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RESUMEN

TITULO: MUTAGENESIS DIRIGIDA DE LA LACASA CueO DE Escherichia coli:
EFECTOS DE LA DELECION DEL DOMINIO D2 SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA'.

AUTOR: LEIDY ROCIO PICO MARTINEZ".

PALABRAS CLAVE: Lacasa, CueO, SLAC, Multicobre Oxidasas, mutagénesis
dirigida, Escherichia coli, 2,6-Dimetoxifenol (DMP), Mutacion.

DESCRIPCION:

Las lacasas son enzimas que catalizan la oxidacion de compuestos fendlicos, junto
con la reducciéon de O2 en agua. Estdn ampliamente distribuidas en bacterias,
hongos, plantas e insectos. Se ha demostrado que en Escherichia coli, la lacasa
CueO esta involucrada en la homeostasis de cobre gracias a su actividad cuproso
oxidasa. CueO actua como oxidasa de sustratos fendlicos como el DMP, el ABTS,
la siringaldazina, etc. Estructuralmente, las lacasas constan de tres dominios
cupredoxina D1, D2 y D3. El plegamiento espacial de los tres dominios se ha
conservado, sélo D1 y D3 integran atomos de Cu?* en el sitio activo. Los reportes
de lacasas de solo dos dominios han aumentado. Las pruebas de actividad
demuestran que las pequenfias lacasas bacterianas oxidan los mismos sustratos que
las lacasas de tres dominios. En el presente trabajo se analiza la funcién del dominio
D2 en las lacasas de tres dominios, si en la naturaleza abundan isoformas de dos
dominios que cumplen la misma funcién oxidasa. Por primera vez se evaluo el
efecto de la delecion del dominio D2 de una lacasa de tres. Como modelo se usé la
lacasa de CueO de E. coli. Los resultados computaciones y experimentales
demostraron que a pesar de la delecién del dominio D2, la pequefia lacasa disefada
(Cue02P?) mantiene la actividad oxidasa. Se discute, cual puede ser la funcion del
dominio D2 en las lacasas, si la enzima puede prescindir de este dominio, sin perder
su actividad. Finalmente, se diserta sobre las implicaciones evolutivas y funcionales
que derivan de los resultados obtenidos. La principal conclusion es que el dominio
D2 no ha desaparecido durante la evolucién, porque en taxones especificos las
lacasas de tres dominios cumplen otras actividades que requieren la presencia del
dominio D2, ademas de garantizar la resistencia a la degradacion y la estabilidad
estructural

" Proyecto de Investigacion

“Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia. Director: Jorge Hernandez Torres, Lic. en Biologia, Ph.D.
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ABSTRACT

TITLE: DIRECTED MUTAGENESIS OF THE Escherichia coli CueO LACCASE:
EFFECTS OF THE DELETION OF DOMAIN D2 ON ENZIMATIC ACTIVITY".

AUTHOR: LEIDY ROCIO PICO MARTINEZ™

KEY WORDS: Laccase, CueO, SLAC, Multicopper Oxidases, Directed mutagenesis,
Escherichia coli, 2,6-Dimethoxyphenol (DMP), Mutation.

DESCRIPTION:

Laccases are enzymes that catalyze the oxidation of phenolic compounds, along
with the parallel reduction of O2 in water. Laccases have broad biotechnological
applications. Laccases are widely distributed in bacteria, fungi, plants and insects. It
has been shown that in Escherichia coli, the CueO laccase is involved in copper
homeostasis due to its cuprous oxidase activity. Like the other laccases, CueO acts
as oxidase of conventional phenolic substrates such as DMP, ABTS, syringaldazine,
etc. Structurally, most of laccases characterized to date have three domains D1, D2
and D3, although the 3D folding of the three domains is essentially the same, only
D1 and D3 bind Cu?* atoms in the active site. Recently, there have been increasing
reports of two cupredoxin domain laccases. Activity tests demonstrate that small
bacterial laccases are able to oxidize the same substrates than three-domain
laccases. In the present work, we analyze the function of D2 in the three-domain
laccases, since two domain isoforms fulfill the same oxidase function in nature. The
functional effect of the D2 domain deletion in a three-domain laccase has been
evaluated. The three-domain laccase CueO of E. coli was used as a model. The
computational and experimental results showed that despite the deletion of the D2
domain, the designed small laccase (CueO”P?) maintains the oxidase activity of its
three-domain precursor. It is discussed then, which is the function that D2 domain
plays in laccases, if the enzyme can work without this domain, without losing its
activity. The evolutionary and functional implications that derive from the results are
discussed. The main conclusion is that the D2 domain has not disappeared during
evolution, because in specific taxa, three-domain laccases fulfill other activities that
require the presence of domain D2, in addition to ensuring the resistance to protein
degradation and the folding stability.

" Investigation

™ Faculty of Sciences, Program of Biology. Director: Jorge Hernandez Torres, Biologist, Ph.D.
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INTRODUCCION

Las lacasas (EC 1.10.3.2) son enzimas que catalizan la oxidacién de una gran
variedad de sustratos de tipo fendlico e inorganicos, mediante la reduccién de
oxigeno molecular en agua (Morozova et al. 2007). Gracias a sus propiedades
oxidativas, se ha demostrado su uso efectivo en aplicaciones biotecnoldgicas como
la industria alimenticia, el blanqueamiento de pulpa de papel, la industria textil, la
quimica sintética, los cosméticos, la biorremediacion de suelos y la biodegradacion
de contaminantes fendlicos (Xu 2005; Ibarra et al. 2006; Shraddha et al. 2011). En
la naturaleza, las lacasas estan ampliamente distribuidas en bacterias, hongos,
plantas e insectos y juegan diferentes papeles metabdlicos. Por ejemplo, las lacasas
de las plantas estan involucradas en la polimerizacién de la lignina (Liu et al. 1994),
mientras que, en hongos, son activamente secretadas para la degradacién de
lignina (Youn 1995). Recientemente, en bacterias se han caracterizado lacasas con
multiples funciones: Degradacion de lignina (Majumdar et al. 2014; de Gonzalo et
al. 2016); CotA, de Bacillus subtilis, participa en la biosintesis del pigmento marrén
en las esporas, confiriéendole resistencia al peréxido de hidrogeno y a la luz UV
(Wang et al. 2016); CumA, de Pseudomonas putida GBI, cataliza la oxidacion de
Mn2* (Brouwers et al. 1999) y CueO de Escherichia coli, involucrada en la
homeostasis de cobre gracias a su actividad cuproso oxidasa (Grass & Rensing
2001b). Al igual que las lacasas fungicas, CueO actua como oxidasa de sustratos
convencionales como el DMP (2,6—dimetoxifenol), el ABTS [2.2'-azino-di (3-etil-
benzotiazolin  sulfonato], la siringaldazina [N, N'-bis (3,5-dimetoxi-4
hidroxibenzilideno hidrazina)], etc. (Kataoka et al. 2007). En el laboratorio de
Biologia Molecular de la Escuela de Biologia de la UIS se logré demostrar la

actividad catecol oxidasa de la lacasa CueO (Vasquez et al. 2015).
Filogenéticamente, las lacasas son miembros de una familia de proteinas llamada
multicobre oxidasas (MCOs). Normalmente, las MCOs contienen un centro catalitico

conformado por atomos de Cu?* distribuidos en uno, dos 0 mas dominios, con un

14



plegamiento de tipo cupredoxin (Murphy et al. 1997; Ribeiro et al. 2011). En las
lacasas, los iones de cobre estan dispuestos de dos formas: un ion Cu?
mononuclear (Cu tipo T1) y un cluster trinuclear (Cu tipos T2/T3), conformado por
un ion Cu?*en T2 y dos iones Cu?* en T3. El sitio de cobre T1 generalmente cataliza
la oxidacion del sustrato y el cluster trinuclear (T2/T3) se encarga de la reduccion
de O2 (Solomon et al. 1996; Claus 2004). Tipicamente, las lacasas estan
compuestas por tres dominios de tipo cupredoxina (Rydén 1988), dos de ellos (D1
y D3) separados por un dominio sin unién a iones cobre (D2). Esta disposicidon
candnica de los dominios es caracteristica de las lacasas de plantas, hongos y
bacterias. No obstante, se han descubierto lacasas con s6lo dos dominios, e.g.,
SLAC de Streptomyces coelicolor (Machczynski et al. 2004), EpoA de S. griseus
(Endo et al. 2003) y la lacasa de Botrytis cinérea, en hongos (Pezet 1998).
Estudiadas en detalle, se encontré que estas pequehas lacasas comparten
propiedades estructurales y funcionales con las lacasas de tres dominios, entre las
que se encuentran el posicionamiento del sitio de cobre T1, las vias
intermoleculares de transferencia de electrones y la oxidacion del amplio rango de
sustratos (Endo et al. 2003; Hirofumi & Yoshiki 2010), y especialmente de lignina
(Majumdar et al. 2014).

