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Resumen

Analisis in silico, clonacion, expresiéon heteréloga y purificacion parcial de
CYP745C2
Citocromo P450 (CYP) es el nombre distintivo que recibe una amplia familia de
hemoproteinas. La mayoria de estas enzimas tienen actividad de monooxigenasa,
que catalizan o transfieren un s6lo atomo de oxigeno al substrato. Estas enzimas
estdn involucradas en el metabolismo de muchos xenobidticos como
medicamentos, pesticidas, agentes cancerigenos y productos quimicos
contaminantes del medio ambiente. Las CYP de microalgas son un campo sin
explorar, considerando que se ha caracterizado bioquimicamente un sélo citocromo
P450 de microalgas (Cook et al., 2016; Gong et al., 2018). En el presente trabajo se
analizé la secuencia de aminoacidos de CYP745c2 reportada en la base de datos
de genomas de microalgas. Este analisis in silico se realizé utilizando las
herramientas PFAM, InterPro, MycoCosm, TMHMM, NCBI y MEGA X. La secuencia
nucleotidica correspondiente fue optimizada para el uso de codones y expresion
heter6loga en Escherichia coli. Los datos obtenidos del analisis in silico sugieren
gue es una secuencia relacionada a la familia de enzimas citocromo P450. Hasta el
momento se ha clonado el gen CYP745¢c2 y la construccion pET28pps-CYP745c2
se ha verificado por secuenciacion; de igual forma se han establecido las
condiciones de expresion de la proteina recombinante CYP745c2 usando la cepa
BL21 (DE3) Arctic de E. coli y su purificacion parcial por cromatografia de afinidad
a niquel. Finalmente, un experimento de caracterizacion espectral de monodxido de

carbono sugiere la presencia de un citocromo P450.

PALABRAS CLAVE: CYP745c2, hemoproteina, microalgas.



Abstract

In silico analysis, cloning, heterologous expression and partial purification of
CYP745C2
Cytochrome P450 (CYP) is the distinctive name for a large family of hemoproteins.
Most of these enzymes have monooxygenase activity, which catalyzes or transfers
a single oxygen atom to the substrate. These enzymes are involved in the
metabolism of many xenobiotics such as drugs, pesticides, carcinogens, and
chemicals that pollute the environment. Microalgal CYPs are an unexplored field,
considering that only a single microalgal CYP has been biochemically characterized
(Cook et al., 2016; Gong et al.,, 2018). The present research focuses on the
CYP745c2 annotated in the database of microalgae genomes. An in silico analysis
of the nucleotide sequence of CYP745c2 was carried out, using tools such as PFAM,
InterPro, MycoCosm, TMHMM, NCBI and MEGA X. The corresponding nucleotide
sequence was optimized for codon usage and heterologous expression in
Escherichia coli. The data obtained from the in silico analysis suggests that it is a
sequence related to the cytochrome P450 enzyme family. To date the CYP745¢c2
gene has been cloned and the construct pET28pps-CYP745c2 has been verified by
sequencing; conditions for the expression of the recombinant CYP745c2 protein
have been established using the E. coli strain BL21 (DE3) Arctic and the protein has
been partially purified by nickel affinity chromatography. Finally, a carbon monoxide

spectral assay suggests the presence of a P450 cytochrome.

KEY WORDS: CYP745c2, hemoprotein, microalgae.



1. Introduccion

Citocromo P450 (CYP450) es el nombre de una amplia familia de hemoproteinas,
con actividad de monooxigenasa. Los CYP450 se han diversificado desde un solo
ancestro comun hasta encontrarse actualmente tanto en microorganismos como en
organismos superiores como los seres humanos. Estas enzimas comenzaron a
estudiarse a inicios de la década de 1950, al detectar un sistema enzimatico
desconocido con actividad oxidativa. Sin embargo, fue hasta la década de 1980
cuando se comenzo a elucidar sus funciones bioldgicas. Las enzimas CYP450 estan
involucradas en el metabolismo de compuestos xenobidticos como medicamentos,
pesticidas y agentes quimicos contaminantes presentes en el medio ambiente
(Estabrook, 2003). La designacion del nombre CYP450 se basa en que estas
enzimas contienen un grupo hemo (ion hierro) que es tipicamente férrico, pero
puede ser ferroso in vivo. El hierro esta coordinado proximalmente por un residuo
de cisteina en su forma de tiolato (desprotonado), y este estado de ligacién se
considera una forma activa de la enzima. La CYP férrica coordinada con el tiolato
de cisteina tiene absorcién maxima (banda de Soret) a ~418 nm. En su estado
ferroso se une al monodxido de carbono (CO) para generar un complejo Fell-CO en
el que la banda de absorbancia principal (Soret) se encuentra a ~450 nm. Este
cambio espectral proporciona la base para la denominacién de estas enzimas
(Johnston et al., 2011).

