en producto por
sitio activo por unidad de tiempo es al menos 100 veces menor (Unterweger et al., 2012; Roskoski,
2015). Esto es coherente debido a que estamos afectando una zona muy cercana al sitio activo. El uso de
sensores de lactato que utilizan LOx tienen la desventaja de tener una Ky relativamente baja, vy
considerando la concentracién de lactato en el sudor (hasta 43.7 mM en estado basal y 115.8 mM bajo
ejercicio exhaustivo), este fenomeno afecta la sefial del sensor limitando el rango de deteccidn del sistema,
por lo que una LOx con la Ky, modificada podria tener mejor desempeiio en la obtencidn de sefiales en el
biosensor (Hiraka et al., 2021). El cambio en la cinética en estas 3 mutantes se debe a que el residuo 181

forma parte del bucle flexible de entrada al sitio catalitico de la enzima, ademas interacciona con el lactato
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de forma remota. Este es uno de los residuo conservados en todos la familia de los oxidasas a-
hidroxiacidos (Umena et al., 2006). Ademas, la R181 participa tanto en la unidn del sustrato como en la
influencia de las propiedades y la reactividad del sitio activo. Afios atrds se habia cambiado este residuo
por una metionina para ver los efectos de quitar la carga positiva en esa posicidn, los resultados fueron
una disminucién de la actividad (Yorita et al., 2000), por ello la mutacidn elegida fue con aminoacidos
hidrofobos y de cadena corta, manteniendo la hidrofobicidad del tunel de acceso al sitio activo y
reduciendo el tamaiio de uno de los residuos, permitiendo el ensanchamiento del canal. Es importante
resaltar que, aunque la actividad en estas mutantes se ve disminuida en nuestro ensayo acoplado a
peroxidasa, en este ensayo se mide la concentracién de H,0, formado en el segundo paso de la reaccion,
sin embargo, para fines de un biosensor electroquimico la formaciéon de H,0, no es necesaria. De esta
manera, la disminucién en la actividad no siempre correlaciona con la sefial electroquimica, ya que en esta

solo se llevarian a cabo los pasos de reduccién del L-lactato y la liberaciéon del piruvato.

La reaccion de cada mutante para la formacion de nanocimulos de platino fue analizada por DLS. Con esta
técnica se mide la luz dispersada por un laser de luz que pasa por la solucidn. Seguido de ello, la modulacién
de la intensidad de luz dispersada es analizada en funcién del tiempo, y el tamafio hidrodindmico de las
particulas se determina (Tomaszewska, et al., 2013). La primera observacién al transcurrir 48 horas de
reaccion fue el cambio en la turbidez de la solucién, fue evidente que solo en las reacciones con mutante
optimizada (R181A, R181V Y R181l) se observo este fenédmeno. En contraparte los controles que carecian
de sustrato, y en el control con enzima de tipo silvestre, no se aprecia cambios en la solucién de reaccidn.
Segln esta técnica de caracterizacion se obtuvieron particulas de aproximadamente 625, 1087, 728 nm
(R181A, R181V, R181l, respectivamente) que crecieron dependiendo de la oxidacion de lactato, siendo la
mutante R181V a que formd nanocumulos mas grandes: el tamafio de formacion de nanocumulos
depende del tiempo de reaccion, de la disponibilidad del sustrato y del precursor del platino. Estos
resultados indican que las mutantes optimizadas por ensanchamiento del poro de acceso al sitio activo
podrian promover la DET, en otras palabras, se inicia una reaccidon enzimatica controlada por el tiempo en
la que el lactato es oxidado por la AvLOx mutante, simultdaneamente ocurre la reduccion de los iones de
platino a grupos metdlicos y se regenera el centro activo redox de la enzima, pasando de FMN .4, a su
estado FMN.. La primera semirreaccion (oxidacidon el lactato) produce el cofactor FMN .4, que actia como
fuerte agente reductor, este impulsa la reduccién quimica de los iones de platino, para formar un grupo
metdlico nanométrico que se extiende del centro activo hacia la superficie de la enzima. Como la etapa de
crecimiento se realiza en condiciones casi anaerdbicas en las que el O,, el aceptor natural de LOx, se
elimina del sistema a través de una extensa purga de N;; la segunda semireaccion de la AvLOx (Figura 1)

se vuelve desfavorable respecto a la reduccidn de iones PtClg? utilizdndolos como el Unico aceptor de los