Evolutivamente, todavia existe incertidumbre en el origen de las lacasas de dos y
tres dominios. En el primero de los modelos propuestos, los precursores de las
lacasas de dos dominios cuya estructura cuaternaria seria un trimero, sufrieron una
insercion de un dominio cupredoxina adicional, dando origen a las lacasas de tres
dominios (Rydén & Hunt 1993). En cambio, Murphy et al. (1997) propusieron que
las lacasas de tres dominios provendrian de la delecion sucesiva de tres dominios,
por parte de una MCO de seis dominios, i.e., la ceruloplasmina (Ortel et al. 1984).
Queda claro que aun no se cuenta con los elementos suficientes para responder a
este interrogante, pero por ahora se acepta mas el modelo de la insercion
(Nakamura & Go 2005). La principal pregunta que surge en este trabajo es que, si

las lacasas de dos dominios cumplen con todas las funciones de una lacasa de tres
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dominios, ¢por qué son mas abundantes en la naturaleza las lacasas de tres y no
de dos? La respuesta podria encontrarse al delecionar el dominio D2 de una lacasa
de tres dominios y comprobar si dicho mutante seria capaz de mantener la funcion
oxidasa del tipo salvaje. En el presente trabajo de grado se evalud el efecto
funcional de la delecién del dominio D2 de la lacasa CueO de E. coli, mediante la
construccion de una pequefia lacasa de dos dominios. Los resultados
computaciones y experimentales demuestran que a pesar de la delecion del dominio
D2, Cue0?P? mantiene las propiedades funcionales de la lacasa tipo salvaje. Se
discute entonces cual puede ser la funcién del dominio D2, si una lacasa puede
prescindir de este dominio sin perder su funcion oxidasa de sustratos
convencionales. Dada la creciente diversidad de lacasas de dos dominios,
¢ estariamos frente una tendencia evolutiva hacia la desaparicion del dominio D2 en

las lacasas de tres dominios?
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el impacto de la delecién del dominio D2 en la actividad enzimatica de la

lacasa CueO de Escherichia coli.

1.2 OBJETIVO ESPECIFICO

1. Realizar el disefio in silico del gen de una lacasa CueO sin el dominio D2

(Cue0AD2),

2. Sobreexpresar en E. coli los genes tipo salvaje CueOdD2 y mutante

Cue0AD2

3. Preparar extractos crudos de proteinas de E. coli BL21 (DE3), en fracciones

de citoplasma, periplasma y medio de cultivo.

4. Comparar la actividad especifica de CueOdD2 y Cue0ADZ ¢on sustratos

convencionales.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 DISENO IN SILICO DE LAS LACASAS CueOdD2y Cue0AD2
2.1.1 Secuencias y Alineamientos HCA

Las estructuras primarias de CueO (Komori et al. 2014) de Escherichia coli
(Genbank locus CAQ30638) y SLAC (Skalova et al. 2009) de Streptomyces
coelicolor (cédigo PDB 3cg8) fueron seleccionadas de la base de datos del NCBI y
de la RCSB Protein Data Bank, respectivamente. Se llevaron a cabo alineamientos
estructurales mediante HCA (Hydrophobic Cluster Analysis), el cual es un método
de alineamiento de secuencias altamente divergentes (ID <30%), basado en
representaciones 2D (Eudes et al. 2007). En HCA, los aminoacidos hidrofébicos se
agrupan en clusteres. La forma geométrica de estos clusteres esta asociada con
estructuras secundarias regulares. En la mayoria de los casos, las agrupaciones
verticales y horizontales, estan directamente relacionadas con a hélices y hojas ,
respectivamente (Callebaut et al. 1997). Para los alineamientos, se siguieron las
pautas establecidas por los autores mencionados. Producto del analisis HCA,
surgieron dos secuencias aminoacidicas, objeto de estudio en este trabajo:

CueOdD2, correspondiente a la forma salvaje de CueO de tres dominios y

CueOADz, relativa a la forma delecionada de dos dominios.
2.1.2 Modelado por Homologia de Cue0AD2

La construccion del modelo 3D de CueOAD? se llevé a cabo en el portal web I-
TASSER (Yang et al. 2015), con los parametros por defecto. Como moldes se
emplearon las estructuras cristalinas de la pequena lacasa SLAC de S. coelicolor
(cédigo PDB 3cg8) (Machczynski et al. 2004) y la estructura de Aa5-7 CueO
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(Kataoka et al. 2007) de E. coli (cédigo PDB 2yxv). La similaridad estructural entre
el conjunto de modelos y los respectivos moldes se determind mediante
superposicion de estructuras, utilizando la extension MultiSeq del programa VMD
(Humphrey et al. 1996) y la aplicacion PyMOL 1.7.0 (Delano 2002).

2.1.3 Dinamica Molecular

Las simulaciones de dinamica molecular fueron procesadas utilizando el campo de
fuerza OPLS-AA (Jorgensen et al. 1996), incluido en el paquete de GROMACS 4.5.3
(Hess et al. 2008). El sistema fue solvatado dentro de una caja cubica, utilizando el
modelo de agua SPC-216 (simple point charge) (Berendsen et al. 1981). Las cargas
de cada complejo fueron neutralizadas con 100 mM de NaCl. Se llevé a cabo una
minimizacion de energia para lograr un valor de energia potencial maxima de 1000
(kd/mol) y el sistema fue equilibrado bajo condiciones isotérmicas e isobaricas a
temperatura constante de 300 K (NVT) y presion de 1 bar (NPT), en un tiempo de 1
ns para cada uno. Finalmente, la trayectoria fue obtenida durante 10 ns de
simulacién, utilizando la opcién mdrun de GROMACS. La estabilidad de los modelos

fue evaluada mediante la comparacion del RMSD.
2.1.4 Acoplamiento Molecular

Para evaluar la interaccién de 2,6-Dimetoxifenol (DMP) con los modelos 3D de

Cue0AD2 y los controles (2yxv y 3cg8), se llevaron a cabo interacciones de
acoplamiento molecular en el software AutoDock 4.2 (Morris & Huey 2009). La
estructura del DMP se obtuvo de la base de datos ZINC (Irwin & Shoichet 2005).
Los complejos proteina—ligando fueron configurados en el programa AutoDock Tools,
con una caja de 20 A de longitud para las coordenadas X, Y, Z, 1 A de espaciado y
centrada en los residuos que conforman el bolsillo de union al sustrato: para 2yxy,
M35 - D439 - M*41 (Kataoka et al. 2007; Sakurai & Kataoka 2007); para 3cg8 Y?%°—
Y230 (Skalova et al. 2011). Dado que CueOdD2 esta basada en la secuencia de 2yxv,
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los modelos mantuvieron los mismos sitios de unidn. Las busquedas
conformacionales se realizaron con el Lamarckian Genetic Algorithm (Morris et al.
1998), utilizando como parametros 2.500.000 evaluaciones de energia y 100
corridas de Algoritmo Genético. Los parametros fueron utilizados por defecto. La
mejor conformacion proteina-ligando fue seleccionada con base en la menor

energia libre de interaccion (AG).

