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1. RESUMEN

La enzima multicobre oxidasa de la bacteria hipertermofila Thermus thermophilus (Tth-
MCO), ha sido caracterizada y descrita previamente como un ejemplo de una lacasa con baja

actividad catalitica, especialmente cuando se compara contra las lacasas fungicas.

Estructuralmente, la Tth-MCO tiene una caracteristica Unica entre las lacasas reportadas en la
base de datos Protein Data Bank (PDB): una horquilla-p adyacente a la cavidad de entrada al sitio
de coordinacién de cobre T1, la cual no esta presente en ninguna otra lacasa depositada en el
PDB. Esta horquilla-B presenta un comportamiento tipico de las areas expuestas a solvente en
estructuras cristalograficas: ausencia de densidad electrénica, altos valores de factores B y
diversos contactos cristalinos con los vecinos cristalograficos. Sin embargo, el comportamiento

dindmico de esta horquilla-B en solucidn y sus implicaciones bioldgicas no han sido descritas.

En este trabajo, se describen 12 nuevas estructuras cristalograficas de la Tth-MCO en dos grupos
espaciales y tres celdas unitarias diferentes, ademas del comportamiento dinamico de la
horquilla-B por medio de cdlculos de dindamica molecular estudiando el efecto del pH y de la
temperatura. Estas nuevas conformaciones cristalograficas de la horquilla-B de la Tth-MCO
descritas aqui junto con su dinamica se usaron para entender el comportamiento cinético de la

enzima cuando cambia el del pH en el medio, utilizando el sustrato siringaldazina.

El analisis de la informacién estructural permitié describir dos nuevas conformaciones de la
horquilla-B y un probable mecanismo de transferencia de protones, los cuales se utilizaron para
explicar el comportamiento enzimatico de Tth-MCO. Ademas, descubrimos que el inusual
contenido de metioninas de la horquilla-B de Tth-MCO es responsable de coordinar a través de
sus dtomos S§, iones de Ag*! y Hg*! cuando se encuentra en condiciones oxidativas. Sin embargo,
independientemente de las condiciones redox probadas, no fue posible coordinar iones Cu*ly

Cu+2



En el presente trabajo, proponemos que la baja actividad de lacasa que muestra la Tth-MCO es
el resultado de un mecanismo de transferencia de protones de multiples pasos, junto con una
conformacion de la horquilla-B dependiente del pH que al modificar el tamafo de la cavidad de
entrada a el sitio T1Cu modula la actividad catalitica de la enzima. Por otra parte, incluso con la
falta de informacidn estructural, el mecanismo de transferencia de protones de multiples pasos
parece estar presente en diversas lacasas bacterianas, mientras que la existencia de la horquilla-

B es tipica en las lacasas de los géneros Thermus y Meiothermus.



1. ABSTRACT

The multi-copper oxidase enzyme from the hyper-thermophilic bacterium Thermus
thermophilus (Tth-MCO) has been previously characterized and described as an example of a
laccase with low catalytic activity, especially when compared against the catalytic activity of

fungal laccases.

Structurally, Tth-MCO has a unique characteristic among the laccases reported in the data base
Protein Data Bank (PDB): a B-hairpin adjacent to the T1Cu site, which is not present in any other
laccase deposited in the PDB. This B-hairpin shows a common behavior of areas exposed to
solvent in crystallographic structures, absence of electron density, high values of B-factor and
diverse crystalline contacts with crystallographic neighbors. However, the dynamic behavior of

this B-hairpin in solution and its biological implications have not been described.

In this work, 12 new crystallographic structures of Tth-MCO in two space groups and three
different unit cells and the dynamic behavior of the B-hairpin are described by means of
molecular dynamics calculations studying the effect of pH and temperature. These new
crystallographic conformations of the B-hairpin of Tth-MCO described here along with their
molecular dynamics were used to understand the kinetic restrictions of the enzyme caused by
the pH values in the medium when studying the enzymatic kinetics of Tth-MCO. against

syringaldazine substrate.

The analysis of the structural information will send out two different new conformations of the
B-hairpin and a probable proton transfer mechanism, which were used to explain the enzymatic
behavior of Tth-MCO. Furthermore, we discovered that the unusual methionine content of the
B-hairpin of Tth-MCO is responsible for coordinating through its S6 atoms, Ag*! and Hg*! ions
when under oxidative conditions, however, regardless of the redox conditions tested, it was not

possible to coordinate Cu** and Cu*2.

Xl



In the present work, we propose that the low laccase activity shown by Tth-MCO is the
consequence of a multi-step proton transmission mechanism, together with a pH-dependent -
hairpin conformation that modifies the size from the entrance cavity to the T1Cu site modulates
the catalytic activity of the enzyme. On the other hand, even with the lack of structural
information, the multi-step proton transmission mechanism appears to be extensible to most
bacterial laccases, while the existence of the B-hairpin is typical in laccases of the genera Thermus

and Meiothermus.

Xl



2. INTRODUCCION

La enzima multicobre oxidasa de la bacteria termdfila Thermus thermophilus (Tth-MCO)
es una proteina de 462 residuos de aminodcidos, de los cuales 23 son parte de un péptido sefal
gue es escindido para llegar a su forma madura, ya que esta es una enzima de secrecién. La Tth-
MCO tiene un punto isoeléctrico (pl) experimental aproximado de 9.3, una masa molecular de

51.12 kDa y una temperatura 6ptima de 92 °C con una vida media de 14 horas a 80 °C [1].

La Tth-MCO lleva a cabo una reaccion redox que consiste en la reduccién de una molécula de O3
hasta dos moléculas de H;0. La caracteristica de termo-tolerancia de la Tth-MCO la posiciona
como una enzima de gran interés para diversas actividades industriales entre las que
encontramos la produccién de papel, procesamiento de residuos de colorantes textiles, procesos
de clarificacidn, desarrollo de cosméticos, asi como su uso en el desarrollo de procesos de sintesis
guimica y tratamientos para biorremediacién de suelos contaminados con agro-insumos [2]. Sin
embargo, su baja eficiencia catalitica con los principales sustratos utilizados por sus contrapartes
fungicas, que es una caracteristica de la mayoria de las lacasas de bacterias en comparacién con

las lacasas fungicas, es una limitante para su uso.

Con el fin de entender la baja eficiencia catalitica de la Tth-MCO, en este trabajo se propone la
existencia de dos mecanismos que participan en el proceso catalitico de la lacasa de la Tth-MCO.
Estos se identificaron a partir de 12 estructuras cristalograficas de la Tth-MCO que se obtuvieron
en diversas condiciones cristalogréficas, involucrando la presencia de un motivo horquilla-3
localizado en una regién adyacente a la cavidad de entrada del sitio activo del T1Cu y un
mecanismo de transferencia de protones, los cuales, podrian estar regulando la entrada de

electrones y protones al sitio activo de la enzima.

Por todas las caracteristicas ya mencionadas, la obtencién de informacién estructural que
permita comprender el funcionamiento de estos procesos en Tth-MCO podria dar como

resultado el disefio racional de mutaciones que mejoren los parametros cinéticos de la enzima.



Los resultados de este trabajo se muestran en 5 secciones:

e La movilidad de la horquilla-B3, presentando diferentes conformaciones de esta region.

e Comportamiento dindmico de la horquilla-B de la enzima Tth-MCO por analisis de

dindmica molecular.

e Exploracién de una probable funcién adicional de la horquilla-, intentando dar una

explicacion al inusual nUmero de metioninas presentes a lo largo de esta horquilla.

e Analisis filogenético de la Tth-MCO, utilizando secuencias de lacasas bacterianas vy

fungicas, para identificar los principales cambios presentes a nivel de estructura primaria.

e Descripcion de un mecanismo de transferencia de protones que involucra la participacion
de por lo menos 3 residuos de aminoacidos, una molécula de H,O y cambios
conformacionales, que podria explicar parcialmente la baja eficiencia catalitica de esta

enzima comparada con las lacasas fungicas.



3. MARCO TEORICO

3.1 Thermus thermophilus

La bacteria termdfila Thermus thermophilus fue aislada por primera vez en 1968 en aguas
termales de Japdn. Es una bacteria Gram negativa que no forma esporas, es sésil y contiene
pigmentos amarillos. Esta bacteria presenta su crecimiento éptimo en medios con un valor de pH
de 7.5. Respecto a su resistencia a antibidticos, es una bacteria sensible a actinomicina D,
tetraciclina y D-cicloserina [3].

Figura 3.1.1. Células de T. thermophilus de la cepa HB8 crecidas a 75 °C. La barra indica 10 um [3].

En cuanto a su condicidn de bacteria extremdfila, T. thermophilus es una termoéfila obligada, ya
gue no presenta crecimiento por debajo de 45 °C y su temperatura dptima de crecimiento se
encuentra en un intervalo de 65 a 72 °C. Su genoma tiene una composicién de 69.4% de GC con
temperatura de fusion calculada de 97.5 °C, lo cual le confiere la estabilidad térmica necesaria

para subsistir en las condiciones ambientales naturales de esta bacteria [3,4].
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Figura 3.1.2. Efecto de la temperatura en la velocidad de crecimiento. Seguimiento al crecimiento

bacteriano midiendo la absorbancia a 600 nm [3].

Las proteinas de T. thermophilus presentan resistencia térmica y solo el 10% de sus proteinas se
desnaturalizan con un choque térmico de 110 °C durante 5 minutos. Este dato se puede comparar
con las proteinas de E. coli que presentan 75% de desnaturalizacidon en la misma condicién
experimental. Sin embargo, al comparar la composicién de aminoacidos de ambas especies no

se observa una tendencia clara a algun tipo de aminoacido en especial (Figura 3.1.3)[3].

En general, las proteinas de T. thermophilus son muy estables y esta caracteristica ha llamado la
atencién para ser utilizadas como modelos en el campo de la biologia estructural,
particularmente en la cristalografia de proteinas, por lo cual un gran nidmero de sus proteinas
han sido cristalizadas para explicar procesos esenciales en la célula como la traduccién de

proteinas en el ribosoma [5-7].



Figura 3.1.3. Comparacién de la composicién de aminoacidos de T. thermophilus y E. coli expresado
en proporcién molar. La linea continua representa la proporcién de residuos de aminodcidos de T.

thermophilus y la linea discontinua la proporciéon de aminodcidos de E. coli [3].

3.2 Proteinas extremofilas

En la actualidad, la industria genera una creciente demanda de biocatalizadores industriales con
caracteristicas que les permitan contender contra condiciones desfavorables de cientos de
procesos industriales, por lo que se han realizado busquedas de enzimas con caracteristicas
Unicas que puedan reemplazar a los procesos de sintesis organica [8]. Ademas, gran parte de los
procesos industriales son llevados a cabo en condiciones que involucran el uso de amplios
intervalos de temperatura, pH y salinidad. Por lo que los organismos extremofilos son
considerados una fuente valiosa de enzimas que pueden llevar a cabo diversos procesos

industriales.

Los organismos termofilos se encuentran principalmente en los dominios Archaea y Bacteria.
Debido a sus caracteristicas estos organismos se encuentran distribuidos en una gran cantidad
de ecosistemas, en los que generalmente se presentan condiciones extremas para la mayoria de

los seres vivos, de esta forma, las caracteristicas fisico-quimicas que predominan en estos



ecosistemas en conjunto con las presiones de seleccién, han logrado el surgimiento de enzimas

con caracteristicas Unicas [9].

En el caso particular de las enzimas termofilas se puede entender su estabilidad térmica en
términos de la estructura terciaria, ya que la determinacién de estructuras cristalograficas de alta
resolucidon de enzimas de organismos mesdfilos y termofilos permite reconocer las principales
diferencias entre ellas y comprender los mecanismos que utilizan para poder contender contra
la desnaturalizacion térmica. La principal caracteristica de las enzimas termofilas es la presencia
de una mayor cantidad de interacciones idnicas intramoleculares que le permiten tener un
empaqguetamiento mas robusto, lo que les confiere mayor estabilidad estructural [10-12]. Entre
las enzimas extremodfilas de mayor interés para aplicaciones industriales se encuentran las
amilasas, xilanasas, proteasas, ADN polimerasas, deshidrogenasas, oxigenasas, hidrolasas,

celulasas, glicosidasas, esterasas, entre otras [13].

3.3 Metaloproteinas

Las enzimas con actividad oxido-reductasa y metaloproteinas representan mas del 40% de las
proteinas clasificadas (IUBMB) y participan en una gran cantidad de procesos vitales para la vida
como son la fotosintesis y la respiracién celular, ademas de ser parte de procesos de sefializacion,

regulacién de la expresidon de genes y metabolismo de xenobidticos [14].

Muchas metaloproteinas presentan un color distintivo que esta asociado con la presencia de un
ion metalico en particular o con la interaccion de este con la proteina, aunque algunas proteinas

pueden presentar color por la presencia de cromdéforos formados por la cadena peptidica [15].

Los centros metdlicos mas simples consisten en un ion metalico interaccionando con los
aminodacidos de su primera esfera de coordinacidn y estos pueden tener diversas funciones que
van desde centros cataliticos, transferencia de electrones, transporte de metales, censo de

metales y como elementos estructurales [16].



La presencia de metales de transicidn como cofactores en este tipo de enzimas son de vital
importancia para la catalisis de reacciones quimicas. Entre los metales mas comunes en proteinas
encontramos el hierro, el zinc y el cobre. De estos metales, los iones de hierro y cobre son capaces
de catalizar reacciones redox, y una de las propiedades mds importantes del hierro y del cobre
es su capacidad para coordinar gases como el oxigeno, que es uno de los intermediarios mas

importantes de las reacciones redox en enzimas multicobre oxidasas [17].

3.4 Enzimas multicobre oxidasas.

Dentro del grupo de las metaloproteinas se encuentran las enzimas multicobre oxidasas (MCO),
qgue tienen como caracteristica principal la presencia de al menos 1 ion de cobre coordinado
directamente por residuos de aminoacidos que estabilizan la esfera de coordinacion del ion
metalico [18]. Existen 3 tipos de sitios de unién a cobre en las MCO y presentan las siguientes

caracteristicas:

e Sitio de union a cobre tipo 1 (T1Cu). Este sitio de unidn esta caracterizado por tener 1
atomo de cobre coordinado por dos residuos de histidina y una cisteina con una
estructura trigonal plana. Dependiendo de la enzima a la que pertenece, puede tener la
presencia de un ligando axial. El T1Cu presenta una intensa banda de absorcién (e~ 5000

M1 ecm™) a 600 nm, la cual es responsable del intenso color azul [17-19].

e Sitio de unidn a cobre tipo 2 (T2Cu). Estos sitios tienen un atomo de cobre coordinado

unicamente por dos residuos de histidina. Presenta una geometria tetragonal plana [17].

e Sitio de union a cobre tipo 3 (T3Cu). Este sitio de unién a cobre consiste en un centro
binuclear de dos atomos de cobre, cada uno coordinado por 3 residuos de histidina. Este
centro no presenta sefial en resonancia paramagnética electrénica (EPR por sus siglas en

inglés) debido a un fuerte acoplamiento paramagnético [17].
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Figura 3.4.1. Representacion esquematica de los 3 tipos de sitios de unién a cobre en enzimas

multicobre oxidasas [20].

El grupo de las MCO (que pueden ser definidas por sus caracteristicas espectroscdpicas,
secuencia, homologia y reactividad) estd compuesto por ascorbato oxidasas, ceruloplasminas y
lacasas. Funcionalmente, estas enzimas se caracterizan por utilizar cuatro electrones, que se
obtienen de la oxidacidn de un sustrato, para reducir una molécula de oxigeno a dos moléculas

de agua [19].

Figura 3.4.2. Estructuras cristalograficas de enzimas MCO. A) Ceruloplasmina de Homo sapiens (Cédigo
PDB 4ENZ), B) Ascorbato oxidasa de Cucurbita pepo (Cédigo PDB 1A0Z) y en C) Lacasa de Coriolopsis
gallica (Cédigo PDB 5A7E).



3.5 Enzima Lacasa

Las lacasas (EC 1.10.3.2, p-difenol: dioxigeno oxidorreductasa) son enzimas pertenecientes al
grupo de las MCOs que se aislaron por primera vez del arbol de la laca Rhus vernicifera [21]. Son
generalmente enzimas extracelulares y glicosiladas (esto ultimo cuando su origen es vegetal o
fungico), aunque algunas especies pueden producir enzimas intra y extracelulares. Las lacasas
son enzimas expresadas por hongos, plantas, bacterias e insectos y presentan masas moleculares

de aproximadamente 60 kDa con una actividad éptima en temperaturas entre 50y 70 °C [22].

En plantas, las enzimas lacasa son intracelulares y estdn involucradas en procesos de
polimerizacién de lignina via radicalizacidn oxidativa de fenoles. El proceso comienza con la
oxidacion de un monolignol, resultando un radical fenol que es relativamente estable debido a la
deslocalizacién de un electron desapareado en un sistema conjugado. A continuacién, dos
radicales mondmeros pueden acoplarse en forma de dihidrodimeros, estableciendo un enlace
covalente y el dimero necesita ser deshidrogenado generando un radical fenol antes de poder
acoplar otro mondmero radical. Estos pasos se repiten para hacer crecer el polimero de lignina

incorporando un monémero en cada reaccion [23].

En los hongos, las lacasas son importantes en procesos involucrados en la degradacidn de lignina,
patogenicidad, formacién de pigmentos y la destoxificacién de compuestos fendlicos producidos
durante la degradacion de lignina. En el caso de la degradacion de lignina, en la que participan
hongos y bacterias, las enzimas implicadas en este proceso pueden ser intra o extracelulares y
estan clasificadas en dos tipos: enzimas modificadoras de lignina y auxiliares en degradacién de
lignina. Las lacasas y peroxidasas forman parte del grupo de enzimas modificadoras de lignina

[24].

En bacterias se han encontrado genes de lacasas en proteobacterias, actinobacterias y firmicutes;
en cianobacterias y bacteroidetes el numero de cepas con genes de lacasas es particularmente
bajo. Las funciones de lacasas en bacterias han sido poco estudiadas, pero actualmente se sabe

gue participan en procesos de formacidon de pigmentos como la melanina en la especie



Sinorhizobium meliloti [25]. En Bacillus weihenstephanensis la lacasa estd involucrada en la
formacidn de un pigmento café tipo melanina, presente en la espora, que le concede proteccion

contra la radiacidn ultravioleta y el perdxido de hidrogeno [26].

Respecto al tipo de sustratos que pueden ser reconocidos por lacasas se encuentran los fenoles
y arilaminas, aunque estas enzimas presentan baja especificidad y pueden oxidar una gran
cantidad de sustratos de origen natural o industrial. Las lacasas, principalmente de origen
fungico, son utilizadas en procesos de la industria textil, la fabricacion de papel, en la
transformacién enzimdtica de intermediarios y en la oxidacién de contaminantes [27]. La
biorremediacion enzimatica con lacasas y mediadores redox es un campo de estudio en
constante crecimiento. Lo anterior se debe a la versatilidad de las lacasas para transformar y
destoxificar una gran variedad de contaminantes orgdanicos liberados por procesos industriales
como hidrocarburos policiclicos aromaticos, clorofenoles, bifenilos policlorados, pesticidas

organofosforados, colorantes, etc [28-30].

En la industria, las enzimas multicobre oxidasas pueden ser utilizadas en campos de la quimica
verde, en los que podemos encontrar la produccién de biodiesel, biorremediacidn, sintesis

organica, blanqueamiento, alimentos, textiles y disefio de nuevos dispositivos electrénicos [22].

La actividad catalitica de las lacasas se da por la transferencia de electrones del sustrato al T1Cu
y de ahi hacia el centro trinuclear T2/T3Cu. Esta trasferencia de electrones se puede llevar a cabo
a través de enlaces o directamente por el espacio entre los atomos, o por una combinacién de
ambos. En la transferencia por enlaces, estan involucradas las histidinas contiguas a la cisteina
que coordinan al T1Cu. En la estrategia alterna se ha calculado que puede existir una tunelizacion
entre centros redox en proteinas en distancias de hasta 14 A, lo que hace probable que la

trasferencia de electrones en las lacasas sea a través de este fendmeno [27].