57
electrones (Trifonov et al., 2019). La técnica utilizada es el primer acercamiento y nos muestra los primeros
indicio de formacidn de nanocimulos de platino, sin embargo, para caracterizarlas de manera mas precisa
es conveniente auxiliarse de otra técnica como la microscopia electrénica de transmisién (TEM) (Starikova

et al., 2016).

En el caso de la cinética de la mutante K188C la Vmaxaumentd 1.7 veces con respecto a la enzima de tipo
silvestre. En contraparte su Km se encuentra en el mismo orden de magnitud por lo que la afinidad al
sustrato no ha sido modificada de manera importante, ademas por arriba de 5 mM de lactato comienza a
saturarse. En el caso de ket de esta mutante y comparandola con la enzima de tipo silvestre, la de la
mutante es solo unas 1.5 veces mayor, encontrdndose en el mismo orden de magnitud. Se confirmé en
este experimento que se conserva la actividad de la enzima sin cambios importantes en la afinidad por el

sustrato de la mutante K188C.

Para la estrategia de anclaje directo a superficie de oro se observé que entre el 8-11% de la enzima que
tedricamente estd anclada se mantuvo activa. Cabe mencionar que estos ensayos para confirmar
inmovilizacién son basados solo en actividad enzimdtica. Para caracterizar la naturaleza de la superficie
del electrodo, Parra et al. (2006) y Pagan et al. (2015) utilizan microscopia de fuerza atdmica (AFM) ya que
aportarian informacion morfolégica del acomodo espacial de las enzimas en superficie. En contraparte, en
esta investigacidn, como parte de la caracterizacion del electrodo se obtuvieron los espectros de
impedancia electroquimica y se midié la diferencia de resistencia en la superficie del electrodo antes y
después de inmovilizar la enzima. La Rcr aumentd 10 veces tras la inmovilizacién de la enzima en el
electrodo, lo que nos confirma la unién de la proteina mutante en la superficie. Esta resistencia aumenta
debido a que las moléculas de las enzimas son malos conductores eléctricos a bajas frecuencias, lo que
impide la difusién de los electrones sobre la superficie metdlica, confirmando la presencia de una capa no

conductora sobre el oro (Sainz et al., 2022; Dagar y Pundir, 2017).

En primera instancia al obtener actividad en el electrodo Au-K188C y no detectar actividad en los controles
de electrodo de oro desnudo, Au-K188C inactivada por calor y el Au--AvLOx silvestre. Podemos ver
evidencia de anclaje directo de la mutante K188C al oro. La primera prueba de DET fue el resultado
obtenido de los experimentos por voltametria ciclica. La adicion de lactato mostré un claro aumento en la
corriente anddica (0.21 V) y una disminucidn de corriente catddica (0.12 V) que se le atribuye al par redox
en la reaccién. En ausencia de lactato no aparecen estos picos correspondientes al par redox. Para
confirmar el papel de la enzima en la respuesta catalitica del biosensor se registraron las respuestas

voltamperomeétricas ciclicas del electrodo de oro desnudo con la solucion de buffer fosfatos 100 mM en
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ausencia y presencia de lactato, como era de esperar, los resultados no mostraron cambios importantes
en la respuesta asociada a la reaccion de la AvLOx (Parra et al., 2006) (Dagar and Pundir, 2017). Como
controles adicionales, los electrodos con K188C térmicamente inactivada y AvLOx silvestre, no mostraron
cambios en las corrientes anddicas y catddicas, esto debido a que la enzima inactivada no deberia
conservar capacidad de bioconversién, y en el caso del tipo silvestre el anclaje a la superficie de oro no se
llevé a cabo ya que no tenia cisteinas en superficie que favorecieran su inmovilizacion. Estos resultados
son consistentes con los mostrados en la actividad de los electrodos, ya que solo el electrodo Au-K188C

mostraba actividad de 0.16 U/mL.

