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I. RESUMEN

La enzima oxidasa multicobre de Thermus thermophilus HB27 (Tth-MCO) cataliza la reduccién
del oxigeno molecular (02) a 2 moléculas de H0, previa oxidacién de 4 moléculas de sustrato. Para
catalizar estas dos reacciones, la Tth-MCO cuenta con 4 atomos de cobre distribuidos en dos sitios
activos: un sitio de cobre tipo 1 (T1Cu) y un centro trinuclear de cobre (CTC!) compuesto por un sitio
de cobre tipo 2 (T2Cu) y un centro binuclear de cobre tipo 3 (T3Cu-T3’Cu). EI CTC es el sitio activo en
donde el O2 se coordina, activa y reduce a 2 H;0. Durante la colecta de datos de un cristal de proteina
por difracciéon de rayos X se liberan electrones de la muestra irradiada. Por lo tanto, existen dos
fendmenos que tienen lugar cuando se expone a los rayos X un cristal de una enzima oxidasa
multicobre: (i) la reduccién de los centros de Cu y (ii) la reduccién inducida por rayos X del 0; a 2
H20 en el CTC. De hecho, la estructura cristalografica final de una oxidasa multicobre es un promedio
de los distintos estados de oxidaciéon de los atomos de Cu y de los intermediarios y estados de
reduccion del 0. En este trabajo se utilizaron dos estrategias cristalograficas diferentes con el
objetivo de estudiar el mecanismo de transferencia de protones involucrado en la reduccién del O,
inducida por rayos X y el papel que desempefian en este mecanismo los residuos Glu*>! y Asp1% de la
Tth-MCO. En la primera estrategia se utilizé cristalografia clasica para determinar la estructura
tridimensional de la Tth-MCO a 1.5 A de resolucién (cédigo PDB 2XU9) y las estructuras de tres
formas inactivas de la enzima a 1.7 A de resolucién: apo-Tth-MCO (cédigo PDB 2XUW), Hg-Tth-MCO
(cédigo PDB 2XVB) y Hg-Tth-MCO-2h (c6digo PDB 4Al7). En la segunda estrategia se determinaron
ocho estructuras cristalograficas compuestas de la Tth-MCO a 1.8 A de resolucién, con distinta dosis
de radiacion absorbida, obtenidas a partir de la combinacién de datos cristalograficos de ocho
cristales diferentes de la Tth-MCO. De esta forma se obtuvo una pelicula tridimensional de la
reduccion del 0z a 2 H,0, inducida por rayos X y se atraparon diferentes estados de reaccién: O
(c6digo PDB 2YAE), ER? (cédigos PDB 2YAF, 2YAH, 2YAM, 2YAO, 2YAQ y 2YAR) y ETR3 (cédigo PDB
2YAP). Los datos cristalograficos sugieren que el Glu#5! proporciona los protones necesarios para
esta reaccion de reduccién, mientras que el Aspl% estabiliza las especies OH-/H-0, las cuales estan
coordinadas al T2Cu e interaccionan con la cadena lateral del Asp10 via puentes de hidrégeno con
una molécula de H,0 estructural. Finalmente se observd la alta susceptibilidad del T2Cu a los rayos X
y se demostré6 que a una dosis de radiaciéon absorbida de 2.5 MGy* este atomo se elimina

completamente de la estructura (cédigo PDB 2YAF).

1 También conocido como TNC por sus siglas en inglés: trinuclear Cu cluster.

2 ER: estado relajado. También conocido como RS por sus siglas en inglés: resting state.

3 ETR: estado totalmente reducido. También conocido como FR por sus siglas en inglés: full Cu reduced.

41 MGy =1 x 10¢ gray (Gy). El Gy es una unidad derivada del Sistema Internacional (SI) para indicar la dosis de radiacion ionizante
absorbida y esta definida como la absorcién de un julio (J) de radiacién ionizante (rayos X) por kilogramo de materia: 1Gy = 1] Kg%.
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II. ABSTRACT

Thermus thermophilus multicopper oxidase (Tth-MCO) catalyzes the oxidation of substrates
coupled to the reduction of O, to 2 H,0. During X-ray data collection of a multicopper oxidase
crystal, electrons are released and photoreduction of copper atoms seems to take place leading to
reduction of the bound O; molecule. Indeed, the final crystallographic structure is a mixture of
several oxidation states of copper atoms and neighboring residues, as well as of several
intermediates of the reduction of O.. In this work we used two different crystallographic strategies
in order to study the proton-relay mechanism involved in the reductive cleavage of O, and the role
of Glu#5! and Aspl0 residues in the Tth-MCO catalytic mechanism. First, we determined the
structure of the Tth-MCO at 1.5 A resolution, and of three inactive forms of the enzyme at 1.7 A
resolution: apo-Tth-MCO, Hg-Tth-MCO and Hg-Tth-MCO-2h. Second, we used a multicrystal data
collection strategy that gives a three-dimensional movie of the X-ray-induced O reduction. This
method consisted in combining data from eight Tth-MCO crystals to obtain eight composite
structures of the Tth-MCO, determined at 1.8 A resolution and with different X-ray absorbed doses.
The composite data sets allowed the observation of different states of the O, reduction to 2 H;O0.
Furthermore, the previous evidence of the role of Glu“5! residue providing protons at the trinuclear
copper cluster of the enzyme was confirmed. In contrast, the Asp!% residue appears to play an
important role in stabilizing the OH-/H;0 species, which are simultaneously coordinated to T2Cu
and Asp!% through a structural water molecule. Finally, we observed a total depletion of T2Cu at
radiation doses higher than 2.5 MGy, proving the high susceptibility of this metal atom to radiation

damage.
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III. INTRODUCCION

Las oxidasas multicobre son un tipo de metaloenzimas oxidoreductasas que se encuentran
ampliamente distribuidas en plantas superiores, hongos, bacterias e insectos. Acoplan la oxidacién
de cuatro moléculas de sustrato con la reduccién de una molécula de 02 a 2 moléculas de H,0
usando como minimo cuatro atomos de Cu distribuidos en dos sitios activos. La Tth-MCO se
identifico previamente (Miyazaki, 2005) en el genoma de la bacteria termofila extrema Thermus
thermophilus HB27 (Henne et al., 2004). Esta enzima presenta actividad de lacasa (E.C. 1.10.3.2)
(Miyazaki, 2005; Liu et al, 2011) y es una de las oxidasas multicobre con mayor potencial en
aplicaciones biotecnoldgicas en la actualidad (Zheng et al., 2012), debido a la elevada resistencia
que presenta a la desnaturalizacién térmica, asi como a la capacidad que posee de oxidar distintos

sustratos organicos.

Por otro lado, la reduccién inducida por rayos X de sitios metalicos en metaloenzimas es un
proceso ampliamente estudiado y tipicamente tiene lugar en los primeros segundos de irradiaciéon
con un haz intenso de rayos X (Macedo et al., 2009). Este proceso se observa durante la colecta de
datos de un cristal de proteina ya que los rayos X inducen la liberacién de electrones al medio
debido principalmente a la radiélisis de las moléculas de H,0 del cristal (Garman, 2010). Asi,
durante la colecta de datos de un cristal de una oxidasa multicobre, el dafio causado por la dosis de
radiacion absorbida se concentra principalmente en los cuatro atomos de Cu de la enzima,
especialmente en aquellos que por su ubicacién estructural interaccionan en mayor medida con los
electrones hidratados producto de la radidlisis de las moléculas de H,0 del cristal. A pesar de esto,
la reduccién inducida por rayos X en las oxidasas multicobre presenta la ventaja de poder estudiar
y reproducir en estado cristalino la reduccién del Oz a 2 H20 inducida por los rayos X (Hakulinen et
al., 2006) y el mecanismo de transporte de protones asociado a esta reaccién enzimatica, ya que los
electrones liberados al sistema generan cambios en los estados de oxidacién de los cuatro atomos

de Cu y por lo tanto inducen la reaccion: Oz + 4 H* + 4 e — 2 H;O0.

En este trabajo se utiliz6 a la Tth-MCO como enzima modelo para estudiar tanto la reduccién
inducida por los rayos X del oxigeno molecular al agua en el CTC, como el mecanismo de transporte
de protones asociado a esta reacciéon enzimatica. De esta manera se obtuvieron doce estructuras
cristalograficas de la Tth-MCO activas e inactivas y con distinta dosis de radiaciéon absorbida y se
establecieron las bases estructurales del mecanismo de transferencia de protones en la familia de

las oxidasas multicobre.
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IV. ANTECEDENTES

En esta seccién se sintetizaran los conocimientos previos sobre la Tth-MCO y las oxidasas
multicobre en general, con el fin de establecer un lenguaje comtn que sera utilizado durante esta
tesis. De la misma manera se destacardn las estrategias cristalograficas mas importantes

previamente utilizadas para describir mecanismos de reaccién de metaloenzimas.

IV.1. Thermus thermophilus HB27

Thermus thermophilus HB27 es una bacteria termofila extrema y halotolerante que se aislo
originalmente de una fuente termal en Japdn (Oshima et al., 1974). Esta bacteria es considerada un
organismo modelo en biologia estructural debido a la estabilidad intrinseca de las enzimas
termoestables que posee y a la resistencia que presentan a la desnaturalizacidn fisica y quimica
(Henne et al, 2004). Entre las enzimas mas utiles del género Thermus en el campo de la
biotecnologia se encuentra la ADN polimerasa, una enzima indispensable en las técnicas de PCRS.
Las xilanasas, a-amilasas, glucosa isomerasas, esterasas, lipasas y proteasas también encontradas
en el género Thermus son cominmente utilizadas en la manufactura del papel, procesamiento del
almiddn y sintesis organica (Niehaus et al., 1999; Pantazaki et al, 2002), entre otros procesos
industriales.

El genoma de T. thermophilus HB27 esta compuesto de un cromosoma de 1,894,877 pb y un
megaplasmido de 232,605 pb designado pTT27 (Henne et al., 2004). La bacteria tiene la capacidad
de sobrevivir a temperaturas mayores a 85 °C, aunque la temperatura 6ptima de crecimiento se

encuentra entre 65y 72 °C, mientras que la minima es de 47 °C (Oshima et al., 1974).

IV.2. Oxidasas multicobre

Las oxidasas multicobre acoplan la oxidacién de 4 moléculas de sustrato con la reduccion de
una molécula de O; a 2 moléculas de H,0 usando como minimo 4 atomos de cobre (Solomon et al,
2008). Estas proteinas conforman una gran familia de enzimas constituidas por lacasas (E.C.
1.10.3.2), ferroxidasas (EC 1.16.3.1), ascorbato oxidasa (EC 1.10.3.3) y ceruloplasmina (Hoegger et
al., 2006). Las oxidasas multicobre se encuentran en plantas superiores, hongos, bacterias e
insectos y participan en la sintesis y degradacién de lignina, en la respuesta a heridas de plantas,

en la destoxificacion, pigmentacidn y resistencia al cobre (Mayer et al, 2002; Morozova et al.,

5 PCR por sus siglas en inglés: Polymerase Chain Reaction.



Hugo Serrano-Posada Antecedentes

2007), entre otros procesos fisiologicos. Algunas de las aplicaciones biotecnoldgicas de esta familia
de enzimas se han hecho en la industria de los textiles, en la biorremediacion, en la fabricaciéon de
biosensores y celdas de biocombustible y en sintesis organica (Willner, 2002; Wang et al., 2004;
Vincent et al., 2005; Gulloto et al., 2008; Kunamneni et al., 2008).

Los 4 atomos de Cu de las oxidasas multicobre se clasificaron como T1, T2 y T3 de acuerdo a

las propiedades espectroscdpicas que presentan (Tabla 1) (Rodriguez et al., 2006).

Tabla 1. Clasificacion de los 4 atomos de Cu de las oxidasas multicobre.

. Atomos de Absorcién UV- N
Tipo de Cu . . L . Senal de EPR6
Cu / molécula de proteina visible

T17 1 Maximo de absorciéna | Paramagnética
“Cobre azul” A~ 610 nm (sefial presente)
T2 1 Absorcion indetectable Pafamagnetlca
(sefial presente)

T3 2 Maximo de absorciéna | Diamagnética

A~ 330 nm (sefial ausente)

Como se puede ver en la Figura 1, los 4 atomos de Cu estan distribuidos en dos sitios
activos: un sitio T1, en donde el T1Cu oxida los sustratos organicos y/o inorganicos, y un centro
trinuclear de cobre (CTC) compuesto por un T2Cu y un centro binuclear T3Cu-T3’Cu en donde se

reduce la molécula de O; a 2 moléculas de H;0 (Solomon et al., 1996).

‘nzima OXIDADA

4 Cu(I) 2 Hz0

Figura 1. Reaccion general catalizada por una lacasa. Oxidacion de p-difenol acoplada a la
reduccion del 0z a 2 H20. El O es usado para regenerar la forma oxidada de la enzima y la actividad

lacasa es caracteristica de la Tth-MCO (Miyazaki, 2005).

6 EPR por sus siglas en inglés: electron paramagnetic resonance.
7 Se pueden encontrar oxidasas multicobre con mas de un T1Cu. Por ejemplo, la ceruloplasmina presenta 6 atomos de Cu, 3 de los cuales

son T1Cu.
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El T1Cu es paramagnético y estd coordinado por dos residuos de His, uno de Cys y en la
mayoria de las oxidasas multicobre bacterianas, una Met como vecino axial muy conservado
(Sharma et al., 2007; Zhukhlistova et al., 2008). El T1Cu forma un enlace covalente muy fuerte Cu-S
con una banda intensa de transferencia de carga Scys = Cu(Il) aA ~ 610 nm, la cual proporciona el
color azul caracteristico de esta familia de enzimas. El T2Cu también es paramagnético y esta
coordinado por dos residuos de His. Este T2Cu no presenta caracteristicas de absorcidn
detectables en el UV-visible. Los dos T3Cu estan coordinados por tres residuos de His cada uno y
estan antiferromagnéticamente acoplados por un hidroxilo (OH-). Como consecuencia, los dos
T3Cu no presentan sefial de EPR pero si una banda de absorciéon a A ~ 330 nm (Solomon et al.,
2008). La funcién principal del T1Cu es oxidar sustratos y enviar los electrones producto de esta
oxidacién al CTC que se encuentra a una distancia de ~ 13 A (Figura 1), utilizando la ruta de

transferencia electrénica T1Cu(II)-Cys-His-T3Cu(II) (Augustine et al., 2010).

IV.3. Oxidasa multicobre CueO de Escherichia coli, CotA de Bacillus subtilis y Tth-MCO de
Thermus thermophilus HB27

Los andlisis de los genomas bacterianos sugieren que las oxidasas multicobre estan
ampliamente distribuidas en bacterias (Sharma et al., 2007). A pesar de esto se conoce poco acerca
de estas enzimas bacterianas y no existe un consenso generalizado sobre el papel exacto que
desempefian en procariotes. Por ejemplo, la oxidasa multicobre CueO forma parte del operén cue
en E. coli, el cual es responsable del mecanismo de regulacion de cobre bajo condiciones aerébicas
(Roberts et al, 2002). Vale la pena resaltar que el cobre es un cofactor esencial para el
metabolismo aerdbico pero es téxico incluso a bajas concentraciones ya que puede generar
especies reactivas de oxigeno que dafian lipidos, proteinas y ADN (Roberts et al., 2003). Asi, el
operon cue se expresa bajo condiciones de estrés por cobre y codifica para dos proteinas: CueO y
CopA. La proteina CopA es una ATPasa tipo P de eflujo de cobre y CueO es una oxidasa multicobre
que se ubica en el espacio periplasmatico de la bacteria y es capaz de oxidar distintos sustratos in
vitro, incluso Cu(I) (Grass et al., 2001; Roberts et al., 2002; Roberts et al., 2003; Singh et al., 2004).

Por otro lado, CotA es una oxidasa multicobre que participa en la sintesis de melanina de la
espora de B. subtilis. La melanina es un polimero de color café que protege a la espora contra la
radiacién ultravioleta (Hullo et al, 2001). Las endosporas bacterianas son estructuras celulares
disenadas para resistir condiciones fisicoquimicas extremas, tales como calor, desecacidn,
radiacion UV y agentes quimicos nocivos (Martins et al., 2002). En general, el saco protector de la

espora de B. subtilis contiene al menos 25 polipéptidos diferentes. Se demostré que la ausencia de
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CotA no tiene efecto sobre el mecanismo de resistencia de la espora pero si ocasiona la pérdida de
la pigmentacion café caracteristica de las colonias (Hullo et al., 2001). CotA es considerada una de
las oxidasas multicobre con mayor potencial industrial y biotecnolégico de las conocidas a la fecha,
ya que presenta actividad de lacasa y bilirrubina oxidasa (EC 1.3.3.5) (Hoegger et al., 2006;
Sakasegawa et al.,, 2006), oxida distintos sustratos in vitro y es termoestable, con un ty,, de 2 horas
a 80 °C y una temperatura éptima de 75 °C para la oxidacion de ABTS8 (Martins et al., 2002).

El locus TT_C1370 de la cepa HB27 de la bacteria T. thermophilus codifica para la Unica
oxidasa multicobre en este organismo (Henne et al., 2004). La proteina codificada por este gen se
identifico, clond y caracterizé previamente por Miyazaki (2005). La enzima Tth-MCO (también
conocida como Tth-lacasa) posee 462 residuos y presenta el color azul caracteristico de la
transferencia de carga Scys-T1Cu. Los primeros 22 residuos Met!-Ala22 de la Tth-MCO corresponden
al péptido sefial, necesario para que la enzima sea exportada al periplasma de T. thermophilus, con
el residuo GIn23 del extremo N-terminal modificado a piroglutamato en la forma madura (Gln23-
Gly*62) de la enzima (Miyazaki, 2005). Esta forma madura de la Tth-MCO tiene un punto
isoeléctrico (pI) tedrico de 9.6° y un peso molecular calculado de 48.7 kDa, con una banda que
migra a ~ 50 kDa en un gel SDS-PAGE!? (Serrano-Posada et al., 2011). Se demostr6 que a 90 °Cy en
presencia de 0.1 mM CuSOy, la Tth-MCO presenta actividad oxidasa con ABTS (Kwn = 0.90 mM; ke =
24.6 s1) y SGZ1! (Km = 1.88 mM; kcat = 6.47 s'1), con un pH 6ptimo para estos dos sustratos de 4.5 y
5.5, respectivamente (Miyazaki, 2005). Sin embargo, Liu et al. (2011) demostraron que la Tth-MCO
también oxida ABTS en ausencia de suplemento de Cu(Il) a temperatura ambiente (~ 25 °C), con
los siguientes parametros cinéticos: Km = 0.88 mM; kcat/Km = 1.86 min'! mM-t, y 61.5 °C, con los
siguientes parametros cinéticos: Km = 0.16 mM; ket/Km = 15.1 min! mM-1. Adicionalmente,
Miyazaki (2005) demostré que la temperatura éptima de la enzima para la oxidacién de ABTS es
de 92 °C, con un t1,2 de ~ 14 h a 80 °C, lo que la convierte en la oxidasa multicobre mas termofilica a
la fecha. Debido a la elevada resistencia a la desnaturalizacién térmica, la Tth-MCO presenta un
gran potencial en aplicaciones biotecnoldgicas. De hecho, Zheng et al. (2012) demostraron que a 90
°Cy pH 4.5, la Tth-MCO aumenta considerablemente el grado de deslignificacion de la pulpa en el
proceso industrial de la manufactura del papel, independientemente de la presencia o ausencia de

ABTS como mediador en la oxidacion de la lignina, demostrando de esta manera la sorprendente

8 ABTS: acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico.

9 pl calculado en el servidor web H++: http://biophysics.cs.vt.edu/index.php

10 SDS-PAGE por sus siglas en inglés: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis.
11 Siringaldazina: 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehido azina.
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resistencia de la enzima a la desnaturalizacion fisica y/o quimica y el posible uso que presenta en

diversos procesos industriales.

IV.4. Mecanismo de reduccion del O; a 2 H20 en las oxidasas multicobre

Se han utilizado diversos métodos espectroscopicos, cinéticos y tedricos para estudiar el
mecanismo de reduccién del 0; a 2 H,0 en las oxidasas multicobre (Figura 2) (Solomon et al,
2008). Inicialmente el O; se reduce en dos etapas de 2 e cada una: la primera de ellas genera el
intermediario peroxido (IP12) (Figura 2b; Yoon et al., 2007) y la segunda genera el intermediario
nativo (IN13) (Figura 2c; Lee et al., 2002). Mientras que la formacidn del IP es la etapa limitante de
la velocidad de la reaccion, el decaimiento del IP al IN es bastante rapido en la holoenzima. Como
resultado el [P no puede ser atrapado en la forma silvestre de la holoenzima y por lo tanto es dificil
detectarlo bajo condiciones normales de reaccion. Sin embargo, la caracterizacidn espectroscépica
del IP fue posible en la oxidasa multicobre Fet3p de Saccharomyces cerevisiae cuando se eliminé la
coordinacién Cys-T1Cu en la enzima mutante Cys/Ser (Palmer et al., 2002) o cuando se reemplaz6
el Cu por Hg en el sitio T1 (generando un estado redox inactivo) en la lacasa de Rhus Vernicifera
(Quintanar et al, 2005b). Estructuralmente, en el IP un atomo de oxigeno del perédxido esta
coordinado al T3Cu, mientras el otro 4tomo de oxigeno se coordina al T2Cu y al mismo tiempo
interactia con el T3 Cu (Figura 2b). En la reaccién del Oz en el CTC no hay H* involucrados y por lo
tanto la formacién del IP es independiente del pH (Yoon et al, 2007). Por el contrario, en la
conversion del IP al IN hay H* involucrados y por lo tanto la reaccién de ruptura del enlace -0-0- es
dependiente del pH (Palmer et al., 2002). En el CTC, un atomo de oxigeno del IN esta en la mitad
del centro trinuclear de cobre y el otro &tomo de oxigeno (OH-) estd simétricamente ubicado entre
los 2 T3Cu (Augustine et al., 2010). Adicionalmente, el IN es precursor del ER con un OH-
coordinado entre los 2 T3Cu y una molécula de H20 coordinada al T2Cu (Figura 2d; Solomon et al.,
2008). Sin embargo, el decaimiento del IN al ER no es cataliticamente relevante porque Gnicamente
ocurre en ausencia de electrones (Yoon et al., 2007). Por lo tanto, bajo condiciones cataliticas, el IN
no se detecta porque reacciona rapidamente con el sustrato o agente reductor para formar el ETR
(Figura 2a) que inicia el siguiente ciclo catalitico, evitando asi formar el ER (Augustine et al,
2010). Sin embargo, el ER es el estado mas comin en las estructuras cristalograficas de las
oxidasas multicobre determinadas a la fecha, porque el ciclo catalitico de reduccion del O, (Figura

2e), inducida por rayos X, no es eficiente en el estado cristalino y es precisamente esta

12 También conocido como PI por sus siglas en inglés: peroxide intermediate.
13 También conocido como NI por sus siglas en inglés: native intermediate.
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caracteristica la que de hecho permite que este mecanismo pueda ser estudiado por cristalografia

de rayos X (Hakulinen et al., 2006).
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Figura 2. Mecanismo de reduccién del O; a 2 H;O en las oxidasas multicobre. Los residuos Glu*>! y
Asp106 de la Tth-MCO se encuentran en la segunda esfera de coordinacion del CTC. El residuo Glu451
es el encargado de donar los protones necesarios en el ciclo catalitico, mientras que el residuo
Asp106 estabiliza las especies OH-/H;0 coordinadas al T2Cu. Figura tomada y modificada de Bento

etal, 2005 y Augustine et al., 2010.
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IV.5. Residuos acidos que participan en el mecanismo de transferencia de protones

involucrado en la reduccion del Oz a 2 H,0 en las oxidasas multicobre

Diversos analisis estructurales demostraron que la familia de las oxidasas multicobre posee
un par de residuos acidos altamente conservados en la segunda esfera de coordinacién del CTC
(Quintanar et al.,, 2005a; Augustine et al., 2007; Kataoka et al., 2009; Bento et al., 2010; Chen et al.,
2010b). Especificamente, un acido glutamico o aspartico vecino a uno de los dos cobres del sitio T3

o en la mitad del CTC, en el canal de entrada del O, y un acido aspartico cerca al T2Cu en el canal

o

de salida de las moléculas de H,O (Figura 3).