Hasta el momento se conocen cerca de 50 estructuras cristalograficas de lacasas de 7 diferentes
organismos, en las cuales se han podido observar diferentes pasos del mecanismo de accién. Lo

anterior debido a experimentos basados en la liberacién de protones y electrones como

10



consecuencia de la radiélisis de moléculas de H,O por accién de la radiacion depositada en los
cristales de la enzima en el momento de la difraccidon con rayos X [31]. Esta liberacidn de protones
y electrones provoca que la enzima catalice la reduccién de moléculas de O; a H;0, lo que permite
gue se obtengan diversas estructuras con diferentes intermediarios en el mecanismo de accion.
Sin embargo, a pesar de la informacion que se ha obtenido, existen pasos del mecanismo de
accién que aun se desconocen [32]. Esto puede ser consecuencia del dafio que sufren los cristales
al ser expuestos a los rayos X y en el caso particular de las MCOs, los atomos de cobre y los
puentes disulfuro son las regiones de la enzima que se ven afectadas inicialmente, ocasionando

dafios en toda la estructura [33].

El mecanismo de accidn de las lacasas consiste en llevar a cabo la reduccién de una molécula de
0, a dos moléculas de H,0 en dos pasos. El ciclo comienza cuando 4 iones de Cu*? permiten la
entrada de O; en el sitio trinuclear (TNC por sus siglas en inglés) coordinando el O, entre dos
T3Cuyun T2Cu [34]. Una vez que la molécula de O; se encuentra posicionada entre los dos T3Cu,
se genera un interaccién dipolo-dipolo [35]. Esto resulta en la oxidacién de ambos iones de cobre,
permitiendo la formacién del intermediario perdxido, localizado entre los dos T3Cu y el T2Cu,
uniéndose de manera asimétrica al T3Cu en el TNC [36]. El segundo paso de reduccién involucra
la entrada de 2 electrones obtenidos de la oxidacidn del sustrato, generando el rompimiento del
intermediario perdxido en el TNC, formando el intermediario nativo [37]. En este punto uno de
los atomos de oxigeno es coordinado en el TNC por T3Cu y el T3Cu’ y el otro atomo de O es
coordinado por el T3Cu y el T2Cu. En el siguiente paso, el T2Cu es coordinado por 2 H,0 formando
una tetracoordinacion mientras que los T3Cu y el T3Cu’ tiene una coordinacion bipiramidal
pentacoordinada, esto es llamado el estado intermedio nativo [36]. El siguiente paso es la
protonacion de la molécula de oxigeno, recibiendo tres protones que llegan a partir del canal de
entrada hasta el TNC, formando H.O y OH-. El ultimo protén y 3 electrones llegan al TNC,

reduciendo los Cu*? a Cu*!, esto provoca la liberacidn de los ligandos del TNC (Figura 3.5.1) [38].
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Figura 3.5.1, Representacién esquematica del mecanismo de reduccién de O, a 2H,0 de las lacasas.
A) FR, completamente reducido, B) PI, intermediario perdxido, C) intermediario nativo, D) estado

relajado y E) O, coordinado [36].

3.6 Lacasa de Thermus thermophilus

La enzima lacasa de T. thermophilus fue reportada por primera vez por Kentaro Miyazaki, en este
estudio se expreso y purificé de la fuente nativa una proteina con una masa molecular de 51.12
kDa inducida por la presencia de 1 mM de CuSOs en el medio y posteriormente se identifico su
actividad de lacasa asi como modificaciones post-traduccionales en la region amino terminal

donde se elimina un péptido-sefial que va de la Met1 a la Ala22 [1].

Respecto a la termotolerancia de la Tth-MCO, es la lacasa mds resistente reportada en la
actualidad, al tener una vida media de 14 horas a 80 °C en comparacion con la lacasa CotA de
Bacillus subtilis que tiene una vida media de 2 h a 80° C y la oxidasa McoA de Aquifex aeolicus
gue soporta 1 ha80°C[39,40]. Entre sus principales caracteristicas se encuentra que esta enzima

requiere la presencia de iones de cobre (0.1 mM) para llevar a cabo su reaccién. Esta reaccién es
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inhibida con acido etilendiaminotetracético (EDTA), por lo que Miyazaki propone la presencia de
un sitio adicional de unién a cobre en la enzima [1]. Sin embargo, se ha reportado actividad
residual al probar la enzima con 4 atomos de cobre en ausencia de cobre en el medio. En este
mismo estudié también se muestra la baja estabilidad de la enzima en ausencia de iones de cobre

en los 4 sitios de union [41].

La Tth-MCO esta formada por 3 dominios cupredoxina (Dominio 1, Gly24-Alal69; Dominio 2,
Glu170-Val343; Dominio 3, Val344-Gly462). Esta enzima tiene un T1Cu que se encuentra
localizado en el dominio 3, y un sitio trinuclear compuesto por un T2Cu y dos T3Cu localizado
entre los dominios 1 y 3. El dominio dos funciona como un conector y contiene una regién con
una funcion de bisagra. Estructuralmente, la Tth-MCO es idéntica, si se compara su forma apo
(sin atomos de cobre coordinados) y holo (con los 4 sitios de unién a cobre ocupados), ya que
entre ellas muestran un RMSD de 0.16 A, encontrando las diferencias mas marcadas en la

segunda esfera de coordinacion de los &tomos de cobre.

El sitio de coordinacion T1Cu esta compuesto por los residuos His393, His450 y Cys445. El sitio
T2Cu estd formado por los residuos His95 e His396. En el caso del sitio binuclear T3Cu-T3Cu’, est3
formado por los residuos His237, His398 e His444 en el T3Cu y por los residuos de His97, His135
e His446 en el T3Cu’ [36]. Adicionalmente, esta enzima contiene un motivo de horquilla-f con
una composicion inusual de metioninas, ya que de las 13 metioninas que se encuentran en la
secuencia primaria de la Tth-MCO, 6 estan localizadas en la horquilla-B y 5 mas en la zona

adyacente.

La composicién de esta horquilla-p tiene caracteristicas que permiten suponer al menos la
presencia de un sitio de unidn a cobre adicional en la Tth-MCO, debido a evidencia experimental
que permitid identificar sitios de unién a mercurio y plata coordinados por metioninas e
histidinas presentes en la horquilla-P. Estos sitios de unién podrian ser parte de un sistema que
le permita a esta enzima oxidar sustratos inorganicos; sin embargo, esto es algo que aun no ha

sido demostrado experimentalmente.
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Por otro lado, la localizacién de esta horquilla-B llama mucho la atencidn, ya que su base se
localiza en a un costado de la cavidad de entrada al sitio T1Cu, de tal manera que esta estructura

podria estar involucrada de alguna manera en la actividad enzimatica de la Tth-MCO.

Respecto al mecanismo de transporte de protones para diversas enzimas multicobre oxidasas, se
han propuesto diversos aminodacidos que llevan a cabo la funcién de entregar protones al TNC.
Algunos de los ejemplos de aminoacidos involucrados en el transporte de protones son el Glu506
en la CueO [42], el Glu487 en Fet3p [43] y el Glu498 en CotA [44]. Adicionalmente, se ha
propuesto la participacion del Glu451 en la protonacién del TNC en la Tth-MCO. Este sistema de
transporte de protones propuesto para la Tth-MCO involucra una doble conformacién del
Glu4d51, acercdndose al TNC para entregar el protén al T3Cu a través de una molécula de agua o

directamente al residuo His137 [36].

3.7 Cristalografia de proteinas

Desde los primeros intentos por determinar la estructura tridimensional de proteinas por
difraccién de rayos X, se reportd que la radiacidn ionizante es capaz de inducir cambios en las
proteinas generando fragmentacion, agregacion, modificacion de residuos de aminodcidos vy
pérdida de funcidn. El dafio producido por radiacién es uno de los principales problemas para la
obtencién de estructuras cristalograficas de macromoléculas, y esto se ha descrito desde
reportes de Blake y Phillips en 1962. En estos reportes, ellos postulan que el dafio en cristales de

mioglobina es proporcional a la dosis de radiacién recibida [45].

De la radiacidén que es depositada en un cristal de proteina, en la que tipicamente se utilizan
energias entre 5y 17 keV, el 98% de los fotones del haz de rayos X pasa a través del cristal sin
interaccionar y solo el 2% interacciona con él. Del 100% de la energia que interacciona con el
cristal, el 84% experimenta el efecto fotoeléctrico mientras que el 8% se pierde por efecto de la
dispersidn inelastica y solo el 8% experimenta la dispersion elastica. Por lo tanto, menos del 0.2%

de la radiacién de rayos X es difractada por el cristal [45]. Sin embargo, la cantidad de radiaciéon
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gue es absorbida por un cristal de proteina depende de su composicién elemental y del
porcentaje y solutos presentes en el disolvente, ya que los rayos X son absorbidos por los
electrones de un atomo, por lo que aquellos a&tomos con una masa molecular alta, absorberan
una mayor cantidad de energia depositada. Es por esta razén que la composicidn de un cristal es

uno de los pardmetros que determina su tiempo de vida media [46].

En general, los dafios por radiacion comprometen la adquisicién de informacién durante la
difraccién y también comprometen informacion estructural especifica, que puede llevar a
interpretaciones errdneas sobre el funcionamiento y estructura de una proteina. El dafio por
radiacion se puede clasificar en dafio global y especifico. En el dafio global se puede observar la
pérdida de intensidad en el patrén de difraccién, desvanecimiento de las reflexiones de alta
resolucidn, incremento del volumen de la celda unitaria, mayor mosaicidad y un aumento en los
valores B (los cuales se ha observado que son directamente proporcionales a la dosis absorbida).
Estos cambios en el valor B provocan que algunos residuos con multiples conformaciones no
puedan ser modelados en estructuras obtenidas de cristales con altas dosis de radiacidn
depositada. Los anterior es consecuencia del aumento en la energia cinética, transiciones
electrdnicas, radidlisis, expansion de celda unitaria, entre otros fendmenos causados por la dosis
depositada en los cristales, lo cual causa modificaciones en algunos residuos de aminodcidos

[47,48].

Entre los danos especificos encontramos que los centros metdlicos se reducen y los residuos
susceptibles pierden definicion en el mapa de densidad electrénica, rompimiento de puentes
disulfuro, seguido de la descarboxilacion de residuos aminodcidos acidos, pérdida del grupo

hidroxilo en residuos de tirosinas, rompimiento de enlaces C-S en metioninas [49].

Otra de las consecuencias de irradiar cristales de proteinas con altas dosis de rayos X en cristales
gue difractan a alta resolucién, es la pérdida de densidades electrdnicas correspondientes a los
atomos de hidrogeno y la densidad electréonica de las moléculas de agua desaparece

gradualmente en el curso de la recoleccion de datos [48].

15



En este contexto, existen moléculas conocidas como "scavengers" que han sido propuestas y
utilizadas para neutralizar radicales libres, reduciendo el dafio por radiacion [50] . Sin embargo,
estas moléculas han sido probadas en cristales de diversas proteinas sin tener siempre los
mismos resultados. Uno de ellos es el ascorbato de sodio, que se ha demostrado su efectividad
protegiendo a la lisozima. Sin embargo, el dafio por radiacion no puede ser prevenido en su

totalidad, solo reducido, incluso tomando la coleccidén de datos a temperaturas criogénicas [51].

Con el uso de temperaturas criogénicas durante el proceso de difraccion de cristales de proteina
con rayos X, se logrd la obtencién de datos con una particularidad muy importante para la
biologia estructural, datos para resolver estructuras cristalograficas con diferentes
intermediarios de reacciones [52]. Estos experimentos se basan principalmente en la recoleccién
de datos para obtener series de estructuras cristalograficas a partir de un mismo cristal utilizando
subproductos resultantes de la radidlisis de moléculas de H,0, como protones y electrones [53].
De esta manera, las enzimas que tienen actividad redox son capaces de utilizar estos productos
para iniciar el ciclo de reaccién. Una vez que inicia la colecta de datos, se liberan protones y
electrones que son utilizados para llevar a cabo la reaccidn, mientras tanto las bajas temperaturas
utilizadas durante el experimento permiten que se obtenga un intermediario particular al reducir
la velocidad de formacién de los productos de la radidlisis en una primera etapa de colecta de
datos correspondiente [53]. Durante una segunda colecta de datos en el mismo cristal, se
aumenta la dosis de radiacidon depositada, lo que promueve la formacion de un segundo
intermediario. Con el uso de esta técnica en conjunto con la colecta de diversos juegos de datos,
se pueden generar estructuras con diferentes intermediarios de reaccidn a partir de un mismo

cristal de proteina [36,52-55].

Otro de los objetivos de la biologia estructural es la determinacién de la distribucion espacial de
diversos motivos, incluyendo motivos flexibles en proteinas, los cuales estan representados
principalmente por asas [56]. Por lo tanto, es necesario obtener informacidn estructural de
regiones flexibles, por ejemplo, asas expuestas al solvente, ya que dependiendo de su localizacién

espacial respecto a los sitios activos de las proteinas, se pueden conocer y proponer posibles
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funciones [57]. Sin embargo, determinar la forma en que se mueven los motivos flexibles de una
proteina no explica completamente su funcion, ya que la escala de tiempo en la que se mueven

estas zonas es sumamente importante [58,59].

Por otro lado, la biologia estructural hace uso de secuencias de estructura primaria, usualmente
realizando analisis filogenéticos, que permiten expandir el alcance de las comparaciones que se
realizan con otras secuencias de proteinas, para sugerir nuevas funciones a nivel de proteina o
domino [60.61]. Ademads, estos analisis permiten corroborar la existencia de motivos
compartidos en proteinas homdlogas que resultan en el desarrollo de hipdtesis acerca de

funciones desconocidas de la proteina de interés [62].
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4. JUSTIFICACION

Las lacasas son enzimas utilizadas ampliamente en procesos industriales muy diversos que
incluyen la industria textil, la fabricacidn de papel, el desarrollo de cosméticos, procesos de
guimica verde y con un gran potencial en procesos de biorremediacién. Por lo anterior, la Tth-
MCO ha generado un gran interés debido a ser la lacasa con mayor termotolerancia reportada,
lo que la coloca como una enzima util para procesos que se llevan a cabo en condiciones no
favorables para muchas proteinas. Sin embargo, su eficiencia catalitica es menor a la reportada

de lacasas fungicas.

Estas caracteristicas generan interrogantes respecto a la forma en que se lleva a cabo el
mecanismo de reaccién de la Tth-MCO, que podrian ser resueltas por la biologia estructural. Esta
podria generar informacién que lleve a la posible modificacion de forma racional que pudiera
mejorar los parametros cinéticos de esta enzima (Km=0.30 £ 0.02 mM, keat/Km =4.18 x 103 + 5.1
(st mM1), medida a 60 °C utilizando siringaldazina) [41], en contraste con la lacasa de Coriolopsis
gallica que presenta pardmetros cinéticos superiores (Ky = 0.40 mM, Kcat/Km = 6.8 x 108 (s mM-
1)). Por esta razdn, la determinacion de estructuras cristalograficas de la Tth-MCO en diferentes
condiciones de cristalizacion aumenta las probabilidades de obtener cristales con arreglos
cristalinos diferentes a los ya reportados. De tal manera que se espera que las estructuras

cristalograficas obtenidas en otros grupos espaciales, puedan aportar informacién que permita

entender alguno de los procesos que se llevan a cabo en esta enzima.
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5. HIPOTESIS

La baja eficiencia catalitica de la lacasa termo-resistente de T. thermophilus, en comparacién con

sus homadlogas de hongos, se debe a la existencia de dos caracteristicas estructurales:

[) EI movimiento de un motivo horquilla-f localizado a un costado

de la cavidad de entrada del sustrato al sitio T1Cu.

II) La presencia de un mecanismo de transporte de protones desde

la superficie de la proteina hasta el sitio trinuclear de cobre.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Buscar nuevos arreglos cristalinos y grupos espaciales para la enzima Tth-MCO con el fin de: 1)

Encontrar nuevas conformaciones de la horquilla-, generando informacion para realizar célculos

de dindmica molecular sobre la movilidad y dindmica de este elemento estructural. 2) Obtener

estructuras cristalograficas con nuevos intermediarios de reaccién de la enzima con el uso de

diferentes dosis de radiacién depositada en un mismo cristal.

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Encontrar nuevas condiciones de cristalizacion para explorar nuevos arreglos cristalinos
de la Tth-MCO.

Colectar datos de los cristales obtenidos en diferentes grupos espaciales o celdas
unitarias.

Colectar datos de difraccién de rayos X de los cristales de la Tth-MCO con diferentes
ocupaciones de iones de cobre en los sitios T2Cu y T3Cu.

Colectar datos de difraccién de rayos X de los cristales de la Tth-MCO con diferentes dosis
de radiacion depositada.

Analizar y comparar las estructuras cristalograficas de la Tth-MCO generadas en este
proyecto para identificar los determinantes estructurales que puedan explicar su baja
eficiencia catalitica como lacasa.

Realizar calculos de dinamica molecular con nuevas conformaciones de la horquilla-3
para entender la dinamica de este motivo.

Encontrar por medio de analisis filogenéticos enzimas con motivos equivalentes a la
horquilla-B de la Tth-MCO conservados en otras lacasas, para poder proponer

conclusiones acerca de su funcion bioldgica.
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7. METODOLOGIA

7.1 Sobreexpresion de la Tth-MCO

Se transformaron células quimio-competentes de Escherichia coli (E. coli) BL21 DE3 con el vector
PET22b-TthMCO (pET22b + gen de la lacasa de T thermophilus (ID: TthAA229_17990)). Las células
transformadas se seleccionaron utilizando medio de cultivo solido Luria Bertani (LB) [1% (P/V)
triptona; 0.5% (P/V) extracto de levadura; 1% (P/V) cloruro de sodio] suplementado con una
concentracion final de 2 uM de ampicilina. Las colonias positivas se transfirieron a 20 mL de
medio de cultivo liquido LB, suplementado con una concentracién final de 2 uM de ampicilina,
para ser criopreservadas en glicerol a -70 °C. Posteriormente, estas alicuotas se utilizaron para

producir pre-indculos.

Para el proceso de sobreexpresion de la proteina se inocularon 5 mL del pre indculo en 1 L de
medio de cultivo LB suplementado con 2 uM de ampicilina concentracién final y se incubé a 37
°C y 150 rpm hasta llegar a una densidad optica de 0.5 medida a 600 nm para inducir la
sobreexpresion de la proteina adicionando Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a una
concentracion final de 0.1 mM y sulfato de cobre (CuSQOa4) a una concentracion final de 1 mM
incubando durante 4 horas. Al terminar este periodo el cultivo se mantuvo en condiciones de
micro-aireacion durante 4 horas (para la proteina utilizada en el cristal del que se colectaron
datos para la estructura con el c6digo PDB 6Q29) y 16 horas (para la proteina utilizada en el cristal

del que se colectaron datos para la estructura con el cédigo PDB 6TYR) ambas a 30 °C.