2.1.5 Construccion del Vector pET_CueOdD2

Para la construccion del gen CueOdD2, se utilizé la secuencia de aminoacidos
derivada de los alineamientos HCA, con el uso de codones de E. coli. Se hicieron
modificaciones en el marco de lectura abierto para facilitar la clonacién dentro del
vector de expresion y la delecion del dominio D2 (ver resultados). Se incluyo la
secuencia codificante para una etiqueta de polihistidina [6His]-tag, con el fin de
purificar las proteinas en el futuro. La sintesis quimica del gen CueOdD2 fue
contratada con la empresa General Biosystems. El gen CueOdD2 fue clonado en el

vector de expresion pET-21d, en los sitios Nco | y Hind llI.

2.1.6 Digestion de pET-CueOdD2 con Nco |, Hind lll y Eco RI

Para la delecion de los 510 pb que codifican para el dominio D2, 50 ng de plasmido
pET-CueOdD2 fueron digeridos con la enzima Eco Rl segun los protocolos del
proveedor (Fermentas). Para la religacion, el producto de la digestion se diluyd con
el propésito de desfavorecer la recombinacion de los fragmentos de ADN. La
reconstitucion del marco de lectura abierto se hizo con la T4 DNA ligasa (Sigma-
Aldrich) y se transform6 E. coli BL21 (DE3) siguiendo las recomendaciones del
proveedor (Novagen), dando lugar al plasmido pET-CueO”P? (Figura 12). Los
productos de la digestion fueron visualizados en un gel 0,8% de agarosa y
coloreados con EZ-Vision IlI(R) (Amresco, USA). Todas las demas manipulaciones

de ADN se realizaron bajo las condiciones estandar descritas por
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Sambrook & Russel (2001).
2.2 SOBREEXPRESION DE CueOdD2Y Cue0OADZ EN E. coli

2.2.1 Condiciones de cultivo

Los precultivos de E. coli BL21 (DE3) fueron incubados toda la noche en 5 ml de
medio SOB a 37 °C, agitacién a 180 rpom y 100 ug/ml ampicilina. 1 ml del precultivo
se repico en 20 ml de medio SOB hasta alcanzar una ODsoo nm = 1.0. Se procedid
a preparar células competentes para la trasformacion por el método de tratamiento

con CaClz, segun (Sambrook & Russel 2001).

2.2.2 Expresion Homoéloga de CueOdD2 y Cue0AD2

Células competentes de E. coli BL21 (DE3) fueron transformadas con los plasmidos

pET-CueOdD2 y pET-CueOADz, segun el protocolo propuesto por Sambrook &
Russel (2001). Las cepas de E. coli BL21 (DES3) transformadas fueron cultivadas en
250 ml de medio SOB con 100 pg/ml ampicilina, a 37 °C y agitacion a 180 rpm,
hasta alcanzar una densidad o6ptica ODeoo nm = 0.6. Las células fueron
sedimentadas mediante centrifugacion a 5000 g por 5 min a 4 °C y se
resuspendieron en el mismo volumen de medio SOB fresco. La expresion fue
inducida mediante la adicién de 0.4 Mm IPTG e incubacion a 37 °C con agitacion,
hasta alcanzar una ODsoo nm = 0.1. Alicuotas de 50 ml de cultivo fueron recuperadas
a0,1,3,6, 12y 24 h después de induccién con IPTG. De cada alicuota o de cada
tiempo se efectud la separacion de las fracciones de medio (FM) y periplasma (FP),
siguiendo el manual de Novagen para el sistema pET (10th Ed.). Para la FM, el
cultivo fue centrifugado a 10.000 g durante 10 min a 4 °C y el sobrenadante (FM)
fue recuperado. El sedimento (bacterias concentradas) fue utilizado para llevar a
cabo la separacion de la FP; las bacterias se resuspendieron en Tris-HCI pH 8.0,

20 % de sacarosa, 0.5 M EDTA, pH 8.0 con agitacion leve durante 10 min. La mezcla
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fue centrifugada a 10.000 g a 4 °C por 10 min y el sobrenadante fue descartado.
Las células fueron resuspendidas en la solucion buffer final (la misma del medio de
reaccion) e incubadas con agitacion leve durante 10 min a 4 °C. Finalmente, se
sometieron a una centrifugacién final a 10.000 g (4 °C, 10 min) para que el contenido

periplasmico se liberara a la fase acuosa, la cual constituye la FP.

2.2.3 Ensayos de Actividad Oxidasa de 2,6-DMP

La actividad oxidasa de los extractos FM y FP, fue monitoreada mediante el
incremento en la absorbancia a ODassonm (Djoko et al. 2015), usando un
espectrofotometro Shimadzu UV-VIS UV 1800, por 5 min a temperatura ambiente.
La mezcla de reaccion de un volumen final de 2 ml contenia: buffer acetato de sodio
pH 8.5 o pH 5.5, 100 ul de extracto de FM o 1.5 ml de extracto de FP, 5 mM CuSO4
y 5 mM 2,6 DMP. La preparacion fue pre-incubada con 5 mM CuSOa4 durante 20 min

a 37 °C, para facilitar la activacion de la enzima.

Para determinar la concentracion optima de iones cobre, la mezcla de reaccién con
FM y FP fue pre-incubada durante 20 min con las siguientes concentraciones de
CuSO04: 0, 1, 5, 10, 20 y 30 mM. El monitoreo de la actividad enzimatica se llevo a

cabo siguiendo las especificaciones anteriores.

2.2.4 Calculo de la Actividad Enzimatica

Una unidad enzimatica (U) fue definida como la cantidad de enzima que cataliza la
oxidacion de 1 ymol de 2,6-DMP en 1 min. La actividad especifica se calculé con
base en el numero de unidades enzimaticas por mg de proteina en los extractos.
Para el calculo de las actividades enzimatica y especifica se empled la ecuacion
propuesta por (Galai et al. 2012), excluyendo la concentracion de proteina en el
calculo de la actividad enzimatica:

DMPO (mU mg-1) = ADO469 nm*10:/ 0.025*[Concentracion de proteina]*€owvp
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Donde,
ADQu469 nm = variacion de la absorbancia durante 1 min

[Concentracion de proteina] = Concentracion de la fraccion en mg/ml

Eomp = Coeficiente de extincion molar del 2,6-DMP, igual a 14.800 M- cm-

2.2.5 Determinacion de la Concentracion de Proteinas

La concentracion de proteina total en los extractos FM y FP (en mg/ml), se
determind mediante el micro-ensayo de Bradford (1976), propuesto en el manual
(Ausubel 1992). Como proteina de referencia se usoé Albumina de Suero Bovino
(BSA).

2.2.6 Electroforesis Desnaturalizante de Proteinas (SDS-PAGE)

Los extractos proteicos de las fracciones FM fueron separados por electroforesis
desnaturalizante en geles 9% SDS-PAGE, de acuerdo con el protocolo sugerido en
el manual de (Laemmli 1970). Se empled el Prestained Protein Ladder (Thermo

Scientific, USA) como marcador de peso molecular.