02
o
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/‘4 __H—0  1!2H0
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‘\//
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Figura 3. Residuos acidos que participan en el mecanismo de transferencia de protones
involucrado en la reduccién del Oz a 2 H,0 catalizada por una oxidasa multicobre. El residuo Glu4s!
en el canal de entrada del O y el residuo Asp10 en el canal de salida de las moléculas de H20
pertenecen a la Tth-MCO (c6digo PDB 2XU9). El estado O se caracteriz6 por cristalografia (Bento
etal., 2005 (c6édigo PDB 1W6L); Hakulinen et al., 2006 (c6digo PDB 2IH8)).

La Tth-MCO posee estos dos residuos acidos conservados en la segunda esfera de
coordinacion: Glu45t y Asp10 (Glu498/Aspll6 en CotA de B. subtilis (Bento et al., 2010; Chen et al.,
2010b), Gluse/Asp!i2z en CueO de E. coli (Kataoka et al, 2009) y Glu*87/Asp%¢ en Fet3p de S.
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cerevisiae (Quintanar et al., 2005a; Augustine et al., 2007) (Figura 4). Se demostré que los residuos
Glu#98, Glus%6 y Glu487 en CotA, CueO y Fet3p, respectivamente, desempefian un papel significativo
en el paso de protonaciéon que ocurre en el CTC, proporcionando los H* necesarios para la
reduccion del 0; a 2 H;0, especificamente en el decaimiento del IP al IN y del IN a 2 H;0. Los
residuos Asplis, Aspliz y Asp%4 en CotA, CueO y Fet3p, respectivamente, no estan implicados en la
transferencia de H+ al CTC, pero si desempefian un papel importante en la estabilizacién de las
especies OH-/H,0 (H20(1); Figura 4), las cuales se observan en distintos intermediarios y estados
de la reduccién del O,. Estas especies estan coordinadas al T2Cu e interaccionan con el residuo de
Asp via puentes de hidrégeno con una molécula de H,O estructural (H.0(2); Figura 4) (Augustine

etal, 2007; Kataoka et al., 2009; Bento et al., 2010; Chen et al., 2010Db).

Figura 4. Residuos 4cidos que participan en el mecanismo de transferencia de protones
involucrado en la reduccion del O, a 2 H20 catalizada por una oxidasa multicobre. a) CotA (codigo

PDB 1W6L), b) CueO (cédigo PDB 1KV7), c) Fet3p (cédigo PDB 1ZPU).

11
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La ausencia de estos dos residuos acidos en la segunda esfera de coordinacion del CTC, como
se observd en distintos mutantes para CotA, CueO y Fet3p, produce una importante pérdida de la
velocidad de reduccion del 0z a 2 H;0, confirmando la importancia de los mismos en el mecanismo
catalitico de esta familia de enzimas. En CotA, la enzima mutante Glu%98/Asp conservé una
actividad del 10%, mientras que las mutantes Glu4°8/Thr y Glu4°8/Leu perdieron un 99% de la
actividad para la oxidacién de sustratos fenolicos y no-fenolicos debido a la falta de afinidad del
CTC por el 02 (Chen et al., 2010b). De hecho, en las estructuras cristalograficas de los mutantes
Asplié/Ala y Aspll6/Asn en CotA, el ciclo catalitico se detuvo en el IP, demostrando la importancia
de este residuo en el decaimiento de este intermediario (Figura 2; Silva et al., 2012). Igualmente, la
enzima mutante Asp!!2/Asn en CueO (Kataoka et al., 2009) y las mutantes Asp9¢/Ala y Asp9/Asn

en Fet3p (Quintanar et al., 2005a) también se detuvieron en el IP.

IV.6. Reduccion inducida por rayos X de sitios metalicos en metaloenzimas

En los primeros segundos de irradiacion de un cristal de proteina con un haz intenso de
rayos X se liberan electrones al sistema como resultado del proceso de radiélisis de las moléculas
de H;O0 del cristal (Garman, 2010). Asi, la funcién principal del T1Cu de oxidar sustratos y enviar
los electrones producto de esta oxidacién al CTC para la reduccién del O, a 2 H,0 se puede realizar
y reproducir en estado cristalino, en ausencia de sustratos, durante la colecta de datos de
difraccion de rayos X de un cristal de proteina. En consecuencia, la estructura cristalografica final
de una oxidasa multicobre es un promedio de los distintos estados de oxidacion de los atomos de
Cu y de los intermediarios y estados de reduccion del O, (Hakulinen et al., 2006; Macedo et al.,
2009). En principio, este proceso es un problema inherente e inevitable en la determinacién
tridimensional de estructuras cristalograficas de proteinas. Sin embargo, también es un fenémeno
que se puede utilizar para estudiar los mecanismos redox de metaloenzimas por cristalografia de
rayos X.

Hakulinen et al. (2006) determinaron dos estructuras cristalograficas de la lacasa de
Melanocarpus albomyces a alta y baja dosis de radiacién. En este estudio se demostré que la
reduccion del O, inducida por rayos X tiene lugar durante la colecta de datos y se observaron
distintos estados de reaccidn, dependiendo de la dosis de radiacién absorbida que se utilizé para la
determinacién estructural. A alta dosis de radiacién absorbida se obtuvo el ER, mientras que la
estructura a baja dosis de radiacion absorbida present6 el O, ubicado entre el centro binuclear
T3Cu-T3’Cu en el CTC (Figura 5). Este estudio demostr6 que se puede reproducir la reduccion

inducida del Oz a 2 H;O al obtener una serie de estructuras cristalograficas con diferente dosis de

12
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radiacién absorbida, y por lo tanto estudiar esta reaccion en el estado cristalino. Una estructura
cristalografica normalmente es un promedio de todos los estados de reduccion de la proteina, ya
que para obtener un data set completo se combinan los datos obtenidos desde el inicio de la
colecta de datos, cuando la dosis es baja, hasta el final de la colecta, cuando la dosis es alta. Para
evitar este inconveniente y obtener estructuras cristalograficas con distinta dosis de radiacién
absorbida, Berglund et al. (2002) desarrollaron una metodologia novedosa para estudiar el
mecanismo de reaccion de metaloenzimas por cristalografia de rayos X. En este método se
describi6 una estrategia multicristal de colecta de datos, basada en la distribucién sistemaética de la
dosis de radiacion absorbida sobre un grupo de cristales. Para lograr esto se difracta un grupo de
cristales de la misma enzima bajo las mismas condiciones y se combinan los datos procedentes de
las mismas regiones de cada uno de los cristales, generando estructuras cristalograficas
compuestas con diferente dosis de radiaciéon absorbida. Asi, Berglund et al. (2002) construyeron
una pelicula tridimensional de la reduccién del O; inducida por rayos X usando una peroxidasa de

rabano blanco.

a b

Figura 5. Geometria del CTC de dos estructuras cristalograficas de la lacasa de M. albomyces. a)
Estado O, presente en la estructura a baja dosis de radiaciéon (c6digo PDB 2IH8). b) ER con el OH-
modelado como un oxigeno atémico en la estructura a alta dosis de radiacion (c6digo PDB 2IH9)

(Hakulinen et al., 2006). Las distancias mostradas en la figura estan en A.

Por otro lado, en la familia de las oxidasas multicobre el T2Cu es considerado el atomo de Cu
mas labil (Fraterrigo et al.,, 1999; Ducros et al., 2001), comparado con el T1Cu y el centro binuclear
T3Cu-T3’Cu. Esto quedd en evidencia en las estructuras cristalograficas de las lacasas de Coprinus

cinereus (Ducros et al., 1998) (Figura 6a) y Trametes hirsuta (c6digo PDB 3PXL), en las que el
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T2Cu no se encontrd. Es innegable que el T2Cu es el atomo con la coordinacién mas débil, ya que
estd coordinado Unicamente por dos residuos de His, mientras que los restantes atomos de Cu en
las oxidasas multicobre tienen tres enlaces de coordinacidn. Para explicar la ausencia del T2Cu en
las estructuras cristalograficas, los autores de este estudio (Ducros et al., 1998), utilizaron esta
ultima justificacién, asi como también el uso del agente quelante EDTA!* previamente a la
cristalizacién de la enzima. Sin embargo, cada vez se acepta mas ampliamente que la labilidad del
T2Cu se debe principalmente a la susceptibilidad de este 4&tomo a los rayos X, debido a que el
mismo se encuentra en el canal de salida de las moléculas de H,0 (Figura 3), producto del ciclo
catalitico de la reduccion del O; y por lo tanto estd mas expuesto al dafio por dosis de radiaciéon
absorbida por causa de los electrones hidratados que se generan como resultado de la radidlisis de
las moléculas de H»O del cristal (Garman, 2010). Asi, y con el objetivo de determinar la dosis de
radiaciéon minima requerida para la eliminacién completa del T2Cu en la estructura de la lacasa de
Coriolopsis gallica (Cg L), De la Mora et al. (2012) obtuvieron distintas estructuras a alta y baja
dosis de radiacion absorbida y demostraron que el T2Cu se elimina de las estructuras

cristalograficas a una dosis de radiacién absorbida entre 0.6-4 MGy (Figura 6b).

a b

Figura 6. Geometria del CTC. a) Estructura de la lacasa de C. cinereus con el T2Cu eliminado. Las
His64-His3%0 coordinan al T2Cu y se observa una conformacidn de la His3%9 alejada del sitio T2
debido a la ausencia de este atomo en la estructura (c6digo PDB 1A65; Ducros et al.,, 1998). b) CTC
completo en la estructura de la lacasa de C. gallica a baja dosis de radiacién (0.6 MGy; c6digo PDB
4A2E). Las His85-His#18 coordinan al T2Cu. La His*18, equivalente a la His3%% en (a), se observa en
dos conformaciones pero la baja dosis de radiacion evita que el T2Cu se elimine por completo de la

estructura cristalografica (De la Mora et al., 2012).

14 EDTA: acido etilendiaminotetraacético.
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Con base en estos antecedentes y debido a que los residuos acidos equivalentes al Glu#s! y
Asp106 de la Tth-MCO estan conservados en toda la familia de las oxidasas multicobre, las doce
estructuras tridimensionales por difracciéon de rayos X determinadas en este trabajo aportan las
bases estructurales del mecanismo de transferencia de protones en esta familia de enzimas. Por
otro lado, la Tth-MCO también es un objetivo interesante para estudios de reduccién inducida por
rayos X, ya que la presencia de los cuatro atomos de Cu en los dos sitios activos de la enzima
concentra el dafio por dosis de radiacién absorbida y/o los efectos de radidlisis en los alrededores,
por lo que es posible estudiar el mecanismo de reduccién del O; en estado cristalino. Asi, utilizando
la técnica de Berglund et al. (2002) se generd una pelicula tridimensional de la reduccién del Oz en
el CTC de la Tth-MCO inducida por rayos X, y se demostré que el T2Cu se elimina de la estructura
cristalografica de la Tth-MCO a una dosis de radiacion de al menos 2.5 MGy, valor que se encuentra

en el intervalo establecido por De la Mora et al. (2012).
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V. JUSTIFICACION

La determinacién de la estructura cristalografica de la Tth-MCO, aunada a la conocida
resistencia que esta enzima presenta frente a la desnaturalizaciéon térmica (Miyazaki, 2005),
permiten predecir para esta proteina un gran potencial en futuras aplicaciones biotecnolégicas. El
estudio cristalografico de formas estructurales activas e inactivas para investigar mecanismos
cataliticos en estado cristalino de metaloenzimas es un método novedoso que se aplica por
primera vez a alglin miembro de la familia de las oxidasas multicobre para entender el mecanismo
de transferencia de protones involucrado en la reduccién del O,. El hecho de que los residuos
acidos implicados en este mecanismo y ubicados en la segunda esfera de coordinacién del CTC de
la Tth-MCO se encuentren conservados en toda la familia de las oxidasas multicobre, extiende a
esta familia el estudio particular de esta enzima, asi como también establece una estrategia
cristalografica novedosa que podra ser utilizada en el futuro para estudiar mecanismos redox de
metaloenzimas. Para profundizar en el estudio del mecanismo de transferencia de protones se
pretende utilizar por primera vez la metodologia de Berglund et al. (2002) aplicada a la Tth-MCO y
asi generar una pelicula cristalografica tridimensional de la reduccién del O, por medio de la
determinacién de suficientes estructuras cristalograficas con distinta dosis de radiacién absorbida.
De esta manera se intentara reproducir sistematicamente la reduccion del O; en estado cristalino y
atrapar distintos intermediarios y/o estados de reaccion, y demostrar que los residuos acidos que
participan en el mecanismo de transferencia de protones actian coordinadamente para generar
parte de la fuerza motriz necesaria de esta reaccién enzimatica. Con este trabajo también se
pretende establecer el dafio en los centros de Cu de la Tth-MCO por la dosis de radiaciéon absorbida
y conocer por qué el T2Cu es considerado el atomo mas labil en esta familia de enzimas. La
determinacién de la dosis exacta para su eliminacion de la estructura cristalografica de la Tth-MCO
establecera un precedente en el que se advertira a futuros autores sobre el cuidado que se debe
tener durante la colecta de datos de cristales de oxidasas multicobre. Asi, cuando los experimentos
bioquimicos demuestren experimentalmente un CTC completo en una oxidasa multicobre y en la
estructura cristalografica se observe un CTC incompleto con el T2Cu eliminado u otro atomo de
cobre, un calculo simple de la dosis de radiacién absorbida durante la colecta de datos podra
demostrar que el(los) atomo(s) eliminado(s) de la estructura cristalografica no contradice(n) los
experimentos bioquimicos, sino que estos d&tomos sufrieron dafio por dosis de radiacién absorbida

y se eliminaron de la estructura cristalografica final a pesar de estar presentes en el cristal.
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VI. HIPOTESIS

A través de la determinacion tridimensional de distintas estructuras cristalograficas activas e
inactivas y con distinta dosis de radiacién absorbida en cristales irradiados de la Tth-MCO sera
posible reproducir en estado cristalino la reduccién inducida por rayos X de una molécula de O; a
dos moléculas de H20, asi como el mecanismo de transporte de protones asociado a esta reaccion

enzimatica.
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VII. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Establecer las bases estructurales del mecanismo de transferencia de protones involucrado
en la reduccion del O; a 2 H,0 en la familia de las oxidasas multicobre, mediante la determinaciéon
de diferentes estructuras cristalograficas activas e inactivas y con distinta dosis de radiacién
absorbida de la Tth-MCO. Con los datos generados se espera al mismo tiempo reproducir el
mecanismo de reduccién del O; en estado cristalino y determinar el dafio por dosis de radiacion
absorbida en los centros metdlicos de la enzima, asi como establecer una estrategia cristalografica
novedosa que podra ser utilizada en el futuro para estudiar mecanismos redox de metaloenzimas

por cristalografia de rayos X.
OBJETIVOS PARTICULARES

. Sobreexpresar, purificar, cristalizar y determinar la estructura tridimensional de la Tth-MCO

por cristalografia de rayos X.

. Cristalizar y determinar la estructura tridimensional de la forma inactiva apo-Tth-MCO, asi
como también de otras dos formas inactivas enzima-mercurio: Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-
2h.

. Generar una pelicula cristalografica mediante la determinaciéon de suficientes estructuras
tridimensionales de la Tth-MCO, con diferente dosis de radiaciéon absorbida, por medio de la
técnica multicristal de colecta de datos. Reproducir la reduccién del O, inducida por rayos y

atrapar distintos intermediarios y/o estados de reaccion.

. Determinar las bases estructurales del mecanismo de transferencia de protones por los
residuos acidos ubicados en la segunda esfera de coordinacion del CTC, involucrados en la
reduccion del 0z a 2 H,0, mediante la comparaciéon de las formas activas e inactivas y con

distinta dosis de radiacién absorbida de la Tth-MCO.

. Determinar el dafio por dosis de radiacion absorbida en los centros metalicos de la Tth-MCO

y establecer el orden de labilidad de los mismos por la interaccién con los rayos X.
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VIII. SECCION EXPERIMENTAL

VIIL1. Clonacién, sobreexpresion y purificacion de la Tth-MCO y apo-Tth-MCO

El proceso de clonacidon y sobreexpresion (Serrano-Posada et al., 2011) se implementd
originalmente en el laboratorio del Dr. Enrique Rudifio Pifiera durante la tesis de Maestria en
Ciencias Bioquimicas de José David Ruiz Aguilar, estudiante de la Dra. Brenda Valderrama Blanco
(IBT-UNAM), siguiendo el protocolo descrito por Miyazaki (2005).

De manera general, la cepa de T. thermophilus HB27 (DSM 7039, Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen!5; Oshima et al, 1974) se creci6 como lo describieron
Dominguez et al. (2010) y el ADN gendémico se aislé utilizando el kit Ultra Clean Microbial DNA-
isolation (MO BIO). El gen codificado por el locus TT_C1370 se obtuvo por amplificacién del ADN
gendmico utilizando los cebadores 5’-CATATGCAAGGCCCTTCCTTCCCC-3’ y 5’-CGAATTCCCCACC-
TCGAGGACTCCCAT-3". El fragmento amplificado se cloné en el vector pGEM-T Easy Vector
(Promega) y se confirmé por secuenciacion. Uno de los plasmidos con la secuencia correcta se
digiri6 con Ndel (New England Biolabs) y EcoRI (New England Biolabs) y el fragmento liberado de ~
1.5 kb se clon6 en el plasmido pET32a(+) (Novagen), generando el plasmido pThl. Se
transformaron células competentes de E. coli BL21 (DE3) (Novagen) con el pTh1l y se crecieron en
platos de agar con el medio Luria-Bertani (LB) [1% (w/v) triptona (BD), 0.5% (w/v) extracto de
levadura (BD), 1% (w/v) NaCl (J.T. Baker)] con 200 pg mL* de ampicilina (Sigma) y 20 pg mL-! de
tetraciclina (Research Organics) a 37 °C. Una muestra del cultivo BL21 (DE3)/pTthl crecido
exponencialmente se colectd por centrifugacion, se resuspendid en solucion estéril 50% (v/v) de
glicerol (Sigma) y se conservo a -80 °C. Para la sobreexpresion de la Tth-MCO, una alicuota del stock
de células a -80 °C se descongel6 y se inoculé en 30 mL de LB con 200 ug mL-! de ampicilinay 20 pg
mL! de tetraciclina (O/N!¢ (12 horas), agitacién, 30 °C). Se inocularon 2 L de LB con 10 mL del
preinéculo cada uno y se adicionaron 200 ug mL-! ampicilina y 20 ug mL-! de tetraciclina (agitacién,
30 °C). Tres horas después se realizé la induccion de los 2 L. de LB inoculado con 0.1 mM de IPTG??
(Fermentas), cuando la densidad 6ptica a 600 nm alcanz6 0.5, y se incubaron por 24 h (agitacion, 30
°C). Se cosecharon las células por centrifugacion (7500 g, 30 min, 4 °C) y se resuspendieron en 50

mL de amortiguador 20 mM Tris (BIO-RAD) pH 8.0, con una pastilla de complete (c6ctel de inhibidor

15 Coleccion alemana de microorganismos y cultivos celulares. Organizacion sin animo de lucro dedicada a la adquisicién, caracterizacion,
identificacion, preservacion y distribucion de bacterias, arqueas, hongos, plasmidos, bacteriéfagos, lineas celulares de animales y
humanas y cultivos celulares y virus de plantas.

16 /N (Overnight).

17 [PTG: isopropil-f-D-tiogalactopiranésido.
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de proteasas; Roche Molecular Biochemicals) y DNAasa (1 ug mL-1) (Sigma). Se sonicaron las células
en hielo y el producto de células rotas y extracto crudo se calent6 en un bafio maria a 65 °C durante
20 min para precipitar la mayoria de proteinas termolabiles de E. coli y facilitar el proceso de
purificaciéon de la enzima. La mezcla resultante se centrifug6 (15300 g, 45 min, 4 °C) y se desech6 el
botén. El sobrenadante se dializé 5 veces contra 10 volimenes de 20 mM Tris pH 8.0,a 4 °Cy 0.1
mM de sulfato de cobre (CuSO4) (Sigma) para obtener a la Tth-MCO y sin CuSO4 para obtener a la
apo-Tth-MCO18. Las siguientes etapas de purificacidn se realizaron a temperatura ambiente.

El sobrenadante se aplic6 en una columna de intercambio catidénico (SP Sepharose™ Fast
Flow, 25 mL de fase estacionaria, diametro interno de 2.5 mm, 45-165 um; GE Healthcare) pre-
equilibrada con 20 mM Tris pH 8.0. Se pasaron seis volimenes de columna de solucién
amortiguadora y la Tth-MCO se eluyd posteriormente con un gradiente lineal de NaCl (Research
Organics) de 0-1 M en la solucién amortiguadora de equilibrio a un flujo de 2 mL min-l. Las
fracciones de la Tth-MCO con actividad oxidasa!® se concentraron a un volumen final de 1.5 mL por
ultrafiltraciéon (Amicon Ultra-15; Millipore) con una membrana de corte molecular de 30 kDa. Este
volumen se inyectd en una columna de exclusién molecular (Sephacryl 300 HR, 140 mL de fase
estacionaria, 400 mm longitud, diAmetro interno de 2.6 mm, 25-75 pm; Sigma) pre-equilibrada con
20 mM Tris pH 8.0, 50 mM NaCl y la Tth-MCO se eluyé con un flujo de 1 mL min-1.

Después de cada cromatografia se realizaron electroforesis desnaturalizantes (SDS-PAGE) al
12% para detectar el pico correspondiente de la Tth-MCO. La proteina se cuantificé por el método
de Bradford (BIO-RAD; Bradford, 1976) utilizando un espectrofotémetro Helios Gamma UV-Visible
(Thermo). Se determind el punto isoeléctrico de la Tth-MCO utilizando un gel previamente
hidratado phastgel (Amersham biosciences) con un intervalo de pH entre 3-9 y corriente eléctrica
entre 75-500 A en un equipo PhastSystem (Pharmacia). En todos los casos los geles fueron tefiidos

con azul de coomassie (Sigma).

VIIL.2. Determinacion cualitativa y cuantitativa de los atomos de cobre por molécula de la

Tth-MCO y apo-Tth-MCO

Antes de iniciar los ensayos de cristalizacion se determind la presencia o ausencia de los
cuatro atomos de Cu por molécula de holo- y apo-Tth-MCO. En un primer experimento se

prepararon soluciones 400 pM de la Tth-MCO y 500 uM de la apo-Tth-MCO en 20 mM Tris pH 8.0 y

18 De aqui en adelante y en todos los procesos se usé agua desionizada-tetradestilada para evitar contaminantes en la solucién de
proteina antes de realizar las pruebas de cristalizacién.