A continuacién, se evalué la capacidad DET de Au-K188C usando amperometria. Se realizd la
amperometria a diferentes potenciales y a partir de ello se calculd la densidad de corriente maxima
producida. Entre los potenciales explorados fue el de -100 mV vs Ag/AgCl el que produjo la mayor densidad
de corriente (545 nA/cm?), por lo que los experimentos posteriores se llevaron a cabo a ese potencial. El
bioelectrodo Au-K188C presentd un aumento de corriente dependiente de la concentracién de lactato sin
aceptores de electrones externos, evidenciando la capacidad DET de la enzima (Hiraka et al., 2021). Por su
parte el electrodo desnudo no presentd aumento de la corriente en presencia de lactato, y aunque el
electrodo con enzima inactivada mostré un ligero aumento en la corriente, la dependencia de la
concentracién fue limitada debido a cierta actividad residual en las enzimas ancladas al oro. En el caso del
electrodo que fue incubado con enzima silvestre, se esperaba que no se hubiera anclado ninguna enzima,
sin embargo, puede haber fisisorcion inespecifica de algunas proteinas que reaccionan al afiadir lactato y

esto explica el ligero aumento en la corriente.

A pesar de haber protegido con glicerol al 30% para almacenar la enzima a -80 °C, tras 2 meses de
almacenaje de la enzima y contrastando con los experimentos de actividad en el electrodo, la actividad de
la enzima disminuyd considerablemente. La respuesta amperométrica del electrodo Au-K188C tratada con
enzima almacenada por 2 meses mostré aumento en corriente dependiente a la adiciéon de lactato
evidenciando su capacidad DET. Sin embargo, la densidad de corriente (Jmax) disminuyd 6.7 veces con
respecto al electrodo con enzima inmovilizada fresca. Ademds, tanto en la actividad residual de la solucion
de incubacién de la enzima fresca como en la solucidn con enzima que fue almacenada se conserva solo
de un 60 a 70% de la actividad inicial, esto puede deberse no solo a que una parte se inmoviliza en el
electrodo, sino que al cambiar de buffer fosfatos a MTEN (MES, TRIS, Etanolamina) puede precipitarse la
enzima o tener cambios conformacionales. Aunque el almacenamiento de la enzima se hace en el mismo
buffer de purificacién de la proteina solo que suplementado con 30% de glicerol se observo que, al pasar

2 meses y descongelar la enzima, la actividad también se reduce, quedandonos solo con 70% de la
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actividad. Ademas, al descongelar la enzima se hacen lavados para cambiar el buffer y reducir el porcentaje
de glicerol a 10%. Estos resultados indican que la enzima pudo haberse precipitado, haber perdido su
estabilidad debido a cambios de temperatura en el manejo de la enzima o perdida de enzima en los lavados
para cambiar el buffer. Es conveniente buscar un mejor buffer de almacenamiento para evitar perdida de

actividad enzimatica.

De manera conjunta los resultados de la actividad en el electrodo, la impedancia y la actividad
electroquimica confirman la inmovilizacion directa de la mutante K188C a la superficie de oro. Por otro
lado, la sefal redox de la voltamperometria ciclica, y la respuesta en corriente dependiente de la
concentracién de lactato con la ausencia de mediadores redox evidencian una transferencia directa de

electrones de la enzima al electrodo.
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Capitulo 5. Conclusiones

En el presente trabajo se modificé la enzima AvLOx para promover la DET por 2 estrategias en biosensores
amperomeétricos. Se utilizaron herramientas de bioinformatica con el objetivo de disefiar mutantes in silico
que permitieran la DET en diferentes aplicaciones. Posterior a ello se utiliz6 mutagénesis dirigida a sitio
para la obtencid de 4 mutantes: 3 de ellas para la creaciéon de nanocumulos de platino dependientes de la
oxidacion de lactato (R181A, R181V y R181l), y 1 de ellas para la inmovilizacion directa molecularmente
orientada en electrodos de oro (K188C). La expresidon y purificacion de las 4 variantes de la enzima AvLOx
fueron exitosas, obteniendo enzimas puras en 2 pasos de purificacion (cromatografia de afinidad a niquel

y cromatografia de intercambio idnico).