2.2.7 Efecto del pH y la Temperatura en la Actividad con 2,6-DMP

Para evaluar el efecto del pH y la temperatura se prepard una mezcla de reacciéon
siguiendo las especificaciones del numeral 2.2.3 en fracciones de FM. Los intervalos
de pH evaluados fueron los siguientes: buffer acetato de sodio pH 3.0, 4.5, 5.5, 8.5,
buffer fosfato de sodio pH 7.5 y buffer Glicina-NaOH pH 10 (Sambrook & Russel
2001). El efecto de la temperatura sobre la actividad oxidasa de 2,6-DMP fue
registrado a 27 °C y 70 °C, con pre-incubacién durante 2 min y monitoreando el
ADO469 nm a las mismas temperaturas respectivas, con un espectrofotometro

Shimadzu UV VIS 1800 con sistema de recirculacion de agua.
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2.2.8 Analisis Estadisticos de los Datos

En los ensayos de efecto de pH y Temperatura, asi como en las comparaciones de

la actividad enzimatica de CueOAP2 con respecto a los controles (pET21-d,
CueO1.4, y CueOdD2), se utilizdé un disefio experimental completamente aleatorio
con tres repeticiones de cada método. De cada uno de los resultados, se calcularon
los valores medios de la actividad especifica (AE) con sus correspondientes
desviaciones estandar. Los datos fueron analizados mediante la prueba Kruskal-
Wallis, utilizando el programa SPSS Statistics V. 22.0 y se consider6 un valor de

significancia p < 0.05.
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3. RESULTADOS

3.1.1 Delimitacion de los Tres Dominios de CueO y Delecién del Dominio D2

Para disefiar un mutante de CueO con la delecién abrupta del dominio D2 (CueQA4P?),
iniciamos con la demarcacion de los tres dominios que componen el tipo salvaje.
Las lacasas provienen de la triplicacion de un dominio cupredoxina ancestral (Rydén
& Hunt 1993). La Figura 1a representa un alineamiento mediante HCA (Callebaut et
al. 1997) entre los dominios cupredoxina D2 y D3 de CueO. Como puede apreciarse,
los agregados hidrofébicos y aminoacidos no hidrofébicos conservados en el eje de
las estructuras secundarias revelan una relacion estructural entre estos dos
dominios. Mas aun, también se conservan las hojas B asociadas al dominio
cupredoxina original (cupredoxin fold). Este plegamiento tipicamente consta de 8
hojas B antiparalelas (Adman 1991; Murphy et al. 1997). Se corresponden
mutuamente las hojas B de los dominios D2 y D3 (lineas rojas verticales, Figura 1a),
respectivamente, f10-820, B11-21, 12-822, B12-823, B13-B24 (unién al Cu?* en
D3), B17-B27, B18-B28 (union al Cu?* en D3) y B19-B29. Interesantemente, el
dominio D3 ha sufrido cambios sustanciales con respecto al cupredoxin fold original.
Por una parte, la insercion de una serie de a hélices ricas en metionina (a5, a6, [...]
a7 y a8) (recuadro verde, Figura 1a), de las cuales hablaremos mas adelante. Por
otra parte, el domino D3 adquirié dos hojas B (B25 y B26) y tres nuevas a hélices
(a9, a10 y a11), analogas en posicion de estructuras secundarias en el dominio D2.
Estas hojas B y a hélices hacen parte de las llamadas regiones estructurales no
conservadas (Structurally Unconserved Regions, SURS) y son propias de cada
lacasa (Murphy et al. 1997). El domino D2, sin estar directamente involucrado en la
unién con los atomos de cobre, ha conservado el plegamiento cupredoxina original,

a excepcion de la insercion de las SURs.

La primera estructura 3D de CueO (1kv7) fue determinada en 2002 (Roberts et al.

25



2002) y posteriormente fue refinada en 2014 (4ner). Por su mayor resolucion, para
este trabajo elegimos 4ner (Komori et al. 2014). Una superposicion entre las
estructuras 3D de los dominios D2 y D3 (Clase V, Murphy et al. 1997) corroboran la
adopcién de una misma conformaciéon espacial y contribuiran a definir los
aminoacidos limitrofes. EIl RMSD entre los dominios D2 y D3 fue de 3,74 A, con una
identidad de secuencia de 12,3%. Los dominios D1 (Clase IV) y D2 (Clase V)
apenas se superponen Yy la identidad de secuencia es mucho menor (datos no
mostrados), lo que es coherente con reportes previos (Murphy et al. 1997). En
cambio, a pesar de pertenecer a clases diferentes, los dominios D1 y D3 si se
superponen, con un DRMS de 2.7 A y una identidad de 13.2%. En la Figura 1b se
muestra la superposicion de las estructuras de los dominios D2 y D3, separada en
dos segmentos para facilitar la lectura. La conformacion espacial es
sorprendentemente similar, bien a pesar de que el evento de duplicacion data de

muy temprano en la evolucion (Rydén & Hunt 1993; Nakamura et al. 2003).

Figura 1. Evidencia del plegamiento del dominio D2 de CueO, en un dominio
cupredoxina. a) Alineamiento HCA entre los dominios D2 y D3 de CueO (Genbank
locus CAQ30638). Los agregados hidrofébicos conservados estan sombreados en
gris. Las lineas verticales que cruzan las a hélices (espirales) y las hojas B (flechas)
surcan regiones equivalentes entre las dos secuencias. Las lineas verticales rojas
individualizan las 8 hojas B del dominio cupredoxina original (ver texto). Los
aminoacidos conservados se destacan asi: hidrofébicos (negrilla, fondo gris); no
hidrofébicos (caracteres blancos dentro de circulos negros). Los aminoacidos que
hacen parte de los centros de cobre (H, C, M) se destacan en negrilla sobre circulos
amarillos. Los aminoacidos en verde (recuadro verde) representan las a hélices
ricas en metionina (a5, a6, [...] a7 y a8), propias de la lacasa CueO. b)
Superposicion entre las estructuras 3D de los dominios D2 y D3 (cédigo PDB 4ner).
A la izquierda, representacion parcial de los aminoacidos Q'”® hasta L?** (dominio
D2) con L3¢ hasta H*3 (dominio D3). A la derecha, representacion parcial de los
aminoacidos L?* hasta P3?' (dominio D2) con H**3 hasta G°®'" (dominio D3). Se
omitieron las a hélices ricas en metionina (a5, a6, [...] a7 y a8), exclusivas de D3
de CueO. La atribucién de estructuras secundarias (espirales y flechas) se hizo con
base en la PDB.
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Para la definicion exacta de los dominios recurrimos a la informacion alojada en las
bases de datos de estructuras y a las publicaciones de Roberts et al. (2002) y
Komori et al. (2014). En dichas publicaciones no se encontré nada relativo a la
individualizacion de los dominios. Por otra parte, encontramos discrepancias en
cuanto a los aminoacidos limitrofes de los dominios, entre las principales bases de

datos de estructuras, como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Delimitacién de dominios para el cédigo PDB 4ner (CueO de Escherichia
coli), segun las bases de datos PDB (Protein Data Bank), PDBE (Protein Data Bank
in Europe (EMBL-EBI)) y PDBsum (Pictorial database of 3D structures in the Protein
Data Bank). N.D. = No definido.

PDB PDBE/Uniprot | PDBsum
Dominio D1 Wo7—E163 L40—K169 A29—K174
Linker N.D. N.D. N.D.
Dominio D2 D164_|410 L170_8336 Q175_8327
Linker N.D. N.D. GB328__p344
Dominio D3 N411_v516 |_337_GS17 GS45_G517

Por ejemplo, seguin la PDB el dominio D1 termina en E83; para la PDB europea, D1
termina en K'%° y en K'74 para PDBsum (Tabla 1). Como el mismo ejercicio aplica
para los demas dominios, fue necesario optar por una de las bases de datos. A
diferencia de las demas, PDBsum siempre es muy explicita en la demarcacion de
dominios y, especificamente para CueO, individualiza una regién linker entre los
dominios D2 y D3 (17 aminoacidos, de G328 g E344). Por esta y por las razones que

describimos a continuacion, se opto por la demarcacion de PDBsum.
En la Figura 2, mostramos un alineamiento 2D entre las secuencias de CueO de E.

coliy SLAC (Machczynski et al. 2004), la lacasa de dos dominios de Streptomyces

coelicolor. Entre las pequefias lacasas bacterianas de dos dominios, SLAC es la
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que mas ampliamente ha sido caracterizada bioquimica y estructuralmente
(Machczynski et al. 2004; Sherif et al. 2013) y decidimos emplearla en el disefio
como referente, tanto estructural como funcional. La estructura de otra pequena
lacasa, proveniente de los lodos activados de una planta de tratamiento de aguas
residuales de coque (mgLAC), con 2.17 A de RMSD y 25% de identidad con SLAC,
fue determinada (Suenaga et al. 2007; Komori et al. 2009). Igualmente, se determin6
la estructura 3D de la pequefa lacasa de Amycolatopsis sp (Majumdar et al. 2014)
y esta proteina present6 una identidad de 61% y 0.84 A de RMSD con SLAC. Como
las conformaciones 3D de SLAC (3cg8), mgLAC (4e9v) y la de la pequefia lacasa
de Amycolatopsis sp (3t9w) son esencialmente las mismas, adoptamos
exclusivamente SLAC como referencia para el diseno. Es conocido que SLAC
funciona como un trimero, aunque la forma monomérica también existe
(Machczynski et al. 2004), lo mismo que mgLAC. No obstante, la pequefa lacasa
de Amycolatopsis sp (3t9w) actua como un mondémero funcional, lo cual valida
utilizar sélo una subunidad de SLAC para nuestras predicciones estructurales. Otras
pequenas lacasas monomeéricas también han sido caracterizadas bioquimicamente
(Pezet 1998; Xu et al. 2012).