19 En general, después de cada etapa de purificacidon se tomaron alicuotas de 1-2 pL de cada uno de los tubos de ensayo y se les midi6
cualitativamente actividad oxidasa con diferentes sustratos.
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se determiné cualitativamente la presencia de los picos de absorcion del T1Cu (A ~ 610 nm) y el
centro binuclear T3Cu-T3'Cu (A ~ 330 nm) en la Tth-MCO y la ausencia de los mismos en la apo-Tth-
MCO por medio de un barrido de longitudes de onda en el UV-visible utilizando un equipo Helios
Gamma UV-Visible.

Para determinar cuantitativamente la cantidad de &tomos de Cu por molécula de proteina se
utilizé el método de la 2,2-biquinolina. El agente quelante 2,2-biquinolina reacciona con Cu(l) y
forma un compuesto organometalico de color violeta que presenta un maximo de absorcién a A =
546 nm (Felsenfeld, 1960). Antes de realizar la reacciéon con 2,2-biquinolina se utilizé un exceso de
acido ascorbico (8 mM) (Sigma) para reducir todos los d&tomos de Cu(Il) de la Tth-MCO a Cu(I). Se
construyé una curva de calibracién de absorbancia (546 nm) versus [Cu] (uM), utilizando 6
soluciones patréon de 100 pL cada una, con concentraciones: 20, 40, 50, 60, 80 y 100 pM de CuSO4y
una concentracion final de 8 mM de acido ascorbico. Se incubaron las soluciones patrén por 10
minutos a temperatura ambiente para garantizar la completa reduccién de todos los atomos de
Cu(II) a Cu(I) y se formé el compuesto organometalico por la adicién de 100 pL de solucién de 2,2-
biquinolina (Sigma), a una concentraciéon de 0.5 mg mL-! en 4cido acético glacial (Sigma), a cada uno
de los 100 pL de las soluciones patron.

Después de construir la curva de calibracién se prepararon 100 pL de solucién proteina con
una concentracion final de 25 uM de la Tth-MCO. Se calenté la solucion de proteina en un recipiente
sellado por 20 minutos a 110 °C para preparar el compuesto organometalico Cu(I)-[2,2-biquinolina]
con los atomos de Cu de la Tth-MCO. Asi, los cuatro atomos de Cu(Il) por molécula de enzima
desnaturalizada se liberaron a la solucién y se redujeron a Cu(I) por la adicién de acido ascérbico a
una concentracion final de 8 mM. La solucién se incubé por 10 minutos a temperatura ambiente
para garantizar la completa reduccion todos los atomos de Cu(Il) a Cu(I). A esta solucién se
adicionaron 100 pL de solucién de 2,2-biquinolina a una concentracién de 0.5 mg mL! en acido
acético glacial. Se determiné la absorbancia a 546 nm y se calcul6 la cantidad de 4tomos de cobre
por molécula de proteina de acuerdo a la curva de calibracion.

El mismo proceso se realizé con la apo-Tth-MCO. Todas las mediciones se hicieron por

triplicado.
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VIIL.3. Cristalizacion de la holo- y apo-Tth-MCO. Obtenciéon de las formas Hg-Tth-MCO y Hg-
Tth-MCO-2h por remojo2°

Las pruebas de cristalizacion se realizaron con el método de difusién en fase vapor bajo la
modalidad de gota colgante y gota sedente?!, utilizando el Crystal Screen Iy Il (Hampton Research).
Los cristales de la Tth-MCO con dimensiones de ~ 25 x 100 x 250 um se obtuvieron después de 10
meses utilizando la técnica de gota colgante en la condicién de cristalizaciéon No. 35 del Crystal
Screen II (Hampton Research), la cual estd compuesta de 0.1 M Hepes pH 7.5y 70% (v/v) ()-2-
metil-2,4-pentanodiol (MPD), y concentracidn de proteina de 19.5 mg mL-1 en 20 mM Tris pH 8.0.
Para optimizar el tiempo de cristalizacion se disefiaron diferentes matrices variando el porcentaje
de MPD: 60, 65, 70, 75, 80, 85y 90% (v/v) y la concentracién de proteina: 20, 30, 40 y 50 mg mL-1.
Después de este proceso de optimizacion, el tiempo de cristalizacion se redujo de 10 a 3 meses y se
obtuvieron cristales con dimensiones de ~ 25 x 50 x 100 pm bajo la modalidad de gota colgante,
gota sedente y micropuentes, en solucion de reservorio de 0.1 M Hepes pH 7.5y 60, 65y 70% (v/v)
MPD y concentracion de proteina de 30 mg mL-! en 20 mM Tris pH 8.0. Estos cristales se utilizaron
tanto para experimentos de difraccion de rayos X, como fuente de nucleos cristalinos en la técnica
de microsembrado?2. Utilizando esta dltima técnica se transfirieron una gran cantidad de nudcleos
cristalinos a gotas nuevas con solucién de proteina y solucién de reservorio utilizando una fibra
natural?3 (Hampton Research). Se observaron cristales pequefios después de una semana pero
necesitaron entre 1-2 meses para crecer y tener las dimensiones de ~ 25 x 50 x 100 pm y poder ser
usados en experimentos de difraccidn de rayos X24.

Se obtuvieron cristales de la apo-Tth-MCO con dimensiones de ~ 25 x 100 x 250 pm en 3
meses, bajo la modalidad de gota colgante en solucién de reservorio compuesta de 0.1 M Hepes pH
7.5y 65y 70% (v/v) MPD y concentracién de proteina de 30 mg mL-! en 20 mM Tris pH 8.0. Estos
cristales crecieron como placas superpuestas y tuvieron que ser separados con una aguja de

acupuntura antes de ser difractados.

20 Método mejor conocido como soaking.

21 Para observar los efectos que tenia la difusién en fase vapor sobre el tiempo de cristalizacién de la proteina en la modalidad de gota
sedente se utilizaron: (i) cajas clasicas de gota sedente y (ii) cajas de gota colgante adaptadas con micropuentes dentro del reservorio. De
aquf en adelante le llamaré a (ii): micropuentes.

22 Método mejor conocido como microseeding.

23 Hampton Research no especifica qué tipo de fibra natural utilizan, aunque generalmente es un pelo de cola de caballo, bigote de gato o
conejo, ya que la parte final de este tipo de pelos contiene numerosas ramificaciones laterales, ttiles para atrapar nucleos cristalinos.

24 La linea X6A donde se colectaron todos los datos cristalograficos de este proyecto esta instalada a partir de un bending magnet. Sélo se
pueden usar cristales para experimentos de difraccion de rayos X con dimensiones menores a las mencionadas en este manuscrito en
lineas que poseen un undulator o wiggler y un monocromador especifico para enfocar al haz.

22



Hugo Serrano-Posada Seccion Experimental

Los dos derivados enzima-mercurio: Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h se obtuvieron por remojo
de dos cristales de apo-Tth-MCO por 5 min y 2 h, respectivamente, con 5 mM de cloruro de mercurio
(I (HgClz) (Hampton Research).

El volumen dentro del reservorio en la modalidad de gota colgante fue de 1 mL y en la
modalidad de gota sedente y micropuentes de 0.5 mL. Todas las gotas tenian un volumen final de 2
uL, con proporciones iguales de solucién de proteina y solucién del reservorio (1 + 1 pL). La

cristalizacién se realiz6 a 4 °C y se utiliz6 agua tetradestilada en todos los casos.

VIIL.4. Colecta de datos, solucién estructural y afinamiento de la Tth-MCO, apo-Tth-MCO, Hg-
Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h

Los datos de difracciéon de la Tth-MCO, apo-Tth-MCO, Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h se
colectaron en la linea X6A del National Synchrotron Light Source (NSLS), Brookhaven National
Laboratory (BNL), Upton, Nueva York, EE.UU,, utilizando un detector ADSC Quantum 270. Todas las
colectas se realizaron a 100 K (-173 °C) y se utilizé un crioprotector compuesto de 0.1 M Hepes pH
7.5y 45% (v/v) MPD parala Tth-MCO y apo-Tth-MCO. Esta misma solucién crioprotectora con 5 mM
de HgCl; se utiliz6 para la colecta de datos de difraccién de rayos X de las formas estructurales Hg-
Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h.

Se colectd un espectro de fluorescencia de un cristal de la Tth-MCO y se identificé la A =
1.3767 A como el pico de fluorescencia de los atomos de cobre nativos de la enzima. Asi, se
colectaron datos de difraccién a dos longitudes de onda diferentes: A = 0.9795 A (12660 eV) y A =
1.3767 A (9003 eV) para el mismo cristal de la Tth-MCO y se utilizé la tltima longitud de onda para
la técnica de dispersién anémala (SAD25). Los espectros de absorcidn de rayos X se colectaron en el
modo de fluorescencia en la linea X6A utilizando un monocromador de Si con un canal de corte
Si(111) y un detector de fluorescencia hecho en casa, ubicado a 90° del haz de rayos X. La distancia
cristal-detector se mantuvo en 180 mm con un intervalo de oscilacién (A¢@) por imagen de 0.5°. La
determinacion del grupo espacial, parametros de celda unidad, estimacién del mosaicismo y la
integracion de los datos se realizé6 con el programa XDS (Kabsch, 2010). El ordenamiento y
escalamiento de los datos se realiz6 en SCALA, programa que funciona en la suite CCP4 version 6.1.1
(Winn et al, 2011). Todos los cristales de la Tth-MCO pertenecieron al sistema cristalino

ortorrémbico, grupo espacial €222, centrado en la cara C, con parametros de celda unidad de a =

25 SAD por sus siglas en inglés: Single-Wavelength Anomalous Dispersion.

23



Hugo Serrano-Posada Seccion Experimental

93.6 A, b=1103 4, c=963 4, a= B =y =90 Un total de 899414 reflexiones se integraron a una
resolucién de 1.5 A y se combinaron para obtener 78896 reflexiones tinicas con un Ruerge global de
0.086 e integridad de 94.7%. El célculo del coeficiente de Matthews demostré la presencia de un
monémero en la unidad asimétrica (Vu = 2.60 A3 Da1, 53% contenido de solvente).

Se colect6 un data set a A = 1.3747 A para un cristal de la apo-Tth-MCO a 1.7 A de resolucién,
con parametros de celda unidad de a=93.0 4, b =110.14,c=96.3 A a=B=y=90".

Para el cristal de la forma Hg-Tth-MCO se colecté un data set (A = 0.8321 A) a 1.7 A de
resolucién, con parametros de celda unidad de a =93.5A,b=11024,¢c=9634 a==y=90"y
para el cristal de la Hg-Tth-MCO-2h se colect6 un data set (A = 0.9795 A) a 1.7 A de resolucién, con
parametros de celda unidad dea=93.34,b=110.14,c=96.24, a==y=90".

En todos los casos anteriores el grupo espacial fue €C222;. Asumiendo un grupo espacial €222
el Ruerge global para el data set de la Tth-MCO, con limites de resolucién entre 23.0-1.5 A, fue de
0.093 y de 0.668 en la dltima faja de resolucion. Sin embargo, cuando este data set con los mismos
limites de resolucion se integroé en el grupo espacial €222, el valor de Rmerge global fue de 0.086 y de
0.395 en la ultima faja de resolucion. Ademas, cuando todos los data sets se integraron en el grupo
espacial €222, un eje tornillo se observd en la grafica de reflexion axial I/o(I) versus 00/, la cual es
una condicién de reflexién general (00/: I = 2n) indicativa del grupo C222;. Adicionalmente
POINTLESS (Evans, 2006) claramente escogio al grupo espacial C222; con una probabilidad del
97.5%.

Se utilizo la oxidasa multicobre CueO de E. coli (c6digo PDB 1KV7; Roberts et al.,, 2002) para
determinar las fases de la Tth-MCO por reemplazo molecular (MR26), en vista de que esta enzima
presenta la mayor identidad con la Tth-MCO: 31.5%. A pesar de esto, las fases obtenidas utilizando
Phaser_ MR (McCoy et al., 2007) no fueron suficientes para la determinacién estructural de la Tth-
MCO y la funciéon de probabilidad no fue significativa. Sin embargo, un segundo intento para
determinar las fases de la Tth-MCO combinando este resultado de MR con SAD para la Tth-MCO en
Phaser_ MR-SAD (McCoy et al, 2007) fue exitoso y se encontraron dos sitios de Cu totalmente
ocupados y uno parcialmente ocupado. La construccion inicial del modelo de la Tth-MCO se realizé
con ARP/WARP (Langer et al., 2008). Por otro lado, las estructuras de la apo-Tth-MCO, Hg-Tth-MCO y
Hg-Tth-MCO-2h se determinaron por MR en Phaser MR (McCoy et al, 2007), utilizando las
coordenadas atdmicas de la Tth-MCO (c6digo PDB 2XU9) como templado.

26 MR por sus siglas en inglés: Molecular Replacement.
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Todas las estructuras se afinaron en PHENIX version 1.6 (Adams et al, 2010) hasta valores de
Ruyork V Riree menores a 0.20 y con desviaciones (r.m.s.d27) satisfactorias de los angulos y longitudes
de enlace ideales. El afinamiento de todas las estructuras fue isotrépico y se altern6 con la
construcciéon manual y afinamiento en Coot (Emsley et al.,, 2010). Un 5% de los datos se escogieron
aleatoriamente y se conservaron durante todo el proceso de afinamiento para determinar el valor
de Riree. Las moléculas de agua se adicionaron automéaticamente en PHENIX y después se validaron
en Coot, mientras que las moléculas de MPD y los &tomos metalicos encontrados en las estructuras
cristalograficas se adicionaron manualmente en Coot y después se afinaron en PHENIX. Las
ocupaciones de todos los atomos se afinaron automaticamente en PHENIX. Sin embargo, las
ocupaciones de los atomos metalicos se modificaron manualmente en los ultimos ciclos de
afinamiento hasta que el valor de desplazamiento térmico isotrépico de cada uno de los atomos
metalicos se aproximo6 al valor de desplazamiento térmico isotrépico de los dtomos vecinos. Para
realizar esto se restringi6 la posibilidad de que PHENIX modificara las ocupaciones de los atomos
metalicos automaticamente y se altern6 la modificacibn manual de las mismas con ciclos de
afinamiento en PHENIX. Todos los modelos estructurales determinados contienen 439 de los 462
residuos totales de la Tth-MCO en vista de que se clon6 la forma madura de la proteina sin los
residuos Met!-Ala2z correspondientes al péptido sefial y no se encontré densidad electrénica para el
residuo GIn23. De acuerdo a la secuencia de aminoacidos, en la posicion 53 se esperaba una Leu pero
la densidad electrénica demostré la presencia de una Ile en dos conformaciones. La estereoquimica
de todos los modelos estructurales se analiz6 y validé con MolProbity (Chen et al.,, 2010a). Todas las

representaciones graficas se realizaron con CCP4mg version 2.5.2 (McNicholas et al,, 2011).

VIIL5. Colecta de datos, solucién estructural y afinamiento de ocho estructuras compuestas

de la Tth-MCO con diferente dosis de radiacion absorbida

Se colectaron datos de difraccién de rayos X de ocho cristales de la Tth-MCO en la linea X6A
(NSLS, BNL, EE.UU.) utilizando un detector ADSC Quantum 270, para construir una pelicula
tridimensional de la reduccion del O; a 2 H;0, inducida por rayos X. Todos los datos de difracciéon de
los ocho cristales de la Tth-MCO se colectaron bajo las mismas condiciones: A = 0.9795 A (12660
eV); distancia cristal-detector = 200 mm; A = 1.0%; tiempo de exposicion (tep) por imagen = 30 s;
dimension del haz de rayos X = 100 x 100 um. Todos los cristales de la Tth-MCO utilizados en este
experimento multicristal de colecta de datos se obtuvieron por microsembrado y tenian unas

dimensiones promedio de ~ 25 x 50 x 100 um. Se colectaron 96 imagenes por cristal de la Tth-MCO

27 r.m.s.d por sus siglas en inglés: root mean square deviation.

25



Hugo Serrano-Posada Seccion Experimental

debido a que todos los cristales pertenecieron al grupo espacial €222128, con un mondémero por
unidad asimétrica. Cada uno de los ocho data sets se dividié en bloques secuenciales de 12 imagenes
y cada bloque procedente de cada uno de los ocho cristales (pero teniendo en comun la dosis de
radiacién absorbida) se integré separadamente a 1.8 A de resolucién en XDS (Kabsch, 2010). Para
obtener la estructura compuesta Tth-MCO-C1 con la dosis de radiaciéon absorbida mas baja (0-
12.5%; 1.3 MGy) se procedi6 a cambiar el formato de cada uno de los ocho archivos XDS_ASCII.HKL
de los bloques de 0-12° a archivos .mtz con el programa COMBAT de la suite CCP4 versién 6.1.1
(Winn et al, 2011) (Figura 7a). Los ocho archivos .mtz resultantes de los bloques de 0-12° se
combinaron con el programa SORTMTZ que funciona también en la suite CCP4 version 6.1.1 (Winn
etal, 2011) y se obtuvo como resultado un archivo .mtz correspondiente a 96° de datos para la Tth-
MCO-C1. Las demdas estructuras compuestas Tth-MCO-C(2-8) (12.5-100%; 2.5-9.9 MGy) con
diferente dosis creciente de radiacién absorbida se generaron por la combinacién de los siguientes

bloques de cada uno de los cristales de la Tth-MCO (Figura 7b).

28 Se necesitan minimo 90° de datos para determinar una estructura cristalografica que pertenezca al sistema cristalino ortorrémbico.
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Figura 7. Estrategia multicristal de colecta de datos de 8 cristales de la Tth-MCO para construir data
sets compuestos. La dosis de radiaciéon absorbida es creciente entre 0° = 96° para cada uno de los
ocho cristales. a) Cada cristal (1 — 8) se rota 12° con relacion al anterior antes de colectar los datos
de difraccién de rayos X para garantizar que cada bloque corresponda a una region distinta de cada
uno de los cristales y de esta manera mejorar los valores estadisticos al combinar los datos. Para
obtener la estructura Tth-MCO-C1 se integraron por separado cada uno de los bloques de 0-12°
entre H-S para obtener ocho archivos .mtz. b) Ocho estructuras compuestas Tth-MCO-C(1-8) con
distinta dosis de radiacién absorbida. Los ocho archivos .mtz entre H-S se combinan entre S-P para
obtener un unico archivo .mtz de 96° y asi tener datos suficientes para determinar la estructura

cristalografica de la Tth-MCO-C1 en el grupo espacial C222;.

El ordenamiento y escalamiento de los datos de cada uno de los data sets compuestos se
realizé en SCALA de la suite CCP4 versién 6.1.1 (Winn et al.,, 2011) y las fases se determinaron por
MR en Phaser_MR (McCoy et al., 2007), utilizando como templado las coordenadas atémicas (sin
moléculas de agua, atomos de cobres o moléculas de MPD) de la Tth-MCO (cédigo PDB 2XU9).

Todas las estructuras compuestas se afinaron en PHENIX version 1.6 (Adams et al.,, 2010)

siguiendo el mismo protocolo mencionado en el apartado VIIL.4. para la Tth-MCO. Sin embargo, para
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la Tth-MCO-C1 se encontré adicionalmente un pico positivo de densidad electrénica
aproximadamente simétrico y alargado entre el centro binuclear T3Cu-T3 Cu, similar al descrito
previamente por Hakulinen et al. (2006) y el cual se modeld como un Oy, restringiendo la distancia
de enlace :0=0: al valor teérico de 1.21 A. Se realizé un afinamiento de TLS2? en PHENIX para la
His% de las estructuras compuestas Tth-MCO-C(2-8). La estereoquimica de todas las estructuras
compuestas se analizé y validé con MolProbity (Chen et al., 2010a).

De esta manera se gener6 una pelicula tridimensional de la reduccién del 0; a 2 H20 y se
observaron los cambios en la densidad electrdénica de cada una de las estructuras compuestas, los
dafios especificos y la disminucion de la ocupacion de cada uno de los atomos de Cu por los rayos X.

Estos cambios se analizaron en funcion de la dosis de radiacion absorbida.

VIIL6. Calculo de la dosis de radiacion absorbida de ocho estructuras compuestas de la

Tth-MCO

El calculo de la dosis de radiacion absorbida de las estructuras compuestas Tth-MCO-C(1-8)
en MGy se realizd6 con RADDOSE versién 2 (Murray et al, 2004; Paithankar et al, 2009). Para
calcular la dosis de radiacion absorbida se usaron los siguientes parametros: flujo3°: 1 x 1010 fotones
s'1; valor Z31: 4; nimero de residuos: 439; numero de &tomos de azufre (S) en la enzima: 14 (13 Met
+ 1 Cys); nimero de atomos de Cu: 4 (Tth-MCO-C1) y 3 (Tth-MCO-C(2-8)); concentraciéon (mM) del
amortiguador (Hepes pH 7.5) presente en la condicién de cristalizaciéon para corregir la absorcién
por los atomos de S: 100 mM; texpo Creciente con cada estructura compuesta: 30 s para la Tth-MCO-
C1, 60 s para la Tth-MCO-C2, etc.; nimero de imagenes: 96; parametros de celda unidad (A);
dimensiones (mm) promedio de los 8 cristales: ~ 0.025 x 0.05 x 0.1 mm; A = 0.9795 A (12660 eV) y
dimension (mm) del haz de rayos X: 0.100 x 0.100 mm. El flujo en fotones s-! se calcul6 con un
fotodiodo de silicio como lo describieron previamente Owen et al. (2009). Las dimensiones de los
ocho cristales de la Tth-MCO producto del microsembrado se escogieron de tal forma que el tamafio
de los mismos fuera < a la dimensién del haz de rayos X y asi todos absorbieran una dosis de

radiaciéon uniforme.

29 TLS por sus siglas en inglés: translation/libration/screw.

30 Flujo estimado para la linea X6A.

31 Valor Z: nimero de mondmeros en la celda unidad. El valor Z para la Tth-MCO es equivalente al producto entre los cuatro operadores
de simetria para el grupo espacial C2221 y la cantidad de monémeros en la unidad asimétrica: 1, es decir: Z = 4 x 1 = 4. Hay 4 moléculas de
la Tth-MCO en la celda unidad.
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VIIL.7. Estimacion teérica del pK, para las estructuras cristalograficas de la Tth-MCO, apo-

Tth-MCO, Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h

La estimacién tedrica del pK, para todos los grupos protonables y desprotonables de las

estructuras cristalograficas de la Tth-MCO, apo-Tth-MCO, Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h se realizé

en el servidor web H++: http://biophysics.cs.vt.edu/index.php (Gordon et al., 2005), utilizando el
campo de fuerza AMBER.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

IX.1. Sobreexpresion y purificacion de la Tth-MCO y apo-Tth-MCO

Con el objetivo de obtener una proteina de alto grado de pureza, la metodologia que se utilizé
para la sobreexpresidén y purificacion de la Tth-MCO consistié en algunas modificaciones del
protocolo descrito originalmente por José David Ruiz Aguilar. Las células competentes de E. coli
BL21 (DE3) transformadas con el plasmido pTh1l se crecieron en ausencia de Cu para evitar la
expresion de la oxidasa multicobre CueO enddégena de E. coli (Roberts et al, 2002), que es
homologa a la Tth-MCO y se expresa cuando se somete a la bacteria a estrés por Cu. La forma
madura de la enzima recombinante sobreexpresada como apo-Tth-MCO se dializé en presencia de
CuSO04 para obtener a la Tth-MCO, con un rendimiento final de 6.0 mg de holoenzima por litro de
cultivo.