La reaccion redox catalizada por CYP450 es:

RH + O2 + 2e— + 2H + — ROH + H20

En dicha reaccion, la transferencia de electrones de una molécula donadora, como
NADPH, a CYP450 se puede llevar a cabo por dos sistemas diferentes. La primera
es por medio de dos moléculas, una ferredoxina y una ferredoxina reductasa;
mientras que en el otro sistema se transfieren los electrones a través de citocromo
P450 reductasa (CPR) (Cook et al., 2016; Cérdova et al., 2017; Gong et al., 2018).
La estructura secundaria general de las enzimas CYP450 se divide en dominio a y
dominio B. El dominio B a menudo se asocia con el reconocimiento del sustrato y el

canal de acceso al sitio catalitico. Mientras que el dominio a presenta los



aminoacidos cataliticos (Werck-reichhart y Feyereisen, 2000). Las enzimas CYP450
se clasifican en familias y subfamilias, siguiendo las recomendaciones de un comité
de nomenclatura en funcion de la identidad de aminoacidos. Las familias se
conforman de citocromos que tienen 40 % o mas de identidad en su secuencia de
aminoacidos; mientras que las subfamilias son los conjuntos de citocromos que
poseen al menos 55 % de identidad en su secuencia de aminoacidos. Cada familia
recibe un numero, cada subfamilia una letra, y cada gen dentro de una subfamilia
un segundo numero. Este codigo siempre tiene el prefijo "CYP", que lo denota como

un citocromo P450.

Desde 1970, se han identificado nuevas isoformas de CYP450 presentes en
diferentes organismos. En este sentido, las bases de datos han permito anotar,
curar y clasificar nuevas secuencias reportadas de CYP450. En el 2009, Nelson D.
R. publicé una base de datos la cual incluye secuencias reportadas hasta ese
momento en genomas de eucariontes y procariontes (Nelson, 2009). Sin embargo,
esta base de datos ha sido actualizada y cuenta con un total de 347,755 secuencias

agrupadas en 2,252 familias (Urlacher y Girhard, 2019).

Las plantas, en comparacion con otros eucariotas, tienen un numero
excepcionalmente alto de genes CYP450. Varios CYP450 estan involucrados en la
biosintesis e inactivacion de las hormonas de crecimiento de las plantas, incidiendo
en la formacion de flores, tallos, hojas, el desprendimiento de las hojas, el desarrollo
y maduracion del fruto. Por ejemplo, CYP79B2 / B3 regulan la biosintesis de auxinas
en Arabidopsis (Vadassery et al., 2008). Adicionalmente, se sabe que las CYP450
de plantas juegan un papel fundamental en la respuesta a agentes externos,
incluyendo a un amplio abanico de agentes patogenos. Tal es el caso de CYP82G1
de Arabidopsis que cataliza el paso final en la biosintesis de los volatiles vegetales
denominados homoterpenos (E,E)-4,8,12-trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno (TMTT) y
(E)-4,8-dimetil-1,3,7-nononarieno (DMNT), que participan tanto en la atraccion de
vectores polinizadores y en el proceso de defensa contra insectos invasores como

el pulgoén (Lee et al., 2010).



Por otro lado, los hongos filamentosos producen una amplia gama de metabolitos
secundarios de importancia biomédica, agricola e industrial, muchos de los cuales
se sintetizan con la participacion de varios CYP450 (Chen et al., 2014). Por lo que
cepas de hongos, asi como sus CYP450 aisladas, han sido investigadas
ampliamente en el area de la biotransformacion de metabolitos secundarios con la

finalidad de obtener compuestos bioactivos de interés (Palmer-Brown et al., 2019).

En lo que refiere a CYP450 en algas, se han identificado, anotado y analizado
filogenéticamente secuencias de dos microalgas modelo, Coccomyxa sp. y
Chlorella sp. Los datos obtenidos sugieren la presencia de 68 secuencias CYP450
entre ambos genomas. Estas secuencias se agrupan en 32 familias, de las cuales
27 son nuevas familias (designadas como CYP745 a CYP747, CYP845 a CYP863,
y CYP904 a CYP908) y probablemente exclusivas de microalgas (Mthakathi et al.,
2015). Recientemente se ha buscado dilucidar la actividad catalitica de las CYP450
microalgales. Tal es caso de CYP55B1 de Chlamydomonas reinhardtii que muestra
una actividad de éxido nitrico reductasa, con posible aplicacion como biosensor del
gas oxido nitrico (Gong et al., 2017).

Las propiedades bioquimicas de las enzimas CYP450 de microalgas son poco
conocidas. En este trabajo nos enfocamos en el citocromo P450 CYP745c2
presente en genomas de microalgas. Inicialmente, realizamos una seleccion y
analisis de la secuencia, asi como la optimizacién en uso de codones para expresion
heterdloga en células de Escherichia coli. La secuencia nucleotidica fue clonada en
el vector pET28pps obteniendo la construccion CYP745c2-pET28pps. Ademas,
realizamos una purificacién parcial de la proteina recombinante y el resultado del
ensayo espectral para citocromo P450 sugiere que la proteina parcialmente
purificada interactua con el mondéxido de carbono CO formando un complejo con

absorbancia a 450 nm, consistente con una enzima citocromo P450.