En la PDB se encuentra alojada la estructura cristalina de SLAC (cédigo PDB 3cg8)
(Skalova et al. 2009). Para una comprensiéon agil de la Figura 2 y las demas, la
alusion a posiciones especificas se hara con base en colores. Toda referencia a la
secuencia o la estructura de CueO (4ner) se escribira con color negro (e.g. D1—
D3). Asi mismo, toda referencia a la secuencia o estructura de SLAC se escribira
con color verde (e.g., D1—D3). Finalmente, la secuencia o estructura de la lacasa
CueO Aa5-7 (cédigo PDB 2yxv), es decir, CueO sin las a hélices del recuadro verde
de la Figura 1 (Kurose et al. 2007; Kataoka et al. 2007), se representaran en color
rojo (ver mas adelante). Nuestra CueO de tres dominios (CueOdD2) estara muy
cercana a CueO Aa5—7 en la estructura primaria, por lo cual mantendremos el color

rojo, ya que son presumiblemente idénticas. Para el mutante CueO de dos dominios

(Cue0AD2), objeto de estudio de este trabajo, se mantuvieron en rojo las secuencias
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o estructuras potenciales, las cuales deben entenderse como una inferencia con

respecto al tipo salvaje 2yxv o CueOdD2 (Figura 4).

Figura 2. Definicion de los limites de los dominios D1, D2 y D3 de CueO (4ner). Se
alinean mediante HCA la secuencia aminoacidica de CueO (Genbank locus
CAQ30638) con la de la lacasa de dos dominios SLAC de S. coelicolor (3cg8). Las
convenciones y simbolos son los mismos de la Figura 1. Los aminoacidos limitrofes
se destacan en negrilla sobre circulos de fondo verde o naranjado, segun estén al
final o al inicio del dominio, respectivamente. Arriba y abajo, a la izquierda se
esquematizan las féormulas moleculares de los centros de cobre y los residuos que
los conforman. A la derecha, estructuras 3D de CueO (4ner) y SLAC (3cg8), en las
que se destacan los dominios D1 (amarillo), D2 (azul) y D3 (rojo) con las regiones
linker (cadenas en color negro). Los aminoacidos =1-45 corresponden a los péptidos
sefal para la secrecion de las lacasas y probablemente son removidos de las
proteinas maduras (Skalova et al. 2009). Las lineas verticales rojas cruzan las 8
hojas B del dominio cupredoxina original.

Iniciamos por determinar la correspondencia estructural entre los dominios D1 y D3
de CueO (4ner), con D1 y D2 de SLAC (3cg8), respectivamente (Figura 2). Segun
PDBsum, CueO cubre: D1, desde A?° hasta K'"* (K en negrilla sobre circulo verde);
D2, desde Q'3 (Q en negrilla sobre circulo naranjado) hasta S3%7 (cuadrado-punto
negros sobre circulo verde); linker, desde G328 (rombo negro sobre circulo naranjado)
hasta E3# (en negrilla sobre circulo verde); y D3, desde G345 (rombo negro sobre
circulo naranjado) hasta G%'7. Como se aprecia en la Figura 2, los dominios D1 y
D3 de CueO se alinean bien con los dominios D1y D2 de SLAC, respectivamente.
Una visidon general del alineamiento refleja una evidente conservacion de los
agregados hidrofébicos y aminoacidos no hidrofébicos entre las dos proteinas, en
particular aquellos relacionados con las estructuras secundarias y los centros de
cobre. Los porcentajes de identidad fueron de 21% para los dominios D1-D1 y 26%
para D3-D2 (excluyendo a5 a a8), valores que reflejan la relacion estructural de
todos los dominios con un unico dominio cupredoxina ancestral (Morozova et al.
2007). Entre los dominios D1-D1 y D3-D2 se conserva la mayoria de estructuras
secundarias, especialmente aquellas que estan asociadas a los ligandos del sitio

activo (cupredoxin fold).

30



CucO

SLAC

D1

D1

200 210 20 230
! | |

\J
0
Y 49 3
N (v -
Y J\ﬂ[

Met-D2 298 s His-D2
e

Type | Cu2+,

P His-D2
Cys-D2288




La correspondencia de las 8 hojas B candnicas entre D1-D1 es asi: B2, B3, B4, B5,
B6 (union al Cu?*), B7, B8 (union al Cu?*) y B9 con 1, B2, B3, B4, B5 (union al Cu?*),
B6, B9 (union al Cu?*) y B10 (Figura 2). Entre los dominios D3-D2, el cupredoxin fold
consta de las hojas 20, 21, B22, 23, B24 (unién al Cu?*), 27, 28 (unién al Cu?*)
y B29 con B11, 12, 13, B14, B15 (unién al Cu?*), 19, 20 (union al Cu?*) y p21.
Las demas estructuras secundarias se consideran regiones estructurales no
conservadas SURs (Murphy et al. 1997). Ademas, puede apreciarse en la Figura 2
que las posiciones de interaccion con los atomos de cobre estan estrictamente
conservadas entre las dos enzimas (residuos verdes en negrilla sobre fondo amarillo
y estructuras moleculares), incluyendo los ligandos axiales M310 y M?298,
respectivamente (Kumar et al. 2003). Como dicho anteriormente, PDBsum es la
unica base de datos de estructuras que reconoce una region linker entre los
dominios D2 y D3. Al mirar la estructura 4ner (estructura 3D arriba a la derecha,
Figura 2), efectivamente los aminoacidos 322GALPDTLSSLPALPSLE3* establecen
un largo segmento no estructurado de aprox. 1/4 del perimetro de la proteina y que
conecta los dominios D2 y D3. Es igualmente importante anotar que ninguna base
de datos define una region linker para SLAC. No obstante, los residuos
18IRKGDVLPD'# manifiestamente cumplen esta funcion (Figura 2, estructura 3D

abajo a la derecha).

Anteriormente, mencionamos que las a hélices a5, a6, [...] a7 y a8 (4ner) hacen
parte de estructuras secundarias adicionales al cupredoxin fold que surgieron
durante la evolucion de CueO (SURs). En trabajos anteriores (Kurose et al. 2007,
Kataoka et al. 2007) se evalud la repercusion de estas a hélices sobre la funcion
oxidasa de CueO sobre sustratos organicos (recuadro verde, posiciones P35 —H406,
Figura 2), las cuales no se encuentran en ninguna otra lacasa procariota o eucariota.
Los experimentos funcionales y estructurales de un mutante delecionado CueO
Aa5-7 (PDB 2yxv) permitieron concluir que dichas a hélices ricas en metionina
constituyen una barrera que bloquea el acceso a los sustratos organicos. De esta

manera, CueO puede concentrarse en la actividad cuprosa oxidasa, ya que esta es
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la funcion enzimatica que se le atribuye a CueO en E. coli (Outten et al. 2001).
Tomadas en conjunto las anteriores observaciones, se establecieron los limites de
los tres dominios de la forma final de CueO que se expresarian en E. coli como tipo

salvaje (CueOdD2) y por consiguiente quedo asi definida la estructura primaria de

la versién delecionada CueO2P2 (Figura 3):

- El dominio D1 va desde M' hasta K'74. Los primeros =45 residuos forman parte de
una secuencia lider que permite la secrecion dentro del periplasma por la via Tat
(Grass & Rensing 2001). La secuencia "®®ILKLMLPK'74, al final del dominio D1 de

CueOdD2 (recuadro vertical amarillo, Figura 3), fue seleccionada como linker entre

los dos dominios del mutante delecionado (CueOAP2), en lugar de la secuencia
linker entre los dominios D2 y D3 328GALPDTLSSLPALPSLE?* de 4ner y 2yxv
(recuadro gris punteado). En nuestras predicciones de modelamiento (ver mas
adelante), notamos que el linker G3?— E3** es demasiado largo para una pequefia
lacasa (ver estructura 4ner, Figura 2 arriba a la derecha). En contraste, la secuencia
168 KLMLPK'"* aparecié no estructurada en las modelizaciones y consideramos
que podria adoptar la funcién de linker.