Para facilitar el proceso de purificacién se calenté el extracto bacteriano a 65 °C por 20 min,
con lo que se logré la precipitacion de la mayoria de proteinas termolabiles de E. coli. Después de
esto se purifico6 a homogeneidad la Tth-MCO por medio de dos cromatografias: intercambio
catibnico y exclusion molecular. El comportamiento electroforético en SDS-PAGE e
isoelectroenfoque fueron los criterios empleados para evaluar el grado de pureza de las enzimas
usadas en este trabajo. En la cromatografia de intercambio catidnico se observé un pico con tiempo

de retencion (tr) de 37.3 min (Figura 8a).

AUZSO

Figura 8. a) Cromatograma del extracto bacteriano usando una columna de intercambio catidnico y
gradiente lineal de 0-1 M NacCl (linea roja) en 46 min a un flujo de 2 mL min-1. b) SDS-PAGE de las
fracciones obtenidas. Carriles 1-9: fracciones que migraron al peso molecular aproximado de la Tth-

MCO alo largo del pico cromatografico. Carril 10: marcador de peso molecular (Fermentas).
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Se colectaron las fracciones correspondientes a este pico y por analisis electroforético se
observo una banda de proteina que migré de acuerdo al peso molecular (~ 50 kDa) esperado para
la forma madura de la Tth-MCO (Figura 8b).

Antes de realizar los ensayos de cristalizacion de la Tth-MCO se eliminaron los contaminantes
observados en la Figura 8b por medio de una cromatografia de exclusién molecular. En esta
cromatografia se observé un pico con tr de 118.5 min (Figura 9a). Se colectaron y concentraron las
fracciones correspondientes a este pico y por andlisis electroforético se observéd una banda de
proteina que migré de acuerdo al peso molecular esperado para la Tth-MCO (Figura 9b). La Tth-
MCO purificada exhibié el color azul comin en otras oxidasas multicobre, caracteristico de la

transferencia de carga Scys**5-T1Cu.

mAU280

Figura 9. a) Cromatograma de la Tth-MCO usando una columna de exclusién molecular y un flujo de
1 mL min-1). b) SDS-PAGE de las fracciones obtenidas. Carriles 1y 2 (30 y 40 pg de la Tth-MCO,
respectivamente): fracciones del mismo pico en (a) que migraron al peso molecular aproximado de

la Tth-MCO. Carril 3: marcador de peso molecular (Fermentas).

El punto isoeléctrico (pl) tedrico de la Tth-MCO, apo-Tth-MCO, Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h
se calcul6 en el servidor web H++, utilizando el campo de fuerza AMBER, a partir de las coordenadas
cristalograficas respectivas. El pI tedrico de la Tth-MCO fue de 9.6. Este valor de p! elevado se debe
principalmente a los residuos con valor de pK, alto en la enzima: 32 residuos de Arg, 15 de Lys y 9
de Tyr de los 439 residuos totales en la estructura primaria de la Tth-MCO, los cuales presentaron
en términos generales un pK, tedrico ~ 12.0. Asi, el valor teérico del pI de la Tth-MCO correlaciona

con el pl experimental 2 9.3, determinado por isoelectroenfoque (Figura 10).
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Figura 10. Gel de isoelectroenfoque. Carril 1: 4 pg de la Tth-MCO. Carril 2: marcadores de p/

(Pharmacia).

En un proceso relativamente diferente se sobreexpresé y purificé la apo-Tth-MCO con el
objetivo de obtener una forma inactiva de la enzima que no pudiera llevar a cabo la reduccion del O,
a 2 H;0, inducida por rayos X. Para la purificacién de la apo-Tth-MCO sélo se utilizé la cromatografia
de intercambio catidnico32. En esta cromatografia se observé un pico con tr de 33.1 min (Figura
11a). Se colectaron y concentraron las fracciones correspondientes a este pico y por analisis
electroforético se observd una banda de proteina que migré de acuerdo al peso molecular esperado
para la apo-Tth-MCO (Figura 11b). Mas adelante se notara que a pesar de los contaminantes que se
observan en la Figura 11b, la cristalizacién y difraccion de la apo-Tth-MCO fue exitosa. Como era de
esperarse, la apo-Tth-MCO purificada no exhibi6 ningin color, debido a la ausencia de la

transferencia de carga Scys*45-T1Cu.

32 Esto se hizo porque las resinas de exclusién molecular que se tienen en el laboratorio se utilizaron previamente en cromatografias con
CuSO04 (otros proyectos) y después de varios intentos un porcentaje de la poblacién de la apo-Tth-MCO se cargaba con trazas de cobre de
la resina y esto impedia obtener una forma apo homogénea.
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AU280

Figura 11. a) Cromatograma del extracto bacteriano usando una columna de intercambio catiénico
y gradiente lineal de 0-1 M NaCl (linea roja) en 46 min a un flujo de 2 mL min-1). b) SDS-PAGE de las
fracciones obtenidas. Carril 1: marcador de peso molecular (Fermentas). Carril 2 (30 pg de la apo-

Tth-MCO): banda que migro al peso molecular esperado para la apo-Tth-MCO.

IX.2. Determinacion cualitativa y cuantitativa de los atomos de cobre por molécula de la Tth-

MCO y apo-Tth-MCO

Antes de realizar los ensayos de cristalizacidn se determind la presencia de los 4 atomos de
Cu en la Tth-MCO debido a que el proceso de incorporacion de los mismos se realizé después de la
sobreexpresion de la apoenzima por medio de una didlisis en presencia de CuSO4. Asi mismo se
determind la ausencia de los 4 atomos de Cu en la apo-Tth-MCO para garantizar que esta forma de la
enzima fuera apo para todos los atomos de Cu y por lo tanto inactiva en la reduccién del 0z a 2 H:0,
inducida por rayos X.33

Inicialmente se determiné cualitativamente la presencia de los atomos de T1Cuy 2 T3Cu de la
Tth-MCO por medio de un espectro de UV-Visible. Se observo el pico caracteristico de absorcién a A
~ 610 nm correspondiente al T1Cu y un pequefio hombro a A ~ 330 nm correspondiente a los 2
T3Cu (Figura 12a). Por otro lado, en el espectro UV-Visible de la apo-Tth-MCO se observo
cualitativamente que la apoenzima no poseia el T1Cu y asi como tampoco los 2 T3Cu, ya que no se

observaron los picos caracteristicos de absorciéon a 610 y 330 nm, respectivamente (Figura 12b).

33 Se utiliz6 en todos los casos agua desionizada-tetradestilada.
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Figura 12. Espectro de UV-Visible de la oxidasa multicobre recombinante de T. thermophilus HB27
en 20 mM Tris pH 8.0. a) Tth-MCO (450uM), b) apo-Tth-MCO (500 pM).

Sin embargo, por este método no se puede determinar la presencia o ausencia del T2Cu en la
holo y apoenzima, ya que la absorcién de este &tomo en particular no es apreciable en la regién UV-
Visible. Debido a esto se utilizé el método de la 2,2-biquinolina para determinar cuantitativamente
los 4&tomos cobre (incluido el T2Cu) por molécula de proteina. Inicialmente se construy6 una curva

de calibracion utilizando soluciones patrén de diferente concentraciéon de CuSO4 (Figura 13).

AU oo
0,6 - y=0,0066x-0,0521 .
0,5 R2=0,9937 i
0,4 - o
0,3 - e
0,2 - o
0,1 - e
0 \ ‘ ;
0 20 40 60 80 100 120
[Cu] (1M)

Figura 13. Curva de calibraciéon de absorbancia (AU) vs [Cu] (uM), utilizando CuSO4 como sustancia
patrén y 2,2-biquinolina como agente quelante. El complejo organometalico Cu(I)-[2,2-biquinolina]

absorbe aA =546 nm.

Asi, se determin6 que la absorbancia a A = 546 nm para el complejo organometalico Cu(I)-
[2,2-biquinolina] formado con los &tomos de Cu de una soluciéon 25 uM de la Tth-MCO fue de 0.621,
por lo que remplazando este valor en la ecuacion de la recta: y = 0.0066x - 0.0521 se obtiene como

resultado final que la proteina contiene 4.1 + 0.1 dtomos de Cu/molécula de la Tth-MCO, lo que
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indica que los dos sitios activos estan completos en la holoenzima. De la misma manera, la
absorbancia para una solucién 25 pM de la apo-Tth-MCO fue de 0.014, por lo que la cantidad de
atomos de cobre por molécula de apoenzima es 0.4 + 0.1 atomos de Cu/molécula de la apo-Tth-
MCO. Esto indica que la apoenzima carece completamente de los 4 cobres tipicos de las oxidasas
multicobre, incluido el T2Cu. Mas adelante se demostrara la correlacion entre estos valores en
solucién y los mapas de densidad electrénica de la Tth-MCO y apo-Tth-MCO, en donde se observa la

presencia de los 4 atomos de Cu para la Tth-MCO y la ausencia de los mismos en la apo-Tth-MCO.

IX.3. Cristalizacion de la Tth-MCO y apo-Tth-MCO. Obtencién de las formas Hg-Tth-MCO y
Hg-Tth-MCO-2h por remojo

Se realizaron los primeros ensayos de cristalizacién de la Tth-MCO después de purificarla a
homogeneidad y demostrar que la enzima recombinante contenia en solucién los 4 4tomos de Cu
distribuidos en los dos sitios activos. Los primeros cristales de la Tth-MCO se obtuvieron en la
prueba de cristalizacién No 35 del Crystal Screen I1, con el método de difusion en fase vapor bajo la
modalidad de gota colgante. Esta condicidn de cristalizacion 35 estd compuesta de 0.1 M Hepes pH
7.5y 70% (v/v) MPD. Los cristales presentaron gran tamaiio, buen habito cristalino, color azul y se
formaron a partir de una zona de precipitacion central que por el exceso local de concentracién de

la Tth-MCO probablemente favorecid el proceso de nucleacién de la proteina (Figura 14).

Figura 14. a) Cristales de la Tth-MCO crecidos a 4 °C y concentracion de proteina de 19.5 mg mL-1.
b) dimensiones de ~ 25 x 100 x 250 um de uno de los cristales en (a). Las fotografias se tomaron sin

polarizador para observar el color real de los cristales.
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Sin embargo, el tiempo de cristalizaciéon de la Tth-MCO fue de 10 meses. Para entender el
largo tiempo de cristalizacion de la Tth-MCO es importante resaltar que este proceso es un
fendémeno de transicién de fase que puede ser ilustrado por un diagrama de fase de [Proteina] vs
[agente precipitante]3* compuesto de cuatro zonas basicas: (i) zona de subsaturacién (donde la
proteina siempre esta soluble); (ii) zona de nucleacién (donde se forman nucleos cristalinos de
proteina pero no cristales); (iii) zona metaestable (donde se forman cristales de proteina pero no
nucleos cristalinos) y (iv) zona de sobresaturaciéon (donde siempre precipita la proteina) (Moreno,

2005; Chayen et al., 2008) (Figura 15).

Figura 15. Diagrama de solubilidad de Ostwald-Miers para proteinas.

Este diagrama de fase o curva de solubilidad, también se conoce como diagrama de Ostwald-
Miers y es un grafico particularmente ttil para entender el proceso de cristalizacién de la mayoria
de macromoléculas biolégicas (Moreno, 2005). Asi, el proceso de cristalizaciéon de una proteina
debe pasar por las zonas (i), (ii) y (iii), viajando en el tiempo por rutas diferentes, dependiendo del
método de cristalizacion empleado. Especificamente, en el método de difusién en fase vapor,
empleado para cristalizar a la Tth-MCO, la condicién de cristalizacién compuesta de solucién de la
Tth-MCO y agente precipitante (MDP) de la Figura 14 se encontraba al inicio del proceso de
cristalizacién en X (Figura 15), una zona en la que la proteina permanece soluble y no hay
cristalizacion. A medida que transcurri6 el tiempo se evaporo agua de la gota de cristalizacion y la
concentracion de la Tth-MCO, asi como también la concentracién de MPD aumentd hasta llegar a Y,
zona en la que se formaron los primeros nucleos cristalinos, probablemente a partir de la zona de

precipitacion central que se observa en la Figura 14a. Sin embargo, para obtener cristales el sistema

34 También se puede tener en el eje de abscisas el pH o la temperatura del sistema.
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debi6 viajar de Y a Z, ya que unicamente en Z tiene lugar el crecimiento cristalino. Esto sucedi6
porque los nucleos cristalinos incorporaron proteina de la solucién en (ii) y por lo tanto la
concentracién de proteina disminuy6 en la gota de cristalizacion hasta que el sistema llegé a (iii).

El método comunmente utilizado para optimizar una condicién de cristalizacién implica
variar la concentracién de proteina y agente precipitante, construyendo matrices de cristalizacidn,
de tal forma que se encuentre al azar una combinacién de concentracién de proteina y agente
precipitante tal que, el sistema se desplace a una regién mas cercana a (ii). De esta forma se reduce
la distancia entre X y Y en la Figura 15 y se supera en menor tiempo la barrera energética que
permite al sistema trasladarse del desorden de la solucién al orden de un nucleo cristalino. Sin
embargo, este proceso sélo permite obtener cristales con buen habito cristalino siempre y cuando el
crecimiento se lleve a una velocidad constante y temperatura controlada. Asi, y con el objetivo de
optimizar el tiempo de cristalizacién de la Figura 14 se disefiaron diferentes matrices variando la
concentracién de MPD: 60, 65, 70, 75, 80, 85 y 90% (v/v) y concentracion de la Tth-MCO: 20, 30, 40
y 50 mg mL-L Con este procedimiento se esperaba desplazar el sistema a una regién cercana a la
zona de nucleacion. Después del proceso de optimizacion se obtuvieron cristales de la Tth-MCO en
porcentajes de MPD de 60, 65y 70% (v/v) y concentracién de la Tth-MCO de 30 mg mL! en las
modalidades de gota colgante, gota sedente y micropuentes (Figura 16). De esta manera se
optimizo el tiempo de cristalizacion de 10 a 3 meses, desplazando el sistema en el eje de ordenadas

y alcanzando una regidn tal que permitié disminuir la distancia entre Xy Y en la Figura 15.
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Figura 16. Cristales de la Tth-MCO crecidos a 4 °C en 0.1 M Hepes pH 7.5, concentracion de proteina
de 30 mg mL! y diferentes porcentajes de MPD. a) Gota sedente, 60% (v/v) MPD, b) Gota colgante,
65% (v/v) MPD, c¢) Gota sedente, 70% (v/v) MPD, d) Micropuentes, 70% (v/v) MPD. Todas las
fotografias se tomaron con la misma magnificacién y sin polarizador para observar el color real de

los cristales.

Los cristales de la Figura 16a resultaron muy delgados y fragiles y no se difractaron,
mientras que los cristales de la Figura 16b crecieron como placas superpuestas y no fue posible
separarlas en monocristales para realizar experimentos de difracciéon de rayos X. Sin embargo, en
las técnicas de gota sedente y micropuentes en 70% (v/v) de MPD y 30 mg mL! de la Tth-MCO
(Figura 16c-d) se obtuvieron los cristales con mejor habito cristalino, muy similares en morfologia
externa a los cristales de la Figura 14. Estos ultimos presentaron una difracciéon aceptable con un
intervalo de resolucién entre 1.5-1.9 A y se utilizaron en el resto del proyecto.

Por otro lado, los cristales de las Figuras 14 y 16 también se utilizaron como semillas en la

técnica de microsembrado. Utilizando esta técnica, una gran cantidad de nucleos cristalinos se
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transfirieron a gotas frescas de solucién de proteina y solucién de reservorio utilizando una fibra
natural. De esta manera se alcanz6 de forma rapida la zona (ii) de la Figura 15, disminuyendo el
tiempo de cristalizacién de la Tth-MCO. Se observaron cristales pequefios después de una semana
pero necesitaron entre 1-2 meses para tener dimensiones mayores a 50 um (Figura 17). Por medio
de esta técnica se obtuvieron cristales de tamafio y habito cristalino relativamente similar, que
como se vera mas adelante fueron esenciales para la construccion de data sets compuestos,
necesarios en la obtenciéon de las ocho estructuras cristalograficas de la Tth-MCO-C(1-8) con

distinta dosis de radiacién absorbida.

Figura 17. Cristales de la Tth-MCO obtenidos por la técnica de microsembrado en 0.1 M Hepes pH
7.5,70% (v/v) MPD y concentracion de proteina de 30 mg mL-a 4 °C. a) Gota colgante, b) Gota
sedente. Las fotografias se tomaron con la misma magnificacién y sin polarizador para observar el

color real de los cristales.

Con el objetivo de obtener una estructura cristalografica de la enzima inactiva se cristalizo la
apo-Tth-MCO utilizando las mismas condiciones de la Tth-MCO. Asi, después de un tiempo de 3
meses se obtuvieron cristales de la apo-Tth-MCO en solucién de reservorio de 0.1 M Hepes pH 7.5,
70% (v/v) MPD y concentracion de apoenzima de 30 mg mL-!, bajo la modalidad de gota colgante
(Figura 18).
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Figura 18. Cristales de la apo-Tth-MCO crecidos a4 °C en 0.1 M Hepes pH 7.5, 70% (v/v) MPD y
concentracion de proteina de 30 mg mL-! en la modalidad de gota colgante. La fotografia se tomé sin

polarizador para observar el color real de los cristales.

Al igual que algunos cristales de la Tth-MCO, los cristales de la apo-Tth-MCO crecieron como
placas superpuestas a partir de una zona de precipitacion central. Sin embargo, el gran tamafio de
las mismas permitié la separaciéon en diversos fragmentos por medio del uso de una aguja de
acupuntura. De esta manera se obtuvieron una serie de monocristales de la apo-Tth-MCO para los
experimentos de difraccion de rayos X.

Adicionalmente se remojaron dos cristales de la apo-Tth-MCO por 5 min y 2h con 5 mM de
HgCl; y se obtuvieron dos derivados de mercurio: Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h, respectivamente.
Esto permiti6 obtener otras dos formas inactivas de la Tth-MCO con Hg en lugar Cu.

Asi, para la determinaciéon de las doce estructuras cristalograficas presentadas en las dos
secciones siguientes se colectaron, en términos generales, alrededor de 50 data sets, producto de la

difraccién de ~ 40 cristales.

IX.4. Estructuras tridimensionales determinadas por difraccion de rayos X de la Tth-MCO,

apo-Tth-MCO, Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h

Se determinaron las estructuras cristalograficas de la forma activa de la enzima: Tth-MCO, y
tres formas inactivas: apo-Tth-MCO, Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h. El mejor cristal de la Tth-MCO
(Figura 19a) crecido en 0.1 M Hepes pH 7.5 y 70% (v/v) MPD, bajo la modalidad de gota sedente,
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difracté a 1.5 A de resolucién (Figura 19b-c). Al inicio del proceso de cristalizacién de la Tth-MCO
se tenia 35% (v/v) MPD, ya que las gotas de cristalizacion estaban compuestas de solucién de
proteina y solucién de reservorio en proporcion 1 + 1 pL. Por lo tanto, previo a la difraccién se
hicieron experimentos de crioproteccion utilizando diferentes porcentajes de MPD y se encontré

como mejor solucidn crioprotectora: 45% (v/v) MPD, 0.1 M Hepes pH 7.5 (Figura 19a).

Figura 19. a) Imagen en blanco y negro tomada en la linea X6A del cristal de la Tth-MCO que
difracté a 1.5 A de resolucién. b) Patrén de difraccién a 1.5 A de resolucién de la Tth-MCO. c)
Cambio de contraste de una parte de (b) para observar algunos puntos de difraccion a alta

resolucion.

Antes de iniciar la colecta de los datos de difraccién de rayos X se tomd un espectro de
fluorescencia (Figura 20) del cristal de la Tth-MCO (Figura 19a) para identificar el maximo de
fluorescencia (Cu K) de los atomos de Cu nativos de la enzima e intentar determinar las fases por
SAD. El valor teérico3s para el borde de absorcién Cu K es A = 1.3808 A (8979 eV), sin embargo se

sabe que este valor presenta pequeiios desplazamientos del valor tedrico de un atomo de cobre

35 Los valores tedricos de los bordes de absorcion Cu Ky Hg L para los distintos metales se calcularon en el servidor web:
http://skuld.bmsc.washington.edu/scatter
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dependiendo del ambiente quimico en el que se encuentre en la proteina. Por lo tanto, es
importante calcular el valor experimental del borde de absorcién Cu K en el momento de colectar

datos de difraccion de rayos X en el maximo del pico de fluorescencia del Cu.

Figura 20. Espectro de fluorescencia del coeficiente de absorcidn lineal (pcu(E)) vs energia de rayos
X (eV) colectado en la linea X6A. Se determin6 experimentalmente el pico de fluorescencia (Cu K) a

A=1.3767 A (9003 eV) para los 4tomos de Cu nativos de la Tth-MCO.

Asi, se colectaron dos data sets para el mismo cristal de la Tth-MCO (Figura 19a) a dos
longitudes de onda diferentes: [Se K: A = 0.9795 A (12660 eV) y Cu K: A = 1.3767 A (9003 eV) (data
set para SAD: Tth-MCO-SAD)]. Esto permiti6 determinar las fases para la Tth-MCO por la
combinaciéon de los métodos de MR y SAD, utilizando las longitudes de onda Se K y Cu K,
respectivamente.

Se colectaron también datos de difraccion para la apo-Tth-MCO, Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-
2h a 1.7 A de resolucién. Antes de colectar el data set de la Hg-Tth-MCO se tomd un espectro de
fluorescencia para identificar el borde de absorcion Hg L de los &tomos de Hg de la enzima (Figura
21a), producto de remojar un cristal de la apo-Tth-MCO con HgCl.. El espectro de fluorescencia en el
borde de absorcién Cu K demuestra la ausencia de estos atomos en el cristal de la Hg-Tth-MCO

(Figura 21b).
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Figura 21. Espectros de fluorescencia del coeficiente de absorcion lineal (1(E)) vs energia de rayos
X (eV) colectados en la linea X6A para el cristal de la Hg-Tth-MCO. a) Se observan los tres bordes de
absorcién: [Hg Liu(1): A = 1.0085 A (12295 eV), Hg Lin(2): A = 1.0078 A (12304 eV) y Hg Liu(3): A =
1.0061 A (12325 eV)]. b) Se observa la ausencia del borde Cu K en el cristal de la Hg-Tth-MCO.

Los tres maximos de absorcion Hg Lui(1-3) de la Hg-Tth-MCO de la Figura 21a correlacionan
con los bordes experimentales Hg Lii(1-3) del Hg coordinado a una serie de proteinas modelo,
obtenidos por Ji et al. (2001): [Hg Liu(1): A = 1.0087 A (12291 eV), Hg Lu(2): A = 1.0084 A (12295
eV) y Hg L(3): A = 1.0064 A (12320 eV)].