Las células se separaron del medio de cultivo por centrifugacién a 7,500g por 40 min a 4 °Cy se
resuspendieron en 40 mL de amortiguador MES 20 mM pH 5.5. Las células resuspendidas se
sonicaron en intervalos de 30 seg de sonicacién por 60 seg de reposo, repitiendo este ciclo 4

veces en hielo durante un tiempo total de 5 min.
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7.2 Purificacion de la enzima 7th-MCO

El proceso de purificacién consta de un primer paso en el que se incuba el extracto crudo a 65 °C
durante 25 min para desnaturalizar las proteinas de E. coli que no son termo-resistentes, las
cuales son separadas por un paso de centrifugacién a 12,000g durante 50 min a 4 °C. Del extracto
centrifugado se descarta el precipitado y el sobrenadante se carga en una columna empacada
con 20 mL de resina SP sefarosa (GE Healthcare) previamente equilibrada con 3 volumenes de
amortiguador MES 20 mM pH 5.5. Las proteinas que interactuaron con la resina se eluyeron con
un gradiente lineal de cloruro de sodio (NaCl) de 0-1 M en amortiguador MES 20 MM a pH 5.5y
finalmente colectadas en 50 fracciones de 2 mL cada una. Una muestra de todas las fracciones
colectadas se cargaron en un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) al 12%
de acrilamida para identificar las fracciones en la que eluyd la Tth-MCO. Las fracciones con la Tth-
MCO son concentradas hasta un volumen total de 2 ml utilizando un centricon con corte de 30
kDa. Los 2 mL de enzima Tth-MCO se cargaron en una columna de exclusién molecular (Superdex
75 GE Healthcare) previamente equilibrada con 3 volimenes de amortiguador MES 20 mM pH
5.5y 50 mM de NaCl. La muestra se eluyé utilizando 1 volumen del amortiguador utilizado para
equilibrar la columna previamente y se colectd en fracciones de 2 ml. Una muestra de todas las
fracciones se cargaron en un gel SDS-PAGE al 12% de acrilamida para identificar las fracciones
con la enzima Tth-MCO y a las fracciones identificadas con la enzima se les midié de manera
cualitativa su actividad oxidasa utilizando el sustrato siringaldazina, y finalmente la muestra con

enzima Tth-MCO se concentré hasta 20 mg ml™.

7.3 Cinética enzimatica

Se realizaron mediciones de actividad enzimatica utilizando un espectrofotémetro (Cary 60
Agilent Technologies) acoplado a un sistema de control de temperatura para mantener contante
este parametro y cada una de las mediciones se realizd por triplicado. El valor de actividad
especifica y la actividad dependiente de pH se midieron utilizando como sustrato siringaldazina,
0.1 mM de CuSOs y amortiguador MES y HEPES. La actividad dependiente de pH se midio
utilizando amortiguador MES 50 mM pH 5.5 y 6.5, y amortiguador HEPES 50 mM pH 7.5. Cada
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prueba de actividad se realizé incubando 10 min la muestra a 60 °C antes de la medicién y a esta
misma temperatura se realizdé una prueba de actividad una vez que se adicioné el sustrato
siringaldazina. Este método estd basado en la oxidacidon de siringaldazina el cual da como

resultado un producto que se mide a 525 nm [63].

7.4 Cristalizacion de la Tth-MCO

Para encontrar nuevas condiciones de cristalizacion para la enzima Tth-MCO se realizé un
proceso de seleccion utilizando los kits de cristalizacién Wizard I, Il, 11l y IV de la marca Rigaku y
Crystal Screen | y Il, Crystal Screen Cryo | y I, Crystal Screen Lite, Index, PEG/lon, PEG/pH, Memb

Facy Quick Screen de la marca Hampton Research.

Se realizaron mas de 3,500 pruebas de cristalizacion. 612 pruebas por triplicado a 4 °Cy 612
pruebas por triplicado a 18 °C, para hacer un barrido por las condiciones de diversos kits de
cristalizaciéon en busca de nuevas condiciones de cristalizacion. Para lo anterior, se utilizd la
técnica de microbatch bajo aceite, la cual consiste en colocar 1 pl de la solucién de proteina con
1 ul de la solucién precipitante (1 plL por cada condicidn de cristalizacién de cada uno de los kits)
y finalmente la prueba se cubre con 13 plL de parafina dentro de cada pozo de la placa. Estas
placas permanecen en una camara de temperatura constante, monitoreando la posible

formacidn de cristales.

Entre todas las pruebas de cristalizacidn se encontraron dos condiciones de cristalizacion a 4 °C
qgue permitieron la formacidn cristales. Estas condiciones se obtuvieron de los kits Crystal Screen
| y Crystal Screen Cryo 72 horas después de montar las pruebas de cristalizacion. Ambas
condiciones son muy parecidas, sin embargo, en la condicién No. 40 del kit Crystal Screen (20%
V/V isopropanol, 20% P/V Polietilen Glicol 4000 y 100 mM de amortiguador de citrato de sodio
tribasico dihidratado pH 5.6) crecen cristales con una morfologia mas definida. Esta condicion de
cristalizacidn se replicd y se obtuvieron cristales que se difractaron en la linea 19-1D del Advanced
Photon Source, Chicago, con un detector tipo CCD modelo ADSC Quantum 315, con una longitud

de onda de 1.02 Ay rotacién del dngulo ¢ de 1° hasta llegar a 180° grados de colecta, datos que
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dieron como resultado las estructuras con los cédigos PDB 6Q29, 6WX9, 6WCH, 6WCG, 6WCL,
6WCM, 6WCN Y 6WCP.

La condicion de cristalizacion obtenida fue probada utilizando la técnica de sembrado de
microcristales usando el “Seed Bead kit” de Hampton para obtener una disoluciéon con
microcristales que se sembraron con la técnica de microbatch bajo aceite. Se montaron pruebas
de cristalizacion utilizando diferentes diluciones (1:10, 1:100 y 1:1000) a partir de la muestra
obtenida con micronucleos teniendo como resultado 432 pruebas de cristalizacion. Los cristales
obtenidos de la dilucidn 1:1000 se difractaron en el anodo rotatorio del Laboratorio Nacional de
Estructuras de Macromoléculas (LANEM) del Instituto de Quimica de la Universidad Nacional
Autonoma de México UNAM. Esta colecta generd los datos para determinar la estructura con el

codigo PDB 6TYR.

Los cristales obtenidos por el método de microbatch bajo aceite a 4 °C se montaron en asas de
rayon para ser sobreenfriados en nitrégeno liquido usando como crioprotector 30% (V/V) de

polietilenglicol 400.

7.5 Colecta de datos por difraccion de rayos X

7.5.1. Estructuras 6Q29, 6WX9, 6WCH, 6WCG, 6WCL, 6WCM,6WCN, 6WCP y 6W2K.

La difraccidn por rayos X del cristal para obtener las estructuras 6Q29, 6WX9, 6WCH, 6WCG,
6WCL, 6WCM,6WCN Y 6WCP, se colecté a-173 °C en la linea 19-ID del Advanced Photon Source,
Chicago con un detector tipo CCD modelo ADSC Quantum 315, con una longitud de onda de 1.02

Ay rotacién del angulo ¢ de 1° hasta llegar a 180° de colecta.

7.5.2. Estructura 6TYR

Los datos del cristal se colectaron en un anodo rotatorio de cobre (Osmic Varimax, Cu-HF) a una
temperatura de -173 °C . Para la colecta se utilizd6 un goniostato Rigaku AFC-11 de 4 circulos

modificando el angulo omega () para aumentar la cantidad de reflexiones obtenidas. Se
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colectaron 180° con una oscilacién del angulo ¢ de 0.5 entre cada frame. El detector utilizado

durante la difraccion fue un DECTRIS PILATUS 200 K image plate detector.

7.6 Determinacion de estructura cristalografica

7.6.1. Estructuras 6Q29, 6WX9, 6WCH, 6WCG, 6WCL, 6WCM, 6WCN, 6WCP y 6W2K.

El proceso de indexado e integracion de los datos se realizé utilizando el programa MOSFLM [64]
para encontrar el grupo espacial y el tamafo de celda, con estos datos se indexaron, integraron
y escalaron los datos utilizando las rutinas XDS, XDSCONV y XSCALE, dentro de paquete XDS [65].
El remplazo molecular se realizé en el programa PHASER MR [66] utilizando como modelo para
calcular fases la estructura con el cédigo PDB 2XU9. El primer paso de afinamiento se realizd
utilizando el programa REFMAC 5 [67] para realizar un afinamiento de cuerpo rigido. Los ajustes,
construccion de moléculas presentes en el cristal y afinamiento manual se realizé con el
programa COOQOT [68] alternando con afinamientos restringidos en el programa PHENIX [69], en
el cual se agregaron moléculas de agua, se calcularon ocupaciones y se concluyé el afinamiento

cuando los valores de Rwork Y Riree [70] llegaron por debajo de 0.20 y 0.25, respectivamente.

7.6.2. Estructura 6TYR

El proceso de indexado e integracidn de los datos se realizé utilizando el programa HKL3000 [71],
los datos de difraccidn se procesaron para reducirlos y escalarlos usando el programa SCALA [72].
El remplazo molecular se realizé en el programa PHASER MR [66] utilizando como modelo para
calcular fases la estructura con el cddigo PDB 2XU9. El primer paso se afinamiento se realizd
utilizando el programa REFMAC 5 [67] para realizar una afinamiento de cuerpo rigido. Los ajustes,
construccion de moléculas presentes en el cristal y afinamiento manual se realizé con el
programa COOT [68] alternando con afinamientos restringidos en el programa PHENIX [69] en el
cual se agregaron moléculas de agua, se calcularon ocupaciones y se concluyé cuando los valores

de Rwork Y Rfree [70] llegaron por debajo de 0.20 y 0.25, respectivamente.
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7.7. Filogenia molecular

En la National Center of Biotechnology Information (NCBI) dentro de la plataforma del Standart
Protein BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LO
C=blasthome), se sometié la secuencia de la lacasa de T. thermophilus (ID:
tr|Q72HW2|Q72HW_THET2 laccase) excluyendo modelos (XM/XP) y utilizando el algoritmo PSI-
BLAST [73,73]. Se usaron bases de datos de traslaciones CDS no redundantes del GenBank, PDB,

Swiss Prot, PIR, PRF excluyendo muestras ambientales del WGS.

Se seleccionaron cinco iteraciones de PSI-BLAST para obtener un total de 502 secuencias con un
intervalo de identidad de 38.28 a 100%, y manteniendo el valor e igual a O respecto a la secuencia
inicial. A partir de las secuencias encontradas con PSI-BLAST, ClustalW “CLUSTAL 2.1 Multiple

Sequence Alignments” construyd un alineamiento de secuencia [75].
y

La construccién del cladograma final se baso en el alineamiento de ClustalW con 502 secuencias
de aminoacidos de proteinas, usando las coincidencias locales. Utilizando el programa IQtree se
construyo un cladograma con 1000 iteraciones, usando una seleccidn automatica de 1 modelo

de matriz de la mejor distancia [76].

7.8. Calculos de dindmica molecular.

7.8.1 Preparacion de modelos de proteinas para calculos de dindmica molecular.

Las coordenadas con los codigos de entrada PDB 6Q29, 6TYR y 2XU9 se eligieron para las
simulaciones de dindmica molecular por sus diferencias en la posicién de los residuos 290-310,
correspondientes a la horquilla-f descrita en la estructura cristalografica con el cddigo de entrada
PDB 2XU9. Todas las coordenadas se prepard usando la herramienta “Protein Preparation
Wizard” del programa Maestro (Version 2019-4). Los estados de protonacidn se coloraron acorde
a los dos valores de pH con los que se trabajé en las cinéticas enzimaticas, 5.5 y 7.5, usando
PROPKA 3.1 [77]. Los atomos de hidrégeno se agregaron y la protonacién de los residuos de

histidina en los sitios de coordinacién T1Cu, T2Cu y T3Cu se realizé en los d&tomos de nitrégeno

26



gue no coordinan iones de cobre; igualmente los iones de sodio (Na*) se agregaron
aleatoriamente para neutralizar el sistema. Todos los atomos de cobre se trataron en el estado

de oxidacién Cu?*.

7.8.2 Simulaciones de dindmica molecular.

Las simulaciones de dindmica molecular se llevaron a cabo con el médulo Desmond dentro de la
suite Schrodinger 2019-2. Se realizaron simulaciones de 10 ns + 5 ns (NPT-NVT) a 27 °C y 65 °C,
para incluir los efectos de la temperatura usando condiciones de un perimetro cubico periddico
con una simulacién de caja de 15 A alrededor de la superficie de la proteina, las moléculas de
solvente explicito se simularon usando el modelo de agua SPC. Los detalles del sistema completo
se muestran en la Tabla 7.8.1.

Todas las simulaciones de dinamica molecular se realizaron con el campo de fuerza OPLS_2005
[78] con los parametros de coordinacion de dtomos de cobre reportados por Hu en 2005 [79]
gue se usaron para otras lacasas [80]. Estos parametros se agregaron previo al inicio de las

simulaciones en el archivo “Desmond structure/parameter (.cms)”.

Todas las entradas se sometieron a un protocolo de minimizacidn-relajacién formado por 5
pasos: i) 100 ps de simulacién NVT de dindmica Browniana, a -263 °C, con restricciones en
métodos de solutos pesados con 50 X de fuerza constante ii) 12 ps de simulacion NVT a -263 °C
con restricciones en métodos de solutos pesados con 50 X de fuerza constante usando un
termostato Berendsen, iii) 12 ps de simulacién NPT a 10 K, con restricciones en métodos de
solutos pesados con 50 X de fuerza constante usando un termostato/bardstato Berendsen, iv) 12

ps de simulacién NPT a 27 °C, con restricciones en métodos de solutos pesados con 50 X de fuerza
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constante usando un termostato/barostato Berendsen, v) 24 ps de simulacién NPT con
restricciones a 27 °C usando un termostato/bardstato Berendsen. Primera produccion (10 ns) se
corrié a 27 °C usando un ensamble NPT y el integrador RESPA con paso de tiempo de 2 segundos.
Un termostato Berendsen se aplicd con 1 ps de tiempo de relajacién. La presidon se mantuvo en
1.01325 bar con un bardstato Berendsen con paso de tiempo de 2 segundos e interacciones de
corto alcance modeladas con un radio de corte de 9 A. Después, la estructura final de cada
simulacién NPT se utilizé como conformacidn inicial por 5 ns de simulacién NVT a 65 °C con los
mismos parametros utilizados en la corrida NPT. Los enlaces de coordinacién de los sitios T2Cu y
T3Cu se restringieron con un campo de fuerza constante de 50 X para mantener el sitio de
coordinacion, debido a que los parametros reportados no representan el estado de oxidacion de
cobre para estos sitios [87] . Las trayectorias se guardaron cada 10 ps por la simulacion NPT y

cada 5 ps para la simulacion NVT.

7.8.3 Andlisis de las trayectorias

Los plugins VMD se usaron para calcular la raiz de la desviacién cuadratica media (RMSD por sus
siglas en inglés) de las trayectorias. Se utilizd la herramienta de analisis de eventos simulados de
MAESTRO (Version 2019-4), para calcular la raiz cuadratica media de fluctuaciones (RMSF por sus

siglas en inglés) y para el anadlisis de la distribucién y visualizacion de trayectorias.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION.

8.1 Purificacién y cristalizacion de la Tth-MCO.

El extracto crudo de un cultivo de la bacteria E. coli BL21-Tth-MCO*, previamente inducido para
la sobreexpresién de la enzima Tth-MCO, se incubdé a 65 °C durante 25 minutos para
desnaturalizar todas las proteinas de E. coli que carecen de termo-tolerancia. Las proteinas
desnaturalizadas que se precipitaron se separaron por medio de centrifugacién para clarificar el
extracto. El extracto crudo se aplicd en una columna de intercambio catidnico (SP sefarosa) y las
proteinas que interactuaron con la resina se eluyeron con un gradiente de NacCl, en el cual, las
cargas de los iones compiten con las cargas de las proteinas. De esta manera las diferentes
poblaciones de proteinas que interactian en la columna se separaron en diversas fracciones para

su posterior analisis (Figura 8.1.1).
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Figura 8.1.1 SDS-PAGE de fracciones obtenidas de una cromatografia de intercambio catidnico. La

enzima Tth-MCO se observa en las fracciones correspondientes a 300-350 mM en el gradiente de NaCl.
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Las fracciones de la cromatografia de intercambid catidnico, que en el SDS-PAGE mostraron la
presencia de una proteina de aproximadamente 52 kDa, se juntaron y dializaron en una sola
membrana con un volumen total de 10 ml. Esta muestra se dializd contra 100 volumenes de
amortiguador MES 20 mM pH 5.5, para eliminar el NaCl residual del gradiente utilizado en el
intercambio catidnico. Finalmente, la muestra dializada se concentré hasta llegar a un volumen
final de 2 ml y se cargd en una columna de exclusién molecular (Superdex 75). Las fracciones
obtenidas se analizaron por SDS-PAGE (Figura 8.1.2) y las que contenian una proteina de masa

molecular aproximada de 52 kDa se utilizaron para hacer pruebas de actividad oxidasa.
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Figura 8.1.2 SDS-PAGE de las fracciones obtenidas de una cromatografia de exclusién molecular. En la
figura los carriles 7-14 muestran una proteina con una masa molecular de 52 kDa y corresponden con

el volumen de elucidon de 78 a 92 ml.

A todas las fracciones con proteinas de masa molecular aproximada de 52 kDa se les realizé una
prueba de actividad utilizando siringaldazina como sustrato. Las fracciones con actividad oxidasa
se dializaron contra 100 volimenes de amortiguador MES 20 mM pH 5.5 para eliminar el NaCl
gue contiene la muestra después de la exclusion molecular. Estas fracciones se concentraron
hasta alcanzar 20 mg ml. Después de un proceso de 4 pasos de purificaciéon se obtuvo una

muestra con una pureza mayor al 95% (Figura 8.1.3).
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Figura 8.1.3 SDS-PAGE del proceso de purificacién. 1) Extracto crudo sonicado de la bacteria después
de la sobreexpresion de la Tth-MCO, 2) Proteina concentrada a 10 mg ml! después de la cromatografia
de intercambio catiénico, 3) Fraccidn correspondiente a el eluyente de un centricon con corte de
30kDa, 4) Tth-MCO concentrada a 10 mg ml! después de una cromatografia de exclusién molecular,

5) Tth-MCO dializada y concentrada a 20 mg ml* utilizada para poner pruebas de cristalizacién.

La Tth-MCO purificada se cargd en un gel de isoelectroenfoque para corroborar su punto
isoeléctrico. Se aplicaron 3 muestras en carriles distintos que dieron como resultado un pl
superior a 9 (Figura 8.1.4). Por lo tanto, el punto isoeléctrico experimental resulto tener un valor
de al menos 1 unidad por encima del pl calculado en el servidor Protein isoelectric point

calculator, que dio como resultado un valor de 8.01 (http://isoelectric.org/calculate.php).
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Figura 8.1.4 Isoelectroenfoque por triplicado de la Tth-MCO purificada. En la parte superior se
enumera el nimero de repeticién técnica y en el carril con la etiqueta Mpl se muestra el marcador de

punto isoeléctrico.

Para poder cumplir el objetivo de encontrar nuevas condiciones de cristalizacion, y de esta
manera aumentar la probabilidad de tener cristales de la Tth-MCO en una matriz de cristalizacidn
diferente a la ya reportada [81], se montaron pruebas de cristalizacion utilizando los Kits Crystal

Screen (1 y l), Crystal Screen Cryo (1'y ), Wizard (1, I, lll y IV), PEG-ION, Natrix y Quick Screen.

De las pruebas de cristalizacién realizadas, se encontré una condicién de cristalizacion que
permite obtener cristales 3 dias después de poner la prueba, a diferencia de las condiciones de
cristalizacién reportadas previamente que tardan 10 meses para la formacidn de cristales de novo
y 3 meses utilizando microsiembra de cristales. La nueva condicion de cristalizacién se compone
de 20% de polietilenglicol 4000 y 20% de 2-propanol en 100 mM de amortiguador de citrato de
sodio a pH 5.5.
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Figura 8.1.5. Cristales de Tth-MCO obtenidos con la condicién No. 40 del “Kit Crystal Screen” por la

técnica de microbatch a 4 °C en incubacién por 72 horas.

Los cristales que se obtuvieron de las pruebas de cristalizaciéon con el “Kit Crystal Screen”,
crecieron en forma de placas sobrepuestas, por lo que no fue posible separarlas para su posterior
procesamiento. Debido a lo anterior, se montaron matrices de cristalizacion modificando las
concentraciones de proteina y amortiguador de citrato de sodio pH 5.5 con el método de
microbatch. Esta matriz generd cristales en la condicion con 100 mM de citrato de sodioy 12 mg
ml2. Los cristales obtenidos se montaron en loops de rayén y se sobreenfriaron en nitrégeno

liguido para ser difractados.