- El dominio D2 inicia y termina con los aminoacidos NS (Figura 3), ya que es la

secuencia codificada por los nucleétidos GAATTC, sitio de corte de la enzima de

restriccion Eco Rl y que permitira construir el clon delecionado CueOADP2 (ver mas
adelante). De esta manera, el dominio D2 va desde el aminoacido N'75 hasta N34,
- El dominio D3 va desde el aminoacido S34¢ hasta V*%°. Como puede apreciarse en
la Figura 3, se eliminaron las hélices a5, a6, [...]Ja7 y a8 (P38 hasta H4%) tal como
el mutante que dio lugar a la estructura 2yxv (Kataoka et al. 2007). La region
delecionada fue reemplazada por dos G (dos rombos rojos) que conectan las
laminas 322 y 323, para evitar la deformacion de la estructura (recuadro vertical
verde, Figura 3).

Finalmente, tal como a 2yxv, a CueOdD2 se le adicion6 una secuencia polihistidina

([6His]-tag) en el extremo C-terminal, para posterior purificacion con columnas de
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afinidad. En la parte inferior de la Figura 3 se representa la secuencia consolidada

del mutante CueO2P2 para posterior evaluacion mediante herramientas
bioinformaticas. Mediante colores se destacan los aminoacidos comunes con las
secuencias de referencia para el disefio (4ner y 2yxv). A manera de resumen, se
puede afirmar que nuestro tipo salvaje de CueO de tres dominios (CueOdD2)
contiene la misma secuencia que el cédigo PDB 2yxv (51.904 Da y pl=6.51), con la
unica diferencia de los aminoacidos NS que conectan los dominios D1y D2,y D2y
D3. La proteina CueO tipo salvaje (4ner) tiene un peso molecular de 53.477 Da y
un pl=6.07.

Figura 3. Alineamiento en HCA de CueO tipo salvaje, CueO Aa5-7, i.e., 2yxv
(Kataoka et al. 2007) y la version de tres dominios de CueO de este trabajo
(CueOdD2). Abajo al final, se representa la secuencia del mutante con el dominio

D2 delecionado (CueOADz). Todos los dominios D1y D2, estdn sombreados en la
vertical con celeste y rosado, respectivamente. El recuadro verde vertical
corresponde a la region rica en metioninas (a5, a6, [...] a7 y a8) de CueO tipo

salvaje, las cuales se reducen a DGGA (doble ¢) en 2yxv, CueOdD2 y Cue0AD2

La region linker del mutante Cue0AD2 se encierra en el recuadro amarillo vertical.
Los aminoacidos limitrofes se destacan en negrilla sobre circulos de fondo verde o
naranjado, segun esté al final o al inicio del dominio, respectivamente. La delecion
del dominio D2 se hara entre los aminoacidos NS (circulos anaranjados). Se
grafican las estructuras secundarias segun la PDB 4ner (en negro) y 2yxv (rojo).
Como la estructura primaria de nuestro tipo salvaje es practicamente la misma de
2yxv, se repiten las estructuras secundarias en rojo debajo de CueOdD?2. El resto
de convenciones son las mismas de las figuras precedentes.

En la Figura 4 se alinean mediante HCA la pequefia lacasa CueO2P2 (sin dominio
D2) y la pequefia lacasa SLAC de S. coelicolor. CueOADP2 contiene 305 residuos
(33.544 Day pl=7.92), a diferencia de SLAC que contiene 344 aminoacidos (36.875
Da, pl= 6.23), es decir 39 residuos mas que nuestro mutante. La identidad para el
alineamiento de la Figura 4 se calcul6 en 23%. Una vision global de la superposicion
evidencia la similitud entre la pequefia lacasa CueO2P2 y SLAC, reflejada en la
correlacion parcial de los agregados hidrofébicos y la conservacion de la mayoria

de las estructuras secundarias asociadas al cupredoxin fold.
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Figura 4. Alineamiento mediante HCA del mutante delecionado CueOAD2 con SLAC. Las estructuras secundarias

asociadas a CueOAD2 (rojo) fueron inferidas a partir de 2yxv. En verde

las estructuras secundarias relativas a SLAC

(3cg8). El resto de convenciones son las mismas de las figuras precedentes.
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3.1 Modelado por Homologia

Para determinar qué tan probable seria que la pequeina lacasa disefiada adoptara

una conformacioén de una lacasa funcional, se procedié al modelado por homologia
de la estructura primaria de CueO2P2 con el programa I-TASSER (Yang et al. 2015).

Dado que el disefio de CueOAP2 se basé en un monémero de SLAC, se considerd
que lo mas apropiado seria construir el modelo 3D con base en su estructura (3cg8).
Este punto es esencial para la construccion de un modelo finamente preciso
(Herrera & Gomez 2008). El resultado fue un modelo que denominamos M1.
Adicionalmente, se construyd un segundo modelo tomando como referencia la
estructura de referencia 2yxv, con el fin visualizar la flexibilidad de la region linker
en el correcto acoplamiento de los dominios D1 y D3. El resultado fue un segundo

modelo

I-TASSER generd 5 modelos por cada simulacién. EI mejor por cada molde, i.e., M1
y fueron seleccionados con base en el C-score (normalmente entre -5 y 2), el
cual es un valor de confianza que estima la calidad de las predicciones (Yang et al.
2015). Dado que los C-scores obtenidos fueron > —1.5 para tener un plegamiento
correcto (-0,83 para M1 y -0,18 para '), se considerd que los modelos cumplian

con las condiciones necesarias para continuar.

Con base en los modelos construidos, evaluamos la similitud en la organizacion de
las estructuras secundarias con respecto a los moldes 3cg8 y 2yxv. La forma mas
practica de establecer este paralelismo fue mediante representaciones
bidimensionales utilizadas para los analisis HCA (Figura 5). En la Figura 5, se
aprecia un alineamiento HCA entre CueO2P2 y SLAC, junto con las estructuras
secundarias de los codigos PDB 2yxv y 3cg8, respectivamente. Justo en el medio
del alineamiento, se representan las estructuras secundarias predictivas de los
modelos M1y 7, segun |-TASSER.
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Una visién global de las estructuras secundarias de los modelos revela que el

ordenamiento en hojas B de los dominios D1 y D3 (de ahora en adelante, D2) de

Cue02P2 es muy cercano al de la pequefia lacasa SLAC y el tipo salvaje CueOdD2.
Las hojas B correspondientes al cupredoxin fold fueron modeladas en su mayoria.
En el dominio D1 de M1, las hojas B se mantienen con respecto a sus homodlogas
en SLAC: B1-p1; B2 ligeramente desfasada con a1+B2; 3-B4; B4-B5; 35-B6, (6-
B9 y B7-p10. La hoja B3 del dominio cupredoxina D1 no fue considerada en M1
(numero romano | sobre circulo marrén). Tampoco lo fueron las hélices a1 y a2 que

quedaron como regiones no estructuradas. Asi mismo, en el dominio D1, las hojas

B7 y B8 no aparecen, debido al déficit de aminoacidos en esta regién de CueOAD2,
En cambio, la hoja B9, parte del cupredoxin fold (y de union a Cu?*) en SLAC, fue
correctamente construida en M1 por I-TASSER (B6). Finalmente, la hélice a3 se
alinea con a1 y la hoja 10 se alinea perfectamente con 7. Para el dominio D2, se
modelaron exitosamente las hojas B del cupredoxin fold, 39, 310, 311 (unién a Cu?*),
13, B14 (union al Cu?*) y 15, que son equivalentes de 13, 14, B15 (unién a
Cu?*), 19, B20 (union al Cu?*) y B21, en SLAC. Aparecidé un equivalente de la
lamina B11 ($8), pero desviada atras, hacia el limite entre la regién N-terminal del
dominio D2 y el linker (Figura 5). Asi, el vacio dejado por el equivalente de 11 se
representa por el numero romano |l sobre circulo marréon. Finalmente, la hoja 12,
segunda hoja B del cupredoxin fold no tuvo equivalente en M1 (numero romano Il

sobre circulo marron).