El grupo espacial de todas las estructuras cristalograficas determinadas en este trabajo fue
C222,. De hecho cuando se integraron los data sets de la Tth-MCO, Tth-MCO-SAD (Tabla 2), apo-
Tth-MCO y Hg-Tth-MCO en el grupo espacial €222, un eje tornillo se observé en la grafica de
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reflexién axial en I: I/o (1) vs 001, 1a cual es una condicidn de reflexidon general 00!: [ = 2n, indicativa

del grupo espacial C2221 (Serrano-Posada et al., 2011) (Figura 22).

Figura 22. Graficas de reflexion axial I/o (1) vs 001 de cuatro data sets. a) Tth-MCO. b) Tth-MCO-SAD.
c) apo-Tth-MCO. d) Hg-Tth-MCO. Todos los data sets se integraron en el grupo espacial €222 con el
objetivo de observar la reflexion axial en I (00!: I = 2n). La presencia de un eje tornillo 2, se observa

claramente en la grafica y sustenta la selecciéon del grupo espacial C2221.

Tabla 2. Datos estadisticos de la colecta de datos de la Tth-MCO-SAD.

Los valores en paréntesis corresponden a la tiltima faja de resolucién

Parametros Tth-MCO-SAD
Colecta de datos

Grupo espacial C2224

Celda unidad

a, b, c(A) 93.6,110.3, 96.7
aBy() 90.0,90.0,90.0
Resolucién (A) 35.0-2.00 (2.10-2.00)
No. de reflexiones 493015

No. de reflexiones tnicas 34001 (4858)
Integridad (%) 99.6 (98.6)
Rierge (%) 8.1 (34.7)

1/a(]) 23.6 (8.5)
Multiplicidad 14.5 (14.1)

Los datos estadisticos de las estructuras cristalograficas de la Tth-MCO, apo-Tth-MCO, Hg-Tth-
MCO y Hg-Tth-MCO-2h estan resumidos en la Tabla 3.
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Tabla 3. Datos estadisticos de la colecta de datos y afinamiento de la Tth-MCO, apo-Tth-MCO,
Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h.

Los valores en paréntesis corresponden a la tltima faja de resoluciéon

Parametros Tth-MCO Apo-Tth-MCO
Colecta de datos
Grupo espacial C2224 C2224
Celda unidad
a, b, c(A) 93.6,110.3,96.3 93.0,110.1,96.3
aBy() 90.0,90.0,90.0 90.0,90.0, 90.0
Resolucién (A) 23.0-1.50 (1.60-1.50) 26.0-1.70 (1.80-1.70)
No. de reflexiones 899414 435926
No. de reflexiones tnicas 78896 (10654) 53818 (7154)
Integridad (%) 94.7 (83.9) 98.9 (82.1)
Rumerge (%) 8.6 (39.5) 9.0 (45.0)
I/a(1) 19.4 (4.1) 18.5 (3.8)
Multiplicidad 11.4 (9.9) 8.1 (6.6)
Unidad asimétrica Un monémero Un monémero
Afinamiento
Resolucién (A) 23.0-1.50 26.0-1.70
Rwork/Rfree (%) 155/178 151/185
No. de 4tomos

Proteina 4259 4045

Ion/Ligando 134 128

Agua 549 525
Valores B (A2)

Proteina 13.7 16.5

Ion/Ligando 33.1 37.8

Agua 31.5 33.2

Total 16.2 18.9

Wilson plot 12.5 16.3
RMSD de la estereoquimica ideal

Enlaces (A) 0.01 0.02

Angulos () 1.51 1.99
Error en las coordenadas cristalograficas 0.19 0.18

(&, Maximum-Likelihood)
Ramachandran (%)

Regiones mas favorecidas 97.3 97.5
Regiones permitidas 2.4 2.2
Regiones no permitidas 0.3 0.3
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Tabla 3. Continuacion.

Parametros Hg-Tth-MCO Hg-Tth-MCO-2h
Colecta de datos
Grupo espacial C2224 C2224
Celda unidad
a, b, c(A) 93.5,110.2,96.3 93.3,110.1,96.2
aBy() 90.0,90.0,90.0 90.0,90.0,90.0
Resolucién (A) 20.0-1.70 (1.80-1.70) 28.0-1.70 (1.80-1.70)
No. de reflexiones 542926 245055
No. de reflexiones tnicas 54841 (8585) 53273 (7694)
Integridad (%) 94.6 (91.4) 97.9 (97.5)
Rumerge (%) 13.3 (35.3) 5.5(27.9)
I/a(]) 9.1 (3.7) 18.4 (5.1)
Multiplicidad 9.9 (10.3) 4.6 (4.7)
Unidad asimétrica Un monémero Un monémero
Afinamiento
Resolucién (A) 20.0-1.70 28.0-1.70
Rwork/Rfree (%) 153/178 152/170
No. de atomos

Proteina 3837 3799

Ion/Ligando 141 133

Agua 455 504
Valores B (A2)

Proteina 17.2 15.8

Ion/Ligando 38.3 34.8

Agua 31.5 31.7

Total 19.0 18.2

Wilson plot 15.8 14.1
RMSD de la estereoquimica ideal

Enlaces (A) 0.02 0.01

Angulos () 1.98 2.32
Error en las coordenadas cristalograficas 0.17 0.17

(&, Maximum-Likelihood)
Grafico de Ramachandran (%)

Regiones mas favorecidas 97.7 97.8
Regiones permitidas 1.9 2.2
Regiones no permitidas 0.4 0.0

La estructura cristalografica de la Tth-MCO (c6digo PDB 2XU9) consisti6 en tres dominios
globulares secuenciales tipo cupredoxina: Dominio 1 (N-terminal): Gly24-Ala6%; Dominio 2: Glu70-
Val343; y Dominio 3 (C-terminal): Val344-Gly#62. Existen 35 hebras # y 5 hélices a distribuidas en los
tres dominios (Figura 23). El plegamiento tipo cupredoxina es bastante comun en la familia de las
oxidasas multicobre y estd formado principalmente por ocho hebras  con un motivo de llave
griega, las cuales se pliegan en dos laminas 3 de cuatro hebras cada una, empacadas una sobre la

otra, para formar un sandwich 8 (Enguita et al., 2003).
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Figura 23. a) Estructura tridimensional por difraccién de rayos X de la Tth-MCO a 1.5 A de
resolucion (c6digo PDB 2XU9). b) Diagrama topoldgico de la Tth-MCO (tomado y modificado de

PDBsum). La escala de colores es la misma para los tres dominios en ambas figuras.

47



Hugo Serrano-Posada Resultados y Discusiéon

El Dominio 3 contiene los residuos encargados de coordinar al T1Cu, mientras que la interfase
entre el Dominio 1 y el 3 contiene los residuos que coordinan al CTC. El Dominio 2, sin embargo,
ensambla estructuralmente a los Dominios 1y 3 pero no coordina a ninguno de los 4 atomos de Cu
de la Tth-MCO.

Por otro lado, el plegamiento de las tres estructuras cristalograficas inactivas: apo-Tth-MCO,
Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h (Figura 24) fue similar al de la Tth-MCO. De hecho, la superposicién
de las cuatro estructuras cristalograficas demuestra la ausencia de cambios conformacionales

significativos entre ellas, con un r.m.s.d de 0.16 A para los 439 carbonos alfa (Cq).

[;\/ horquilla B
\\\
)

S\

b C

Figura 24. Estructuras tridimensionales determinadas por difraccién de rayos Xa 1.7 A de
resolucion. a) apo-Tth-MCO (cédigo PDB 2XUW). b) Hg-Tth-MCO (cédigo PDB 2XVB). ¢) Hg-Tth-
MCO-2h (cédigo PDB 4Al7).
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Sin embargo, en las cuatro estructuras cristalograficas se observo una horquilla 8 (Figuras 23-
24) compuesta por 16 residuos (de Ala292 a GIn307), de los cuales seis son metioninas: Met293, Met29,
Met2%, Met298, Met30!l y Met305, En este motivo de estructura secundaria participan dos hebras 3
antiparalelas (TB22: Ala292-Met293-Gly294-Met295-Met2% y |[323: His303-Ala304-Met305-Pro306-GIn307)
unidas por un lazo de 6 residuos: Asp297-Met298-Gly299-Gly300-Met301-Ala302, con las glicinas: Gly29°-
Gly300 en el giro maximo del lazo (Figura 23b). La horquilla 8 esta ubicada sobre el lugar de entrada
al sitio T1, zona especifica donde se oxidan 4 moléculas de sustrato por el T1Cu en la Tth-MCO para
generar los 4 e necesarios en la reduccién del O; en el CTC (Figura 1). Aunque otras oxidasas
multicobre, como McoP de la arquea Pyrobaculum aerophilum (cédigo PDB 3AWS5; Sakuraba et al.,
2011), McoC de la bacteria patogénica Campylobacter jejuni (co6digo PDB 3ZX1; Silva et al.,, 2012) y
CueO (codigo PDB 1KV7; Roberts et al, 2002), mostraron también un motivo estructural similar
sobre el T1Cu, este motivo especifico de horquilla § de la Tth-MCO es la primera vez que se observa
en la estructura tridimensional de alguna oxidasa multicobre a la fecha. Es dificil establecer el grado
de movilidad de la horquilla 3 en las cuatro estructuras determinadas, ya que este motivo
estructural esta estabilizado por la horquilla 8 del vecino cristalografico (Figura 25). Los residuos:
Met295-Met296-Asp297-Met298 son los encargados de estabilizar via puentes de hidrégeno,

principalmente, a las cadenas principales de ambas horquillas.

Horquilla 8 Horquilla 8
Vecino

cristalografico

Figura 25. Horquilla 8 sobre el sitio del T1Cu de la Tth-MCO estabilizada por el mismo motivo

estructural del vecino cristalografico

La Met3% presento tres conformaciones en la estructura de la Tth-MCO, mientras que en las

estructuras inactivas de la apo-Tth-MCO, Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h se observé una sola
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conformacion para este residuo. Especificamente, en la Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h, la Met305 se
estabilizé y coordind junto con la Met2%, Met30! e His303 a un quinto dtomo de Hg (B-Hg). La
presencia de este 5-Hg tiene sentido quimico bajo las condiciones experimentales utilizadas, debido
a la ausencia de densidad electronica en esta misma region para la Tth-MCO y apo-Tth-MCO (Figura

26).

C d

Figura 26. Horquilla 8 sobre el sitio del T1Cu. a) Tth-MCO. b) apo-Tth-MCO. c) Hg-Tth-MCO. d) Hg-

Tth-MCO-2h. Las distancias mostradas en la figura estan en A.

Sin embargo, el 5-Hg de la Hg-Tth-MCO fue especialmente dificil de modelar, ya que debido al
poco tiempo de remojo (5 min) con HgCl; se encontré poca densidad electrénica, con una ocupaciéon
de 0.1, valor B de 83.4 A2 y fue necesario forzar las distancias de enlace Sue296-Hg y N:His303-Hg a

1.43 y 1.19 A, respectivamente (Figura 26c). Sin embargo, este valor B del S-Hg tiene sentido ya que
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la zona de coordinacién es bastante mévil con un valor B promedio de 77.2 A2 para los cuatro
residuos que lo coordinan. Debido a esto se remojé un segundo cristal de la apo-Tth-MCO por 2
horas para obtener a la Hg-Tth-MCO-2h. Efectivamente se observé de nuevo densidad electrénica en
esta misma regidn y el tiempo de remojo aumenté la ocupacién del f-Hg a 0.2 y el valor B disminuy6
58.6 A2, sustentando la presencia de un quinto atomo de Hg en esta dos estructuras, con distancias
de enlace de coordinacion aceptables para la tltima (Figura 26d). De hecho, el valor B promedio de
los cuatro residuos que coordinan al 8-Hg de la Hg-Tth-MCO-2h disminuy6 a 68.2 Az,

Debido al contacto cristalino de la horquilla § es probable que la estructura secundaria de
este motivo sea un artefacto cristalografico, que se gener6 en el cristal s6lo en presencia del
contacto proteina-proteina. En otras palabras, es posible que la Tth-MCO activa, como mondmero,
no conserve este motivo de estructura secundaria en soluciéon. De hecho, en la estructura de la
oxidasa multicobre McoP (cddigo PDB 3AWS5; Sakuraba et al,, 2011) se encontrd precisamente en
esta misma region, sobre el T1Cu, un motivo similar desestructurado de 19 residuos: Pro289-Glu3o7.
Por lo tanto, debido esta limitacién técnica particular de la cristalografia de rayos X, la funcién
biolégica de la horquilla § en la Tth-MCO no se puede determinar con exactitud. Sin embargo, en
CueO se encontro6 una hélice a sobre el T1Cu (Roberts et al., 2002), en la misma posicién estructural
de la horquilla  en la Tth-MCO. Interesantemente, cuando Roberts et al. (2003) remojaron un
cristal de CueO con CuCly, encontraron en esta hélice a un quinto atomo de Cu coordinado (rCu o
sCu36) por los residuos Met355, Asp360, Asp*39 y Met*4! (Figura 27), al igual que se encontré un quinto

atomo de Hg ($-Hg) en la horquilla 8 de las estructuras de la Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h.

36 rCu o sCu por sus siglas en inglés: regulatory copper site o substrate copper site, respectivamente. Estos nombre derivaron de la
importancia de este sitio de Cu para la oxidacién especifica de Cu(l) en E. coli.
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N 180

Figura 27. Estructura cristalografica de CueO a 1.7 A de resolucién (c6digo PDB 1N68; Roberts et
al, 2003). a) Hélice a sobre el T1Cu en CueO, equivalente a la region estructural de la horquilla § en
la Tth-MCO. b) Quinto atomo de Cu (rCu) coordinado en CueO. Las distancias mostradas en la figura

estan en A.

El andlisis detallado de las estructuras de la Tth-MCO y CueO demuestra que en esta region se
encuentra una alta concentracién de metioninas. De hecho, la Tth-MCO posee 13 metioninas en la
estructura primaria, las cuales interesantemente se encuentran en su totalidad entre el punto
maximo (Gly299-Gly300) de la horquilla B y el T1Cu (Figura 28a-b). Adicionalmente, CueO también
presenta una alta concentraciéon de metioninas en esta misma region (Figura 28c-d), 9 de las cuales

pertenecen a la hélice .
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c d

Figura 28. a-b) Distribucién de las metioninas en la Tth-MCO entre el punto maximo de la horquilla
By el T1Cu. b-c) Distribucién de las metioninas entre la hélice a y los alrededores del T1Cu en CueO

(codigo PDB 1N68).

Existen distintas hipotesis respecto al papel que desempenan estas metioninas ubicadas en
este lugar en particular, algunos autores (Jacob et al, 2003) afirman que las enzimas redox que
producen radicales libres, como la reaccion catalizada por el T1Cu en las oxidasas multicobre,
tienen una alta concentraciéon de metioninas alrededor del sitio activo para protegerse de la
autooxidacion por productos (radicales libres) que se generan después de la reaccién enzimatica
(Figura 1). Asi, las metioninas actian como residuos antioxidantes en este tipo de proteinas,

oxidando el grupo tioéter (R1-S-R?) a cualquiera de los dos grupos funcionales: sulféxido o sulfona,
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protegiendo de esta manera residuos vitales para la actividad enzimatica. Sin embargo, en ninguna
de las estructuras de la Tth-MCO, apo-Tth-MCO, Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h se encontr6 alguna
de las 13 metioninas oxidadas, aunque esto no significa que el proceso no pueda ocurrir in vivo o in
vitro. Por otro lado, una de las ideas mas aceptadas es que esta alta concentracién de metioninas en
las oxidasas multicobre esta relacionada con la coordinacién de sitios adicionales de Cu (Figura 27),
para aumentar la especificidad de sustrato, especificamente, respecto a la oxidacion de atomos
metalicos sobre compuestos organicos y por lo tanto, incrementar la capacidad de oxidar al téxico
Cu(I) a Cu(Il) (menos toxico) por medio de estos sitios adicionales de Cu (Roberts et al., 2003).
Recientemente, Singh et al. (2011) remojaron cristales de CueO con Cu(l) y encontraron dos sitios
adicionales de Cu: Cu6 y Cu7, en la hélice a de CueO (cédigo PDB 3NTO), coordinados por los
residuos: Met358, Met362 y Met364, Met368, Met376, respectivamente. Estos sitios Cu6 y Cu7 se
encuentran espacialmente cerca al rCu (Figura 27), coordinado en esta misma hélice a. Asi, Singh et
al. (2011) propusieron la ruta de transferencia electrénica: [Cu6, Cu7] —» rCu —» T1Cu — CTC,
demostrando al mismo tiempo que las mutaciones de las metioninas encargadas de coordinar a los
Cub y Cu7 por serinas resultaba en la pérdida de actividad de la enzima por Cu(I). Por otro lado, la
eliminacion completa de la hélice rica en metioninas de CueO aumenté la capacidad de la enzima de
oxidar sustratos organicos, ya que el T1Cu de alto potencial redox positivo, oculto estructuralmente
por la hélice o, quedo expuesto al solvente y la enzima perdid especificidad por Cu(l) (Kataoka et al.,
2007). Es probable que la Tth-MCO también utilice esta zona rica en metioninas para coordinar
atomos adicionales de Cu, que oculten al T1Cu y permitan aumentar la especificidad de la enzima
por iones metalicos en lugar de compuestos organicos. Sin embargo, cuando se remojaron cristales
de la Tth-MCO con Cu(II), no se encontraron sitios adicionales de coordinacién de Cu en la zona rica
en metioninas.3” Finalmente, a pesar de que la Tth-MCO y CueO conservan esta alta concentracidon
de metioninas en esta region en particular (Figura 28), vale la pena resaltar que las mismas no estan
conservadas en la familia de las oxidasas multicobre. Por lo tanto, es una incégnita por qué estas dos
enzimas las conservan, mientras que las otras enzimas de la misma familia no las necesitan o no las
conservan. El mismo andlisis estructural demuestra, por ejemplo, que CotA y Fe3tp no poseen una

alta concentracion de metioninas en esta region.

Por otro lado, en la estructura de la Tth-MCO se encontraron los 4 atomos de Cu: T1Cu, T2Cuy
2 T3Cu, distribuidos en los dos sitios activos y un OH- entre el centro binuclear T3Cu-T3'Cu,

caracteristico del ER. En la Tth-MCO, el T1Cu esta coordinado por los residuos His393, His#50 y Cys#45.

37 En este trabajo de Doctorado no se remojaron cristales de la Tth-MCO con Cu(I), por lo que es necesario realizar este tipo de
experimentos en el futuro para encontrar sitios adicionales de Cu en la zona rica en metioninas.
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El vecino axial conservado y caracteristico de las oxidasas multicobre bacterianas, Met#55, se
encontro en doble conformacion. El T3Cu, el cual se encuentra al final del canal de entrada del O,
(Figura 3 y Figura 29), estd coordinado por los residuos: His!37 (dos conformaciones), His3% e
His*44, mientras que el T3’Cu esta coordinado por los residuos His%7, His!35 e His#46, Por su parte, el
T2Cu, el cual se encuentra al inicio del canal de salida de las moléculas de H:0, producto de la
reduccidn del O; (Figura 3 y Figura 29), esta coordinado por los residuos His% e His3% (Figura 30a-

b).

N

P

/

Figura 29. Canal de entrada del O (didmetro promedio de ~ 3.2 A) 38 hacia el T3Cu (amarillo) y

canal de salida (didmetro promedio de ~3.4 &) de las 2 H,0 a partir del T2Cu (rojo) en la estructura
de la Tth-MCO. Las esferas que se observan en cada uno de los canales corresponden a moléculas de

H:0 observadas en la estructura cristalografica.

La ausencia de densidad electronica para el T1Cu, el centro binuclear T3Cu-T3’Cu y el T2Cu
en la apo-Tth-MCO, demostré que el proceso de sobreexpresidon y purificacion no le incorporé
ningin atomo de Cu a esta forma inactiva de la enzima y ratificd los estudios bioquimicos en

solucion previos a la cristalizacion de la misma (Figura 30c-d). Se observa que todos los residuos

38 E] didmetro de los canales se calculé con MOLE versién 2.0 en el servidor web: http://mole.upol.cz/

55


http://mole.upol.cz/

Hugo Serrano-Posada Resultados y Discusiéon

encargados de la coordinacién de los &tomos de Cu en la Tth-MCO, estan en una sola conformacién
en la estructura de la apo-Tth-MCO. Esto demuestra que es la enzima la que estabiliza a los &tomos
de Cu y no al contrario; es decir, éstos no son necesarios para el correcto plegamiento de la forma
apo. Incluso, la His137 en la apo-Tth-MCO se encontré en una sola conformacién, en la posicion
equivalente a la conformacion 2 alejada del T3Cu observada en la Tth-MCO.

Las estructuras de la Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h demostraron que los dtomos de Hg se
coordinaron sin distincién en todos los sitios de coordinacién vacantes de la apo-Tth-MCO, en los
cuales se coordinan originalmente los &tomos de Cu en la Tth-MCO (Figura 30e-fy 30g-h). Como se
dijo previamente, también se encontrd un quinto dtomo de Hg coordinado en la horquilla § de
ambas estructuras cristalograficas (Figura 26). A pesar de que se encontraron todos los atomos de
Hg con ocupaciones parciales en ambas estructuras, los atomos de Hg en la estructura de la Hg-Tth-
MCO-2h, como era de esperarse, presentaron ocupaciones parciales mas altas.

Interesantemente se observa una molécula de H;O entre los 2 T3Cu en las tres estructuras
cristalograficas inactivas, las cuales no pueden realizar la reducciéon del O, inducida por rayos X
(Figura 30c-h). Esto demuestra la importancia estructural del sitio de reduccién del Oz a 2 H;0 entre

los 2 T3Cu, en donde se ubican distintos estados e intermediarios del ciclo catalitico.

a b

Figura 30. Geometria del sitio T1 y el CTC. a-b) Tth-MCO. c-d) apo-Tth-MCO. e-f) Hg-Tth-MCO. g-h)
Hg-Tth-MCO-2h. El mapa de densidad electrénica 2F, - F. estd representado a 1 ¢. Las distancias

mostradas en la figura estan en A.
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Figura 30. Continuacion.
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Sin embargo, mientras que el T1Cu demostré ser un atomo bastante estable en la estructura
cristalografica de la Tth-MCO, con una ocupacién de 0.87, la ocupacién del T2Cu fue de 0.13. Esto
hace pensar que el T2Cu, por su ubicacién estructural en el canal de salida de las moléculas de H-0,
sufri6 el mayor dafio por dosis de radiaciéon absorbida, principalmente por los electrones
hidratados, y se elimind progresivamente de la estructura durante la colecta de datos de difraccion
de rayos X (Garman, 2010; De la Mora et al, 2012). A diferencia del T3Cu (ocupacién de 0.43), el
T3’Cu (ocupacién de 0.90) flanqueado por el Trp!33, demostrd ser un atomo bastante estable, en
particular frente a la dosis absorbida, en la estructura cristalografica de la Tth-MCO. La ruta de
transferencia electréonica desde el T1Cu al CTC se da por la ruta preferida T1Cu-Cys445-His#44-T3Cu
(Augustine et al., 2010), entre el oxigeno del grupo C=0 de la Cys*%5 y el NsHis*44, el cual tiene una
distancia de 2.80 A en la Tth-MCO. La ocupacién parcial del T3Cu indica que este 4tomo sufrié un
mayor dafio por dosis de radiacién absorbida que el T3"Cu, porque se encuentra al final de la ruta de
transferencia electrénica: T1Cu-Cys#45-His#44-T3Cu. Todo esto aunado a la doble conformacién de la
His137 que coordina al T3Cu, con una distancia de enlace N His37-T3Cu = 1.90 A en la conformacién
1 (ocupacién de 0.44), y que se aleja del mismo con una distancia de enlace N:His137-T3Cu = 3.11 A

en la conformacion 2 (ocupacion de 0.56) (Figura 30b y Figura 31).

g S Sustrato,
L \ rayos X

~13 A
2HO

Figura 31. Transferencia electronica desde el T1Cu al CTC en la Tth-MCO, por la ruta T1Cu-Cys#45-
His#4#4-T3Cu entre el oxigeno del grupo C=0 de la Cys**> y el NsHis*4. El mapa de densidad

electrénica 2F, - F. esta representado a 1 o. Las distancias mostradas en la figura estan en A.