2. Material y métodos

2.1. Andlisis in silico y seleccion de la secuencia CYP745c2

La busqueda e identificacion de secuencias nucleotidicas codificantes para enzimas
citocromo P450 en los genomas de Chlorella sp. y Coccomyxa sp, se realizd
considerando las secuencias anotadas y depositadas en la plataforma “The

cytochrome P450 homepage” (http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html)

(Nelson, 2009), que es una base de datos exclusiva para secuencias de citocromos.
En relacion a microalgas, cuenta con aproximadamente 190 secuencias reportadas.
Estas secuencias de aminoacidos fueron comparadas mediante un alineamiento
multiple con el programa Clustal Omega (Sievers et al., 2011). En el andlisis de
secuencias se consideraron los siguientes criterios: Secuencia reportada en las
bases de datos de los genomas de Chlorella sp., Coccomyxa sp. y Chlamydomonas
reinhardtii, debido a que estan mejor anotados (Holm-Hansen, 1964; Higashivama
y Yamada, 1991; Sabeeha S. et.al, 2007). El analisis en las plataformas PFAM

(https://pfam.xfam.org/) e interPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) resultara en la

clasificacion de la secuencia como CYP450. Adicionalmente, las secuencias fueron
analizadas y comparadas con la herramienta Blastp en la base de datos GenBank
de NCBI. Mediante el procedimiento anterior, seleccionamos la secuencia anotada
en genomas de microalga como CYP745c2. Esta secuencia también fue analizada
con el servidor TMHMM de la Universidad Técnica de Dinamarca para la
identificacion de posibles dominios transmembranales.

La secuencia nucleotidica correspondiente a CYP745c2, fue analizada con los

servidores GenScript (https://www.genscript.com/tools/rare-codon-analysis) vy

IDTdna (https://www.idtdna.com/CodonOpt), con la finalidad de realizar una

optimizacién de uso de codones para células de Escherichia coli, dado que es el

sistema de expresion heterdloga contemplado en este trabajo.

2.2. Clonacion del gBlock CYP745c2 en el vector pET28pps
La secuencia nucleotidica optimizada de CYP745c2 fue sintetizada por la compafiia
Integrated DNA Technlogies (IDT) como gBlock, el cual es un segmento de ADN de

doble cadena. El gBlock fue clonado en el vector de expresién pET28pps entre los



sitios de las enzimas de restriccion Ndel y Hindlll. Para esto, tanto el vector como
el gBlock (inserto) fueron tratados con las enzimas correspondientes. El siguiente
paso fue una reaccion de ligacion con una relacion molar 3:1 (inserto:vector) y la
ADN ligasa T4 de New England Biolabs. La mezcla se incub6 a 16 °C durante 16
horas. Posteriormente, la cepa E. coli TOP10 fue transformada con 5uL de la mezcla
de ligacién. Las colonias obtenidas se evaluaron por PCR de colonia con
oligonucledtidos especificos para el gen (Tabla 1). La colonia positiva fue inoculada
en medio LB suplementado con 50ug/mL kanamicina, y de este cultivo se extrajo
ADN plasmidico. La clona fue verificada mediante corte con las enzimas de
restriccion Ndel y Hindlll y resuelta por electroforesis en un gel de agarosa al 1%.
Adicionalmente, la clona fue secuenciada en el LANBAMA por el método de Sanger
utilizado oligos T7 universales. La construccion obtenida fue designada como
CYP742c2 — pET28pps.

Tabla 1. Oligonucledétidos especificos para el gen CYP742c2

‘ Nombre Secuencia
cypFw 5" GGGATCCATATGCTTGAGTGG 3°
cypRv 5" CGCGGATCCAAGCTTTTA 3’

2.3. Evaluacion de las condiciones de expresion heteréloga de CYP745c2

La expresion heterdloga de CYP745c2 se realizd considerando los trabajos
publicados sobre enzimas citocromo P450 expresadas y purificadas a partir de
células de E. coli. Los factores que evaluamos en este trabajo para determinas las
condiciones O6ptimas fueron: medio de cultivo, cepa bacteriana, tiempo y
temperatura de induccion. En este sentido, se probaron dos medios de cultivo, el
caldo de Luria Bertani (LB) y el caldo Terrific Broth (TB), ambos fueron
suplementados con elementos traza (TES), como ZnClz, CoCl2, Na2MoOa4, CaCl2 y
CuClz; y el antibidtico correspondiente (50ug/mL de kanamicina; 50ug/mL de
cloranfenicol; 20pg/mL de gentamicina). Las cepas de E. coli evaluadas en los
ensayos fueron BL21 (DE3) Star, BL21(DE3) pLysS y BL21(DE3) Arctic. La

expresion de la proteina se indujo con isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a



concentracion final de 0.5 mM. Las temperaturas a las cuales se incubaron los
cultivos después de la adicion de IPTG fueron 16 °C, 28 °C y 37 °C por tiempos de
4,6, 8, 16 y 24 horas.