Por otra parte, el paralelo entre CueOADP2 (tedrica) y V12, refleja que la prediccion
fue acertada para la mayoria de estructuras secundarias. En el dominio , el
equivalente de la hoja B6 (union al Cu?*) no fue modelada (nimero romano | sobre
circulo anaranjado); ésta fue reemplazada por una larga region no estructurada. Las
laminas B5 y B9, aunque presentes, son mas anchas en ( y ,
respectivamente). Para el dominio D2, todas las laminas B de CueO (2yxv) fueron
modeladas en su totalidad, lo que es un resultado satisfactorio (Figura 5).

Finalmente, una inesperada hélice a fue modelada para (2), la cual no esta
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presente en 2yxv ni en SLAC. Esta ubicada entre una regién amplia no estructurada

entre 27 y B28. En conclusion, los resultados de modelacion molecular permitieron

concluir que el plegamiento de CueO2P2, al menos a nivel predictivo, se ajusta

mayormente al ordenamiento de estructuras secundarias de una pequena lacasa.

En la Figura 6 se representan las estructuras 3D de M1 y M2. Se puede presumir

que CueO2P2 3| igual que SLAC, constaria de 2 dominios bien definidos y
separados por regiones linker (color amarillo). Dicha regién fue concebida en el
disefio como "®8LKLMLPK'74; no obstante, el linker de los modelos se expande un
poco mas, lo que hace sospechar que podria requerir unos aminoacidos adicionales.
Sin embargo, parece que el linker actual confiere la suficiente flexibilidad a los
dominios como para lograr acoplarse funcionalmente. En M1 (Figura 6a) la region
linker entre 37 y 38 cubre los aminoacidos '**DDEILKLMLPK'"* lo que es cercano
a lo previsto en el disefio (Figuras 5 y 6a). En cambio, en (Figura 6b) la region
linker resultdé mucho mas larga, i.e,, ,
comprometiendo también los primeros residuos del dominio D2 (hoja p22). Dado
que B22 se encuentra bastante alejada del tercer centro de cobre (Figura 5), es
posible que no llegue a afectar la funcionalidad del dominio D2. Globalmente, cada
dominio se ajustd al plegamiento caracteristico del cupredoxin fold de las MCO
(Figuras 5 y 6), el cual consiste en un patron de conectividad llamado Greek-key,

conformado por barriles 3 dispuestos en forma paralela (Ribeiro et al. 2011).
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Figura 6. Representacién de las estructuras 3D de a) M1 y b) V2. Ala derecha, las
mismas estructuras para visualizacion con gafas rojo/cian.

A pesar de las diferencias en la estructura primaria de CueO2P2 y el molde 3cg8, se
observa gran similaridad estructural al superponer las estructuras con el programa
VMD (Humphrey et al. 1996). M1 y SLAC arrojan un RMSD de 0,84 A (Figura 7a);
lo mismo ocurre entre y la estructura 2yxv con un RMSD de 0,77 A (Figura 7b).
Obviamente, estos valores son bajos, ya que las estructuras fueron modeladas por
I-TASSER lo mas cercanamente posible a los cdédigos PDB citados. Sin embargo,
en vista de que la cobertura de las dos cadenas es total y que 2yxv corresponde a

una lacasa de 3 dominios, estas cifras ganan significado. Mejor aun, la
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b)

superposicion entre M1y arroja un RMSD de 2,14 A y este valor si es altamente

relevante, ya que proviene de estructuras basadas en modelos diferentes.

Figura 7. Superposicion de estructuras 3D de los modelos M1 y con sus
respectivos moldes a) M1 con 3cg8 y b) con 2yxv. (y). La correspondencia entre
secuencias y estructuras secundarias se mantiene con los mismos colores. A la
derecha, las mismas estructuras para visualizacion con gafas rojo/cian.
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3.2 Dinamica Molecular

Con el fin de determinar in silico la estabilidad de las estructuras 3D y obtener la
conformacion estructural mas estable de los modelos M1y (Furtado et al. 2013),
se llevaron a cabo simulaciones de dinamica molecular. Obtenida la minimizacion
de energia (1000 kJ/mol) y equilibrado el sistema a 300 K y presion de 1 bar, la
calidad de cada estructura fue evaluada mediante la trayectoria de RMSD en 10 ns
de simulacioén (trayectoria en Anexos A). En la Figura 8 se relaciona la estabilidad
estructural de los modelos con respecto a la estructura de partida. Se puede
observar que M1 mantiene su equilibrio entre 2 a 8 ns de simulacién (Figura 8a),
con un valor de 0,3 + 0,1 nm. Se presenta una ligera fluctuacion al final, entre 8 y
10 ns (valor maximo de 0,4 nm). EI molde 3cg8 (SLAC) presenta un equilibrio entre
1.7y 7 ns con 0,3 £+ 0,4 nm e igualmente mantiene fluctuaciones al final de la
simulacidén. Es decir, las dos estructuras exhiben un comportamiento similar in silico

y son igualmente estables.

En cuanto al paralelo entre y 2yxv (i.e., CueOdD2), es notable que ambas
estructuras alcancen el equilibrio aproximadamente a partir de 1 ns (Figura 8b). A
diferencia de 2yxv, presenta ligeras fluctuaciones entre 2 y 3 ns de simulacion y
un aumento en el valor de RMSD en 0,3 + 0,05 nm. En comparacion, 2yxv presenta
un aumento en el valor de RMSD en 0,2 £ 0,025 nm, lo que significa una ligera

disminucién de la estabilidad en

Un comparativo entre CueOdD2 (2yxv) y CueOAD2 (M1 y M12) revela un incremento
en el valor de RMSD en M1 y de + 0,1 nm en relacién con 2yxv (Figura 8c).
Estas fluctuaciones pueden atribuirse a la inestabilidad en el acoplamiento entre los
dominios D1 y D3, tras la delecién del dominio D2; especificamente, por el

comportamiento conformacional de la regién linker con el medio y las fuerzas que

estabilizan la interaccion entre los dominios D1 y D3. Sin embargo, CueOAD2
presenta un patron de variaciones durante la simulacion y de RMSD semejantes al
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observado en SLAC (Figura 8c); estas similitudes significan que CueOADP2 debe ser
estable tan estable como SLAC. En conclusion, las simulaciones de dinamica
molecular indican que la mutacion producto de la remocion del dominio D2, no
impacto significativamente la estabilidad estructural de la interaccion D1 - D3. Al
menos in silico, nuestros modelos presentan patrones de trayectoria similar al de

una la pequefia lacasa.

Figura 8. Estabilidad estructural de los modelos con respecto a la estructura de

partida. a) M1 - SLAC, b) M2 - 2yxv c) CueO2P2 (M1y 12) SLAC (3cg8) y CueOdD2
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3.3 Acoplamiento Molecular

La funcion principal de CueO en E. coli es la homeostasis del cobre (Grass &
Rensing 2001b). No obstante, también es capaz de oxidar los sustratos
convencionales de las lacasas. Con el fin de predecir la capacidad de acoplamiento
entre los modelos M1 y de CueOAP2 con el 2,6 dimetoxifenol (2,6-DMP),
simulamos esta interaccion in silico. La energia libre de union, los residuos
involucrados en el acoplamiento y los atomos del ligando se resumen en la Tabla 2.
Como referentes, se calcularon las interacciones entre las lacasas molde y el mismo

sustrato.