De esta manera se determinaron por cristalografia clasica las estructuras tridimensionales de

la Tth-MCO, apo-Tth-MCO, Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h. Estas son un promedio de todos los
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estados de reduccién de cada uno de los cristales, desde el inicio de la colecta de datos, cuando la
dosis de radiacion absorbida era baja y por lo tanto los procesos de reducciéon dentro del cristal
eran minimos, hasta el final de la colecta de datos, cuando la dosis de radiaciéon aumento y por lo
tanto se incrementaron los procesos de reduccion y el dafio por dosis de radiacién dentro de cada
uno de los cristales.

A pesar de esto, con esta metodologia cristalografica se obtienen, en términos generales,
excelentes modelos tridimensionales que describen el plegamiento de las proteinas y otras
caracteristicas importantes de la mayoria de los sistemas. Sin embargo, en el caso especifico de las
enzimas redox, como la Tth-MCO, se pierde también informacién valiosa sobre los estados e
intermediarios de la reduccién del O; a 2 H;0, ya que debido a la fuente constante de e~ que
proporcionan los rayos X durante la colecta de datos, la enzima es capaz de realizar este ciclo
catalitico una y otra vez en estado cristalino. Asi, se determiné la estructura de la Tth-MCO en el ER,
el cual fue el estado mas poblado dentro del cristal, pero se perdié informacion valiosa sobre los
otros estados e intermediarios de la reduccion del O, inducida por rayos X.

Sin embargo, en la siguiente seccion se describira una estrategia cristalografica diferente, con
la que es posible evitar este tipo de inconvenientes y por lo tanto se pueden estudiar mecanismos
cataliticos de metaloenzimas por cristalografia de rayos X. Asi, se observara una pelicula
tridimensional de la reduccién del O, construida a partir de ocho estructuras de la Tth-MCO con
diferente dosis de radiacion absorbida: Tth-MCO-C(1-8) (1.3-9.9 MGy), y se observara el valor
minimo de dosis de radiacién absorbida con el que se elimina al T2Cu de la estructura

cristalografica de la enzima, asi como el dafo por dosis de radiacion en los otros centros de Cu.

IX.5. Estructuras compuestas determinadas por difraccion de rayos X de la Tth-MCO con

diferente dosis de radiacion absorbida

La técnica del microsembrado permitié obtener ocho cristales de la Tth-MCO de tamafio
similar y buen habito cristalino. Cada uno de los cristales difractd, con buenos parametros
estadisticos, hasta ~ 1.6 A de resolucién. Sin embargo, en lugar de integrar los datos de difraccién
de cada uno de los cristales, como se hizo en la seccidn previa, se combinaron bloques de 12° de
cada data set, provenientes de cada uno de los cristales pero teniendo en comun la dosis de
radiacién absorbida, y se obtuvieron ocho estructuras compuestas Tth-MCO-C(1-8) a 1.8 A de
resolucién. Asi, con la obtencion de estas ocho estructuras compuestas con distinta dosis de
radiacion absorbida: Tth-MCO-C1 (1.3 MGy) — Tth-MCO-C8 (9.9 MGy) se gener6 una pelicula
tridimensional de la reduccion del O; a 2 H;0 en el CTC de la Tth-MCO (Figura 32).
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a Tth-Mco-c1 b
1.3 MGy

c Tth-mco-c3 d
3.7 MGy

e Tth-mco-c5 f
6.2 MGy

Resultados y Discusiéon

Tth-MCO-C2
2.5 MGy

Tth-MCO-C4
4.9 MGy

Tth-MCO-C6
7.4 MGy

Figura 32. a-h) Estructuras cristalogréficas Tth-MCO-C(1-8) a 1.8 A de resolucién con diferente

dosis de radiacion absorbida (1.3-9.9 MGy), obtenidas por la estrategia multicristal de colecta de

datos.
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g Tth-mco-c7  h Tth-MCO-C8
8.6 MGy 9.9 MGy

Figura 32. a-h) Continuacion.

Como se dijo anteriormente (Figura 2), se han caracterizado distintos estados e
intermediarios de la reducciéon del O; en el CTC, dependiendo de las condiciones de reaccién, en
solucioén o en estado cristalino (Hakulinen et al., 2006; Solomon et al., 2008). En solucién, el CTC
tiene una fuente constante de e- producto de la continua oxidacién de moléculas de sustrato en el
T1Cu, mientras que en estado cristalino el sistema esta sujeto una fuente deficiente de e- al inicio de
la colecta de datos cristalograficos, cuando la dosis de radiacién absorbida es baja. Sin embargo, la
dosis de radiacién absorbida se incrementa progresivamente durante la colecta de datos de
difraccién de rayos X y por lo tanto, la reduccién del O; inducida por rayos X, tiene lugar.
Consecuentemente, la holoenzima en solucién oxida 4 moléculas de sustrato en el T1Cu y reduce los
4 dtomos de Cu(Il) a Cu(I) formando el ETR, primer estado de reaccidn. El ETR con los 4 4tomos de
Cu(I), reacciona inmediatamente con el O; y produce el IP, por lo que el estado Oz no se observa en
solucion bajo condiciones cataliticas. Sin embargo, la reduccion inducida por rayos X de los 4
atomos de Cu(II) a Cu(I) en la holoenzima para generar el ETR no es eficiente en el estado cristalino
y ante la ausencia del cambio en el estado de oxidacion de los 4 atomos de Cu(ll), el estado O se
estabiliza en el CTC antes de reaccionar y producir el IP (Hakulinen et al., 2006).

Efectivamente, en el primer paso de la pelicula tridimensional de la reduccion del O; en el
CTC, la Tth-MCO-C1 (1.3 MGy) se encontr6 en el estado Oz, con un oxigeno molecular ubicado casi
simétricamente entre el centro binuclear T3Cu-T3'Cu (Figura 33), estructuralmente similar al
estado O, reportado previamente para la lacasa de M. albomyces con baja dosis de radiacion
absorbida (Figura 5a; Hakulinen et al., 2006) y CotA de B. subtilis (c6digo PDB 1W6L; Bento et al.,

2005). La obtencion del estado O en la estructura compuesta Tth-MCO-C1, con la dosis de radiacion
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absorbida mas baja, indica que la poblacion de e- por la radidlisis de las moléculas de H,0 dentro del
cristal es bastante deficiente en este momento de la colecta de datos cristalograficos y que la
ausencia en el cambio del estado de oxidacion de los 4 atomos de Cu(ll) a Cu(l) permite que el

estado O se estabilice en el CTC.

Figura 33. Estado O; obtenido en la Tth-MCO-C1 con una dosis de radiaciéon absorbida de 1.3 MGy.
El mapa de densidad electrénica 2F, - F. esta representado a 1 o. Las distancias mostradas en la

figura estan en A.

En la segunda etapa de la pelicula tridimensional de la reduccidn del O en el CTC, la Tth-MCO-
C2 con una dosis de radiacién absorbida de 2.5 MGy se encontrd en el ER, con un grupo OH- ubicado
entre el centro binuclear T3Cu-T3'Cu. Es decir, con esta dosis de radiaciéon absorbida la poblacién
de e- dentro del cristal aumenté rapidamente y la velocidad de decaimiento del IP y el IN impidié la
caracterizacion cristalografica de los mismos. Asi, de acuerdo a la Figura 2 se generaron las
siguientes etapas de reaccion entre la Tth-MCO-C1 y -C2: Tth-MCO-C1 (estado 0z) = IP = IN — Tth-
MCO-C2 (ER). Sin embargo, a pesar del aumento de la poblacién de e- dentro del cristal, ésta no fue
suficiente para que el IN se redujera al ETR con todos los atomos de Cu(I). Al contrario de esto, el IN
decay6 al ER perdiendo una molécula de H;O. De hecho, el ER es un estado bastante estable en la
mayoria de estructuras cristalograficas de oxidasas multicobre y ante la ausencia de moléculas de
sustrato para oxidar, el ER se mantiene estable incluso en solucién. Justamente es el OH- del ER,
ubicado entre el centro Dbinuclear T3Cu-T3°Cu, el grupo funcional que acopla
antiferromagnéticamente a los 2 T3Cu y como consecuencia, estos atomos no presentan sefial de
EPR. Sin embargo, la transferencia de carga T3Cu « OH- (ER) = T3'Cu es la que genera la banda de
absorcion a A ~ 330 nm, caracteristica de los 2 T3Cu (Figura 12a). La estabilidad de este estado se
reflejé en las siguientes etapas de la pelicula tridimensional de la reduccién del O; en el CTC, en

donde las estructuras compuestas desde la Tth-MCO-C2 (2.5 MGy) — Tth-MCO-C5 (6.2 MGy) se
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estancaron en el ER (Figura 32). Solamente cuando se alcanzé una dosis de radiacién absorbida de
7.4 MGy en la Tth-MCO-C6, la poblacion de e- dentro del cristal fue suficientemente alta para que el
ER se redujera al ETR (Figura 2 y 32). Vale la pena resaltar que la caracterizaciéon del ETR en la Tth-
MCO-C6 fue bastante dificil, ya que a una resolucién de 1.8 A no es posible discriminar entre las
especies Cu(I) y Cu(Il), y en este tipo de experimentos donde se combinan datos cristalograficos de
diferentes cristales no es posible acoplar experimentos espectroscépicos para diferenciar entre
estos dos estados de oxidacion del Cu. Sin embargo, la Tth-MCO-C6 fue la Unica estructura
cristalografica determinada en este trabajo que no presentd ninguna especie o intermediario de
reaccion ubicado en el CTC, haciendo pensar que este estado es probablemente el ETR. De hecho,
Bento et al. (2005) transfirieron un cristal de CotA a una camara libre de oxigeno por dos dias y
antes de la colecta de datos cristalograficos redujeron los atomos de Cu(Il) a Cu(I) remojando el
cristal durante 5 h con un exceso de ditionita de sodio (Na:S:04) y caracterizaron al ETR por
cristalografia. Asi, en la estructura de CotA en el ETR (c6digo PDB 2BHF) no se observaron especies
quimicas en el CTC y ademas presenté una distancia de enlace de 5.10 A entre los 2 T3Cu. Este valor
correlaciona con el valor esperado en solucién, ya que el ETR es el tinico estado de la reduccién del
02 que presenta una distancia de enlace > 5 A entre el centro binuclear T3Cu-T3’Cu (Augustine et
al, 2010). Interesantemente, la distancia de enlace entre los 2 T3Cu en la Tth-MCO-C6 en el ETR fue
de 5.08 A (Figura 34).

Figura 34. ETR obtenido en la Tth-MCO-C6 con una dosis de radiacién absorbida de 7.4 MGy. El
mapa de densidad electrénica 2F, - F.esta representado a 1 o. Las distancias mostradas en la figura

estan en A.

Las dos ultimas estructuras Tth-MCO-C7 y -C8 de la pelicula tridimensional se encontraron
nuevamente en el ER. Asi, de acuerdo a la Figura 2 se generaron las siguientes etapas de reaccion
entre la Tth-MCO-C6 y -C7: Tth-MCO-C6 (ETR) = IP = IN — Tth-MCO-C7 (ER). Es decir, el exceso de

dosis de radiacién absorbida en esta etapa del experimento permitié que el O, reaccionara
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rapidamente para generar al IP, que decay6 posteriormente en las siguientes especies de reaccidn.
Para este momento el exceso de e- dentro de los cristales hace que la reduccién del O; en el CTC sea
relativamente similar a la que se observa en solucidén, en donde el primer estado es el ETR como se
observa en la Tth-MCO-C6, con todos los atomos de Cu(I). Sin embargo, la estructura Tth-MCO-C7 se
estanc6 nuevamente en el ER, es decir, el IN no se redujo al ETR sino que perdi6 nuevamente una
molécula de agua para generar el ER. Este ultimo estado, bastante estable, se observd nuevamente
en la Ultima estructura compuesta Tth-MCO-C8 con la mayor dosis de radiaciéon absorbida, 9.9 MGy.
A pesar de que la dosis por radiaciéon absorbida de la Tth-MCO-C8 sélo corresponde a ~ 33%
del limite experimental de Garman3® (Owen et al, 2006), los efectos en los centros metalicos,
especialmente en el T2Cu fueron considerables. De la Mora et al. (2012) encontraron que el T2Cu se
elimina de la Cg L a una dosis de radiacién absorbida entre 0.6-4.0 MGy. Incluso, en la estructura de
la Cg L con una dosis de radiaciéon absorbida de 0.6 MGy (c6digo PDB 4A2E), el T2Cu ya presenta
una ocupaciéon de 0.46, lo que indica la rapida eliminacién de este atomo en la Cg L por la
interaccion con los rayos X. Aqui, la Tth-MCO-C1 (1.3 MGy), con una dosis de radiaciéon absorbida de
aproximadamente el doble, presentd también un T2Cu considerablemente eliminado de la
estructura cristalografica, con una ocupacion de 0.16. Interesantemente, en la Tth-MCO-C2 con una
dosis de radiacién absorbida de 2.5 MGy, este T2Cu se eliminé completamente de la estructura
cristalografica. Al mismo tiempo y debido a la eliminaciéon del T2Cu se observé un movimiento
anisotropico de la His% en las estructuras Tth-MCO-C(2-8). Este movimiento se explicé con un
afinamiento de TLS#® para este residuo en particular. Los elipsoides generados sobre cada uno de
los atomos de la His% por el afinamiento de TLS, demuestran el movimiento anisotrépico de este
residuo cuando pierde la coordinacion con el T2Cu. La distancia entre la His%-His3% en la Tth-MCO-
C1 fue de 3.28 A, sin embargo, a partir de la Tth-MCO-C2, cuando el T2Cu se elimina de la estructura
cristalografica y no es necesario conservar el espacio de coordinacién para este atomo, la distancia

se reduce desde 3.12 A (Tth-MCO-C2) a 3.03 A (Tth-MCO-C8) (Figura 35).

39 El limite experimental de Garman indica que a una dosis de radiacién absorbida > 30 MGy, la intensidad de la difraccién de cristales
crioprotegidos de proteina se reduce a la mitad y por lo tanto la estructura cristalografica generada a partir de estos datos cristalograficos
contiene informacién biolégica menos significativa debido al dafio por dosis de radiacién absorbida.

40 En una estructura cristalografica cada atomo contenido en la unidad asimétrica y afinado isotrépicamente estd descrito por 5
parametros: (i) 3 parametros que indican la posicion en el espacio: X, Y y Z, (ii) ocupacién y (iii) incertidumbre en la posicion (factor de
temperatura o valor B). Sin embargo, es posible obtener informacién anisotrépica utilizando un afinamiento de TLS en el que se
considera al sistema como un cuerpo rigido, produciendo tensores TLS que describen desplazamientos anisotrépicos pero que se pueden
realizar a resoluciones moderadas (3.0-1.5 A) con una relacién datos/parametros menos exigente que el afinamiento anisotrépico
normal.
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Figura 35. Efecto de la dosis de radiacion absorbida sobre el T2Cu en la Tth-MCO. a) Afinamiento
isotrépico de la His?. b-h) Afinamiento de TLS de la His% para observar el movimiento anisotrdépico
de este residuo cuando pierde la coordinacion del T2Cu. El mapa de densidad electrénica 2F, - F.

esta representado a 1 o. Las distancias mostradas en la figura estan en A.
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Es bastante probable que el T2Cu de la Tth-MCO, por estar ubicado al inicio del canal de salida
de las moléculas de H;0 (Figura 29), producto de la reduccién del O, sufra un mayor dafio por dosis
de radiacidon absorbida por los electrones hidratados que continuamente estan interaccionando con
este d&tomo en cada uno de los ciclos cataliticos que tienen lugar durante la colecta de datos
cristalograficos. En otras palabras, este &tomo estd ubicado en una posicién estructural tal que las
moléculas de H;0 colisionan constantemente contra él, las cuales, bajo las condiciones de colecta de
datos de difraccion, podrian ser en la mayoria de los casos electrones hidratados (Garman, 2010).

Es importante resaltar a diferencia del T2Cu, el T1Cu y los 2 T3Cu estan ubicados en
posiciones alejadas del canal de salida de las moléculas de H;0 y por lo tanto interaccionan en
menor proporcién con los electrones hidratados (Figura 29). De hecho, el T1Cu no present6 un dafio
considerable por dosis de radiacidon absorbida, ya que el cambio en la ocupacién fue minimo, desde

1.00 (Tth-MCO-C1) a 0.97 (Tth-MCO-C8) (Figura 36).

Figura 36. a-c) Efecto de la dosis de radiacién absorbida sobre el T1Cu en la Tth-MCO. El mapa de

densidad electrénica 2F, - F; esta representado a 1 o.

Por otro lado, el dafio por dosis de radiacidn absorbida en el T3'Cu también fue minimo y la

ocupacidn varié desde 1.00 (Tth-MCO-C1) a 0.94 (Tth-MCO-C8). Sin embargo, el dafio por dosis de
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radiacién absorbida en el T3Cu fue considerable, incluso, la ocupacion de este atomo fue de 0.43 en
la Tth-MCO-C1, la mitad de la ocupacién del T3'Cu para la misma dosis (Figura 37). Esta
susceptibilidad del T3Cu tiene sentido, ya que como se observé en la Figura 31, este atomo esta al
final de la ruta de transferencia electrénica desde el T1Cu-Cys#445-His#44-T3Cu, por lo que el daio por
dosis de radiacién absorbida no es equivalente al dafio que sufre el T3'Cu, &tomo que no esta

implicado en esta ruta de transferencia desde el T1Cu al CTC.

Figura 37. a-c) Efecto de la dosis de radiacion absorbida sobre el centro binuclear T3Cu-T3’Cu en la

Tth-MCO. El mapa de densidad electrénica 2F, - F, esta representado a 1 o.

Interesantemente, el T2Cu ubicado en el inicio del canal de salida de las moléculas de H:0,

producto de la reducciéon del O, en el CTC, asi como el T3Cu ubicado al final de la ruta de
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transferencia electronica desde el T1Cu al CTC, sufrieron el mayor dano por dosis de radiacion
absorbida, lo cual se reflej6 en la eliminacién del primero de la estructura cristalografica y la
disminucién considerable de la ocupacién del segundo. Vale la pena resaltar a futuros autores, que
un calculo simple de la dosis de radiacion absorbida durante la colecta de datos de difraccion de
oxidasas multicobre, evitaria ambigiiedades respecto a los resultados bioquimicos, los cuales
generalmente demuestran una holoenzima completa con todos los atomos de Cu distribuidos en los
dos sitios activos y en contraste, la estructura cristalografica final en algunas ocasiones presenta
uno o mas atomos de Cu eliminados o con ocupaciones parciales. Con un calculo de dosis de
radiacién absorbida es posible determinar si estos atomos sufrieron dafio durante la colecta de
datos de difraccién y se eliminaron de la estructura cristalografica final, a pesar de estar presentes

en el cristal.

Los datos estadisticos de las ocho estructuras compuestas Tth-MCO-C(1-8) estan resumidos

en la Tabla 4.
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Tabla 4. Datos estadisticos de la colecta de datos y afinamiento de las estructuras Tth-MCO-C(1-8)
con diferente dosis de radiacién absorbida.

