EFECTO DE LA POSICION DE UN RESIDUO DE LISINA EN LA ACTIVIDAD CATALITICA DE
VARIANTES DE LACASA LAC3
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Introduccion. Las lacasas, son oxidasas azul multicobre,
gque se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza, catalizan la oxidacién de un amplio rango de
sustratos aromaticos asi como algunos iones
inorganicos, con la reduccion de oxigeno a agua (1). La
lacasa LAC3 del basidiomiceto Trametes sp. C30 y su
variante KO han sido estudiadas por oxidar compuestos
gue normalmente no oxidan en presencia de compuestos
metalicos (2,3,4). Estas caracteristicas han sido
aprovechadas en diferentes campos como Ila
nanobiotecnologia, la cual esta emergiendo como una
nueva frontera de la biotecnologia. En ésta se utilizan a
los residuos de aminoacidos que quedan expuestos
hacia el medio y que pueden actuar como sitios de unién,
e interactuar con grupos disponibles en la superficie de
nanoparticulas para la sintesis de nanomateriales por
medio de reacciones especificas de funcionalizacion (3).
En el presente trabajo se identificaron los sitios en la
superficie de KO a ser mutados colocando un solo
residuo de lisina para obtener una coleccion de variantes
Unik’s y medir el efecto que tienen dichas mutaciones
sobre la actividad catalitica de estas enzimas, para en un
futuro aprovechar el mejoramiento de estas en procesos
de funcionalizacion.

Metodologia. Modelo molecular. Para mapear los
aminoacidos sobre la superficie de KO se generé un
modelo tridimensional (3D) por reemplazo con el servidor
Swiss Model. Para identificar a los aminoacidos en la
superficie de KO se utilizaron los programas GetArea y
PyMOL. Construccién de mutantes. Se utilizé el protocolo
de Phusion polymerase en donde los productos de PCR
son transformados en E. coli DH5a. El plasmido es
aislado de las colonias positivas y es enviado a
secuenciar. Transformacién y produccién de la lacasa. S.
cerevisiae W303-1a fue transformada con el plasmido
mutagénico derivado de pAK145 usando el protocolo de
acetato de litio/ ss DNA carrier/ PEG (3). Después de la
transformacion las células fueron plaqueadas en medio
selectivo (MD) que contenian 0.05%(v/v) de guaiacol e
incubadas a 30°C durante 3 dias y seleccionadas de
acuerdo a su actividad volumétrica.

Resultados. Con base al modelo obtenido se
identificaron los aminoacidos en superficie, de 492
residuos de aminoacidos que conforman a la lacasa tan
solo 114 residuos de aminoéacidos se encuentran en la

superficie, de los cuales solo 85 pueden ser mutados. Se
seleccionaron aquellos residuos que se encuentran mas
cercanos al cobre T1 (Tabla 1).

Tabla 1. Distancia (d) en Amstrong (A) entre el aminoécido de
superficie susceptible a ser sustituido por Lys (K) y el Cul.

Aminodcido Espacio d(A)
Valina (V) 269 20
Treonina (T) 270 27
Acido aspértico (D) 254 44
Acido aspértico (D) 283 43
Glutamina (Q) 238 17
Acido aspértico (D) 291 a6

En la figura 1 se observa la mutacion dentro de la
secuencia de aminoacidos de las variantes T270K y
D283K, las cuales fueron transformadas en S. cerevisiae
en donde se obtuvieron clonas que mostraron actividad
con guaiacol en medio sélido y actividad con ABTS en
medio liquido.

A) T270% GATATI \AHUnUEGRTCCMGGECGUCE\M)«?RE?GG.{AEAGT "“ C‘TGT AEGC)
KO GOTAACTACTEGATCCAGGCCGTTCCTAACACCEGTACAGTRACCACCGA 955 1

B) D283K CTAAEACEGGTAEAGTCAECACCGATEGCGGEGTTMC'CTGECAT'CTGCGTT.-'« 492

0 (TAACACCGGTACAGTCACCACCGATGGCGGCTTAACTCTGCCATTCTGCGTTACGACA 998

Fig.1. A) Secuencia de la mutante T270K y B) Secuencia de la mutante
D283K, se puede observar en ambas secuencias que la mutacion fue
incorporada. C) Clonas (+) de S. cerevisiae en MD.

Conclusiones. Se seleccionaron nueve sitios con base a
su distancia al sitio de Cul. Hasta el momento ninguna de
las mutantes transformadas en S. cerevisiae ha perdido
su funcioén, por lo que todas han sido capaces de oxidar
Guaiacol y ABTS.
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