Se logré estandarizar los ensayos de actividad enzimdtica obteniendo los pardmetros cinéticos de las 4
mutantes, aunque la actividad catalitica de ellas fue disminuida con respecto a la enzima de tipo silvestre
(A excepcidén de la mutante R181V), la afinidad por el sustrato se mantuvo en la mutante R181V y K188C.

Esto permitié probar cada una de ellas para su aplicacién especifica.

Una primer técnica de caracterizacion (DLS) permitid explorar la formacién de nanocimulos de platino
dependientes de la oxidacidon de lactato. Se formaron particulas de entre 500 y 1000 nm de tamafio
despues de 48 hrs. de reaccion. Las mutantes R181A, R181V, Y R181l, permitieron el acercamiento
necesario del precursor de platino al sitio activio por apertura del tunel de acceso para la reduccién de
iones de platino a grupos metalicos y la regenerando el FMN de reducido a oxidado. En este sentido,
los iones metdlicos funcionaron como aceptores de electrones por ausencia del aceptor principal de
la LOx, el oxigeno, permitiendo una DET. Cabe recalcar que es conveniente utilizar TEM para una

mejor caracterizacion del sistema.

El anclaje de la mutante K188C a los electodos de oro por enlace tiol-oro fue evidente, ademds de que
mantuvo actividad. Los experimentos de actividad sobre el electrodo y los espectros de impedancia
electroquimica permitieron comprobar una superficie del electrodo modificada con la variante de la
enzima. En este mismo sentido, las pruebas electroquimicas de voltametria ciclica permitieron evidenciar
una DET ya que solo en el electrodo Au-K188C aparece una seiial de par redox en presencia de lactato;
ademas la sefial amperométrica registrada dependiente de lactato y en ausencia de mediadores redox
confirma la DET en esta mutante mostrando una transferencia intraelectrénica entre el FMN y la superficie
del electrodo de oro. Este sistema ofrece una plataforma idénea para la creacién de biosensores

amperométricos de lactato basados en DET, se tiene el benficio que se permite un potencial de accion
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relativamente bajo que no interfiere con la oxidacidn de otras sustancias que pueden afectar la sefial del
sensor. Es conveniente mejorar la estabilidad de la enzima, tanto en el almacenaje como en el anclaje

sobre el electrodo para ampliar el uso potencial del sistema.

De acuerdo con lo anterior, la hipdtesis planteada es aceptada, ya que las mutantes de AvLOx que fueron
disefiadas para la apertura del sitio activo pudieron formar cimulos de platino. Por otro lado, la variante
disefiada para el anclaje directo al electrodo de oro, en una inmovilizacion molecularmente orientada, fue
capaz de realizar la transferencia directa de electrones. Esta ultima variante de la lactato oxidasa presenta

un gran potencial para el disefio de biosensores amperométricos mas eficientes.
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Anexos

Anexo A.

Tabla 18. Lista de cebadores utilizados para la obtenciéon de megacebadores mutagénicos y AvLox mutantes.

Nombre Secuencia Tm
R181A hacia adelante TCT GGA AAC GCC GAC AGA GAC GTT AAG 72°C
R181V hacia adelante TCT GGA AAC GTC GAC AGA GAC GTT AAG 709°C
R181I hacia adelante TCT GGA AAC ATC GAC AGA GAC GTT AAG AAT 602C
K188C hacia adelante AGA GAC GTT AAG AAT TGC TTT GTC TAT CCT TTT GGG | 71°C
T7 hacia adelante TAATACGACTCACTATAGGG 57°C
T7 Reverso GCTAGTTATTGCTCAGCGG 632C