Los valores en paréntesis corresponden a la tltima faja de resolucion

Parametros Tth-MCO-C1 Tth-MCO-C2
Colecta de datos
Grupo espacial C2224 C2224
Celda unidad
a, b, c(A) 93.6,110.3,96.3 93.7,110.3,96.3
aBy() 90.0,90.0,90.0 90.0,90.0,90.0
Resolucién (A) 30.0-1.80 (1.90-1.80) 29.0-1.80 (1.90-1.80)
No. de reflexiones 174732 176253
No. de reflexiones tnicas 44803 (6341) 45193 (6600)
Integridad (%) 96.5 (95.2) 97.7 (98.7)
Rmerge (%) 13.0 (28.0) 27.6 (40.1)
I/a(1) 7.6 (4.2) 6.8 (3.5)
Multiplicidad 3.9 (4.0) 3.9(3.8)
Unidad asimétrica Un monémero Un monémero
Afinamiento
Resolucién (A) 30.0-1.80 29.0-1.80
Ruwork/ Rfree (%) 14.7/17.4 15.4/18.9
No. de 4tomos

Proteina 3798 3786

Ion/Ligando 134 125

Agua 500 516
Valores B (A2)

Proteina 12.1 12.0

Ion/Ligando 31.8 30.6

Agua 28.3 28.6

Total 14.6 14.5

Wilson plot 11.2 11.3
RMSD de la estereoquimica ideal

Enlaces (A) 0.01 0.01

Angulos () 1.57 1.43
Error en las coordenadas cristalograficas 0.17 0.18

(A, Maximum-Likelihood)
Ramachandran (%)

Regiones mas favorecidas 97.6 96.9
Regiones permitidas 2.2 3.1
Regiones no permitidas 0.2 0.0
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Tabla 4. Continuacion

Parametros Tth-MCO-C3 Tth-MCO-C4
Colecta de datos
Grupo espacial C2224 C2224

Celda unidad

abc (A)

wBy()
Resolucion (A)

No. de reflexiones

No. de reflexiones tinicas

93.6,110.3, 96.3
90.0, 90.0, 90.0
29.0-1.80 (1.90-1.80)
151457

44546 (6378)

93.5,110.2, 96.3
90.0, 90.0, 90.0
28.0-1.80 (1.90-1.80)
175957

45117 (6463)

Integridad (%) 96.9 (95.5) 97.6 (96.6)
Rumerge (%) 12.4 (29.6) 12.6 (30.0)
l/o(1) 7.8 (4.2) 8.1 (4.2)
Multiplicidad 3.4 (3.4) 3.9 (3.9)
Unidad asimétrica Un monémero Un mondémero
Afinamiento
Resolucién (A) 29.0-1.80 28.0-1.80
Rwork/ Rfree (%) 14.8/17.9 14.7/17.2
No. de 4tomos
Proteina 3770 3763
Ion/Ligando 133 133
Agua 509 498
Valores B (A2)
Proteina 12.0 11.9
Ion/Ligando 31.3 31.3
Agua 28.8 28.2
Total 14.6 14.3
Wilson plot 11.2 11.2
RMSD de la estereoquimica ideal
Enlaces (A) 0.01 0.01
Angulos () 1.39 1.40
Error en las coordenadas cristalograficas 0.15 0.15
(A, Maximum-Likelihood)
Ramachandran (%)
Regiones mas favorecidas 97.8 97.8
Regiones permitidas 2.2 2.2
Regiones no permitidas 0.0 0.0
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Tabla 4. Continuacion

Parametros Tth-MCO-C5 Tth-MCO-C6
Colecta de datos
Grupo espacial C2224 C2224

Celda unidad

a b, c(A)

abv()
Resolucion (A)

No. de reflexiones

No. de reflexiones tinicas

93.5,110.2, 96.3
90.0, 90.0, 90.0
30.0-1.80 (1.90-1.80)
153500

43857 (6385)

93.5,110.2, 96.2
90.0, 90.0, 90.0
29.0-1.80 (1.90-1.80)
173277

44430 (6520)

Integridad (%) 95.4 (95.5) 96.7 (97.8)
Ruerge (%) 13.6 (32.6) 13.4 (32.9)
I/o(1) 7.4 (4.0) 8.0 (4.1)
Multiplicidad 3.5(3.5) 3.9 (3.9)
Unidad asimétrica Un mondémero Un mondémero
Afinamiento
Resolucién (A) 30.0-1.80 29.0-1.80
Ruort/ Ryree (%) 14.8/18.2 14.9/17.9
No. de atomos
Proteina 3746 3790
Ion/Ligando 133 131
Agua 543 512
Valores B (A2)
Proteina 11.9 12.5
Ion/Ligando 31.3 32.0
Agua 29.7 30.0
Total 14.7 15.1
Wilson plot 111 12.2
RMSD de la estereoquimica ideal
Enlaces (A) 0.01 0.01
Angulos () 1.42 1.42
Error en las coordenadas cristalograficas 0.17 0.18
(A, Maximum-Likelihood)
Ramachandran (%)
Regiones mas favorecidas 97.8 97.5
Regiones permitidas 1.8 2.1
Regiones no permitidas 0.4 0.4
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Tabla 4. Continuacion

Parametros Tth-MCO-C7 Tth-MCO-C8
Colecta de datos
Grupo espacial C2224 C2224

Celda unidad

abc (A)

abv()
Resolucion (A)

No. de reflexiones

No. de reflexiones tinicas

93.7,110.4, 96.4
90.0, 90.0, 90.0
29.0-1.80 (1.90-1.80)
175181

44918 (6345)

93.7,110.4, 96.5
90.0, 90.0, 90.0
29.0-1.80 (1.90-1.80)
172277

45336 (6589)

Integridad (%) 97.2 (95.8) 97.9 (98.4)
Ruerge (%) 13.1 (32.4) 13.5(31.2)
l/o(1) 8.1(4.1) 7.9 (4.0)
Multiplicidad 3.9 (4.0) 3.8(3.8)
Unidad asimétrica Un mondémero Un mondémero
Afinamiento
Resolucién (A) 29.0-1.80 29.0-1.80
Rwork/ Rfree (%) 14.6/16.8 15.0/18.3
No. de atomos
Proteina 3786 3762
Ion/Ligando 133 117
Agua 508 501
Valores B (A2)
Proteina 13.0 12.4
Ion/Ligando 32.5 311
Agua 31.0 29.4
Total 15.7 14.8
Wilson plot 12.9 11.9
RMSD de la estereoquimica ideal
Enlaces (A) 0.01 0.01
Angulos () 1.41 1.43
Error en las coordenadas cristalograficas 0.17 0.19
(A, Maximum-Likelihood)
Ramachandran (%)
Regiones mas favorecidas 97.6 97.4
Regiones permitidas 2.0 2.2
Regiones no permitidas 0.4 0.4
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IX.6. Mecanismo de transferencia de protones involucrado en la reduccion del 0; a 2 H20 en

la Tth-MCO

Para que tenga lugar la reduccién del O; a 2 H;0 se necesita del trabajo conjunto de dos
residuos acidos ubicados estructuralmente en la segunda esfera de coordinacién del CTC de la Tth-
MCO: Glu#st y Aspl06, equivalentes a los residuos acidos reportados previamente como responsables
del mecanismo de transferencia de protones al CTC en las oxidasas multicobre CotA (Glu498/Asp!16),
CueO (Glusoe/Aspli2) y Fet3p (Glu*s7/Asp?4) (Bento et al., 2005; Augustine et al., 2007; Kataoka et al.,
2009; Bento et al., 2010; Figura 4).

En estado cristalino, tanto protones como electrones se generan principalmente por la
radiolisis de las moléculas de HO del cristal durante la colecta de datos de difraccién de rayos X
(Garman, 2010). Sin embargo, mientras que los 4 e- necesarios para la reaccién en el CTC de la Tth-
MCO: Oz + 4 H* + 4 e- = 2 H;0 se transportan por la ruta de transferencia electrénica: T1Cu-Cys*45-
His#4#4-T3Cu (Figura 31), los 4 H* estequiométricamente necesarios en la reaccion se transfieren con
la asistencia de un dnico residuo: el Glu4si. Por otro lado, a pesar de que el residuo Aspl% no esta
implicado en la transferencia de H+ al CTC, esta demostrado que desempeifia un papel importante en
la estabilizacién de las especies OH-/H20 coordinadas al T2Cu, las cuales se observan en distintos
estados e intermediarios de reduccion del O, (Bento et al., 2005; Augustine et al., 2007; Kataoka et
al, 2009; Bento et al, 2010; Figura 2). Estas especies OH-/H20 interaccionan con el Aspl% via
puentes de hidrégeno con una molécula de H;0 estructural (Figuras 2-4). Interesantemente, el
Glu“5t en la estructura de la Tth-MCO se observé en dos conformaciones con un pico positivo de
densidad electrénica (Figura 38a) que se explica al modelar un atomo de hidrégeno (H), pasando
del grupo funcional carboxilato (R-COO-) (Figura 39a) al grupo funcional carboxilo (R-COOH)
(Figura 39b) en la cadena lateral de la conformacion Glu#5ly (ocupaciéon de 0.56; Figura 39a)
alejada del CTC. De hecho, ésta es la primera evidencia estructural que se tiene a la fecha del
mecanismo de transferencia de protones involucrado en la reducciéon del O,. Por su parte, la
conformacion Glu*s1g (ocupacion de 0.44; Figura 39a), cercana al CTC y encargada de entregar los H*
necesarios para la reduccién del O, s6lo conserva un pico positivo de densidad electrénica infimo
(Figura 38ay 39a), lo que indica que gran parte de la poblaciéon de H* en la conformaciéon Glu#1, se
entregaron al CTC en la conformacion Glu#5lg, asi: R-COOH (Glu#514) — R-COO- (Glu#51g) + H+. De
hecho, el pico positivo de densidad electrénica en la conformaciéon Glu#5lg fue tan sutil, que no se
observd nuevamente después de modelar el grupo R-COOH en la conformacion Glu#s1, (Figura 39b),

confirmando la hip6tesis anterior.
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Figura 38. Mecanismo de transferencia de protones entre el Glu*s! y el CTC. a) Tth-MCO, b) apo-
Tth-MCO, c) Hg-Tth-MCO y d) Hg-Tth-MCO-2h. El mapa de densidad electronica 2F, - F, esta

representado a 1 o y el mapa F, - F. a 3.5 o. Las distancias mostradas en la figura estan en A.
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La determinacion tridimensional de las estructuras inactivas para la reduccién del O, apo-
Tth-MCO, Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h, fue determinante en el planteamiento del mecanismo de
transferencia de protones de la Tth-MCO. De hecho, el residuo Glu#>! en estas tres estructuras
inactivas esta desprotonado y se observo en una sola conformacion, sin picos positivos de densidad
electrénica (Figura 38b-d), lo que indica naturalmente que sélo cuando la enzima activa Tth-MCO

contiene los 4 &tomos de Cu, el mecanismo de transferencia de protones tiene lugar.

b

—>

Figura 39. Dos conformaciones (Glu#51, y Glu#51g) del residuo Glu“5! que participa en el mecanismo
de transferencia de protones involucrado en la reduccién del O, en el CTC de la Tth-MCO. a) Pico
positivo de densidad electrénica en la conformacién Glu#s1,, alejada del CTC, sobre el grupo
funcional carboxilato (R-COO-) de la cadena lateral. b) Interpretacion del pico positivo de densidad
electréonica en (a) al modelar un grupo funcional carboxilo (R-COOH) en la cadena lateral de la
conformacion Glu#s1,. El mapa de densidad electrénica 2F, - F. esta representado a 1 o y el mapa F,

_Fca 35 O.

En la Figura 38a se observa que la conformacién Glu*s!p transfiere probablemente los H* al
CTC via dos rutas: (i) His!37 (dos conformaciones) o (ii) molécula H;O (representada como H,0(3)).
Sin embargo, las distancias de enlace: [His137 « (2.90 A) Glu*s1z (2.84 A) —» H20(3)] no indican una
ruta preferida de transferencia de H+. A pesar de esto, esta reportado que la via mas probable es por
medio de la molécula de H,0(3) (Bento et al, 2005; Augustine et al, 2007; Kataoka et al, 2009;
Bento et al, 2010) (Figura 38a), interpretaciéon natural, ya que en trabajos previos con otras
oxidasas multicobre no se observo la doble conformacién en los residuos equivalentes al Glu#5! e

His137,
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Por otro lado, es probable que la conformacién Glu*s1, (Figura 39b), alejada del CTC, reciba
los H* para la reduccién del O; en el CTC via: (i) gradiente de protones desde el T1Cu generado por
la oxidacion de moléculas de sustrato (en solucidn); (ii) gradiente de protones formado por
radiolisis de las moléculas de H;0 del cristal durante la colecta de datos cristalograficos (estado
cristalino) o (iii) His3? expuesta al solvente. La tltima via es estructuralmente interesante ya que la
His139 esta completamente expuesta al solvente (Figura 40), a una distancia de puente de hidrégeno
(2.81 A) en la Tth-MCO, con el oxigeno del grupo carboxilo que presenta el pico positivo de densidad
electrénica en la conformacion Glu4s1, y por lo tanto, podria intervenir en la ruta de transferencia de

protones: His!39 — Glu451, — Glu45lg — His137 / H,0(3) — CTC.

Figura 40. Diagrama de superficie molecular de la Tth-MCO en donde se observa el residuo His!3?

expuesto al solvente.

Sin embargo, la His!3%9 no estd conservada en la familia de las oxidasas multicobre. Por
ejemplo, se conserva en CueO con la His'%5 equivalente, pero no en CotA y Fet3p, las cuales tienen
los residuos Met!57 y Asp130 en esta misma posicion, respectivamente (Figura 4). Por lo que la ruta
de protonacion del Glu#5! en la conformacion Glu#51, es realmente dificil de determinar con base
Unicamente en estos experimentos cristalograficos.

Aunque la mayoria de estados e intermediarios de la reduccion del O, presentan una molécula
de H;0 coordinada al T2Cu, entre ellos el ER, particularmente estable en solucién y el cual se
mantiene sin problema en ausencia de sustrato, es importante resaltar que el IN presenta un OH- en
esta misma posicion (Figura 2). Sin embargo, la alta velocidad de decaimiento del IN al ER o de
reduccién al ETR en el ciclo catalitico, tanto en solucion como en estado cristalino, limita las
posibilidades de obtener una estructura cristalografica con el OH- coordinado al T2Cu y hace que

este intermediario sea particularmente dificil de caracterizar. Interesantemente, cuando se modeld
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una molécula de H,0 (Figura 41a; H,0(1a)) coordinada al T2Cu en la estructura cristalografica de
la Tth-MCO se observé adicionalmente un pico positivo de densidad electrénica en la posicién
adyacente, que se modelé como una segunda molécula de H,O (Figura 41a; H,0(1b)) a una distancia
de 1.81 A. La primera molécula de H,0 (H,0(1a)) presenta una distancia de enlace de coordinacién
H,0-T2Cu de 3.61 A en la Tth-MCO, mientras que la segunda molécula de H,0 (H.0(1b)) presenta
una distancia de enlace de coordinacién OH-T2Cu de 2.15 A.

Este resultado indica que la estructura de la Tth-MCO presenta una combinaciéon de
poblaciones de OH-/H,O coordinadas al T2Cu, generadas a partir de cada uno de los ciclos
cataliticos de reduccién del O; durante la colecta de datos de difraccion de rayos X. Es importante
notar en la Figura 41, que el residuo Asp1% estabiliza las especies OH-/H,0 coordinadas al T2Cu via
puentes de hidrégeno con una molécula de H,0 estructural (H20(2)).

Por lo tanto, a pesar de que no se encontr6 una estructura cristalografica con un OH-
coordinado al T2Cu como unico ligando, correspondiente al IN, la evidencia estructural de la
combinacion de poblaciones OH-/H,O coordinadas al T2Cu en la Tth-MCO demuestran el
decaimiento en estado cristalino del IP al IN en la reduccién del O, en el CTC durante la colecta de
datos cristalograficos. También es interesante observar que en la misma posicién sélo se observd
una molécula de H,0 (H20(1)) en las estructuras inactivas para la reduccién del O,: apo-Tth-MCO,
Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h (Figura 41b-d), lo cual es normal, ya que el decaimiento del IP al IN
no se observa en estas formas estructurales, porque son totalmente inactivas tanto en solucion,

como en estado cristalino.
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Figura 41. Residuo Asp1% estabilizando las especies OH-/H>0 coordinadas al T2Cu via una molécula
de H;0 estructural. a) Tth-MCO, b) apo-Tth-MCO, c¢) Hg-Tth-MCO y d) Hg-Tth-MCO-2h. Las
distancias mostradas en la figura estan en A. El mapa de densidad electrénica 2F, - F. esta

representado a 1 o.
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Adicionalmente, estas observaciones correlacionan con las estimaciones teéricas de pK, para
los residuos Glu#s! y Aspto¢ de las estructuras cristalograficas: Tth-MCO4!, apo-Tth-MCO, Hg-Tth-
MCO y Hg-Tth-MCO-2h (Tabla 5). Estas estimaciones teoricas indican que al pH de 7.5 en el que se
obtuvieron todos los cristales, el Glu5! esta totalmente protonado en la Tth-MCO y desprotonado en
la apo-Tth-MCO, Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h. Los mismos calculos indican que el Aspl06 esta
desprotonado en todas las estructuras cristalograficas, y que por lo tanto no estd involucrado en la
transferencia de H* al CTC. Estas estimaciones teodricas correlacionan con los valores
computacionales obtenidos recientemente por Bello et. al., (2012), en donde se demostré que el

Glu4st de la Tth-MCO presenta un pK, de 9.9.

Tabla 5. Estimacion tedrica del pK, para los residuos Glu*5! y Asp1% de las estructuras Tth-MCO,

apo-Tth-MCO, Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h.

Glu45t (pK,) Asp1% (pK,)
Tth-MCO ~12.0 5.8
Apo-Tth-MCO ~ 0.0 6.9
Hg-Tth-MCO ~ 0.0 4.2
Hg-Tth-MCO-2h ~ 0.0 4.6

Por otro lado, el mecanismo de transferencia de protones también se observé en las
estructuras compuestas Tth-MCO-C(1-8) (Figura 42), todas activas en estado cristalino. De hecho,
en esta pelicula tridimensional de la reducciéon del O; a 2 H,0 se observd sistematicamente el

mecanismo de transferencia de protones en cada uno de los estados de reaccion.

41 El valor teérico del pKa para el residuo His!3? de la Tth-MCO discutido previamente es 4.0.
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Tth-MCO-C1
1.3 MGy

Tth-MCO-C3
3.7 MGy

Tth-MCO-C2
2.5 MGy

Tth-MCO-C4
4.9 MGy

Figura 42. Mecanismo de transferencia de protones entre el Glu*s! y el CTC. a-h) Estructuras

compuestas Tth-MCO-C(1-8) con diferente dosis de radiaciéon absorbida (indicadas en cada panel).

El mapa de densidad electrénica 2F, — F. esta representado a 1 o y el mapa F, - F.a 3.5 0. Las

distancias mostradas en la figura estan en A.
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e Tth-MCO-C5
6.2 MGy

g Tth-MCO-C7
8.6 MGy

Tth-MCO-C6
7.4 MGy

Tth-MCO-C8
9.9 MGy

Figura 42. Continuacion.

En la Tth-MCO-C1 (1.3 MGy; estado 0;) con la dosis de radiaciéon absorbida mas baja se

observd nuevamente el pico positivo de densidad electrdnica sobre el grupo funcional R-COOH en la

conformacion Glu#5l,, alejada del CTC (Figura 42a). Nuevamente, las distancias de enlace en la Tth-

MCO-C1: [His®37 « (2.87 A) Glu*siz (2.73 A) — H,0(3)] no indican una ruta preferida de

transferencia de protones entre el Glu*51g — CTC. Sin embargo, vale la pena resaltar que el estado 0>
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es el primer estado de reaccion del ciclo catalitico en estado cristalino, por lo que para este
momento de la colecta de datos de difraccién, y a esta dosis de radiaciéon absorbida, no se ha
transferido una poblacién de protones estadisticamente significativa al CTC, por lo que las
distancias de enlace: [His!37 « (2.87 A) Glu*siz (2.73 A) - H20(3)] no son relevantes en la
determinacién de la ruta preferida de transferencia de protones al CTC. Interesantemente, la
distancia de enlace entre el Glu*51z - N.His!37 (conformacion 2, alejada del T3Cu; Figura 31) se redujo
de 2.87 A en la Tth-MCO-C1 a 2.70 A en la Tth-MCO-C2 (2.5 MGy; ER; Figura 42b), mientras que la
distancia de enlace Glu51z - H,0(3) aument6 de 2.73 A en la Tth-MCO-C1 a 2.85 A en la Tth-MCO-C2,
indicando que probablemente la ruta de transferencia de protones Glu4ly — CTC en la Tth-MCO
presente como via preferida la His!37” — CTC. La ausencia del pico positivo de densidad electrénica
en la conformaciéon Glu*51, de la Tth-MCO-C2, alejada del CTC, indica que probablemente toda la
poblacién de protones de la Tth-MCO-C1 se transfiri6 al CTC para llevar a cabo la reduccion del O3,
asi: estado O, (Tth-MCO-C1) — IP = IN — ER (Tth-MCO-C2). Vale la pena resaltar que la Tth-MCO-C2
fue la Unica estructura cristalografica determinada en este trabajo que present6 el residuo Glu#s!
con el grupo funcional R-COO- en la cadena lateral de ambas conformaciones, es decir, no
protonado.

Por otro lado, el pico positivo de densidad electrénica en la conformacién Glu*s!, se observé
nuevamente en las demas estructuras compuestas: Tth-MCO-C(3-8) (Figura 42c-h), y vale la pena
resaltar que a excepcion de la Tth-MCO-C6 (Figura 42f) y Tth-MCO-C7 (Figura 42g), la distancia de
enlace entre la conformacién Glu#51g - N:His137 fue siempre menor que la distancia de enlace entre la
conformacion Glu#s1g - H,0(3), indicando una vez mas que la ruta de transferencia de protones
Glu#s1z — CTC en la Tth-MCO probablemente presente como via preferida la His137 — CTC.

En relacion a la region estructural correspondiente al residuo Asp%, en la Tth-MCO-C1 se
observd nuevamente un pico positivo de densidad electrénica (H20(1b)) adyacente a la molécula de
H,0 (H20(1a)) coordinada al T2Cu y estabilizada por el Aspl0 via puentes de hidrégeno con la
molécula de H;O estructural (H.0(2)) (Figura 43a). Esto confirma los resultados observados para
la Tth-MCO (Figura 41a), en donde se encontr6 una combinacién de poblaciones OH-/H,0
coordinadas al T2Cu, demostrando el decaimiento del IP al IN. Interesantemente, a partir de la Tth-
MCO-C2, en la que el T2Cu se elimind por el exceso de dosis de radiacién absorbida, este pico
positivo de densidad electrénica no se observo nuevamente (Figura 43b-h). Este resultado tiene
sentido ya que, como se dijo anteriormente, las estructuras compuestas Tth-MCO-C6 (ETR) y Tth-
MCO-C(2-5, 7-8) (ER) presentan como caracteristica estructural una molécula de H,O coordinada al

T2Cu (Figura 2).
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Figura 43. Residuo Asp19 estabilizando las especies OH-/H20 coordinadas al T2Cu via una molécula
de H,0 estructural. a-h) Estructuras compuestas Tth-MCO-C(1-8) con diferente dosis de radiaciéon
absorbida. El mapa de densidad electrénica 2F, - F; esta representado a 1 o y el mapa F, - Fca 3.5 o.

Las distancias mostradas en la figura estan en A.
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Figura 43. Continuacidn.
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Figura 43. Continuacidn.

Asi, con base en todos los resultados discutidos anteriormente, se propone la posible ruta de
transferencia de electrones (via T1Cu-Cys#45-His#44-T3Cu) y protones (via Glu*5t) al CTC de la Tth-
MCO para la reduccién del O; a 2 H,0 (Figura 44). En esta propuesta también se incluyen algunas
caracteristicas estructurales como el canal de entrada del O; y el canal de salida de las moléculas de

H20 producto del ciclo catalitico, asi como también el papel que desempeiia el residuo Asp06
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estabilizando las especies OH-/H20 coordinadas al T2Cu por medio de puentes de hidrégeno con

una molécula de H,0 estructural.
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Figura 44. Posible ruta de transferencia de electrones desde el T1Cu y protones desde el Glu%5! para

la reduccion del Oz a 2 H20 en el CTC de la Tth-MCO. Se observa el papel del Asp1% estabilizando las
especies OH-/H;0 (representadas como H,O(1b)/(H.0(1a), respectivamente) coordinadas al T2Cu
via puentes de hidrégeno con una molécula de H,0 estructural (H20(2)). El mapa de densidad
electrénica 2F, - F. esta representado a 1 o y el mapa F, - Fc a 3.5 0. Las distancias mostradas en la

figura estan en A.
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X. CONCLUSIONES

. Se purifico con alto grado de homogeneidad y cristalizé la oxidasa multicobre de Thermus
thermophilus HB27: Tth-MCO, asi como también tres formas inactivas de la enzima: apo-Tth-
MCO, Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h. Se determinaron las cuatro estructuras cristalograficas a
alta resolucién y se demostré que el plegamiento de la apo-Tth-MCO es independiente de la

presencia de atomos de cobre en el medio.

= Se observo un motivo de horquilla 3 sobre el T1Cu en las cuatro estructuras cristalograficas:
Tth-MCO, apo-Tth-MCO, Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h, que podria estar implicado en la
especificidad de sustrato en el sitio de oxidacion, por analogia con el $-Hg coordinado en la

horquilla 8 de las estructuras Hg-Tth-MCO y Hg-Tth-MCO-2h.

. Por primera vez se genero6 una pelicula cristalografica de la reaccion: Oz + 4 H* + 4 e- - 2 H;0
en algun miembro de la familia de las oxidasas multicobre, mediante la determinacién de ocho
estructuras tridimensionales de la Tth-MCO, con diferente dosis de radiaciéon absorbida. De
esta manera se estudid sistematicamente la reduccién del O; en estado cristalino, asi como
también el mecanismo de transferencia de protones asociado a esta reaccién enzimatica y se

atraparon distintos estados de reaccion: Oz, ER y ETR.

. Se observo el efecto coordinado de los residuos Glu*5! y Asp106 al mecanismo de transporte de
protones involucrado en la reduccion del Oz a 2 H20 en el CTC de la Tth-MCO. Se demostré que
el Glu#1 proporciona los protones necesarios para esta reaccién enzimatica, mientras que el
Asp106 estabiliza via puentes de hidrégeno con una molécula de H20 estructural a las especies
OH-/H20 coordinadas al T2Cu. El hecho de que los residuos acidos implicados en este
mecanismo se encuentren conservados en toda la familia de las oxidasas multicobre, extiende

a esta familia el estudio particular de la Tth-MCO.