De manera general, primero las células bacterianas fueron transformadas por
choque térmico con la construccion CYP742c2 — pET28pps. Posteriormente, una
colonia de cada cepa fue inoculada en medio LB suplementado con 50ug/mL de
kanamicina; 50ug/mL de cloranfenicol; 20ug/mL de gentamicina dependiendo de la
cepa, e incubada toda la noche en agitacion a 37 °C. Estos cultivos se utilizaron
para inocular medio fresco LB y TB suplementados con TES y el antibiético
correspondiente. Los cultivos crecieron a 37 °C hasta una densidad 6ptica de 0.5 a
600nm y en seguida se procedio a la induccion de la expresidén de proteina en las
temperaturas y tiempos mencionados anteriormente. Muestras de cada cultivo
fueron tomadas y analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

2.4. Purificacion por cromatografia de afinidad a niquel

La purificacion de la proteina recombinante se llevd a cabo a partir de un cultivo de
la cepa BL21(DE3) Arctic transformada con la construccion CYP745c2-pET28pps.
La induccién fue a una densidad optica de 0.5 a 600nm, temperatura de 16 °C
durante 24 horas. Posteriormente, el cultivo fue centrifugado y la pastilla celular
resuspendida en 30mL de amortiguador de lisis (NaH2PO4 50mM pH 8.0, NaCl
300mM, PMSF 1mM). La suspension celular fue lisada por sonicacion (10 minutos
a 40% amplitud, ciclos 15sON/45sOFF). El lisado celular fue centrifugado a
12,000rpm durante 20 minutos a 4 °C; el sobrenadante fue recuperado y una
muestra de la pastilla fue tomada para ser analizada por SDS-PAGE
posteriormente.

El sobrenadante fue filtrado a través de una membrana Millipore con poros de
0.45um y se transfiri6 a una columna de agarosa Ni-NTA de Jena Bioscience
(1.5mL), previamente estabilizada con 30mL de amortiguador de lisis. Seguido de
esto, la columna se lavo con 3 volumenes de columna con amortiguador de lavado
1 (NaH2PO4 50mM pH 8.0, NaCl 300mM, DTT 1mM), y posteriormente lavado 2
(NaH2PO4 50mM pH 8.0, NaCl 300mM, DTT 1mM, Imidazol 20mM). La elucién se



realizé con amortiguador de elucion (NaH2PO4 50mM pH 8.0, NaCl 300mM, DTT
1mM, Imidazol 500mM). Una muestra de cada paso del proceso fue tomada y
analizada por SDS-PAGE.

2.5. Purificacion por cromatografia de intercambio iénico

La elucién con proteina parcialmente purificada, obtenida en el paso anterior, se
filtr6 por una columna PD10 (GE HealthCare) con la finalidad hacer cambio de
amortiguador de elucion (NaH2PO4 50mM, NaCl 300mM, DTT 1m, Imidazol 500mM)
a amortiguador A (Tris 100mM pH 7, DTT 1mM, EDTA 0.5mM). Posteriormente, se
realizé una cromatografia de intercambio i6nico usando la columna catiénica HiTrap
SP y el equipo FPLC AKTA (GE HealthCare). Una vez que la proteina fue inyectada
a la columna, previamente equilibrada con el amortiguador A, se aplicé un gradiente
con los amortiguadores A (Tris 100mM pH 7, DTT 1mM, EDTA 0.5mM) y B (Tris
100mM pH7, NaCl 1M, DTT 1mM, EDTA O.5 mM), desde 0 a 100% de B en 20

volumenes de columna con un flujo de inyeccion de 2mL/min.

2.6. Ensayo de caracterizacion espectral para Citocromo P450

La proteina parcialmente purificada por cromatografia de afinidad a niquel fue
empleada para realiza un ensayo de caracterizacion espectral reportado por Omura
y Sato (1964). Para este ensayo, utilizamos dos muestras de 1mL de volumen
(aproximadamente 0.25 mg/mL de proteina total), correspondientes a la elucion de
la cromatografia por afinidad niquel (NaH2PO4 50mM pH 8.0, NaCl 300mM, DTT
1mM, Imidazol 500mM). El equipo utilizado fue el espectrometro Biorad Smartspec
Plus y celdas de 1mL de capacidad. La muestra 1 correspondioé a la proteina en
solucion, mientras que la muestra 2 fue proteina en solucion mas mondxido de
carbono (bombeado a la solucion) y 1.5 mg de diotinito de sodio (Na2S204). La
absorbancia de ambas muestras fue medida por triplicado a las longitudes de onda
de 420nm, 450nm y 500nm.