(2612) PstI BbsI (2654

' Dralll {2728)

" BiuRl - BspMI (2813)

A pJET1.2 forward sequencing primer (2513 ., 2925)
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. BspEI ([2348]

— Aval - BsoBI - PaeR7I - PspXI - XhoI (2955)
— BmeT110I (z355)

" <EcoRV. (2874]

. <EcoRVs, (@
/ Xbal (&)

Btgl - Ncol - Styl (27)
- BspDI - Clal {47)

~ pIET1.2 reverse sequencing primer (34 .. 57)
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pJET1.2/blunt
2974 bp

HindIII (253)
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Figura 30. Diagrama del vector pJET 1.2/blunt (Thermo Scientific™). Vector utilizado para la expresion de AvLOx
mutante. Mapa del vector generada con SnapGene® software.



69

_ HindIIT (173)

(156) EagI - Notl
{158) PaeR7I - PspXI - Xhol f ‘Sall (179)
(80) B"“-\_‘ [ (Mcs
(s127) Dralll AN [/ /  Ecosskr (138)
(4299) Psil '\.__ V4 /Sac[ (150)
N ' /" _ EcoRI (152)
" 7 _ BamHI (198)
N . _ NheI (231)
\ \ BmtI (235)
N\ —— Ndel (238)
“x_ __—— thrombin site
_———(BxHis
Ncol (2558)

~ Xbal (335)
[T7 promoter

_ BglIII (401)

_ SarAl (442)
_ SphI (588)
" BStAPI (s05)

. MluT (1123)
Bcll * (1137)

.. BStEIL (1304)
. NmeAIII (1325}
" PspOMI (1330)

\ Apal (1334)
. ~

N BssHII (1534)

AN . ECORV (1573)

™ Hpal (152%)

il iy
nator |
.@‘m\“ Sxp-;;? fag

4426 isI -
{ ) AsiSI - Pvul ~_

(4300} Smal -
(4298) TspMI - Xmal

(4117) BspDI - Clal ——

(4083) Nrul ————
pET-28a(+)

5369 bp

(3772) Acul ~ -

(3640) AIWNI

“
PshAI {1968}
Bgll (2137)

Fspl - FspAI (2205)
PpuMI (2z230)

(3397) BssSal

(3224) Pcil
(3103) BspQI - Sapl
(3028) TatI
(2995) BstZ171
(2952) PfIFI - Tth111I

Figura 31. Diagrama del vector pET-28a(+) (MilliporeSigma™). Vector usado para la expresidn de AvLOx mutante.

Mapa del vector generada con SnapGene® software.
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Figura 32. Analisis en Clustal Omega correspondiente a la mutante positiva R181V. a) Muestra secuenciada con
oligo T7 hacia adelante y b) reverso.
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Figura 33. Andlisis en Clustal Omega correspondiente a la mutante positiva R181l. a) Muestra secuenciada con oligo
T7 hacia adelante y b) reverso.
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Figura 34. Analisis en Clustal Omega correspondiente a la mutante positiva K188C. a) Muestra secuenciada con
oligo T7 hacia adelante y b) reverso.
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Figura 35. Andlisis en Clustal Omega de la secuenciacidon correspondiente a la mutante positiva R181V en el
plasmido pET-28a(+). a) Muestra secuenciada con oligo T7 hacia adelante y b) reverso
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Figura 36. Analisis en Clustal Omega de la secuenciacion correspondiente a la mutante positiva R181l en el
plasmido pET-28a(+). a) Muestra secuenciada con oligo T7 hacia adelante y b) reverso
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Figura 37. Anadlisis en Clustal Omega de la secuenciacion correspondiente a la mutante positiva K188C en el
plasmido pET-28a(+). a) Muestra secuenciada con oligo T7 hacia adelante y b) reverso
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Cromatograma K188C 300mM Imidazol
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Figura 38. Cromatogramas obtenidos tras la purificacidon por cromatografia de intercambio iénico de cada mutante.

a) y b) R181A, c) y d) R181l, e) y f) R181V, g) y h) K188C.