200

Figura 8.1.6. Cristales de Tth-MCO de la matriz de cristalizacién en la condicién con 12 mg ml™.

Cristales en 100, 90, 80 y 70 mM citrato de sodio pH 5.5 en A, B, Cy D respectivamente.
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Con el objetivo de obtener una mayor cantidad de cristales, y siguiendo con la estrategia de
buscar nuevas condiciones de cristalizacidn, se utilizé el “Kit Seed Bead” de la compafiia Hampton
Research, para generar disoluciones de microcristales y montar pruebas de cristalizacion por
microsiembra. Para las pruebas de cristalizacion con microsiembra se utilizaron diversas
disoluciones a partir de la solucidon de microcristales, debido al exceso de micronucleos en
disoluciones de 1:100 y 1:1000. Este exceso produce que se generen un alto nimero de cristales,

pero de dimensiones muy pequefias (Figura 8.1.7).

Figura 8.1.7. Cristales obtenidos por la técnica de microsiembra de nucleos. A) Dilucién 1:100 de una

disolucién con microntcleos. B) Dilucién 1:1000 de la disolucidon con micronucleos.

Para poder obtener cristales de mayor tamafio se utilizé la disolucién de 1:10,000 que permitié
montar pruebas de cristalizacién en las que se pudo llegar a colocar 1 micronucleo por cada pozo
de la placa de microbatch. En estas pruebas de cristalizacion se observd el crecimiento de

cristales individuales con tamafios superiores a 100 um por lado (Figura 8.1.8).
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Figura 8.1.8. Cristales obtenidos por la técnica de microsiembra de nucleos con disolucién de 1:10,000.
La proteina se agregd en una concentracién de 12 mg ml. La barra de tamafio que se muestra en el
panel inferior derecho, que representa 100 um, es una escala para las 12 micrografias mostradas en

esta figura.

La busqueda de nuevas condiciones de cristalizacion para la Tth-MCO permitié encontrar
inicialmente una condicion en la que ademas de reducir el tiempo de cristalizacién notablemente,
forma cristales en el grupo espacial P1211 que es diferente al reportado anteriormente. Por otro
lado, los cristales que crecieron a partir de microsiembra formaron cristales en el grupo espacial
C222;, que es igual al reportado por Serrano-Posada [81], sin embargo, la celda unitaria es
diferente. Estos cambios resultaron ser significativos en el orden de las moléculas en el interior
del cristal, particularmente con respecto a los residuos 290-310, por lo que permitieron observar
2 nuevas conformaciones de la zona descrita como horquilla-f3 en el PDB con el cédigo de entrada

PDB 2XU9S.
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8.2 Analisis estructural de la horquilla-f de la Tth-MCO.

Las nuevas estructuras cristalograficas obtenidas corresponden a los cédigos de entrada PDB
6Q29 y 6TYR, las cuales resultaron a partir de cristales obtenidos por diferentes técnicas que
dieron lugar a una estructura con el cédigo PDB 6Q29 con grupo espacial P12:1 con tamafio de
celda de 54.53 A, 60.75 Ay 76.34 A y dngulos a=y=90° y f=109.57°. La estructura con el cédigo
PDB 6TYR se resolvié en el grupo espacial C222; con celda de tamafio 61.44 A, 85.38 Ay 169.16
A'y angulos a=P=y de 90°. Estas estructuras presentan una caracteristica muy particular, y es la
presencia de dos conformaciones del motivo horquilla-f en la conformacién “abierta” y

“cerrada” (Figura 8.2.1).

Figura 8.2.1. Sobreposiciéon de 3 estructuras cristalograficas de la Tth-MCO con diferente
conformacioén de la horquilla-B. En color cian la estructura con el cédigo de entrada PDB 6Q29 con la
“conformacién abierta”, en azul la estructura con el cédigo de entrada PDB 2XU9 con la “conformacion
intermedia” y en anaranjado la estructura con el cédigo de entrada PDB 6TYR con la “conformacion

cerrada”.
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Los datos estadisticos de la colecta de todas las estructuras cristalograficas reportadas en este

trabajo se muestran en las Tablas 8.1.1y 8.1.2.

Tabla 8.1.1. Estadisticos de la colecta de datos. Estructuras con diferente condicidn de éxido-reduccién

y estructura con conformacion cerrada.

Datos estadisticos de la colecta Condicién oxidante | Conformacién cerrada Condicion
reductora
Grupo espacial P12:1 C222; C222;
Parametros de celda unitaria
o 72.25 61.44 93.71
a(A)
" 96.23 85.38 110.58
b (A)
(A) 72.29 169.16 96.55
c
Q:V:QO Q:B:v Q:B:v
a-B-y (?)
B=109.57 90 90
L, R 19.94-2.0 42.29-1.81 29.35-2.19
Intervalo de resolucién (A)
(2.07- 2.0) (1.87-1.81) (2.31-2.19)
Residuos por monémero 439/2 439/1 439/1
; . 202927 75928 105025
Numero de reflexiones
(20371) (6444) (8509)
i . L. 64577 25616
Numero de reflexiones unicas 39303 (3426)
(6545) (2182)
Completitud (%) 97.98 (99.91) 96.38 (85.27) 98.35 (85.10)
Multiplicidad 3.1(3.1) 1.9 (1.9) 4.1(3.9)
16.54
1/o(l 25.62 (2.88 5.1(3.6
/all) (5.59) (2.88) (3.6)
CCy/2 (%) 0.993 (0.89) 99.9 (0.68) -
Rmerge 0.06 (0.22) 0.03 (0.34) 0.17(0.29)
Wilson Plot B-value 13.53 23.39 16.68
Rwork / Réree (%) 14.49/19.71 18.1/23.4 14.6/19.4
Atomos de proteina 8099 3548 3694
Atomos de lones / ligandos 83 36 35
Moléculas de H,0 882 268 378
Longitudes de enlace (A) 0.007 0.007 0.009
angulos de enlace (°) 0.91 1.0 1.33
Promedio de Factor B (A2) 16.62 27.90 17.77
Regiones mas favorecidas 96.32 97.71 96.57
Regiones permitidas adicionales 2.99 2.06 2.97
Regiones no permitidas 0.69 0.23 0.46
Cédigo PDB 6W2K 6TYR S5AFA
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Tabla 8.1.2. Estadisticos de la colecta de datos. Estructuras con diferente dosis de radiacién depositada

en conformacién de la horquilla-f3 cerrada.

P Lac_v1 Lac_v2 Lac_v3 Lac_v4 Lac_v5 Lac_v6 Lac_v7 Lac_v8
Datos estadisticos - - = - - - - -
del | 2.50 5.10 7.75 10.33 12.91 15.50 18.08 20.67
e la colecta MGy MGy MGy MGy MGy MGy MGy MGy
Grupo espacial P12;1 P12;1 P12;1 P12;1 P12;1 P12;1 P12;1 P12;1
Parametros de celda unitaria
(A) 54.53 54.52 54.57 54.66 54.49 54.43 54.48 54.44
a
b (A) 60.75 60.75 60.84 60.93 60.79 60.81 60.81 60.83
(A) 76.34 76.33 76.1 76.54 76.330 76.23 76.20 76.23
c
By (2) a=y=90 a=y=90 a=y=90 a=y=90 a=y=90 a=y=90 a=y=90 a=y=90
a-B-vy (2
Y B=109.57 | p=109.51 | B=109.42 | B=109.57 | B=109.48 | B=109.34 | P=109.29 | B=109.27
v sR 39.2-1.7 39.2-1.7 26.18-1.7 | 39.36-1.7 | 35.97-1.7 | 38.83-1.7 | 39.27-1.7 | 39.26-1.7
Intervalo de resolucién (A)
(1.76-1.7) | (1.76-1.7) | (1.76-1.7) | (1.76-1.7) | (1.76-1.7) | (1.76-1.7) | (1.76-1.7) | (1.76-1.7)
Residuos por monémero 440/1 440/1 440/1 440/1 440/1 440/1 440/1 440/1
. ) 168432 96325 96221 97098 96312 96273 96423 96302
Numero de reflexiones
(16158) (9270) (9286) (9393) (9298) (9287) (9315) (9296)
; . L. 51846 51835 51741 52310 51847 51799 51848 51852
Numero de reflexiones tnicas
(5143) (5136) (5145) (5195) (5157) (5144) (5154) (5152)
) 99.21 99.98 99.95 99.97 99.97 99.98 99.98 99.98
Completitud (%)
(98.44) (100.00) | (100.00) (99.98) (100.00) (99.98) (100.00) (99.98)
Multiplicidad 3.7(3.6) | 1.9(1.8) | 1.9(1.8) | 1.9(1.8) | 1.9(1.8) | 1.9(1.8) | 1.9(1.8 | 1.9(18)
1/ o) 8.8 8.7 8.08 7.27 7.92 7.1 6.55 6.42
c
(2.4) (2.3) (2.07) (1.38) (1.57) (1.26) (1.02) (0.81)
CCa (%) 0.99 0.99 0.997 0.995 0.997 0.996 0.996 0.997
Y217 (0.97) (0.76) (0.69) (0.46) (0.56) (0.45) (0.313) (0.184)
R 0.03 0.045 0.046 0.058 0.048 0.050 0.052 0.054
meree (0.14) (0.34) (0.35) (0.62) (0.51) (0.65) (0.79) (1.0)
Wilson Plot B-value 11.90 16.20 15.15 16.78 19.11 20.59 21.89 23.21
Rwork / Riree (%) 19.7/22.8 | 19.8/24.7 | 19.5/23.5 | 20.4/24.9 | 19.6/24.4 | 19.7/23.9 | 19.5/24.2 19.8
Atomos de proteina 3915 4007 3961 3897 3939 3897 3905 3856
Atomos de iones / ligandos 17 17 15 17 17 17 17 23
Moléculas de H,0 409 445 380 350 371 329 328 273
Longitudes de enlaces (A) 0.007 0.007 0.007 0.007 0.006 0.008 0.007 0.007
Angulos de enlace (°) 0.93 1.01 0.96 1.08 0.93 1.07 0.96 0.90
Promedio de factor B (Az) 23.0 21.29 20.53 22.45 24.26 26.42 27.09 29.38
Regiones mas favorecidas 97.90 96.80 96.35 96.12 96.80 96.35 96.80 95.89
Regiones permitidas adicionales 1.87 1.01 2.51 2.74 1.83 3.20 2.74 2.74
Regiones no permitidas 0.23 0.68 1.14 1.14 1.37 0.46 0.46 1.37
Cédigo PDB 6Q29 6WX9 6WCH 6WCG 6WCL 6WCM 6WCN 6WCP
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Al ser una enzima de un organismo termdfilo, la Tth-MCO es una enzima altamente resistente a
la desnaturalizacion térmica, debido a que el nucleo de esta proteina, al igual que en otras
proteinas de organismos termdfilos, tiene muy poco movimiento [82]. Esta caracteristica se
presenta practicamente en toda la proteina con excepcidn de la horquilla-f que esta localizada a
un costado de la cavidad de acceso a el T1Cu. Este motivo tiene como caracteristica altos valores
de desplazamiento atémico (valores B), superiores a 60 A2 en contraste con el resto de la proteina
que tiene un promedio de valores B cercanos a 30 A2 (Figura 8.2.2). Los valores B altos en este
motivo horquilla-B de la Tth-MCO sugieren que esta zona podria tener un comportamiento
dinamico, o bien que es una zona con pocos contactos dentro de la red cristalina. Si consideramos
los valores B como un indicador de movimiento [83], este comportamiento dinamico, podria ser
relevante en la interaccion sustrato-enzima [84]. Ya que esta horquilla-f es un elemento
adyacente a la cavidad de entrada al sitio T1Cu, y si presenta un comportamiento dindmico, este

podria ser importante en el proceso de apertura y cierre de esta cavidad.

a0 A | Tl 20 A2

Figura 8.2.2. Sobreposicion de 3 estructuras cristalogréficas de la Tth-MCO en las que se muestra el

valor B representado con el color y grosor de las representaciones. La figura muestra la conformacién

abierta (PDB 6Q29), intermedia (2XU9) y cerrada (6TYR) de izquierda a derecha respetivamente.
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Para identificar el efecto del movimiento de la horquilla-f de la Tth-MCO, se utilizé el servidor

CavityPlus [85] (http://www.pkumdl.cn:8000/cavityplus/computation.php) para medir el area

expuesta al solvente en la cavidad de acceso al T1Cu en la Tth-MCO cuando la horquilla-f3 cambia
de conformacion. El analisis de la estructura con conformacién abierta dio como resultado una
superficie expuesta al solvente de 295.7 A2, esta es la mayor superficie encontrada en las
estructuras analizadas en esta tesis. Por otra parte, las estructuras con la conformacion
intermedia y cerrada presentan un darea expuesta al solvente de 182.7 y 179.7 A2

respectivamente (Figura 8.2.3).

Las diferencias en el area expuesta al solvente se estarian relacionando con un cambio en la
actividad enzimatica, ya que la estructura con la conformacién abierta que presenta la mayor
area expuesta se cristalizdé en una condicidn en la que el pH aproximado es de 5.5, pH que se ha
reportado que es el de mayor actividad para esta enzima utilizando siringaldazina como sustrato
[1]. En el caso de la estructura intermedia, obtenida en una condicion de cristalizacion que tiene
un valor de pH entre 7.5y 8.0, la Tth-MCO es practicamente inactiva en este valor de pH frente
a siringaldazina. Para la estructura con la conformacién cerrada, con el codigo de entrada PDB
6TYR, esta presenta la menor superficie expuesta al solvente en la cavidad de entrada al sitio
T1Cu, lo que podria mostrarnos un estado de inactividad para la Tth-MCO. Sin embargo, esta
estructura se obtuvo de un cristal que crecio en la condicién de cristalizacion con pH 5.5 a partir
de un nucleo de cristalizacion, obtenido en otra condicion de cristalizacion por lo que podriamos
estar viendo el efecto de la matriz y las condiciones de cristalizacion en el acomodo de la proteina

para su empaquetamiento en el cristal.
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Figura 8.2.3 Andlisis de superficie expuesta al solvente utilizando el servidor CavityPlus. En A) se
muestra la superficie de la estructura con el codigo PDB 6Q29, esta estructura tiene una conformacion
abierta, en B) la estructura con el cédigo PDB 2XU9 con una conformacién intermedia y en C) la
estructura con el cédigo de entrada PDB 6TYR que tiene una conformacién cerrada. Todas las

conformaciones se nombran respecto a la cavidad de entrada al sitio T1Cu.

Con la intencién de identificar los cambios que sufre la Tth-MCO en su superficie cuando se
modifica el valor de pH del medio. Se calculd la carga de todos los residuos aminoacidos de la
superficie, tomando en cuenta las diferencias en los valores de pH en que se formo el cristal para
obtener cada una de las estructuras cristalograficas analizadas. Los calculos se realizaron
utilizando el servidor PDB2PQR [86,87], en el que se indicé que el pH para las estructuras 6Q29 y
6TYR es 5.5 y para la estructura 2XU9 un valor de pH de 7.5 (Figura 8.2.4).

Debido a que la superficie electrostatica de Tth-MCO en las tres estructuras cristalograficas
cambia, y no solo estructuralmente en la cavidad vecina al sitio T1Cu, sino también en la base de
la horquilla By en la horquilla 3 (residuos de aminoacidos His189, His303 respectivamente), estos
cambios también podrian ser relevantes para la conformacién de este motivo, sin embargo, el
papel de esos residuos en la movilidad de la horquilla 3 debe analizarse en profundidad. Respecto
al potencial electrostatico en la superficie de la Tth-MCO, en un pH de 7.5 se tiene un valor medio

de 1.0 eV para toda la proteina, pero cuando el valor de pH cambia a 5.5, el potencial
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electrostatico calculado a partir de las coordenadas de las entradas del PDB 6Q29 y 6TYR, cambia
a valores con un promedio de 8.0 eV para la proteina completa (Figuras 8.2.4 paneles A3, A4, B3,
B4, C3 y C4). Estos comportamientos se deben a cambios en el estado de protonacidn, no solo
de los residuos H189 y H303, sino también en Glu267, Glu352, Asp392 y Asp442 debido al cambio
de pH. Sin embargo, estos cambios parecen afectar no solo la organizacion de los cristales, sino

que también parecen modificar la conformacién de horquilla .

Las diferentes conformaciones encontradas en las estructuras cristalograficas con los cédigos de
entrada PDB 6Q29, 2XU9 y 6TYR tienen vecinos cristalograficos que podrian influir en la matriz
cristalina en que cada molécula de proteina se acomoda en el cristal. Sin embargo, los analisis de
cambios conformacionales y electrostdaticos en sus superficies relacionados con los valores de pH
en los que se obtuvo cada uno de los cristales, abre la posibilidad de que las conformaciones de

la horquilla-f sean la causa y no la consecuencia de la matriz cristalina.

Por otro lado, el que exista una regidn que de acuerdo con los valores B presente alta movilidad
y flexibilidad, es relevante en el funcionamiento de la enzima, debido al cambio en el drea de
superficie expuesta a la cavidad de entrada al sitio T1Cu que es modificada dependiendo de Ia
conformacién que adopta la horquilla-B Esto provoca que la cavidad de entrada al sitio T1Cu
modifique su tamafio, lo que puede generar que se restringa o se facilite el la interaccién del
sustrato con el sitio T1Cu, lo cual tendria un efecto directo en el comportamiento catalitico de la

Tth-MCO.

Ademas, cambios en la carga electrostatica en la superficie de la Tth-MCO, principalmente
residuos de aminoacidos adyacentes al motivo horquilla-f3 podrian estar modulando la apertura
y cierre de la cavidad de entrada al sitio T1Cu en un proceso dependiente del pH del medio. De
esta manera, en esta tesis se propone que la actividad enzimdtica de la Tth-MCO tiene un
elemento regulatorio en su horquilla-f, que por impedimento estérico, podria ser responsable
de la inhibicién del funcionamiento de la enzima en un medio alcalino y un efecto contrario al

potenciar la actividad enzimatica en medios acidos.
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Figura 8.2.4. Andlisis de las cargas electrostaticas de la superficie expuesta al solvente utilizando el
servidor PDB2PQR. En los paneles A (1,2 y 3) se muestra la superficie de la estructura con el cédigo
PDB 6Q29 obtenida en pH 5.5, con diferentes rotaciones. En B (1,2 y 3) se muestras la estructura con
el codigo PDB 2XU9 con una conformacién intermediaa pH 7.5y en € (1,2,3) la estructura con el cédigo
de entrada PDB 6TYR que tiene una conformacién cerrada a pH 5.5. Todas las conformaciones se

nombran respecto a la cavidad de entrada al sitio T1Cu.

8.3 Calculos de dindmica molecular

Con la evidencia obtenida a partir del analisis de las estructuras cristalograficas con los cédigos
de entrada PDB 6Q29, 6TYR y 2XU9, se generd la hipdtesis de un componente dindmico en la
horquilla-B, la cual podria ser dependiente de los valores de pH del medio. Por lo tanto, con la

intencién de dilucidad la importancia del pH en el comportamiento dinamico de la Tth-MCO, se

43



realizaron calculos de dindmica molecular en colaboracién con el Research on Renewable Energy

and Sustainability Laboratory (R%ES Lab), de la universidad de Siena, Italia.