3. Resultados y discusion

3.1 Seleccion y analisis de la secuencia CYP745c2

Inicialmente realizamos una busqueda en la base de datos de NCBI de proteinas
anotadas como citocromo P450 y encontramos mas de 890 000 registros. Con la
finalidad de realizar un analisis de las secuencias relacionadas exclusivamente a
genomas de microalgas, revisamos la plataforma “The cytochrome P450
homepage” (http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html) (Nelson, 2009). En

esta base de datos hay secuencias de citocromos P450 anotados en genomas de

animales, plantas, eucariontes inferiores, bacterias y arqueobacterias. En el caso
de microalgas hay aproximadamente 190 registros de enzimas anotadas como
citocromos P450 en los genomas de microalgas de los géneros Chlamydomonas,
Volvox, Chlorella, Ostreococcus y Micromonas. Comparamos las secuencias de
microalgas entre si mediante un alineamiento multiple utilizando Clustal Omega.
Agrupamos las secuencias idénticas en longitud y con 50% o mas de identidad en
aminoacidos y de cada grupo consideramos una secuencia. Posteriormente,
realizamos un filtrado con los siguientes criterios: 1) Secuencias reportadas en las
bases de datos de los genomas de Chlorella sp., Coccomyxa sp. y Chlamydomonas
reinhardtii, debido a que estan mejor anotados (Holm-Hansen, 1964; Higashivama
y Yamada, 1991; Sabeeha S. et.al, 2007), 2) Analisis mediante protein BLAST de
NCBI, que mostrara la relacion de la secuencia con enzimas CYP450 de microalgas
y otros organismos, 3) Asi como, la identificacién de posibles motivos conservados
de la familia CYP450 mediante las plataformas PFAM (https://pfam.xfam.org/) e
interPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/).

Con los datos obtenidos y los criterios mencionados anteriormente, seleccionamos
la secuencia anotada en el genoma de Chlorella variabilis NC64A como CYP745c2.
Esta es una secuencia de 519 aminoacidos, correspondiente a 1560 nucledtidos.
En los genomas de Coccomyxa sp. y Chlamydomonas reinhardtii encontramos
secuencias homologas con 56 y 54% de identidad, respectivamente. El analisis de
la secuencia de aminoacidos en las plataformas Pfam e InterPro predice que
CYP745c2 es una secuencia relacionada con enzimas de la familia citocromo P450.

Con la plataforma PFAM obtuvimos un “bit score” de 208.5 que relacioné a la



secuencia en estudio con una citocromo P450 y en el caso de InterPro predijo que
es una enzima CYP450 clase II; al hacer un alineamiento de secuencias con el
software MEGAX identificamos algunos aminoacidos conservados en la secuencia
que localizan en las hélices B’, |, B3 y B5 conservadas en las estructuras de
citocromos P450 clase Il (Figura 1B).

Con el servidor TMHMM (www.cbs.dtu.dk/servicess/TMHMM/) predijo en la
secuencia CYP745c2 una seccidén considerada como una zona transmembranal,
comprendida del aminoacido 1 al 90, conformada mayoritariamente por
aminoacidos hidrofébicos. En este sentido, los datos obtenidos sugieren que la
secuencia CYP745c2 corresponde a un enzima citocromo P450 de clase Il, como
las que estan presentes principalmente en eucariontes y asociadas a la membrana
del reticulo endoplasmico (Cook et al., 2016, Schenkman y Jansson, 2003; Waskell
y Kim, 2015; Parage et al., 2016; Cordova et al., 2017).

Por otro lado, protein BLAST de NCBI mostré que la secuencia CYP745c2 tiene una
identidad entre 60 y 70% con secuencias anotadas en genomas de otras microalgas
como Micractinium conductrix, Chlorella sorokiniana, Scenedesmus sp., Dunaliella
salina, Monoraphidium neglectum y Gonium pectorale, ademas de ser homodloga a
secuencias reportadas en genomas de hongos, plantas y protozoarios.

Algunas de estas secuencias fueron utilizadas para la elaboracién de un arbol
filogenético mediante el software Mega X (Kumar et al., 2018), utilizando un
alineamieto MUSCLE y el método Maxima verosimilitud. El arbol filogenético
muestra que las secuencias CYP450 de microalgas se agrupan en un clado cercano
al grupo de CYP450 de hongos y relativamente distante de los de plantas. Este
clado de CYP450 de microalgas observado en el arbol y considerando el porcentaje
de identidad entre las secuencias sugiere que es una subfamilia exclusiva de
microalgas (Figura 1ADe este modo tambien se podria hipotetizar alguna actividad
potencial de interés, por su cercania con las CYP450 de hongos, como el caso del
CYP5145A3 del hongo Phanerochaete chrysosporium que mostré una posible
actividad de biorremediacion hacia dos compuestos del tipo dibenzo-p-dioxinas, que
son compuestos contaminantes del ambiente y altamente perjudiciales para la salud
publica (Chen et al., 2014; Notonier, Alexander y Jayakody, 2016).
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Figura 1. Arbol filogenético de Citocromos P450

El arbdl filogenético se construyé usando CYP450 de algas, hongos y plantas con
el software de Mega, alineamiento con Muscle y el método de maxima verosimilitud.
(A) En el arbol se observa que las CYP450 de microalgas se encuentran mas
relacionadas con los hongos. Se usé como grupo externo una xileno monoxigenasa.
(B) Diagrama general de la secuencia CYP745c2 donde se muestran sus
caracteristicas, en rojo una linea punteada sefiala la zona dominio de
transmembrana en la secuencia; en 6valos color verde los dominios conservados
de una secuencia de CYP450, la hélice B’, la hélice |, B3 y B5. Se muestran los
aminoacidos conservados de cada dominio.
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3.2 Optimizacion de la secuencia nucleotidica y clonaciéon en pET28pps