. Finalmente, se demostroé el efecto que tiene la dosis de radiaciéon absorbida sobre los centros
de cobre de la Tth-MCO y se observd que el T2Cu es el atomo mas labil de todos, eliminandose
completamente de la estructura cristalografica a una dosis de radiacién absorbida de 2.5 MGy.
De esta manera se estableci6 el orden de labilidad de los &tomos de cobre en la Tth-MCO:
T2Cu > T3Cu > T3’Cu > T1Cuy, y se demostrd que algunos dtomos de cobre pueden eliminarse

de la estructura cristalografica a pesar de estar presentes en el cristal
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XI. PERSPECTIVAS

. Determinar la movilidad de la horquilla § en solucién y las implicaciones bioldgicas de

este motivo estructural en la Tth-MCO:

Para determinar la movilidad de la horquilla 8 de la Tth-MCO, el grupo de investigacion del Dr.
Enrique Rudifio Pifiera esta abordando el problema via estudios de dindmica molecular de la Tth-
MCO y apo-Tth-MCO. Interesantemente, el comportamiento de la horquilla  es diferente en la holo
y apoenzima. En la primera, la presencia de los cuatro atomos de cobre distribuidos en los dos sitios
activos estabiliza el motivo estructural, aumentando el tamafio del sitio de entrada del sustrato al
T1Cu, mientras que en la segunda, inactiva, el motivo estructural de horquilla 8 se cierra sobre el
sitio de T1Cu, demostrando la importancia de los atomos de cobre en el comportamiento de este
motivo y demostrando que la horquilla  no bloquea en solucién, la entrada del sustrato al sitio de
oxidacién en la holoenzima. Los resultados de esta investigacién fueron aceptados en la revista
PLoS ONE: “Molecular dynamics of a thermostable multicopper oxidase from Thermus thermophilus
HB27: Structural differences between the apo and holo forms” por: Martiniano Bello, Brenda
Valderrama, Hugo Serrano-Posada and Enrique Rudifio-Pifiera.

Sin embargo, estos resultados no son suficientes y es necesario demostrar este
comportamiento experimentalmente, quizas via RMN.

También seria interesante realizar experimentos bioquimicos respecto a la actividad de la
Tth-MCO por Cu(I), con y sin horquilla (3, eliminandola por mutacién, asi como también demostrar si
la ausencia de la horquilla B aumenta la especificidad por sustratos organicos. También seria
interesante mutar las 13 metioninas de la Tth-MCO, sin eliminar la horquilla 8, y demostrar si la

actividad por iones metalicos disminuye al no poder coordinar &tomos adicionales de cobre.

. Utilizar compuestos radioprotectores2 para proteger a los sitios de cobre de la Tth-

MCO durante la colecta de datos de difraccion de rayos X:

Se conoce ampliamente que el uso de radioprotectores como ascorbato o nitrato de sodio
(NaNO:s3), protege a los cristales de proteina del dafio por dosis de radiacion absorbida durante la
colecta de datos cristalograficos. Asi, estos compuestos atrapan a los productos de la radidlisis de
las moléculas de agua, evitando que dafien regiones importantes de las proteinas, incluidos los

centros metalicos (De la Mora et al., 2011).

42 También se les conoce como scavengers.
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Seria interesante co-cristalizar a la Tth-MCO en presencia de radioprotectores o remojar
cristales de la holoenzima con estos compuestos para disminuir el dafio por dosis de radiacién
absorbida en los centros de cobre, especificamente en el labil T2Cu. Asi, este estudio se podria
extender a otras metaloenzimas para proteger centros metdlicos y aumentar la calidad de la

informacién biol6gica obtenida a partir de las estructuras cristalograficas.
. Determinar la via por la que el residuo Glu451 se protona en la conformacion Glu451,.

En este trabajo se demostr6 la protonacién del Glu45! y la importancia del mismo en el
mecanismo de transferencia de protones al CTC, para la reduccién del Oz a 2 H;0. Sin embargo, seria
interesante determinar la ruta de protonacién mas probable del residuo Glu%5t desde el T1Cu, tanto
en solucion, como a partir de los protones producto de la radidlisis de las moléculas de agua
durante la colecta de datos cristalograficos.

En este trabajo también se propuso la ruta: Glu*5lg — His137 - CTC, sobre la ruta: Glu*slz —
H,0(3) = CTC, como la mas probable para la transferencia de protones al CTC. Sin embargo, es
necesario realizar otro tipo de experimentos para confirmar esta propuesta y determinar la ruta
energéticamente favorable en la Tth-MCO. En una primera instancia, este punto podria abordarse
por mutagénesis sitio dirigida o por estudios tedricos.

Desde un punto de vista cristalografico, este problema también se puede abordar por medio
de cristalografia de neutrones. Asi, la estructura tridimensional de la Tth-MCO proporcionaria
informacién de todos los hidrégenos de la estructura, incluidos los hidrégenos de las moléculas de
agua del cristal. Sin embargo, existen muy pocas lineas de colecta alrededor del mundo, se necesitan
cristales de la Tth-MCO con tamafo = 1 mm3 y tiempos de colecta prolongados, entre otras

especificaciones técnicas.
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» [NDICE DE FIGURAS

Figura 1. Reaccion general catalizada por una lacasa. Oxidaciéon de p-difenol acoplada a la
reduccién del O, a 2 Hz0. El O; es usado para regenerar la forma oxidada de la enzima y la

actividad lacasa es caracteristica de la Tth-MCO (Miyazaki, 2005).

Figura 2. Mecanismo de reduccién del 0z a 2 H,0 en las oxidasas multicobre. Los residuos Glu#st y
Asp106 de la Tth-MCO se encuentran en la segunda esfera de coordinacién del CTC. El residuo Glu4st
es el encargado de donar los protones necesarios en el ciclo catalitico, mientras que el residuo
Asp106 estabiliza las especies OH-/H20 coordinadas al T2Cu. Figura tomada y modificada de Bento

etal.,, 2005 y Augustine et al., 2010.

Figura 3. Residuos 4acidos que participan en el mecanismo de transferencia de protones
involucrado en la reduccion del 02 a 2 H;0 catalizada por una oxidasa multicobre. El residuo Glu45!
en el canal de entrada del O; y el residuo Aspl% en el canal de salida de las moléculas de H,0
pertenecen a la Tth-MCO (c6digo PDB 2XU9). El estado O se caracteriz6 por cristalografia (Bento
etal, 2005 (cédigo PDB 1W6L); Hakulinen et al., 2006 (cdigo PDB 2IH8)).

Figura 4. Residuos 4acidos que participan en el mecanismo de transferencia de protones
involucrado en la reduccidén del 0; a 2 H,0 catalizada por una oxidasa multicobre. a) CotA (cédigo

PDB 1W6L), b) CueO (cédigo PDB 1KV7), c) Fet3p (cédigo PDB 1ZPU).

Figura 5. Geometria del CTC de dos estructuras cristalograficas de la lacasa de M. albomyces. a)
Estado O; presente en la estructura a baja dosis de radiacién (c6digo PDB 2IH8). b) ER con el OH-
modelado como un oxigeno atémico en la estructura a alta dosis de radiacién (c6digo PDB 21H9)

(Hakulinen et al., 2006). Las distancias mostradas en la figura estan en A.

Figura 6. Geometria del CTC. a) Estructura de la lacasa de C. cinereus con el T2Cu eliminado. Las
Hisé4-His399 coordinan al T2Cu y se observa una conformacion de la His3%° alejada del sitio T2
debido a la ausencia de este atomo en la estructura (cddigo PDB 1A65; Ducros et al., 1998). b) CTC
completo en la estructura de la lacasa de C. gallica a baja dosis de radiacion (0.6 MGy; c6digo PDB
4A2E). Las His85-His#18 coordinan al T2Cu. La His*18, equivalente a la His3%° en (a), se observa en
dos conformaciones pero la baja dosis de radiacion evita que el T2Cu se elimine por completo de la

estructura cristalografica (De la Mora et al., 2012).
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Figura 7. Estrategia multicristal de colecta de datos de 8 cristales de la Tth-MCO para construir
data sets compuestos. La dosis de radiacién absorbida es creciente entre 0° = 96° para cada uno de
los ocho cristales. a) Cada cristal (1 — 8) se rota 12° con relacién al anterior antes de colectar los
datos de difraccion de rayos X para garantizar que cada bloque corresponda a una regién distinta
de cada uno de los cristales y de esta manera mejorar los valores estadisticos al combinar los
datos. Para obtener la estructura Tth-MCO-C1 se integraron por separado cada uno de los bloques
de 0-12° entre H-S para obtener ocho archivos .mtz. b) Ocho estructuras compuestas Tth-MCO-C(1-
8) con distinta dosis de radiacién absorbida. Los ocho archivos .mtz entre H-S se combinan entre S-
P para obtener un Unico archivo .mtz de 96° y asi tener datos suficientes para determinar la

estructura cristalografica de la Tth-MCO-C1 en el grupo espacial C222;.

Figura 8. a) Cromatograma del extracto bacteriano usando una columna de intercambio catiénico
y gradiente lineal de 0-1 M NaCl (linea roja) en 46 min a un flujo de 2 mL min-1. b) SDS-PAGE de las
fracciones obtenidas. Carriles 1-9: fracciones que migraron al peso molecular aproximado de la

Tth-MCO a lo largo del pico cromatografico. Carril 10: marcador de peso molecular (Fermentas).

Figura 9. a) Cromatograma de la Tth-MCO usando una columna de exclusién molecular y un flujo
de 1 mL min-t). b) SDS-PAGE de las fracciones obtenidas. Carriles 1y 2 (30 y 40 pg de la Tth-MCO,
respectivamente): fracciones del mismo pico en (a) que migraron al peso molecular aproximado de

la Tth-MCO. Carril 3: marcador de peso molecular (Fermentas).

Figura 10. Gel de isoelectroenfoque. Carril 1: 4 pg de la Tth-MCO. Carril 2: marcadores de pl

(Pharmacia).

Figura 11. a) Cromatograma del extracto bacteriano usando una columna de intercambio
cationico y gradiente lineal de 0-1 M NaCl (linea roja) en 46 min a un flujo de 2 mL min-1). b) SDS-
PAGE de las fracciones obtenidas. Carril 1: marcador de peso molecular (Fermentas). Carril 2 (30

ug de la apo-Tth-MCO): banda que migré al peso molecular esperado para la apo-Tth-MCO.

Figura 12. Espectro de UV-Visible de la oxidasa multicobre recombinante de T. thermophilus HB27
en 20 mM Tris pH 8.0. a) Tth-MCO (450uM), b) apo-Tth-MCO (500 uM).

Figura 13. Curva de calibracién de absorbancia (AU) vs [Cu] (uM), utilizando CuSOs como
sustancia patréon y 2,2-biquinolina como agente quelante. El complejo organometalico Cu(I)-[2,2-

biquinolina] absorbe a A = 546 nm.
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Figura 14. a) Cristales de la Tth-MCO crecidos a 4 °C y concentracion de proteina de 19.5 mg mL-1.
b) dimensiones de ~ 25 x 100 x 250 um de uno de los cristales en (a). Las fotografias se tomaron

sin polarizador para observar el color real de los cristales
Figura 15. Diagrama de solubilidad de Ostwald-Miers para proteinas.

Figura 16. Cristales de la Tth-MCO crecidos a 4 °C en 0.1 M Hepes pH 7.5, concentracién de
proteina de 30 mg mL-1y diferentes porcentajes de MPD. a) Gota sedente, 60% (v/v) MPD, b) Gota
colgante, 65% (v/v) MPD, c) Gota sedente, 70% (v/v) MPD, d) Micropuentes, 70% (v/v) MPD.
Todas las fotografias se tomaron con la misma magnificacién y sin polarizador para observar el

color real de los cristales.

Figura 17. Cristales de la Tth-MCO obtenidos por la técnica de microsembrado en 0.1 M Hepes pH
7.5, 70% (v/v) MPD y concentracién de proteina de 30 mg mL-a 4 °C. a) Gota colgante, b) Gota
sedente. Las fotografias se tomaron con la misma magnificacién y sin polarizador para observar el

color real de los cristales.

Figura 18. Cristales de la apo-Tth-MCO crecidos a 4 °C en 0.1 M Hepes pH 7.5, 70% (v/v) MPD y
concentracion de proteina de 30 mg mL-! en la modalidad de gota colgante. La fotografia se tomé

sin polarizador para observar el color real de los cristales.

Figura 19. a) Imagen en blanco y negro tomada en la linea X6A del cristal de la Tth-MCO que
difracté a 1.5 A de resolucién. b) Patrén de difraccién a 1.5 A de resolucién de la Tth-MCO. c)
Cambio de contraste de una parte de (b) para observar algunos puntos de difracciéon a alta

resolucion.

Figura 20. Espectro de fluorescencia del coeficiente de absorcion lineal (pcu(E)) vs energia de
rayos X (eV) colectado en la linea X6A. Se determiné experimentalmente el pico de fluorescencia

(CuK)aX=1.3767 A& (9003 eV) para los 4tomos de Cu nativos de la Tth-MCO.

Figura 21. Espectros de fluorescencia del coeficiente de absorcion lineal (u(E)) vs energia de rayos
X (eV) colectados en la linea X6A para el cristal de la Hg-Tth-MCO. a) Se observan los tres bordes
de absorcién: [Hg Liu(1): A = 1.0085 A (12295 eV), Hg Li(2): A = 1.0078 A (12304 eV) y Hg Lin(3): A
=1.0061 A (12325 eV)]. b) Se observa la ausencia del borde Cu K en el cristal de la Hg-Tth-MCO.
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Figura 22. Gréaficas de reflexidn axial I/o (I) vs 00] de cuatro data sets. a) Tth-MCO. b) Tth-MCO-
SAD. c) apo-Tth-MCO. d) Hg-Tth-MCO. Todos los data sets se integraron en el grupo espacial €222
con el objetivo de observar la reflexion axial en I (00I: [ = 2n). La presencia de un eje tornillo 21 se

observa claramente en la grafica y sustenta la seleccion del grupo espacial C222;.

Figura 23. a) Estructura tridimensional por difraccién de rayos X de la Tth-MCO a 1.5 A de
resolucién (cédigo PDB 2XU9). b) Diagrama topoldgico de la Tth-MCO (tomado y modificado de

PDBsum). La escala de colores es la misma para los tres dominios en ambas figuras.

Figura 24. Estructuras tridimensionales determinadas por difraccién de rayos X a 1.7 A de
resolucion. a) apo-Tth-MCO (cédigo PDB 2XUW). b) Hg-Tth-MCO (cédigo PDB 2XVB). ¢) Hg-Tth-
MCO-2h (cdédigo PDB 4Al7).

Figura 25. Horquilla (3 sobre el sitio del T1Cu de la Tth-MCO estabilizada por el mismo motivo

estructural del vecino cristalografico

Figura 26. Horquilla 8 sobre el sitio del T1Cu. a) Tth-MCO. b) apo-Tth-MCO. c¢) Hg-Tth-MCO. d) Hg-
Tth-MCO-2h.

Figura 27. Estructura cristalografica de CueO a 1.7 A de resolucién (c6digo PDB 1N68; Roberts et
al, 2003). a) Hélice a sobre el T1Cu en CueO, equivalente a la region estructural de la horquilla 8
en la Tth-MCO. b) Quinto 4tomo de Cu (rCu) coordinado en CueO. Las distancias mostradas en la

figura estan en A.

Figura 28. a-b) Distribucién de las metioninas en la Tth-MCO entre el punto maximo de la
horquilla 3 y el T1Cu. b-c) Distribucién de las metioninas entre la hélice a y los alrededores del

T1Cu en CueO (cédigo PDB 1N68).

Figura 29. Canal de entrada del O; (didmetro promedio de ~ 3.2 A) hacia el T3Cu (amarillo) y
canal de salida (didmetro promedio de ~3.4 A) de las 2 H,0 a partir del T2Cu (rojo) en la
estructura de la Tth-MCO. Las esferas que se observan en cada uno de los canales corresponden a

moléculas de H20 observadas en la estructura cristalografica.

Figura 30. Geometria del sitio T1 y el CTC. a-b) Tth-MCO. c-d) apo-Tth-MCO. e-f) Hg-Tth-MCO. g-
h) Hg-Tth-MCO-2h. El mapa de densidad electrénica 2F, - F. esta representado a 1 o. Las distancias

mostradas en la figura estan en A.
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Figura 31. Transferencia electrénica desde el T1Cu al CTC en la Tth-MCO, por la ruta T1Cu-Cys*5-
His*44-T3Cu entre el oxigeno del grupo C=0 de la Cys#* y el NsHis*44. El mapa de densidad

electrénica 2F, - F. esta representado a 1 o. Las distancias mostradas en la figura estan en A.

Figura 32. a-h) Estructuras cristalograficas Tth-MCO-C(1-8) a 1.8 A de resolucién con diferente
dosis de radiacion absorbida (1.3-9.9 MGy), obtenidas por la estrategia multicristal de colecta de

datos.

Figura 33. Estado O obtenido en la Tth-MCO-C1 con una dosis de radiacién absorbida de 1.3 MGy.
El mapa de densidad electrénica 2F, - F. esta representado a 1 o. Las distancias mostradas en la

figura estan en A.

Figura 34. ETR obtenido en la Tth-MCO-C6 con una dosis de radiacién absorbida de 7.4 MGy. El
mapa de densidad electronica 2F, - F. estd representado a 1 o. Las distancias mostradas en la

figura estan en A.

Figura 35. Efecto de la dosis de radiacién absorbida sobre el T2Cu en la Tth-MCO. a) Afinamiento
isotropico de la His%. b-h) Afinamiento de TLS de la His% para observar el movimiento
anisotrépico de este residuo cuando pierde la coordinacién del T2Cu. El mapa de densidad

electrénica 2F, - F. esta representado a 1 o. Las distancias mostradas en la figura estan en A.

Figura 36. a-c) Efecto de la dosis de radiacion absorbida sobre el T1Cu en la Tth-MCO. El mapa de

densidad electrénica 2F, — F. esta representado a 1 o.

Figura 37. a-c) Efecto de la dosis de radiacién absorbida sobre el centro binuclear T3Cu-T3"Cu en
la Tth-MCO. El mapa de densidad electrénica 2F, - F. esta representado a 1 o. Las distancias

mostradas en la figura estan en A.

Figura 38. Mecanismo de transferencia de protones entre el Glu*st y el CTC. a) Tth-MCO, b) apo-
Tth-MCO, c) Hg-Tth-MCO y d) Hg-Tth-MCO-2h. El mapa de densidad electrénica 2F, - F. esta

representado a 1 o y el mapa F, - F. a 3.5 o. Las distancias mostradas en la figura estan en A.

Figura 39. Dos conformaciones (Glu4s!, y Glu*s1g) del residuo Glu#s! que participa en el mecanismo
de transferencia de protones involucrado en la reduccién del O, en el CTC de la Tth-MCO. a) Pico
positivo de densidad electrénica en la conformacidén Glu#5l,, alejada del CTC, sobre el grupo

funcional carboxilato (R-COO-) de la cadena lateral. b) Interpretacién del pico positivo de densidad
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electrénica en (a) al modelar un grupo funcional carboxilo (R-COOH) en la cadena lateral de la
conformacion Glu#s1a. El mapa de densidad electrénica 2F, - F. esta representado a 1 o y el mapa F,

-F.a3.50.

Figura 40. Diagrama de superficie molecular de la Tth-MCO en donde se observa el residuo His139

expuesto al solvente.

Figura 41. Residuo Aspl0 estabilizando las especies OH-/H20 coordinadas al T2Cu via una
molécula de H;0 estructural. a) Tth-MCO, b) apo-Tth-MCO, c¢) Hg-Tth-MCO y d) Hg-Tth-MCO-2h.
Las distancias mostradas en la figura estan en A. El mapa de densidad electrénica 2F, - F. esta

representado a 1 o.

Figura 42. Mecanismo de transferencia de protones entre el Glu*5! y el CTC. a-h) Estructuras
compuestas Tth-MCO-C(1-8) con diferente dosis de radiaciéon absorbida (indicadas en cada panel).
El mapa de densidad electrénica 2F, - F. estd representado a 1 o y el mapa F, - F: a 3.5 o. Las

distancias mostradas en la figura estan en A.

Figura 43. Residuo Asp!% estabilizando las especies OH-/H,O coordinadas al T2Cu via una
molécula de H,O estructural. a-h) Estructuras compuestas Tth-MCO-C(1-8) con diferente dosis de
radiacion absorbida. El mapa de densidad electrdnica 2F, — F. esta representado a 1 o y el mapa F,

- F.a 3.5 0. Las distancias mostradas en la figura estan en A.

Figura 44. Posible ruta de transferencia de electrones desde el T1Cu y protones desde el Glu*5!
para la reduccion del O, a 2 H;0 en el CTC de la Tth-MCO. Se observa el papel del Asplo¢
estabilizando las especies OH-/H,0 (representadas como H,O(1b)/(H20(1a), respectivamente)
coordinadas al T2Cu via puentes de hidrégeno con una molécula de H;0 estructural (H.0(2)). El
mapa de densidad electrénica 2F, - F. esta representado a 1 o y el mapa F, - F: a 3.5 o. Las

distancias mostradas en la figura estan en A.
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Molecular dynamics of a thermostable multicopper oxidase from
Thermus thermophilus HB27: Structural differences between the apo

and holo forms

Martiniano Bello, Brenda Valderrama, Hugo Serrano-Posada and Enrique Rudifio-Pifiera

Departamento de Medicina Molecular y Bioprocesos, Instituto de Biotecnologia, Universidad

Nacional Auténoma de México, Cuernavaca, Morelos 62210, México

ABSTRACT. Molecular dynamic (MD) simulations have been performed on Tth-MCO, a
hyperthermophilic multicopper oxidase from Thermus thermophilus HB27, in the apo as well as
the holo form, with the aim of exploring the structural dynamic properties common to the two
conformational states. According to structural comparison between this enzyme and other MCOs,
the substrate in process to electron transfer in an outer-sphere event seems to transiently occupy a
shallow and overall hydrophobic cavity near the Cu type 1 (T1Cu). The linker connecting the (-
strands 21 and 24 of the second domain (loop (f21- 24)p2) has the same conformation in both
states, forming a flexible lid at the entrance of the electron-transfer cavity. Loop (B21- B24)n2
has been tentatively assigned a role occluding the access to the electron-transfer site. The
dynamic of the loop (B21- B24)n, has been investigated by MD simulation, and results show that
the structures of both species have the same secondary and tertiary structure during almost all the
MD simulations. In the simulation, loop ($21- 24)p: of the holo form undergoes a higher mobility
than in the apo form. In fact, loop (21- $24)n. of the holo form experiences a conformational
change which enables exposure to the electron-transfer site (open conformation), while in the apo
form the opposite effect takes place (closed conformation). To confirm the hypothesis that the
open conformation might facilitate the transient electron-donor molecule occupation of the site,
the simulation was extended another 40 ns with the electron-donor molecule docked into the
protein cavity. Upon electron-donor molecule stabilization, loops near the cavity reduce their
mobility. These findings show that coordination between the copper and the protein might play an
important role in the general mobility of the enzyme, and that the open conformation seems to be

required for the electron transfer process to T1Cu.
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