Los cdlculos de dinamica molecular realizados permitieron identificar la dinamica de la horquilla-
[ a través del tiempo, inicialmente comparando los valores de RMSD durante 15 ns a 27 y 65 °C.
De esta manera, el andlisis de las trayectorias de cada una de las simulaciones muestra que la
horquilla-p presenta movimiento durante el tiempo que dura la simulacién en cada una de las
condiciones estudiadas (Figura 8.3.1). Y muestra los valores de RMSD mas altos en el
experimento con la estructura con el cédigo PDB 6Q29, que corresponde a la conformacion
abierta en un medio con pH de 7.5. Esta condicién favorece que la horquilla-f presente una

tendencia a cerrar la cavidad de entrada al sitio T1Cu (Figura 8.3.1, panel A).
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Figura 8.3.1. Se muestra el RMSD de la cadena principal correspondiente a la regién de la horquilla-3
(residuos 289-309) para las diferentes conformaciones estudiadas en diferentes valores de pH de las
estructuras con el cédigo de entrada PDB: A) 6Q29, B) 6TYR y C) 2XU9. Los resultados muestran un
tiempo de simulacién de 0-10 ns a 27 °Cy para 10-15 ns a 65°C. El RMSD fue calculado con referencia

a la estructura inicial que corresponde con la estructura cristalografica.
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Ademads de identificar un comportamiento dindmico en la zona de la horquilla-B medida en los

residuos de aminoacido 289-309, se generd una serie de figuras que muestran la distribucidn

conformacional con 8 estructuras tomadas de manera aleatoria de cada una de las simulaciones

de dindamica molecular. Esta figura muestra dos tendencias claras, dependiendo la condicién de

pH en la que se realiza la simulacidon. En los cdlculos que se realizaron utilizando un pH de 5.5, se

identificé una tendencia en el comportamiento de la horquilla-3 para mantenerse abierta, lo cual

permite a su vez que la entrada a la cavidad del sitio activo se mantenga abierta, esto podria

influir en la forma en que el sustrato se acerca al sitio T1Cu (Figura 8.3.2, paneles A2, B2 y C2).
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Figura 8.3.2. Distribucién conformacional de acuerdo con valores de RMSD en A. En el panel derecho

de cada distribucion conformacional se muestra una superposicion de ocho conformaciones

seleccionadas aleatoriamente de las distribuciones mas pobladas.
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Para las simulaciones de dinamica molecular realizadas con un pH de 7.5, se encontraron
coordenadas que tienen una marcada tendencia a adoptar una conformacion cerrada en la
horquilla-p (Figura 8.3.2, paneles A1, B1 y C1). A partir de los resultados obtenidos, se puede
argumentar que este motivo de la enzima Tth-MCO no solo tiene un comportamiento dindamico,
como fue reportado en la publicacién de Bello [88], donde se evalué el efecto de la presencia 'y
ausencia de iones cobre en la movilidad de la horquilla-p. Estos resultados permiten formular
una serie de observaciones entre las que resaltan: un comportamiento dinamico de la horquilla-
B, lo cual no es raro, segun lo reportado en la literatura. Adicionalmente, la movilidad de este
motivo esta influenciada por cambios en el pH del medio. Lo anterior, permitiria entender el

comportamiento catalitico de esta enzima con relacién al pH del medio.

De acuerdo con los resultados anteriores que muestran que la horquilla-p de la Tth-MCO tiene
un importante comportamiento dinamico, se calculé el valor de RMSF de todos los aminoacidos
de la enzima para identificar las zonas con mayor movilidad. El analisis de los valores de RMSF
para todas las simulaciones de dindmica molecular que comprenden 2 valores de pH para las
estructuras 6Q29, 2XU9 y 6TYR, muestran valores de RMSF muy similares entre cada simulacién,
con sus respectivos cambios de pH. La figura 8.3.3 muestra una sobreposicidon de los valores de

RMSF en todas las simulaciones realizadas.
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Figura 8.3.3. RMSF calculado en A para la cadena principal de la Tth-MCO, para diferentes
conformaciones estudiadas a 27 °C pH 7.5 y 5.5 con las estructuras cristalograficas con el cédigo de
entrada PDB: A) 6Q29, B) 6TYR y C) 2XU9. EL RMSF fue calculado con referencia al estado O de la

dindmica molecular.

Los resultados obtenidos de las simulaciones de dindmica molecular permiten demostrar que el
pH del medio es un factor importante en la movilidad de la horquilla-pB de la Tth-MCO. Esta
dependencia con relacién a los valores del pH del medio podria explicar parcialmente el

comportamiento de esta enzima cuando este factor es modificado en el medio.

8.4 Composicion y funcion de la horquilla-B de la 7th-MCO

En un trabajo publicado por Serrano-Posada [38] se reporté una inusual proporciéon de
metioninas en la horquilla-f3 de la Tth-MCO y la zona adyacente, lo que sugiere que este motivo
podria tener sitios de unidn a metales. Por lo que se remojaron cristales de la Tth-MCO en una
solucion crioprotectora en presencia de iones de mercurio (Hg*?) con la intencion de encontrar
algun sitio de unién a metales adicional a los ya reportados para las multicobre oxidasas azules.

Para la estructura cristalografica con el cdédigo PDB 2XVB se localizé la densidad electrdnica que
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corresponde a un ion de mercurio que es coordinado por la Met298, Met301, His303 y M305
(Figura 8.3.1y Figura 8.4.2, Panel C). Otra de las estructuras de la base de datos con el cédigo de
entrada PDB 5K15 fue obtenida a partir de un cristal remojado en solucidn crio-protectora con
iones metadlicos (Cus(P0Oa),;) durante 8 min, pero no fue posible detectar densidad electrénica
correspondiente a un ion de cobre, adicional a los 4 cobres cataliticos, en este experimento
realizado en condiciones oxidantes (Figura 8.4.2, Panel A). Como parte de este trabajo se
remojaron varios cristales en diferentes concentraciones de iones metalicos con el objetivo de
localizar mas sitios de coordinacién de metales en la horquilla-f y la zona adyacente, por lo que
se remojaron cristales en soluciones crio-protectoras con iones de cobre ((CuzPOa)2) en
condiciones reductoras y iones de plata (AgNOs). La estructura cristalografica obtenida del cristal
remojado con Cuz(POas), en condiciones reductoras con el cédigo de entrada PDB 6W2K no tiene
densidad electrdnica asociada que justifique la presencia de algun ion de cobre coordinado en la
horquilla-p (Figura 8.4.2, Panel B). Por el contrario, el cristal remojado con AgNOs generd datos
para resolver una estructura cristalografica con el cddigo de entrada PDB 5AFA que presenta 3
sitios de unién a iones de plata (uno en la horquilla-B y dos entre la horquilla- y la zona
adyacente a este motivo). El primer ion Ag*! estd coordinado por los residuos aminoacidos
Met195, Met354 y Met391, el segundo sitio de unidn del ion Ag*! esta formado por los residuos
aminodcidos Met192, Met296 y Met355 y por ultimo el tercer sitio de unién Ag*! se compone de
los residuos aminoacidos Met292, Met301, His303 y Met305 (Los aminoacidos pertenecientes a
la horquilla-B y que coordinan a los 3 iones de plata estan resaltados en negritas en el texto

anterior) (Figura 8.4.1y Figura 8.4.2, Panel D).
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Figura 8.4.1. Alineamientos de secuencia de dos ejemplos de lacasas de los géneros Thermus y

Meiothermus: Tth-MCO vy la lacasa de M. ruber. Los simbolos muestran los aminodacidos presentes en

cada uno de los sitios de coordinacidn de los tres diferentes sitios de unién a iones de Ag*' y el sitio de

coordinacién a Hg*' encontrados en la horquilla-B y zona adyacente de la Tth-MCO. Todos estos

residuos se encuentran conservados en M. ruber.

Hasta el momento, se han realizado diversos intentos por obtener estructuras cristalograficas de

la Tth-MCO con iones de cobre coordinados en la horquilla-3, modificando el estado de oxidacidn

de los iones al incubar cristales en condiciones oxidantes y reductoras. Sin embargo, no ha sido

posible observar densidad electrdnica correspondiente a iones de cobre adicionales a los 4 de los

sitios activos, a pesar de encontrar residuos de metionina en conformaciones presentes en sitios

de unidn a iones metalicos.
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Figura 8.4.2. Mapas de densidad electrénica 2Fo-Fc de la horquilla-B con nivel de 1 en RMSD. Los
mapas de densidad electrdnica y sus correspondientes coordenadas de las estructuras cristalograficas
con los codigos de entrada PDB 5K15, 6W2K, 2XVB Y 5AFA se muestran respectivamente en los paneles
A, B,CyD.

A diferencia del caso de CueO de E. coli, donde la presencia de iones de Cu*! y Ag*!, permitieron
generar la hipétesis de su capacidad como cuprosa oxidasa [89], en Tth-MCO ha sido imposible
encontrar densidad electrénica correspondiente a nuevos iones de cobre coordinados por
horquilla-B. Por esta razén, no ha sido posible esclarecer por medios cristalograficos, si la Tth-
MCO tiene o no actividad de cuproso oxidasa, lo cual podria conferirle alguna funcién en procesos

de destoxificacion y homeostasis de cobre, como se ha propuesto para la CueO de E. coli [89].
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Por lo tanto, se realizé una busqueda de secuencia primaria de proteinas en las bases de datos
disponibles, con la intencidén de encontrar proteinas que pudieran compartir esta regién. De tal
manera que de acuerdo con la funcién reportada en otras enzimas pudiéramos encontrar alguna
asociada a la horquilla-B. La busqueda de secuencias en la base de datos permitié obtener 502
secuencias de lacasas de bacterias. Estas secuencias se alinearon y se utilizaron para para
construir un arbol filogenético que agrupa las secuencias de acuerdo con su parentesco,

organizandolas en clados.

En el cladograma de la Figura 8.5.1 se muestra que la Tth-MCO se encuentra en un clado que
comparte con 21 lacasas del género Thermus. En el grupo mas cercano que corresponde al
género Thermus encontramos secuencias de 15 lacasas del género Meiothermus. Un analisis
detallado entre las secuencias de ambos géneros permitid localizar la presencia de un lazo en la
zona adyacente a la cavidad de entrada del sustrato al T1Cu que corresponde a la misma zona
ocupada por la horquilla-f en la Tth-MCO. Este lazo caracteristico que comparten las secuencias
de ambos géneros, no se encuentra en ninguna otra secuencia de las 502 secuencias analizadas
y fuera de los géneros Thermus y Meiothermus. Si bien, las lacasas de E. coli y B. subtilis tienen
algunos motivos estructurales adyacentes a la cavidad de entrada del T1Cu, estos se encuentran
situados en regiones diferentes a la ocupada por la horquilla-f3 de la Tth-MCO (Figura 8.5.1, Panel

B).

El alineamiento de secuencias de la region correspondiente a la horquilla- entre los géneros
Thermus y Meiothermus resalta los residuos de metionina presentes tanto en la horquilla-f3 de la
Tth-MCO, como en la zona homologa de las secuencias de las lacasas del género Meiothermus
(Figura 8.4.1). Este descubrimiento refuerza la hipétesis de que este motivo podria tener una
funcién adicional a la ya propuesta en este mismo trabajo, funcién comun a otras lacasas del
mismo género. Sin embargo, hasta el momento no existe evidencia experimental adicional a

nuestro analisis filogenético.

51



_EMelolhermus ruber WP 013012601.1 3-496
Meiothermus ruber WP 036199270.1 3-496
1rermus WP 110528950.1 1-501
I I Meiothermus taiwanensis WP 043983120.1 1-501
Meiothermus rufus WP 027883190.1 1-497
l = Meiothermus terrae WP 119313604.1 1-505
s==Meiothermus chliarophilus WP 027893757.1 1-513
#=Meiothermus timidus WP 018467608.1 1-489
&= Thermus brockianus WP 071678142.1 1-497
=== Meiothermus cateniformans WP 119361674.1 1-501
I ) _r~=Meiothermus hypogaeus RIH74242.1 1-440
= Meiothermus silvanus WP 013156691.1 1-490
== Meiothermus taiwanensis WP 027887978.1 1-495
3 ~Meiothermus luteus WP 119360332.1 1-495
= Meiothermus taiwanensis WP 063843262.1 1-496
Thermus thermophilus WP 024118761.1 1-462
_||_—Thermus thermophilus HB27 2XU9 A 1-439
I 3 ~=Thermus WP 011173754.1 1-462
== Thermus oshimai WP 016328371.1 1-462
I I Thermus amyloliqe 1s WP 038055641.1 4-467
Thermus caldifontis WP 114313919.1 4-468
Thermus sp. YIM 78456 WP 135257565.1 4-468

! I Thermus i WP 028494002.1 4-467
1

l—Thermus scotoductus WP 015716295.1 4-468

| I—Thevmus scotoductus WP 038071326.1 4-467
l Thermus sp. NMX2.A1 WP 038032546.1 5-467
I I Thermus scotoductus WP 054392112.1 4-468

I l_ _I-_—Thermus scotoductus WP 019551555.1 4-467

== Thermus scotoductus WP 126222953.1 4-467

I I—Thevmus parvatiensis WP 060384133.1 4-467
{Thermus thermophilus WP 014510825.1 4-467

l synthetic construct AVP12773.1 2-444
Thermus igniterrae WP 018110417.1 4-467

Thermus scotoductus WP 126216121.1 4-467
== Thermus thermophilus WP 124105378.1 4-468
) p==Thermus thermophilus WP 014629031.1 5-468

Thermus sp. 2.9 WP 039455063.1 5-467
g=Escherichia coli sp P36649 CUEO ECOLI

[ LBacillus subtilis sp P07788 COTA BACSU Tree scale: 0.1 ——
M. ruber PGERAEVLIRLTQAG--SFRLQALPYDRGAMMMHGGGMGMMNHQGMGGMSHGGEQSTLAMQ-GMMMGMG
T.thermophilus PGERAEVLVRLRKEG--RFLLQALPYDRGAM—-—==-—-— GMMD---MGGMAH------- AMPQG------
E.coli MGERFEVLVEVNDNK--PFDLVTLPVSQMGM—-—-—-—-—-— A-————m———————— IA-———————————— P
B.subtilis PAERYDIIIDFTAYEGESIILANSA-—--————————————————————— GC——————- GGDVN--—-—---
Consensus JEE v HE .

Figura 8.5.1. Cladograma construido en el programa IQtree, utilizando 502 secuencias de lacasas que
se sometieron a 1000 iteraciones. En color azul y rojo estdn representadas las secuencias de los
géneros Thermus y Meiothermus respectivamente, mientras que los géneros E. coli y B. subtilis se

muestran en color verde. La flecha azul indica la posicidn de la Tth-MCO.
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8.5 Mecanismo de transferencia de protones en la enzima 7th-MCO

Otro aspecto que es importante sefialar en la regulacién de la actividad enzimatica de la Tth-MCO
es la presencia de un mecanismo de transferencia de protones, propuesto por Serrano-Posada
[36] que permite la entrada de los protones. Al respecto, Serrano-Posada propuso que el residuo
aminodacido glutamato 451, que se encuentra ubicado a un costado del TNC, es uno de los

componentes que regula o participa en este mecanismo como se muestra en la Figura 8.5.1 [36].

Figura 8.5.1. Mecanismos de transferencia de electrones propuesto por Serrano-Posada [38]. En la
figura se indica la presencia de una doble conformacién del Glu451, que es el responsable de recibir
el protén en la conformacién “a” (densidad electrénica positiva en color verde) proveniente de la

superficie y lo entrega en el TNC en la conformacién “b”.

au_n

En el Glu451 conformacion “a” se reportd que conforme se aumentaba la cantidad de radiacidn
depositada en el cristal, se acumula una densidad electrdnica positiva que solo se puede justificar
en el afinamiento de la estructura con un dtomo de hidrogeno, y lo mismo sucede en la
conformacién “b”, cuando el Glu451 experimenta un cambio conformacional que lo acerca al

T3Cu para realizar la entrega del protén en el TNC. Sin embargo, este modelo del mecanismo no
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es capaz de explicar como es que el protdn puede transferirse desde la superficie de la enzima
hasta el Glu451, por lo que se disefid una serie de experimentos con la intencidon de encontrar
mas informacidn para entender como es que el protdn puede trasladarse a través de la enzima

para llegar al TNC.

Con el objetivo de entender con mayor detalle el funcionamiento del mecanismo de
transferencia de protones se determinaron una serie de estructuras cristalograficas con los
codigos de entrada PBD 6Q29, 6WX9, 6WCH, 6WCG, 6WCL, 6WCM, 6WCN y 6WCP. Estas 8
estructuras se obtuvieron a partir de un solo cristal para obtener estructuras con diferente dosis
de radiacién acumulada. Esta serie de estructuras tiene dosis de radiacidon depositada que van
desde 2.5 hasta 20.67 MGy (Tabla 8.4.1). Todas las estructuras de la serie se resolvieron a 1.7 A
de resolucién y en general, solo presentan pequefios cambios en el tamafo de la celda unitaria,
asi como disminucion en la calidad de algunos parametros estadisticos (Tabla 8.5.1). Lo que si las
hace muy diferentes a las estructuras reportadas por Serrano-Posada es el hecho de que, en la
serie presentada en esta tesis, el ion de cobre del sitio T3Cu se encuentra escindido, lo que
evitaria la translocacion del proton al TNC, evidenciando detalles que no habian sido descritos en

estructuras previas.

Tabla 8.5.1. Radiacion depositada por estructura cristalografica.

Codigo PDB Ra.ldiacién
depositada (MGy)

6Q29 25

6WX9 5.1

6WCH 7.75
6WCG 10.33
6WCL 12.91
6WCM 15.50
6WCN 18.08
B6WCP 20.67
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El analisis de las estructuras cristalograficas de esta serie permitié observar una caracteristica
Unica en estructuras cristalograficas de lacasas tanto bacterianas como flngicas depositadas en
el PDB, ya que solamente se observa densidad electrénica para los sitios de unién a cobre T1Cu
y T3’Cu, esta caracteristica da como resultado la estructura cristalografica de una enzima semi-
ocupada por sus respectivos iones de cobre. Lo anterior permitié evidenciar detalles que
pudieran representar etapas en el mecanismo de transferencia de protones hacia el TNC, ya que,
hasta el momento, si bien se ha demostrado la importancia de aminoacidos relacionados con
este mecanismo de transporte de protones, solo existen evidencia experimental de la funcidn de
residuos de aminoacidos conservados en la posicion del Glu451 de la Tth-MCO y no sobre como

este protdn llego a este residuo.

Como consecuencia de la falta del ion de cobre en el sitio T3Cu, se pudo identificar la presencia
de una densidad electrdnica positiva en un mapa Fo-Fc en el &tomo 031 del residuo de Glu451,
como lo propone el modelo previamente reportado. Sin embargo, también se evidencié la
presencia de una densidad electrdnica positiva en la cadena lateral del residuo Asp452. Lo
anterior se puede observar en la Figura 8.5.2, panel A que corresponde a la estructura con el
codigo 6Q29 con una radiacion acumulada calculada de 2.5 MGy. En esta misma figura se puede
ver una molécula de H,0 que se encuentra equidistante del 051 del Glu451 y del Oc1 del Asp452,
formando un puente de hidrégeno entre ellos. Cuando la dosis de radiacién depositada aumenta
a 5.1 MGy, aparece un pico de densidad electrénica positiva, en un mapa Fo-Fc, a 1.28A del O¢1
del residuo Asp452; este pico desaparece cuando la dosis de radiacidon depositada es 7.75 MGy y
la densidad electrénica del mapa Fo-Fc claramente se comparte entre la molécula de H.O y el
001 del residuo Glu451. Cuando la dosis de radiacion depositada llega a 10.3 MGy, las
coordenadas de los residuos Glu451, Asp452 y la molécula de H,0, se encuentran nuevamente
en la posicion en la que estaban en la estructura con 2.5 MGy, correspondiente a la primera
medicion de esta serie. Al incrementar la dosis de radiacién depositada a 18.08 MGy, la molécula
de H,0 se acerca al residuo Asp452, mientras que cuando la dosis de radiacidon depositada llega
a 20.67 MGy, la molécula de H,O regresa a una posicion equidistante entre el 031 del Glu451 y

el O¢l del residuo Asp452 (Figura 8.5.2).
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Figura 8.5.2. Efecto de la dosis de radiacidn depositada en la densidad electrénica y las coordenadas
de los residuos aminodcidos Glu451 y Asp452 de Tth-MCO. Paneles A-H representan la dosis de
radiaciéon acumulada 2.58, 5.16, 7.75, 10.33, 12.91, 15.50, 18.00 y 20.67 MGy respectivamente. Los
mapas 2Fo-Fc estan representados a 1 rmsd (azul), el mapa Fo-Fc estd representado a +3.5 rmsd

(verde) y -3.5 rmsd (rojo) sin embargo no existen densidades negativas en esta region.