La secuencia nucleotidica de CYP745c2 proviene de la base de datos del genoma
de C. variabilis NC64A con cédigo de acceso ChINC64A_1_139264 (GenBank
XM_005844091). Inicialmente, la secuencia nucleotidica fue usada para un
alineamiento mediante Blastn y Blastx en la base de datos de GenBank, con la
finalidad de corroborar que correspondiera a CYP745c2 de C. variabilis.
Posteriormente, las plataformas de las compafiias Integrated DNA Tecnology (IDT)
y GenScript fueron utilizadas para la optimizaciéon de la secuencia nucleotidica en
uso de codones para E. coli. Los siguientes parametros son considerados en ambas
plataformas: indice de adaptacion de codones (CAl), el cual debe estar entre 0.8 y
1.0; porcentaje del contenido de Guaninas y Citosinas entre 30% y 70%; Distribucion
de la Frecuencia de Codones (CFD), con un porcentaje menor al 30%. Los
parametros anteriores permiten predecir, de manera general, una adecuada
expresion de la proteina en el organismo huésped, en este caso E. coli. Por ejemplo,
el indice de adaptacién de codones (CAl) es la distribucion de la frecuencia de uso
de codones a lo largo de la regién codificante del gen y se relaciona con probabilidad
de un alto nivel de expresion. Un valor de CAl entre 0.8 a 1.0 se considera ideal, y
predice una mayor probabilidad de que el gen se exprese de manera eficiente
(Galehdari et al., 2013). El contenido de Guaninas y Citosinas, y la Distribucion de
Frecuencia de Codones (CFD), permiten estimar una eficiente transcripcion y
traduccién de la secuencia (Galehdari et al., 2013). Los datos revisados en las
plataformas Integrated DNA Tecnology (IDT) y GenScript, nos permitieron disefar
y seleccionar la secuencia con los mejores valores y favorecer una dptima expresion
heterdéloga en células de E. coli (Tabla 2). En relacion a la region transmembranal
predicha por el servidor TMHMM en la secuencia de aminoacidos de CYP745c2,
decidimos eliminar los nucledtidos correspondientes a estos aminoacidos. Esta
decision se baso en trabajos publicados sobre expresion heteréloga de CYP450
eucarioticos en E. coli los cuales refieren que se puede eliminar esta regién debido
a que no afecta la actividad catalitica del enzima, y puede favorecer la solubilidad
de la proteina (Hausjell, Halbwirth y Spadiut, 2018; Li, Li y Smolke, 2018; Furst et
al., 2019; Mustafa et al., 2019).
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El disefio final del gBlock correspondié a una secuencia nucleotidica de 1326 pares
de bases que codifican 442 aminoacidos de CYP745c2, con un peso molecular
teorico de 50.8 kilodaltones (kDa). A esta secuencia nucleotidica se agregaron los
sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion Ndel y Hindlll, los cuales
flanquean la secuencia en los extremos 5" y 3, respectivamente. El gBlock con la
secuencia correspondiente a CYP745c2 fue clonado en el vector de expresion
pET28pps, para obtener la construccion denominada pET28pps/CYP745c2 (Figura
2). La secuencia del gen localizada entre los sitios de corte Hindlll y Ndel del
plasmido se comprobd por medio de PCR de colonia y digestion con las enzimas
Hindlll y Ndel. En la Figura 2 se puede observar el analisis de PCR de colonia y el
patrén de digestion de la construccion. Finalmente, la clona se verificé por

secuenciacion.

Tabla 2. Parametros de optimizacién de la secuencia CYP745c2

Secuencia No optimizada

Secuencia Optimizada

(Genoma Chlorella variabilis) (gBlock)
Nucledtidos Nucledtidos
1557 pb 1326 pares de bases
CAI: 0.70 CAl: 0.81
GC%: 64.44% GC%: 51.10%
CFD: 9% CFD: 5%
Proteina Proteina

519 residuos de aminoacidos
Peso molecular de 58.52kDa
Punto Isoeléctrico: 8.58

442 residuos de aminoacidos
Peso molecular de 50.8kDa
Punto Isoeléctrico: 8.44

Parametros considerados como éptimos:

indice de adaptacién de codones (CAIl): 0.8 -1.0
Porcentaje del contenido de Gy C (GC%): 30 - 70%
Distribucién de la Frecuencia de Codones (CFD): < 30%.
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Figura 2. Esquema general de la construccion pET28pps/CYP745c2

(A) La secuencia CYP745c2 fue clonada entre los sitios de corte de Ndel y Hindlll
del vector de expresion pET28pps. Las clonas fueron verificadas por PCR de
colonia. (B) La construcciéon en el carrii 3 de izquierda a derecha tiene
aproximadamente 1340pb, indicado en rojo. (C) La construccion fue verificada por
corte con Ndel y Hindlll. Carril 1, marcadores de tamafio. Carril 2, construccion
CYP745c2. Carril 3, construccion obtenida por ligacién sin inserto. Carril 4,
pET28pps vacio. Se puede observar en la digestion de CYP745c2 la liberacion de
un fragmento de alrededor de 1340 pb, esperado para el gen de CYP745c2.
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3.3. Expresion heterdloga y purificacion de la proteina recombinante
CYP745c2