Estos cambios causados por la reduccidn quimica, producto de la dosis de radiacién depositada,
parecen describir un mecanismo de transporte de protones en el cual el protdn es transferido
entre los residuos aminodcidos Glu451 y Asp452 a través de una molécula de H;0. Este
mecanismo, de ser cierto, seria esencial para que se presente la actividad de lacasa en la Tth-

MCO (Figura 8.5.3).

Mecanismo de transporte de protones propuesto

D452 /@’51 D45§\ /G‘lf“ D45§\ /@'51 D4E$\ Hyéﬂ
0 o 0 0.

W
-
H

X H,0" H,0* H,0

Figura 8.5.3. Diagrama general del mecanismo de transporte de protones propuesto para la Tth-MCO.
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Sin embargo, ninguno de los residuos de Glu451 o Asp452 estdn expuestos al solvente, por lo
tanto, son incapaces de tomar los protones desde el disolvente, por lo que se propone el residuo
His139, por su posicion en la estructura de la Tth-MCO, como el responsable de capturar protones
desde el disolvente para entregar este protén al residuo Asp452 que lo transfiere al residuo
Glu451 mediante una molécula de H,0 utilizando el mecanismo propuesto por Grotthuss (Figura

8.5.4) [90].

Figura 8.5.4. Mecanismo de transferencia de electrones propuesto para la Tth-MCO.

De manera adicional, se analizaron 26 secuencias primarias de lacasas de bacterias y de hongos,
para determinar cuales de los aminoacidos propuestos en este mecanismo de transporte de
protones se encuentran conservados. Los resultados del alineamiento de secuencias de 16
secuencias de lacasas de bacterias y 10 secuencias de lacasas de hongos, muestran que los
residuos aminodcidos His139, Glu451 y Asp452 se encuentran conservados en todas las
secuencias de bacterias analizadas, mientras que en las secuencias de hongos solo se conserva
en el 50% de las secuencias la presencia de un aminoacido de carga negativa en la posicion
equivalente al Asp452 de Tth-MCO (Figura 8.5.5). Por lo anterior, es probable pensar que este
mecanismo de transporte de electrones se encuentra conservado en la secuencia de al menos 16

lacasas bacterianas tomadas al azar de la base de datos de Uniprot. De comprobarse esta
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Escherichia-coli -=--TTLHWHGLEVPGEVDG-GPQG======~ IIPPGG-KRSV-~--TLNVDQPAATCWFHPH :3A1bRQVAMGLAGLVVI
Bacillus-subtilis EVKTVVHLHGGVTPDDSDG-YPEAWFSKDFEQTGPY~--FK-REVYHYPNQORGAILWYHDHAMALTRLNVYAGLVGAYII
Thermus-thermophilus ===TNLHWHGLPISPK--VDDPFL-=====- EIPPGE-SWTYE-FTVPKEL-AGTFWYHPHRHGRVAPQLFAGLLGALVV
Meiothermus-ruber ===TNLHLHGLHVSPE~-~VDDPLA======~ QIQPGQ-SRMYE-FTVPKGS-AGTYWYHPHIHGRVAEQLYAGLLGLIVV
Xenococcus-sp. ---TNIHYHGLHVPPTGNADNIFL~- -NIPSGE-TFTYE-FTIPDNHPGGTFYYHPHRHGEWVAEQVFAGLGGAFII
Cyanobium-gracile —=-TNLHFHGLHIPPTGTADNVFL~---=——~ SVPPGG-SFSYA-FTLAKDHPAGLFYVHPHQHGELSADEVFGGLRSALVV
Hapalosiphon ===TNLHYHGLHIPPTGNADNVFV=====—— SIEPGE-SLNYK—FTIPSNHPAGTFWYHPHIHﬁFVAEQLFGGLAGLFIV
Chroococcales-cyanobacterium ---TNLHYHGLHVTPQGNADNVFL=-====- NIPSQE-RLTYE-FFLPRDHPAGTFWYHPHRHGESVAEQVFGGLAGLFIV
Cyanobacteria ———TNLHYHGLHVTPQGNADNVFL—===—=~ NIPSQE-RLTYE-FFLPRDHPAGTFWYHPHIHGESVAEQVFGGLAGLFIV
Okeania-hirsuta ===TNIHYHGLHIPITGNADNVFL-===——- KIAPGD-RLTYQ-FQIPQNHPAGLFWYHPHEFHGELTAEQLFGGLAGLFIV
Phormidium-sp. ===TNLHFHGLHIPPTGNADNTFL~-=====~ EVAPGG-SQRYE-FTIPEDHPAGTFFYHPHYHGWVAHQVLAGLGGLFVI
Leptolyngbya-sp. —-—-TNLHYHGLHIPPTGTGDNVFL—-—————— EIPPGE-HHTYE-FQIPQNHPAGTFWYHPHYHGLVAEQLFGGLAGLFVV
Synechococcus-sp. ===TNLHYHGLHVPPTGNADNVFL======= NIPSGE-VFTYE-FTIPDDHPGGTFYYHPHIHEWVARQVFGGLGGIFVI
Hydrocoleum-sp. -=-TNLHYHGLHIPITGNADNVFL-=====~ HIPPGD-RFTYQ-FQIPENHPAGIFWYHPHHGLVAEQLFGGLAGLFIV
Rippkaea-orientalis —=-TNLHYHGLHIAPTGNADNIFL-===—=~ SIPPKE-QLTYE-FTLPKDHPSGTFWYHPHRHGFTAEQLFAGLAGLFIV
Crenobacter-luteus ---TTIHWHGLPVPAEQDG-NPMD- -PVAPGE-RRRYR-FTLPADS-AGSYWYHPHERHGHTAEQVFRGLAGAFVV

Trametes-hirsuta
Melanocarpus-albomyces
Coriolopsis-trogii
Myceliophthora-thermophila
Trametes-versicolor
Pycnoporus
Coriolopsis-caperata
Canariomyces-arenarius
Aspergillus-niger
Steccherinum-ochraceum

~-KSTSIHWHGFFQKGTNWADGPAFVN-Q--CPISSGH-SFLYD-FQVPD-Q-AGTFWYHSHLST----QYCDGLRGPFVV
-=-GTSIHWHGIHQKDTNLHDGANGVT-E-~-CPIPPKGGQRTYR-WRARQ-~--YGTSWYHSHFSA-~---QYGNGVVGTIQI
~-KSTSIHWHGFFQHGTNWADGPAFVN-Q--CPISTGH-AFLYD-FQVPD-Q-AGTFWYHSHLST----QYCDGLRGPIVV
—-GTSIHWHGLHQKGTNLHDGANGIT-E--CPIPPKGGRKVYR-FKAQQ-~--YGTSWYHSHF SA----QYGNGVVGAIQI
-KSTSIHWHGFFQKGTNWADGPAF IN-Q--CPISSGH-SFLYD-FQVPD-Q-AGTFWYHSHLST- QYCDGLRGPFVV
~KTSSTIHWHGFFQQGTNWADGPAFVN-Q-~-CPIASGH-SFLYD-FQVPD-Q-AGTFWYHSHLST--~--QYCDGLRGPFVV
~KSTSIHWHGFFQHGTNWADGPAFVN-Q--CPISPGH~-SFLYD-FQVPD-Q-AGTFWYHSHLST--~-QYCDGLRGPIVV
--GTSMHWHGLRQLGNVFNDGANGVT-E--CPIPPKGGRKTYK~-FRATQ-~--YGTSWYHSHFSA-~---QYGNGVVGTIQI
--GTAIHFHGIRQLYNNQMDGVAALT-Q--CPVPPN-SSYTYV-WRAEE---YGSSWYHSHFSL----QAWEGVFGGILI
~VDTSIHWHGEFQKGTNWADGPAFIT-Q--CPIIVGN-SFSYN-FNVPG-M-AGTYWYHSHLTT----QYCDGLRGPFVV

s oak Kk PR : *3 .

Escherichia-coli AYMAHCHLLE ITGMMLGF TV

Bacillus-subtilis --VWHCHILE ¥DMMRPMDIT--DPHK

Thermus-thermophilus --VFHCHIVE VLEVG

Meiothermus-ruber --VYHCHIVE! RGMMGVLQV

Xenococcus-sp. -=VYHCHILD LGMMGTIEM

Cyanobium-gracile --VYHCHNLD LGMMGVLQI

Hapalosiphon -=VYHCHILD! LGMMGTLAI

Chroococcales-cyanobacterium --VYHCHILD LGMMGNLEI

Cyanobacteria --VYHCHILD LGMMGNLEI

Okeania-hirsuta --VYHCHILD LGMMGNLEI

Phormidium-sp. -=-MYHCHILD DGMMGIVEM

Leptolyngbya-sp. --VYHCHVLD LDI

Synechococcus-sp. -=VYHCHILD LGMMGIIQM

Hydrocoleum-sp. --VYHCHILD LGMMG

Rippkaea-orientalis --VYHCHIFD LGMMATIQM

Crenobacter-luteus --MFHCHILE DGMMGQIDV

Trametes-hirsuta --FLHCHIDFHLEAGFAVVFAEDIPDVASANPVP====~~ QAWSDLCPIYDAL DV---ND
Melanocarpus-albomyces --LFHCHIAWHVSGGLSVDFLERPADLRQR-~---ISQEDEDDFNRVCDEWRAYWPTNPYPKIDSGLKRRRWVEESEWLV-
Coriolopsis-trogii --FLHCHIDFHLEAGFAVVMAEDIPEVAATNPVP - ===~~~ QAWSDLCPTYDAL SP---DD

Myceliophthora-thermophila

--LFHCHIAWHVSGGLGVVYLERADDLRGAV-~-~--SDADADDLDRLCADWRHYWPTNPYPKSDSGLK~-HRWVEEGEWLVK

Trametes-versicolor --FLHCHIDFHLEAGFAVVFAEDIPDVASANPVP QAWSDLCPTYDAR DP---SD
Pycnoporus --FLHCHIDFHLDAGFAVVMAEDTPDTKAANPVP---~---QAWSDLCPIYDAL: DP---SD
Coriolopsis-caperata --FLHCHIDFHLEAGFAVVMAEDIPDVAAVNPVP = ===~ QAWSDLCPTYNAL DP---ND

Canariomyces-arenarius
Aspergillus-niger
Steccherinum-ochraceum

--LFHCHIAWHVSGGLSVDFLERPNDLRTQLNSNAKRADRDDFNRVCREWNAYWPTNPFPKIDSGL~=============
--LIHCHIGFHATEGFAQQIVERQSEFNTFF~----S---EDLLENTCDAWDEYAKVNPYGHQYRALAGPYESG-——--——
--FLHCHIDWHLDAGFAIVFAEDIPNTASANPVP-————— EAWSNLCPSYDSA

kK * :

hipdtesis, este mecanismo de transporte de protones podria explicar al menos parcialmente, las

particularidades de las lacasas bacterianas, cuando son comparadas con las de origen fungico.

Figura 8.4.5. Alineamiento de secuencias de 26 lacasas de bacterias y hongos. En el recuadro azul se
indica las secuencias en las que se encuentra conservados los residuos de aminodcido histidina 139 y
enrojo aquellas secuencias en las que se conservan los residuos de aminodcidos glutamato y aspartato

de la posicidn 451 y 452 respectivamente en la enzima Tth-MCO.
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9. CONCLUSIONES

En este trabajo se propone el motivo horquilla-f de la Tth-MCO como un elemento regulador
para la actividad lacasa de esta enzima, al presentar diferentes conformaciones que dan como
resultado la modificacion de la superficie expuesta en la cavidad de entrada al T1Cu.
Adicionalmente, se propone que los cambios conformacionales de la horquilla-3 de la Tth-MCO
son un proceso dependiente de pH, ya que se tiene evidencia de que los cambios en el pH pueden
modificar las cargas de la superficie electrostatica de la proteina en la regidén adyacente a este
motivo, y tanto las estructuras cristalograficas como las dinamicas moleculares realizadas y

descritas en esta tesis apoyan esta propuesta.

Por otro lado, la horquilla-B de la Tth-MCO podria tener una funcidn adicional relacionada con
la unién a metales, ya que se sabe que puede coordinar iones de Hg*'y Ag**. Al menos en el Gltimo
caso, esta coordinacion no parece tener efecto sobre la actividad de lacasa. Sin embargo, la razén
por la que la Tth-MCO es capaz de coordinar a otros metales en su horquilla-B y zonas vecinas,
es aun desconocida. Un analisis de la cantidad, posicidn y orientacidn de las metioninas presentes
en esta area, hacen dudar que esto sea un fendmeno azaroso, pero es necesario mas

investigacion para aclarar su papel dentro de la funcion bioldgica de Tth-MCO.

Experimentos de acumulacion de dosis de radiacion depositada en cristales de Tth-MCO,
realizados en este trabajo, permitieron describir caracteristicas adicionales que podrian
representar un mecanismo de transporte de protones. Este mecanismo implicaria un proceso de
transferencia de protones muy diferente al que podria presentarse en lacasa fungicas. Este
mecanismo fue inicialmente propuesto por Serrano-Posada [38], el cual incluye la participacién
del residuo Glu451 como el elemento que permite la entrada de protones al TNC. Sin embargo,
esta propuesta no explicaba como este protdn llega desde el exterior de la enzima, en este
trabajo se proponen nuevos componentes en el mecanismo de transferencia de protones, entre
los que destacan los residuos Asp452, His139 y una molécula de H;0. En esta ampliacion de la

propuesta inicial, el residuo His139 es el responsable de la captura de protones desde el

59



disolvente, y posteriormente entrega el protén al residuo Asp452. El siguiente paso consistiria en
el transporte del protédn desde el residuo Asp452 hasta el Glu451, usando el mecanismo de
transporte de protones propuesto por Grotthuss [90], el cual ha sido ya descrito por calculos de
dindamica molecular en sistemas bioldgicos [91]. Esta propuesta estd basada en las observaciones
de 8 estructuras cristalograficas obtenidas de un mismo cristal expuesto a diferentes dosis de
radiacion depositada, en el cual no se encontraban los cobres T2 y T3. Ademads, este mecanismo
de transferencia de protones al TNC parece que no es exclusivo de la Tth-MCO, ya que un analisis
de secuencias de 16 lacasas de bacterias y 10 lacasas de hongos mostré que los residuos de
aminoacidos listados arriba son comunes en todas las secuencias de lacasas bacterianas
analizadas, no asi en las de hongos. La presencia de estos residuos de aminoacidos conservados
podria explicar, al menos parcialmente, la baja actividad de lacasa presente en las MCO de

bacterias descritas a la fecha.
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10. PERSPECTIVAS

Realizar experimentos de RMN para analizar a mayor detalle la componente de la horquilla- con

cambios en el pH del medio.

Realizar las mutantes de la His139, Glu451 y una doble mutante para confirmar su participacién
en el proceso de transferencia de protones propuesto en esta tesis, buscando mejorar la

eficiencia catalitica de la enzima retirando el sistema regulador de entrada de protones al TNC

en la Tth-MCO.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Edited by Bauke Dijkstra The multi-copper oxidase from the hyper-thermophilic bacteria Thermus thermophilus (Tth-MCO), has been

previously characterized and described as an example of a laccase with low catalytic properties, especially when

Keywords: it is compared with the activity of fungal laccases, but it is active at high temperatures. Structurally, Tth-MCO has

Laccase . a unique feature: a f-hairpin near the T1Cu site, which is not present in any other laccases deposited at the PDB.

;1:"""‘9 thermophilus This p-hairpin has an expected crystallographic behavior in solvent-exposed areas of a crystallized protein: lack
-Hairpin

of electron density, high B-values and several crystalline contacts with neighboring crystallographic copies;
however, its dynamical behavior in solution and its biological implications have not been described. Here, we
describe four new Tth-MCO crystallographic structures, and the p-hairpin behavior has been analyzed by mo-
lecular dynamics simulations, considering the effect of pH and temperature. The p-hairpin new crystallographic
conformations described here, together with their dynamics, were used to understand the pH-restrained laccase
activity of Tth-MCO against substrates as syringaldazine. Remarkably, there are insertions in laccases from
Thermus and Meiothermus genus, sharing the same position and a methionine-rich composition of the Tth-MCO
B-hairpin. This unique high methionine content of the Tth-MCO p-hairpin is responsible to coordinate, Ag"! and
Hg ™! in oxidative conditions, but Cu™! and Cu™? are not coordinated in crystallographic experiments, regardless
of the redox conditions; however, Ag*! addition does not affect Tth-MCO laccase activity against syringaldazine.
Here, we propose that the pH-dependent B-hairpin dynamical behavior could explain, at least in part, the
inefficient laccase activity displayed by Tth-MCO in acidic pH values.

Molecular dynamics
Multi-copper oxidase

1. Introduction et al., 2007), with the concomitant reduction of molecular oxygen.

Unlike many other oxidoreductases, its reaction does not require co-

Laccases are enzymes that belong to the family of multi-copper ox-
idases (MCO), which are widely distributed in nature as they are found
in fungi, plants, bacteria and insects (Berthet et al., 2012; Brijwani et al.,
2010; Chauhan et al., 2017). Laccases carry out the catalysis of a reac-
tion that involves the oxidation of aromatic phenols and methox-
yphenols, diamines, aminophenoles and hydroxyindoles (Morozova

factors such as NADPH, and unlike peroxidases, laccases do not produce
peroxide intermediates which are toxic for their activity (Santhanam
et al., 2011).

The enzyme mechanism consists of the reduction of O in a two-step
reaction. The first step began with the oxidation of the substrate, when it
gets closer to the T1 access cavity. This T1 site is coordinated almost by

Abbreviations: APS, advanced photon source; MD, molecular dynamics; MGy, mega gray; MrLac, laccase from M. ruber; PDB, protein data bank; RCSB-PDB,
Researched Collaboratory for Structural Bioinformatics-Protein Data Bank; SGZ, syringaldazine; TNC, Trinuclear Copper Center; Tth-MCO, laccase from
T. thermophilus; T1Cu, copper-binding site type 1; T2Cu, copper-binding site type 2; T3Cu, copper-binding site type 3.
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Table 1
X-ray data-collection and refinement statistics. Values in parentheses are for the
highest resolution shells.