La estandarizacion de las condiciones de expresion de la proteina en células de E.
coli se baso en las reportadas en trabajo publicados. En este sentido, se probaron
los medios de cultivo Luria Broth (LB) y Terrific Broth (TB), ambos suplementados
con elementos traza (TES), que favorecen la expresion de CYP450 (Lau et al.,
2019). Por otro lado, también se pusieron a prueba diferentes cepas de E. coli, las
cuales fueron BL21 (DE3) Star, BL21(DE3) pLysS y BL21(DE3) Arctic. Estas cepas
tienen en comun la caracteristica fenotipica de ausencia de las proteasas OmpT e
lon, asi como la presencia de un profago DE3 derivado del bacteriéfago T7 que
contiene el gen de la ARN polimerasa T7 bajo el control del promotor lacUV5
(Haeyoung Jeong, 2018). Adicionalmente, la cepa BL21 (DE3) Star presenta una
mutacién del gen RNasa E (rne131) que reduce los niveles de RNasa y previene la
degradacion del ARNm, lo que permite mayor estabilidad al ARNm del gen
introducido. La cepa BL21 (DE3) pLysS, expresa de manera constitutiva bajos
niveles de lisozima T7, reduciendo asi la expresion basal de genes recombinantes
que podrian ser toxicos para la cepa (Lara, 2011). Finalmente, la cepa BL21 (DE3)
Arctic expresa las chaperonas Cpn10 y Cpn60 de Oleispira antarctica, que
favorecen el correcto plegado de proteinas heterologas (Silaban et al., 2019).

Los resultados obtenidos con las cepas BL21 (DE3) Star y BL21(DE3) pLysS no
fueron convincentes en las condiciones probadas, debido a que no se observé un
cambio significativo entre la muestra sin inducir e inducida (Figura 3). Sin embargo,
los resultados con la cepa BL21 (DE3) Arctic crecida en medio TB suplementado
con TES, y a 16 °C durante 24 horas, mostraron una banda diferencial en la muestra
inducida (Figura 4A). En la misma figura se puede observar una banda mas intensa

alrededor de 50 kDa que sugiere la presencia de la proteina recombinante.

14



A 37°C 28°C B 37°C 28°C

—SW_dy Sh 12h 24h_Sh 12h 24b R\ 4h 8h 12h 24h PM 8h 12h 24h SIN

C 37°C 28°C D 37°C
SIN 4h 8h 12h 24h PM 8h 12h N»..)

—_ -...
= -
T75xkDa
e 2
E=gE ==
- - 'l"' A

Figura 3. Estandarizacion del protocolo de expresion de la proteina CYP745c2

Electroferogramas de proteinas de las cepas de E. coli transformantes incubadas en caldo LB o TB a 37 °C y 28 °C por 4
a 24 horas. (A) BL21 (DE3) Star en caldo LB. (B) BL21 (DE3) Star en caldo TB. (C) BL21(DE3) pLysS en caldo LB. (D)
BL21(DE3) pLysS en caldo LB.
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3.4 Purificacion de la proteina recombinante

La purificacién de la proteina recombinante CYP745c2 se realiz6 primero por
cromatografia de afinidad a niquel y posteriormente se intenté un segundo paso de
purificacion por cromatografia de intercambio iénico. En la purificacion por afinidad
a niquel la proteina CYP745c2 eluy6 con a una concentracion de Imidazol 500 mM
en tres fracciones de 1 mL cada una. En la figura 4B se puede observar un gel de
SDS-PAGE que muestra el proceso de purificacion. En la imagen, se puede
observar una banda alrededor de 50kDa (indicada con una flecha), correspondiente
a la proteina recombinante parcialmente purificada. La concentracién de proteina
por mililitro determinada por el método de Bradford en esta fraccion fue de
aproximadamente 0.25 mg/mL. El rendimiento en la purificacion por afinidad a
niquel fue de 0.75mg/mL de proteina en 3mL.

En la purificacién por intercambio i6nico se utilizé una columna catioénica vy
amortiguador Tris-HCI pH 7.0. El resultado obtenido no fue el esperado, ya que se
observd que la proteina CYP745c2 eluyé en las primeras 3 fracciones que
corresponden al frente de lavado de la inyeccion, previo al inicio del gradiente de
elucién (Figura 4C). Este dato indica que la proteina no se unié de manera eficiente
a la matriz de la columna 'y, por lo tanto, sera necesario estandarizar las condiciones
de este segundo paso de purificacion. Para esto debemos considerar el
amortiguador recomendado para el tipo de columna utilizada, el pH del
amortiguador, la fuerza idnica inicial y el punto isoeléctrico tedrico de la proteina que
es 8.4.

En el caso de la columna HiTrap SP utilizada en el ensayo, debemos considerar
cambiar de Tris a otro amortiguador como Hepes, MES o fosfatos, esto debido a
que el rango de amortiguamiento de este ultimo es 5.8-8.0, mientras que el
amortiguador del Tris es 7.5-9.0 y por tener una carga opuesta a la carga de la
resina puede participar en el proceso de intercambio idnico, es decir, que se puede

unir a la resina y desplazar a la proteina de interés (Ritchie, 2012).
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Figura 4. Expresion y purificacion de la proteina CYP745c2

(A) Induccién de expresion de la proteina recombinante CYP745c2 en células de E. coli
BL21 (DE3) Arctic. Las condiciones de expresion de la proteina CYP745c2 en medio TB
suplementado con TES y kanamicina, IPTG 0.5 mMy 24 horas de incubacion a 16°. Carriles
1 a 4 muestras de dos colonias independientes, de izquierda a derecha; carril 1, cepa
inducida; carril 2, cepa no inducida; carril 3, cepa inducida; carril 4, no inducida; MP,
marcador de peso. La proteina posee un peso aproximado de 53kDa. (B) SDS-PAGE donde
de izquierda a derecha se observan las diferentes fracciones obtenidas en el proceso
experimental de purificacion por afinidad a niquel: carril 1, pastilla; carril 2, frente; carril 3;
lavado 1; carril 4, lavado 2; carriles 5 y 6, fracciones 1 y 2 de amortiguador de elucion
(imidazol 500Mm); carril 7, marcador de peso molecular, en todas las fracciones se puede
apreciar la banda referida como CYP745c2. (C) Fracciones de cromatografia de
intercambio iénico, de izquierda a derecha se observan los carriles 1, 2 y 3 de las primeras
tres fracciones correspondientes al frente de lavado, con una Unica banda asociada a la
proteina CYP745c2 (53kDa), posterior a pasar por la columna de intercambio catiénico, y
en el extremo derecho las proteinas marcadoras de peso molecular.

3.5. Caracterizacion espectral de Citocromo P450

La proteina parcialmente purificada por cromatografia de afinidad a niquel fue
analizada mediante el ensayo de caracterizacion espectral para citocromos P450
reportado de Omura y Sato (1964). El principio de este ensayo es que la forma

ferrosa de la hemoproteina reacciona con el mondéxido de carbono (CO) para formar
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un complejo que tiene un espectro de absorcion maximo a 450 nm. Este ensayo es
uno de las primeras pruebas que se realizan en la caracterizacion bioquimica de
citocromos P450. En el experimento, el eluido de la cromatografia de afinidad a
niquel (aproximadamente 0.252mg/mL de proteina total), fue dividido en muestra 1,
s6lo proteina en solucion, y muestra 2, proteina en solucion mas monoéxido de
carbono y diotinito de sodio (Na2S204). Cada muestra fue colocada en celdas de
1mL y la absorbancia medida a 420nm, 450nm y 500nm. Al comparar los datos de
absorbancia, observamos un cambio entre las muestras evaluadas. En la muestra
2, con CO, se observo un pico de absorbancia a 450nm en comparacién con la
muestra sin alteracion (Figura 5). Los cambios en la absorbancia se pueden
comparar con resultados reportados con otras enzimas CYP450 (Gong et al., 2018;
Park et al., 2019). Esta variacién en la absorbancia se atribuye al cambio de estado
reducido que sufre la enzima CYP450 en presencia de ditionito de sodio, (Na2S204),
lo que permite la formacién de un complejo con el monéxido de carbono y un
aumento en la absorbancia a 450nm. El resultado obtenido en este ensayo sugiere
que la proteina recombinante CYP745c2 es capaz de interactuar con el CO vy, por
lo tanto, que es una proteina CYP450. Para una mejor caracterizacién bioquimica
es necesario mejorar el rendimiento de la purificacion de la proteina recombinante.
Esto, ademas de mejorar la calidad de los ensayos bioquimicos, podra ayudarnos

a conocer la posible funcion biolégica de la proteina en microalgas.
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Figura 5. Ensayo de Caracterizaciéon Espectral de Citocromo P450

Grafica que corresponde al ensayo de monéxido de carbono medido a diferentes longitudes
de onda de 420nm, 450nm y 500nm, con la muestra sin modificaciones (linea azul), y la
muestra dos que contiene monoxido de carbono mas diotinito de sodio (linea naranja).
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5. Conclusiones

El analisis in silico nos permitio identificar la secuencia CYP745c2 como el gen de
un citocromo P450 probablemente exclusivo de microalgas. La construccion
pET28pps/CYP745c2 permitid llevar a cabo los ensayos de expresion heterdloga
de CYP745c2 y determinar las condiciones éptimas de induccion. Ademas, fue
posible la purificacion parcial por cromatografia de afinidad a niquel con un
rendimiento de 250mg de proteina por litro de cultivo. Los datos del ensayo de
caracterizacion espectral indican que la proteina recombinante CYP745c2

interactua con el CO, como otros citocromos P450.
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