Parameters 6Q29 6W2K 6TYR S5AFA
Data Collection Statistics
Space group P12;1 P12;1 C222; C222
Unit-cell parameters 54.53 72.25 61.44 93.71
a(A) 60.75 96.23 85.38 110.58
b &) 76.34 72.29 169.16 96.55
<@ a=y=90 a=y=90 a=p=y a=p=7
By () p= p=109.57 90 90
109.57
Resolution range (A) 39.2-1.7 19.94-2.0 42.29-1.81 29.35-2.19
(1.76-1.7) (2.07-2.0) (1.87-1.81) (2.31-2.19)
Number of reflections 168,432 202,927 75,928 105,025
(16158) (20371) (6444) (8509)
Number of unique 51,846 64,577 39,303 25,616
reflections (5143) (6545) (3426) (2182)
Completeness (%) 99.21 97.98 96.38 98.35
(98.44) (99.91) (85.27) (85.10)
Average multiplicity 3.7 (3.6) 3.1(.1) 1.9(1.9) 4.1 (3.9)
1/0() 8.8 16.54 25.62 5.1
(2.4) (5.59) (2.88) (3.6)
CCy/2 (%) 0.99 0.993 0.999 -
(0.97) (0.89) (0.68)
Rierge 0.03 0.06 (0.22)  0.03 (0.34) 0.17(0.29)
0.14)
Residues per 440/1 439/2 439/1 439/1
monomer/
monomers per
asymmetric unit
Refinement statistics
Resolution range @A) 39.2-1.7 19.94-2.0 42.29-1.81 29.35-2.19
(1.76-1.7) (2.07-2.0) (1.87-1.81) (2.31-2.19)
Wilson Plot B-value 11.90 13.53 23.39 16.68
Ruvork/Riree (%) 19.7/22.8  14.49/ 18.1/23.4 14.6/19.4
19.71
Protein 3915 8099 3548 3694
Ton/ligand 17 83 36 35
Water 409 882 268 378
Bond lengths &) 0.007 0.007 0.007 0.009
Bond angles (°) 0.93 0.91 1.0 1.33
Average B-value (AZ] 23.0 16.62 27.90 17.77
Most favored regions 97.90 96.32 97.71 96.57
Additional allowed 1.87 2.99 2.06 297
regions
Disallowed regions 0.23 0.69 0.23 0.46

two histidines and one cysteine. Many bacterial MCOs have a methio-
nine as a fourth ligand, resulting in a fourth coordinate trigonal tetra-
hedral geometry. In fungal MCO is common to find phenylalanine or
leucine like an axial ligand. The T1 access cavity is next to the p-hairpin
in Tth-MCO (PDB entry code 2XU9) with 638.3 ;\3, and there are other
examples of loops or secondary structures around the cavity in CueO
(PDB entry code 2FQD) at 1941,27 A% and CotA (PDB entry code 4YVN)
at 2381.06 A®. It is important to remember that the type of catalysis
carried out by the laccase, belongs to the type of external sphere, in
which there is no substrate enzyme system and the electronic transfer is
carried out at very large distances (Blunberger, 2015), in fact, there are 3
laccase complexes in the PDB of different origins with ABTS, it is striking
that even though in some deposits the quality of the electron density
map of ABTS is not consistent with a binder with an occupation of 1, the
distances between these molecules of ABTS and copper T1 range from 5
to 26 A.

The cycle starts when four reduced copper ions allow the entry of Oy
to the trinuclear center (TNC), when the O, is coordinated between two
binding copper type 3 (T3Cu) and one binding copper type 2 (T2Cu)
(Pérez-Henarejos et al., 2015). The oxygen molecule is positioned be-
tween T3Cu copper ions due to its charge, inducing a dipole-dipole
interaction (Claus, 2004). This results in the oxidation of both copper
ions, allowing the formation of the peroxide intermediate, located be-
tween the two T3Cu and T2Cu, coordinating asymmetrically the T3Cu in
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the TNC (Serrano-Posada et al., 2015). The second reduction involves
the entry of two electrons, generating the break of the peroxide inter-
mediate, and resulting in an entirely oxidized state known as a native
intermediate (Ferraroni et al., 2012). Given the speed of the reaction,
the peroxide intermediate has not been observed in X-ray diffraction
data from fungal laccases, but has been observed in bacterial laccases
(Serrano-Posada et al., 2015). At this point, one O atom is coordinated
by the TNC, and another O atom is located between the binuclear T3Cu.
The two water molecules stabilize the T2Cu forming a flat square tetra-
coordination while each of the T3Cu has a bipyramidal penta-
coordination, this is the native intermediate state of the TNC (Serrano-
Posada et al., 2015). The next step is the protonation of the oxygen
molecule, receiving three protons from the input channel, in fungal
laccases, to TNC to form HpO and OH . The last proton and three
electrons coming into the TNG, reduce Cu*? to Cu*?, resulting in the
release of TNC ligands (Polyakov et al., 2017).

The laccase from T. thermophilus (Tth-MCO), represents a compelling
case among the multi-copper oxidases because its maximum enzymatic
activity is at 92 °C and has a half-life of 14 h at 65 °C; however, it
presents a restrained pH-range of activity (Miyazaki, 2005). The crys-
tallographic structure of this enzyme was determined, and a cumulative
radiation dose technique was applied to described different catalytic
intermediates and to observe the effect of the electron flux produced by
X-ray radiation damage over the copper centers of T1, T2 and T3 in a
crystallized Tth-MCO (Serrano-Posada et al., 2015). Tth-MCO copper
occupancy to T2Cu proved to be very sensitive to radiation damage, and
even in crystallographic structures with low deposited radiation dose, it
was possible to detect the copper bound to the T2Cu site with fractional
occupancies. When the deposited dose increased above 0.2 MGy, this
copper is radiolized from the crystal, disappearing its electron density
(Serrano-Posada et al., 2015). Tth-MCO shows a unique structural
characteristic: the presence of a p-hairpin localized at the base of the
T1Cu. This motif has the same conformation in all the crystallographic
structures deposited before this work at the PDB. Because of its size,
conformation, and solvent-exposed surface, this motif has been
described to perform a dynamic behavior linked to the presence or
absence of copper in T1, T2 and T3 Cu sites: the called holo and apo
forms of Tth-MCO respectively (Bello et al., 2012).

Aside from the molecular dynamic simulations performed by Bello,
the conformation adopted by the p-hairpin in the crystallographic
structures, published by Serrano, was described as a crystallographic
artifact due to the crystalline matrix organization (Serrano-Posada et al.,
2015). Another particular feature of this motif is the unusually high
percentage of methionines, arranged in a three-dimensional manner,
suitable to coordinate metals. These features have not been found in
other homologous laccases deposited at the PDB. Nevertheless, the
presence of methionines in a metal-binding arrangement was described
in an a-helix of a laccase from E. coli (Singh et al., 2011). However, the
identities of the metals susceptible to bind these arrangements of me-
thionines in Tth-MCO, or the biological implications of these metal-
binding sites, have not been unveiled. In this work, we described four
new crystallographic structures, including new conformations of the
Tth-MCO p-hairpin motif along with their dynamical behavior, using
molecular dynamics calculations to analyze the effect of the pH and
temperature. Our results show that the Tth-MCO p-hairpin behaves in a
pH-dependent manner affecting the access to T1Cu in a dynamical
mode, and explaining, at least in part, the limited laccase activity of Tth-
MCO at neutral and basic conditions for substrates as syringaldazine.
Remarkably, phylogenetic analysis shows that methionine-rich in-
sertions, similar to the Tth-MCO p-hairpin, are present in laccases from
Thermus and Meiothermus genus, opening the possibility to find new
examples of bacterial laccase activity-dependent to pH and based on
movements of these methionine-rich insertions.

71



R. Miranda-Blancas et al.
2. Materials and methods
2.1. Expression and protein purification

Escherichia coli BL21 (DE3) chemo-competent cells were transformed
with Tth-MCO (pET22b + Thermus thermophilus gen laccase). Positive
clones were selected in Luria Bertani (LB) medium [1% (w/v) tryptone,
0.5% (w/v) yeast extract, 1% (w/v) NaCl] plates supplemented with
ampicillin at a final concentration of 2 uM. A positive clone was inoc-
ulated in 50 ml of LB medium supplemented with ampicillin at a final
concentration of 2 uM and was used as a pre-inoculum. 1 L of LB medium
supplemented with ampicillin was inoculated with a pre-inoculum of 20
ml. The LB medium was incubated at 310.15 K and 150 rpm until the
optical density at 600 nm reached 0.5. The expression of Tth-MCO was
induced by adding IPTG to a final concentration of 0.1 mM and CuSO4 to
a final concentration of 1 mM, and the culture was incubated for 4 h at
310.15 K and 150 rpm. After the induction time, the culture was incu-
bated in micro-aeration conditions for 16 h to obtain the holo-form of
the laccase for the crystallographic structure with the PDB entries 6TYR
and 6W2K. Another culture was incubated in micro-aeration conditions
for 4 h at 303.15 K to obtain a partial copper occupation in the crystal for
the crystallographic structure with the PDB entry 6Q29. The cells were
harvested by centrifugation at 7,500g, 40 min at 277.15 K, and resus-
pended in 40 ml MES 20 mM and pH 5.5. The bacterium was lysed by
sonication on ice for 5 five minutes with pulses of 30 s and 60 s without
sonication between pulses, and then the sample was heated at 338.15 K
for 20 min. Cell debris was removed by centrifugation for 50 min at
12,000g, and 277.15 K. The supernatant was loaded in a column with 20
ml SP sepharose (GE Healthcare) washed with several volumes of water
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and pre-equilibrated with three volumes of MES (20 mM and pH 5.5).
Proteins were eluted with a linear gradient of NaCl (0-1 M) in MES 20
mM pH 5.5 buffer at 1.0 ml min~. All fractions were loaded in SDS-
PAGE, and the fractions with Tth-MCO protein were put together and
concentrated in a centricon of 30 kDa molecular weight cutoff, until 2 ml
total volume. The protein was loaded in a Superdex 75 column (GE
Healthcare), previously equilibrated with 20 mM MES pH 5.5 and 50
mM NaCl. Tth-MCO was eluted at 1 ml min~' using the same buffer.
Fractions with laccase activity were pooled and concentrated with a
centricon with a 30 kDa molecular cutoff, until a final concentration of
20 mg ml~! was reached.

2.2. X-ray crystallography

The crystallization condition was obtained with a starting screening
using Crystal Screen and Crystal Screen Cryo (Hampton Research) with
the micro-batch method. The crystallization test consisted of 1 pl of
protein in MES 20 mM pH 5.6 and 1 pl of crystallization condition No. 40
of Crystal Screen (0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 5.6, 20%
v/v iso-Propanol, 20% w/v Polyethylene glycol 4,000) at 4 °C for the
open conformation (PDB entry 6Q29). The closed crystals conformation
was grown after four days using the Seed Bead kit (Hampton Research)
with previously formed crystals and the same crystallization condition
for the closed conformation (PDB entry 6TYR). The crystallization
conditions for the 6W2K and 5AFA crystals were 1 pl of protein in TRIS
20 mM pH 7.5 and 1 pl of crystallization condition No. 35 of Crystal
Screen 2 (0.1 M HEPES pH 7.5 and 70% MPD) at 4 °C.

The 5AFA crystal was obtained by using the micro-batch crystalli-
zation method under oil at 4 °C. In previous data collection, the crystal

~ W

Fig. 1. Superposition of the three crystallographic structures of Tth-MCO (PDB entries 6Q29 cyan, 2XU9 green, and 6TYR orange, panel A). The f-hairpin of each
structure and their crystallographic neighbors are displayed in panels B (PDB entry 6Q29), C (PDB entry 2XU8), and D (PDB entry 6TYR). B-values are represented in
each panel by different thicknesses, as the value increases so the thickness does. This Figure was prepared with Pymol and Inkscape.
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Fig. 2. The different conformations of the p-hairpin of Tth-MCO in A) PDB entry 6Q29, B) PDB entry 2XU9 and C) PDB entry 6TYR. Different solvent exposed areas in
the substrate-binding cavity near the T1Cu site, in each structure shown in A2, B2 and C2. Electrostatic surface potential for crystallographic structures from the PDB
entries 6Q29 and 6TYR were calculated at pH 5.5, while the same calculation for the PDB entry 2XU9 was performed at pH 7.5 (panels A3 and A4, B3 and 4, and C3
and C4, respectively). This Figure was prepared with PDB2PQR, CavityPlus server, Inkscape, Pymol and Chimera.

was flash cooled in liquid nitrogen and freezing was prevented by using
30% (v/v) polyethylene glycol 400 as a cryoprotectant. Subsequently,
the crystal was soaked for 30 min in 5 mM AgNO;3 at 278 K.

X-ray diffraction for the PDB entries 6W2K and 6Q29 was collected
at 100.15 K at the beamline X6A of the National Synchrotron Light
Source and at the beamline 19-ID of the Advanced Photon Source (APS),
respectively; and X-ray diffraction for the PDB entry code 6TYR was
collected in the in-house X-ray generator from the Laboratorio Nacional
de Estructura de Macromoléculas Bioldgicas (LANEM), UNAM. Diffrac-
tion data were processed and scaled with XDS (Kabsch, 2010) (for PDB
entries 6Q29 and 6W2K) and HKL3000 (Minor et al., 2006) and SCALA
(for PDB entry code 6TYR). All structure solutions were determined by
molecular replacement in Phaser MR (McCoy et al., 2007), using PDB ID:
2XU9 as a template, followed by a structural rigid body refinement with
Refmac MR (Murshudov et al., 2011) and proceeded by alternating
refinement between an automatic restrained-refinement, following the
standard defaults suggested by developers (https://www.mrc-lmb.cam.
ac.uk/public/xtal/doc/phenix/reference/refinement.html#refinemen
t-with-all-default-parameters) in the Phenix documentations (Adams
et al.,, 2010) and the building manual in Coot (Emsley and Cowtan,
2004).

The coordinates and the structure factors of 6Q29 and 6TYR have been
deposited in the Protein Data Bank (RCSB-PDB). For cavity exposed surface
calculations, the CavityPlus Server was used (repharma.pku.edu.cn/cav-
ityplus), electrostatic charge calculations were calculated using PDB2PQR
(http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/docs/ContributedSoftware/apbs/pdb
2pqr.html), and Chimera software was used to visualize the cavity and
electrostatic results.Table 1

2.3. Laccase activity assay

All measurements were carried out spectrophotometrically, pH
dependence was determined at 60 °C against syringaldazine (SGZ) as a
substrate, using MES and HEPES buffer, 0.1 mM CuSO4 and 50 pM
syringaldazine. The pH dependence of the activity was measured in 50
mM MES buffer (pH 5.5 and 6.5) and 50 mM HEPES buffer (pH 7.5)
using SGZ. Each test was incubated for 10 min at 60 °C before
measuring. The method was based on the oxidation of SGZ, which
resulted in a colored product recorded at 530 nm (Torres-Duarte et al.,
2009). The effect of the silver ion on the enzymatic activity in Tth-MCO,
was measured using 4 and 8 equivalents in the kinetic assay.

2.4. MD simulation details

2.4.1. Protein model preparation for MD

The PDB entries 6Q29, 6TYR and 2XU9 were chosen for MD simu-
lations because of their different conformations of the p-hairpin. All
coordinates were prepared using the Protein Preparation Wizard tool in
Maestro (Maestro 2019; Schrodinger Release 2019-4). Protonation
states were set, according to the two-working pH’s, 5.5 and 7.5, using
PROPKA 3.1 (Olsson et al., 2011; Sgndergaard et al., 2011). Hydrogen
atoms were added and the His residues protonation, at the coordination
sites T1Cu, T2Cu and T3Cu, took place at the uncoordinated N atom
with the Cu ions, H189 and H303 are both protonated at pH 5.5 and not
protonated at pH 7.5 in all structures. Likewise, sodium ions (Na™) were
added randomly as counterions to neutralize the system. All copper
atoms were modeled in the oxidized state (Cu®").

2.4.2. MD simulations
The MD simulations were carried out with Desmond module in
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Fig. 3. The protein backbone RMSD of the p-hairpin (f\), for the different conformations studied at different pH: a) 6Q29 entry, b) 6TYR entry and ¢) 2XU9 entry.
Simulation time from 0 to 10 ns corresponds at T = 300 K and from 10 to 15 ns to 340 K. RMSD was computed using as reference the initial structure of each dynamic

and the region considered for the p-hairpin was within the residues 289-309.

Schrodinger (Bowers et al., 2006; Desmond Molecular Dynamics Sys-
tem, Schodinger Released 2019-2). Since the Tth-MCO laccase activity
has been measured at 330 K, we have performed 10 ns + 5 ns simula-
tions at 300 K (NPT) and 340 K (NVT), in order to include the effect of
the temperature, employing a cubic water box of 15 A from the protein
surface in all directions, using periodic boundary condition, explicit
solvent molecules were simulated using the SPC water model. All MD
simulations were performed using the OPLS_2005 (Banks et al., 2005)
force-field with the Cu-coordination parameters reported by Hu et al.
(Hu et al., 2011) that have been previously applied to other laccases
(Avelar et al., 2018). These parameters were added in the Desmond
structure/parameter file (.cms).

All entries were subjected to a minimization-relaxation protocol
composed of five steps: i) 100 ps Brownian dynamics NVT simulation, at
10 K, with restraints on solute heavy atoms, ii) 12 ps NVT simulation, at
10 K, with restraints on solute heavy atoms using a Berendsen
(Berendsen et al., 1984) thermostat, iii) 12 ps NPT simulation, at 10 K,
with restraints on solute heavy atoms using a Berendsen thermostat/
barostat, iv) 12 ps NPT simulation, at 300 K, with restraints on solute
heavy atoms, v) 24 ps unrestrained NPT simulation at 300 K using a
Berendsen thermostat/barostat. The first production run (10 ns) was
carried out at 300 K using a NPT ensemble and the RESPA integrator
with a 2 ps time step. A Berendsen thermostat was applied with a 1 ps
relaxation time, the pressure was maintained at 1 bar with a Berendsen
barostat with a 2 ps time step and short-range interactions were modeled
using a cutoff radius of 9 A. Afterward, the final structure of each NPT
simulation was used as an initial conformation for a 5 ns NVT simulation
at 340 K with the same parameters as before. T2Cu and T3Cu coordi-
nation bonds were restrained with a constant force of 50 kcalmol *A~2 to

maintain the copper coordination. Trajectories were saved every 10 ps
for the NPT simulations and every 5 ps for the NVT simulations.

2.4.3. Trajectory analysis

VMD (Humphrey et al., 1996) plugins were used to compute the Root
Mean Square Deviation (RMSD) of the trajectories. Simulated Event
Analysis tool in Maestro (Release 2019-4) was used to compute the Root
Mean Square Fluctuation (RMSF) and for the conformational distribu-
tion analysis and the trajectory visualization (Maestro 2019,
Schrodinger Release 2019-4)

2.5. Phylogenetic analysis

In the BLAST non-redundant protein database the sequence of lac-
case from T. thermophilus ID: tr|Q72HW2|Q72HW2_THET2, was sub-
mitted, excluding models (XM/XP) and sent to Blast with the PSI BLAST
algorithm (Altschul et al., 2005, 1997), the databases were all non-
redundant: GenBank CDS translations, PDB, SwissProt, PIR, PRF and
excluding environmental samples from WGS.

Five iterations of PSI-BLAST were selected to obtain a total of 502
sequences with an identity range from 38.28 to 100%. E-value was equal
to zero, regarding the query sequence and the best alignment was con-
structed with Clustalw CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments
(Larkin et al., 2007).

The cladogram construction was based on the Clustalw alignment
with 502 sequences, using the local matching method. The cladogram
was constructed in IQtree with 1000 iterations and using an automatic
selection for the best distance matrix model (Chernomor et al., 2016).
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Fig. 4. Conformational distribution according to the RMSD value (A). The superposition of eight conformations randomly selected of the most populated distribution

is shown.
3. Results

In this study, we obtained two new crystallographic conformations of
the Tth-MCO p-hairpin. The coordinates of the PDB entry 6Q29 show a
conformation of the p-hairpin, which increases the surface of the neigh-
boring cavity of the CuT1 site, named in this work “crystallographic open
conformation”. Conversely, the PDB entry 6TYR shows a fp-hairpin in a
named “crystallographic closed conformation”, shrinking the access to the
T1Cu site. Interestingly, the PDB entry 2XU9 shows a conformation of the
p-hairpin between the two new conformations, found in this work and
named “crystallographic intermediary conformation” (Fig. 1). These three
crystallographic structures represent three different crystal lattices, i.e.,
even the PDB entries 6TYR and 2XU9 share the same space group
(C222,), but their unit cell parameters are different, the PDB entry 6Q29
belongs to another space group: P12;1. Another particularity regarding
the PDB entries 6Q29 and 6TYR is that the crystals responsible for both
structures growth, under the same conditions and methods, but while the
PDB entry 6Q29 crystals grew after three days; the PDB entry 6TYR
crystal grew, also after three days, but using seeds coming from 6Q29
crystals, remarkably, these single details end up in a new crystal
arrangement (Fig. 1B, 1C and 1D). It is important to point out that the
hypothesis presented in this work, regarding the pH-dependent mobility
of the p-hairpin, is challenged by the closed p-hairpin conformation found
in the PDB entry 6TYR. However, the number of contacts, calculated by
coot, with the neighboring crystallographic copies of the p-hairpin in the
PDB entries 6Q29, 2XU9 and 6TYR were 0, 4 and 6, respectively. Then it
is possible to consider that the p-hairpin conformation found in 6TYR is
more influenced by the crystal matrix than the remaining crystallographic
structures reported in this work.

The coordinates from the PDB entries 6Q29, 6TYR and 2XU9 were
submitted to the CavityPlus Server, in order to analyze the effect of the
three conformations of the p-hairpin (Fig. 2 panels Al, B1 and C1) over

the existence of a neighboring cavity to the T1Cu site. The calculated
area of the cavity from the PDB entry 6Q29, was ~ 295.7 A2, the higher
value calculated among the three structures (Fig. 2 panel A2) and related
to the crystallographic open conformation of the p-hairpin. In the other
two crystallographic structures, the area calculated is almost identical
among them and 40% lower than in the f-hairpin in the crystallographic
open conformation 182.7 A? for the PDB entry 2XU9 and 179.7 A2 for
the PDB entry 6TYR (Fig. 2 panels B2 and C2). These crystallographic
results suggest a probable relationship between the p-hairpin confor-
mation and the access of the substrate to the T1Cu site. The T1Cu access
cavity is essential because this access is responsible for subtracting
electrons from the substrate, and this process in laccases follows an
outer-sphere mechanism in which the reorganization energy, the elec-
tronic driving force and especially the distance between the substrate
and the T1Cussite, play central roles (Jones and Solomon, 2015). Several
laccase structures deposited at the PDB, show substrate-binding pockets
near the T1Cu site. These cavities usually have hydrophobic character-
istics and are formed by loops or secondary structures around the T1Cu
site. Nevertheless, there are very few examples of substrate molecules
attached to these cavities. An extreme example proposed a putative
substrate cavity, in CotA, at 26 A from the copper T1 position (Liu et al.,
2016). In the ABTS case, a common substrate used to corroborate laccase
activities, a volume of around 2,400 A3 is needed to fit the molecule into
the pocket. Another example in the PDB of ABTS is bound at 4 A of the
T1Cu site in CotA, but this ABTS molecule does not fit clearly in the
electronic density (Enguita et al., 2003). Thus, if the p -hairpin confor-
mations affect the access to the T1Cu site by the effect of the pH, the
p-hairpin movement could affect the distance between the substrate and
the T1Cu, acting as a modulator of the laccase activity in Tth-MCO.
However, the crystals used for the PDB entries 6Q29 and 6TYR grew in
crystallization conditions with a pH value of 5.5, which are at least 2 units
of pH below the crystallization condition for the PDB entry 2XU9
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Fig. 5. Protein backbone RMSF (A), for the different conformations studied at 300 K at pH 7.5 and pH 5.5. a) 6Q29 entry, b) 6TYR entry and c) 2XU9 entry. RMSF

was computed using as reference the frame 0 of the MD.

(approximately with a pH of 7.5). These changes are relevant not only in
the crystal organization, but also in the electrostatic surface charge, which
affects the first. Because the electrostatic surface of Tth-MCO in the three
crystallographic structures changes, and not only structurally in the
neighboring cavity to the T1Cu site, but also in the base of the f-hairpin
and in the p-hairpin (amino acid residues His189, His303 respectively),
these changes could also be relevant for the conformation of this motif,
however, the role of those residues in the mobility of the f-hairpin need to
be deeply analyzed. Interestingly, Tth-MCO presents a positive electro-
static potential at a pH value of 7.5 with a mean value of 1.0 eV for the
whole protein, but when the pH value changes to 5.5, the electrostatic
potential calculated from the coordinates of the PDB entries 6Q29 and
6TYR, changes to values with an average of 8.0 eV, for the whole protein
(Fig. 2 panels A3, A4, B3, B4, C3 and C4). These behaviors are due to
changes in the protonated state, not only of the residues H189 and H303,
but also Glu267, Glu352, Asp392 and Asp442 due to the pH change.
However, these changes seem to affect not only the crystal organization,
but also seems to modify the p-hairpin conformation according to the pH
values, and open the possibility to link the laccase activity, against spe-
cific substrates, restricted by pH in Tth-MCO (Zheng et al., 2012), with the
p-hairpin conformation. However, to remove the bias of the crystalline
matrices, we modeled this dynamical behavior, since even the conditions
for the crystals 6Q29 and 6TYR, are identical in every aspect, out of the
use of seeds in 6TYR; these crystals captured two conformations of the
p-hairpin, energetically possible, in the same condition, by performing
MD simulations considering the pH as the driving force.

The RMSD of the protein backbone was analyzed during the 15 ns
simulation time (NPT + NVT simulations), to validate the robustness of
the Tth-MCO conformations at different values of pH and temperature.

For all the conformations RMSD lies under 3 ;\, small deviations were
observed when the temperature increased, and small fluctuations were
seen in the backbone of the protein changing the pH and showing an
average difference of the RMSD values of about 0.3 A (Fig. S1).
Considering the p-hairpin residues only, the RMSD of the protein
backbone presents high values of fluctuation that differ between struc-
tures as shown in Fig. 3. The MD simulation using the PDB entry 6Q29,
coordinates at pH 7.5 shows the maximum deviation, with oscillations of
about 8 A, while the MD using the PDB entry 6TYR model at both pHs,
resulted in a smaller fluctuation of about 3 A (Fig. 3). The observed
RMSD differences of about 2 f\, between the simulations of the PDB
entry 6Q29 molecule at the two different pH values, are due to the
closing tendency of the p-hairpin that induces, for the simulation at pH
7.5, a movement of 8 A from what was observed in the initial structure.
Once the f-hairpin reaches the closed conformation, it is retained,
showing small deviations on the RMSD values (Fig. 3A). On the other
hand, the PDB entries 6TYR and 2XU9 MD models showed a similar
dynamical behavior independently of pH values (Fig. 3B and 3C).
However, for these two structures, even if the RMSD shows a similar
profile, when the pH changes, the position of the p-hairpin also changes.
To compare the structural changes among all simulations, a conforma-
tional distribution analysis based on the RMSD values was performed
(Fig. 4). Eight randomly chosen conformations of the most populated
cluster for the 6Q29, 6TYR and 2XU9 models were superimposed
(Fig. 4). A pH-dependent change was observed in the orientation of the
B-hairpin next to the T1Cu site, which supports the hypothesis of pH-
dependent regulation. Remarkably, the dynamical behavior of the
B-hairpin highlights that the pH promotes the transition between the
open and close f-hairpin conformations (Fig. 4).
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Fig. 6. Unrooted cladogram prepared using IQtree. This representation was constructed with 502 laccase sequences. In blue and red, members of the Thermus and
Meiothermus genera are displayed, while E. coli and B. subtilis are highlighted in green. Aside from the clades belonging to the Thermus and Meiothermus genera, the
rest of the taxa contains laccases without the f-hairpin motif, but with a structural region rich in methionines. The blue arrow indicates the position of the Tth-MCO

sequence. The complete cladogram

is shown in Fig. S4 from the supplementary materials.
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Fig. 7. p-Hairpin electron density maps, 2fo-fc maps, contoured at 1 RMSD
level. Electron density maps and their corresponding coordinates of the PDB
entries 5 K15, 6W2K, 2XVB, and 5AFA, are respectively displayed in panels A,
B, C, and D. This Figure was prepared with CCP4MG.

Moreover, to validate our MD systems at 300 K, the RMSF values, a
measure of the structural integrity of the MD models (Christensen and
Kepp, 2013; Missimer et al., 2007), were calculated and compared with

Journal of Structural Biology 213 (2021) 107740

the crystallographic B-values. A good correlation between the experi-
mental B-values and the calculated RMSF was found (Fig. S2) because
the fluctuations occur at the same positions of the protein. Furthermore,
in all cases, the p-hairpin region undergoes a larger movement, sug-
gesting a role of this motif on the enzyme activity regulation (Fig. 5).
Also, RMSF values remained unvaried to the different pH for all entries,
whilst small movements of the p-hairpin, and other regions, are visible
by changing the temperature (Fig. S3).

Since crystallographic data and MD simulations suggested a pH-
dependent modulating function of the Tth-MCO f-hairpin, a phyloge-
netic analysis was performed to understand and generalize the possible
role of the p-hairpin in Tth-MCO. A phylogenetic analysis was performed
using both, its complete sequence (Fig. 7), and focusing on the f-hairpin
motif sequence (R290 to S310 using Tth-MCO numbering), to unravel
sequenced proteins with high identity. In the analysis, Tth-MCO sequence
appears in a specific clade, near to the Meiothermus clade (the average
identity between members of both clades is 59.19%). This proximity
between the Thermus and Meiothermus clades of laccases, 37 sequences, is
due to the insertion of sequences in the place where the B-hairpin is found
in Tth-MCO (Fig. 6A). These sequences have significantly larger coverture
and identity than any other clade present in our analysis. In contrast,
laccases from E. coli and B. subtilis, have a different loop in the same region
of the B-hairpin from Tth-MCO. These E. coli and B. subtilis proteins (PDB
entries 1GSK, 1KV7), have an RMSD of 0.98 A when are compared with
Tth-MCO coordinates (PDB entry 6TYR), showing a high degree of
structural identity between them, but the fundamental difference is in the
B-hairpin motif from Tth-MCO (Fig. 6B). The PDB entries 1GSK and 1KV7
coordinates have loops, a-helixes, or other structural elements, also near
to the T1Cu site, but structurally different to the p-hairpin of Tth-MCO
(Enguita et al., 2003; Singh et al., 2011).

Finally, to test if the high presence of methionines in the -hairpin of
the Tth-MCO is responsible for binding Cu + 2 or Cu + 1, as was pro-
posed by Serrano 2015(Serrano-Posada et al., 2015), several crystals
were soaked, in oxidizing (PDB entry 5 K15) and reducing conditions
(PDB entry 6W2K), in the presence of an excess of copper ions (all of
them show a B-hairpin crystallographic intermediary conformation).
None of them showed an electron density peak, out of T1, T2 and T3
Coppers, to build any coordinated copper ion. However, the crystallo-
graphic structure obtained from a crystal soaked with mercury chloride,
PDB entry 2XVB, clearly indicate a Hg™! ion binding site, located at the
B-hairpin and coordinated by M298, M301, H303 and M305, interest-
ingly all these residues are conserved in the laccase from M. ruber
(MrLac), shown in the Fig. 7C and Fig. 8. Additionally, a crystallographic
structure with the PDB entry code 5AFA of a crystal soaked in silver
nitrate, unveils a 3 Ag*! ion binding site in the Tth-MCO p-hairpin. The

Thermus_thermophilus 139 HGRVAPQLFAGLLGALVVESSLDAIPELREAEEHLLVLKDLALQGGRPAPHTPMDWMNGKEGDLVLVNGALRPTLVAQKA 218

Meiothermus_ruber 149 HGRVAEQLYAGLLGLIVVEGPVDAIPELREAEEHVLVLKDFAFSGSRIAPFTPMDWMNGKEGDLLTVNAVIRPTLRAQRG 228

hokkkk ko Kkkkk s kkk s kKKkkKAKKAKK kKKK K2 ke ok k Kk _kkkkkkkkkkkkks Kk kkkk Kk

Thermus_thermophilus 219 TLRLRLLNASNARYYRLALQDHPLYLIAADGGFLEEPLEVSELLLAPGERAEVLVRLRKEGRFLLQALPYDRGAM----- 293
Meiothermus_ruber 229 TLRLRILNASNARYYRLALENHPLYLIATDGGFVEKPVELRELLLAPGERAEVLIRLTQAGSFRLOALPYDRGAMMMHGG 308
Hk ok kA kKKK KKK KKk s sk kKA KKK g KA KK gk ok s hy KRAKAKKK KKK KK 3 ko *ok Kk KKk kKK KKK
V.VvVv
Thermus_thermophilus 294 --GMMD---MGGMAH------- AMPQG--~---~ PSRPETLLYLIAPKNPKPLPLPKALSPFPTLPAPVV--TRRLVLTED 353
Meiothermus_ruber 309 GMGMMNHQGMGGMSHGGEQSTLAM-QGMMMGMGPSRLETLLTIVAPPNPKPLPLPTSLATVERLDLTKVAATRRFELGER 387
kK kK Lk *x kx KEK KKKK g kk KAKKKKRK ks Kk kkks K Kk
Thermus_thermophilus 354 MMAARFFINGQVFDHRRVDLKGQAQTVEVWEVENQGDMDHPFHLHVHPFQVLSVGGRPFPYRAWKDVVNLKAGEVARLLY 433
Meiothermus_ruber 388 MMQAEFFINGRMFDPGRVDVRARRGTLEVWELINKTDMDHPFHLHTYPFQVLSINGRPQPYRAWKDTVNLKKNDVVRIATI 467
Kok ok KKKk iRk Kkksr K RAKKL K KKKKKKRAK g AKKKKK T KKk KKK Kkkk sk K
Thermus_thermophilus 434 PLREK-GRTVFHCHIVEHEDRGMMGVLEVG-- 462
Meiothermus_ruber 468 PFRDFIGTTVYHCHIVEHEDRGMMGVLQVEAE 499
Kok ok KK RKKKKRKKKKKERA KKK K
V1%t Hg*! []1%t Ag*? []2" Ag*t ]34 Ag*t

Fig. 8. Sequence alignment of two examples of laccases from the Thermus and Meiothermus genera: Tth-MCO and the laccase from M. ruber. The color code shows

the amino acids coordinating three different metal-binding sites for Ag*! and Hg*' in the Tth-MCO p-hairpin. All those residues are conserved in M. ruber.
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first Ag' ! jon is coordinated by M195, M354, and M391, the second
Ag ! site is formed by M192, M296, and M355, and the third Ag*! site is
composited by M292, M301, and M305. Again, all these residues are
also conserved in MrLac (Fig. 7D and Fig. 8). However, when the Tth-
MCO laccase activity was tested against SGZ, in the presence of silver
nitrate, the relative activity did not change. Therefore, the presence of
metal ions does not affect the activity, but we do not know if this is
related to changes in the mobility of the p-hairpin.

If the p-hairpin is responsible for a pH-dependent regulation, this
seems to occur only in laccases from Thermus and Meiothermus genus, as
our phylogenetic analysis indicates, therefore, the absence of a f-hairpin
or similar motives in fungal laccases could be one of the reasons why
bacterial laccase activity is lower in one order of magnitude from fungal
counterparts, because the pH-dependent movement of the f-hairpin
opens a cavity near the T1Cu site with enough volume to accommodate a
substrate as syringaldazine or ABTS (Autore et al., 2009; Liu et al., 2011;
Ramirez-Cavazos et al., 2014; Yan et al., 2014).

4. Discussion

Even the different f-hairpin conformations of the Tth-MCO, found in
crystallographic structures with the PDB entries 6Q29 and 2XU9, are near
other copies in the crystalline matrix, the analysis of their structural
changes, electrostatic potential and MD simulations regarding the pH,
showing that the p-hairpin conformations are caused by the crystal matrix
and are not a consequence of it, while in the PDB entry 6TYR the crystal
contacts seem to affect the p-hairpin conformation (Fig. 2). The analysis of
the p-hairpin conformations shows important changes in their B-value
behaviors, comparable with the RMSF found by MD simulations (Fig. 52).
If the B-values are considered as a parameter of movement (Schneider
et al., 2014), then the p-hairpin is the region with the greatest flexibility
and mobility in Tth-MCO structure, as was also found in the MD calcu-
lations performed, in which the higher RMSF values found also corre-
spond to the p-hairpin region (Fig. 5). The MD conformational
distribution analysis predicted two main conformations, the first one has
a closed T1Cu access cavity which corresponds to the simulations at pH
7.5, and a second one in which the cavity is open when the pH changes to
5.5 as shown in Fig. 4. While the f-hairpin in the PDB entry 6Q29 with an
open conformation shows B-values higher than 80 A the intermediate
and the closed crystallographic conformations of the p-hairpin have B-
values with an average of 50 A2 (Fig. 1A). Except for this motif, the
protein has low RMSF and B-values regardless of the different crystal
matrices and according to the different MD simulations performed in this
work. Therefore, the movement of the protein, except for the $-hairpin, is
not affected by the pH, but it is affected by the temperature. At pH 5.5 and
340 K, we found a narrow increase in the movement of the f-hairpin
region, whilst at pH 7.5 we saw a small decrease in the p-hairpin move-
ment, that is not correlated with the temperature, but it is to the fact that
once the conformation reaches the closed position, it stays in this position,
and even with the increase of the temperature does not have the tendency
to open at pH 7.5. It is important to highlight, that the conformation of the
p-hairpin directly affects the access to the cavity near the CuT1 site, which
is structurally the only possible substrate-binding site necessary for the
laccase activity in Tth-MCO. These changes are evident when the solvent-
exposed surface of this cavity is analyzed and compared among the
different crystallographic structures and the MD models described in this
work. Those changes in the p-hairpin conformation seem to be affected by
the pH in which the crystal grows, and these changes can explain the fact
that the laccase activity of the Tth-MCO has its highest activity in acidic
conditions for substrates as SGZ. Interestingly, the p-hairpin conformation
from the PDB entry 6Q29 was obtained from the growth of a crystal at pH
5.5 and had the highest solvent-exposed area of the cavity near the CuT1
site. In contrast, the activity against SGZ is reduced or disappears when
the pH changes to neutral or alkaline (Miyazaki, 2005). The arguments
above suggest that the dynamic behavior of the p-hairpin, even in solu-
tion, could be directly affected by pH changes, and these changes regulate
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the laccase activity via the conformation of the p-hairpin.

In the cladogram presented in this work (Figs. 6 and S4), the Tth-MCO
is grouped with all the other laccases from the genus Thermus, and the
phylogenetically closest group to Thermus laccases, contains proteins from
the genus Meiothermus. Analyzing in detail the sequences of the Thermus
and Meiothermus genus, we found that they shared a segment, equivalent
to the B-hairpin of the Tth-MCO, also enriched in methionines (Fig. 8).
These suggest that the p-hairpin is relevant for the differentiation of these
sequences and probably also involved in specific biological functions that
are still unveiled. For example, MrLac has an insertion equivalent to the
Tth-MCO f-hairpin, with a sequence also unusually enriched by methio-
nines, with the difference that MrLac has a more extended insertion than
T. thermophilus. This particularity in the composition of methionines
could suggest that the insertion equivalent to the p-hairpin of Tth-MCO
could be responsible for a similar function in both enzymes (Fig. 5).

5. Conclusions

In this work, we propose that the B-hairpin, from Tth-MCO, is a
regulatory element for its laccase activity, a proposal based on multiple
shreds of evidence coming from crystallographic structures, MD calcu-
lations and phylogenetic analysis. Besides, this p-hairpin could have an
additional function related to the binding of metallic ions that stills
unknown, but that is independent of its laccase activity. The methio-
nines located at the Tth-MCO f-hairpin, have the capability to coordi-
nate metal ions such as Hg*! and Ag*. Interestingly, CueO from E. coli,
which has an a-helix of 45 amino acids long, different to the f-hairpin of
Tth-MCO, but also with a high methionine content, also has been proved
to coordinate Ag*! and Cu*! ions, carrying out detoxification functions
in E. coli (Singh et al., 2011). This opens the possibility of giving a
detoxifying function to laccases containing this type of structure.

Remarkably, our findings, regarding the p-hairpin of Tth-MCO, could
be extendable to laccases from Thermus and Meiothermus genus. There-
fore, its existence could explain, at least partially, the shallow laccase
activity present in some bacterial MCOs. The Tth-MCO p-hairpin seems
to be an example of the regulatory activity that a multi-conformational
motif could have within an enzyme, in which the subtle control of
external factors, such as pH is essential for the motif conformation.
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