Tabla 2. Acoplamiento molecular de los modelos M1y de CueOAD2 con el 2,6-
DMP. Las lacasas molde fueron usadas como control. Resultados obtenidos con el
software AutoDock 4 (Morris & Huey 2009).

Estructura

AG Residuo — Atomo Atomos

(kcal/mol) (2,6-DMp) | Distancia (A)

M1 -3.85 Q 183MN_ Q 18IHE21 _ G 2920 | O1-02-H" | 1.97-2.136-2.2
-2.82 S 1850 _ |\ 186/HN O'-H’ 21-22
3cg8 -2.55 N7 2l ok 1.957
2yxv -4.28 MA441/0 _ \MA41/HN \s475/0 _ G477/HN | H7_.02-H7-0?2 2.046 -2.2

En la Tabla 2, se puede apreciar que el modelo M1 y obtuvo una energia de unién
inferior (mas negativa) con respecto a su molde SLAC, lo cual sugiere interacciones
mas favorables entre el modelo y el ligando, que en una pequefa lacasa autentica.
La interaccién de M1 con 2,6-DMP (AG = - 3.85 kcal/mol) involucra la unién de Q'3
y G?%2, con la formacion de tres puentes de hidrogeno (Figura 9a). Estos residuos
guedan expuestos en la superficie de la proteina y espacialmente corresponden al

dominio D2. Por otra parte, presento una energia de unioén superior a la obtenida
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para 2yxv, reflejando que la conformacién adoptada por , proporciona
interacciones menos favorables con el 2,6-DMP, en comparacion con la estructura
nativa (2yxv). La interaccién de con el 2,6-DMP (AG = - 2.82 kcal/mol) se deberia
a la formacion de dos puentes de hidrégeno con los aminoacidos y (Figura
9b). En todos los casos, las interacciones corresponden a puentes de hidrégeno
formados entre las cadenas laterales y el grupo OH del 2,6-DMP, proveedor de los

electrones durante la oxidacion del sustrato.

En la Figura 10 se evidencia la cercania entre los residuos (en circulos) potenciales
(M1 'y M2) o reales (SLAC y 2yxv) que conforman los sitios de unién al Cu?* y los
aminoacidos que interacttan con el sustrato. Asi como H?*' y Cys?38 (SLAC), y H*4?
(2yxv) conforman los sitios de unién al Cu?* en el centro T1 (Figura 2), los
aminoacidos H?% (M1) y (M2), deben cumplir esta funcién en CueO2P2 y muy
probablemente estaran entre los primeros residuos en iniciar la via de transferencia
electrénica hacia el cluster trinuclear T2/T3, en donde finalmente ocurre la reduccion
del O2. Los analisis de acoplamiento molecular evidencian una afinidad favorable
entre el sustrato 2,6-DMP y una de las conformaciones (M1) para la proteina
Cue02P2, Por lo tanto, tomados en conjunto todos los resultados de analisis
bioinformatico, se puede concluir que los disefios de CueOdD2 y CueOAP2 cumplen

con las condiciones teoricas para ser probadas experimentalmente.
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Figura 9. Detalles de la interaccion estructural de los modelos M1 y M2, y las
estructuras moldes con 2,6-DMP. a) M1; b) M2; c) SLAC; d) 2yxv.
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Figura 10. Cercania entre los residuos que conforman los sitios de unién al Cu
(celeste) y los aminoacidos que interactian con el sustrato, para cada una de las
estructuras. a) M1; b) M2; c) SLAC; d) 2yxv. En M1 la regién amarilla corresponde
a los sitios tedricos de unién al sustrato. Se rodean en circulos los residuos que
conforman parte del centro de cobre T1.




3.4 Construccion de los Vectores pET_CueOdD2 y pET_CueQ2D2

Para caracterizar in vitro el mutante delecionado CueO2P2, iniciamos con el disefio
de un gen CueOdD?2 tipo salvaje; es decir, una lacasa CueO de tres dominios. La
sintesis del gen, contratada con la empresa General Biosystems, se baso en la
secuencia aminoacidica de la proteina CueOdD2 (Figuras 4 y 5) y con el uso de
codones de E. coli. El marco de lectura abierto de CueOdD2 fue modificado de
manera que incluyera en sus extremos sitios de restriccion apropiados para la
clonacion en el vector pET-21d. En 5’, se anadié un sitio Nco |, portador del codén
de iniciacion ATG, lo cual significé una mutacién en la regiéon N-terminal de Q por E
(MQRRDFLK - MERRDFLK). En 3’, se afadié un sitio Hind Ill y se le dio
continuidad a la secuencia en fase con los nucleétidos codificantes para el [6His]-
tag (Figura 11). Para anadir los sitios Eco RI entre dominios (letras azules), se

modificé el marco de lectura asi:

D1-D2: 520gaa cag tgg ggt atc gat®3® ('*KQWGID'%")> aag aat tcg tgg ggt atc gat
(KNSWGID)
D2-D3: "%?7ctg gaa ggg ctg acg'®' (33LEGLT34")-> ctg aat tcg ctg acg (LNSLT)

El plasmido recombinante construido se denominé pET-CueOdD2 (6877 bp). La
idea fue simplificar la construccion de CueOAP2 (924 pb) a partir del gen tipo salvaje.
Se incluyeron dos sitios Eco Rl en CueOdD2 (1434 bp) justo en las uniones entre
los dominios D1y D2, y D2 y D3 con el fin de cortar el plasmido pET_CueOdD2 con
Eco Rl y religar (ver Anexo B), previa remocién del pequefio fragmento de 510 pb

codificante para D2 (Figura 12).

3.5 Expresién Homéloga de CueOdD2

En conformidad con la literatura, la proteina CueO se caracteriza por tener
localizacion periplasmica. No obstante, un trabajo sobre CueO realizado
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previamente en nuestro laboratorio (Vasquez et al. 2015), reporté también actividad
oxidasa en muestras de sobrenadante (fraccion del medio). Por lo tanto, para
evaluar la expresion y funcionalidad de CueOdD2, se tuvo en cuenta monitorear la
actividad oxidasa tanto en la fraccién periplasmica (FP) como en el medio de cultivo
(FM). La cepa E. coli BL21 fue transformada con pET-CueOdD2 e inducida con
IPTG (24 h para FM y 6 h para FP). Se llevaron a cabo pruebas de actividad in vitro
con extractos crudos de cada cepa de E. coli BL21 y 5 mM 2,6-DMP como sustrato,

mediante toma de lectura de AA4esonm (Djoko et al. 2015).

Figura 11. Esquema de la construccion del plasmido pET-CueOdD2 (6877 bp).
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Figura 12. Estrategia de construccion del vector pET-CueO2P2 g partir del plasmido
pET-CueOdD2.
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Se adoptaron las condiciones de reaccidén preliminares (pH, concentracién de
CuSOs4 y volumen de reaccion), previamente estandarizadas en nuestro laboratorio
por Vasquez et al. (2015), para la oxidacion de catecol y de concentracién de 2,6-
DMP (Kim et al. 2001). La actividad oxidasa de CueO con sustratos convencionales
de lacasas ocurre imperativamente en presencia de iones cobre (Outten et al. 2001).
Adicionar iones Cu?* al medio de cultivo induciria la expresion del gen CueO
endogeno de E. coli BL21, lo cual afiadiria un ruido de fondo inconveniente (Grass
& Rensing 2001). Por consiguiente, no se anadié cobre a los cultivos, sino a los
extractos crudos de proteina recombinante, para activar la enzima. El cobre se
adiciono en forma de 5 mM CuSOa4 por 20 min, antes de agregar el sustrato. El pH
optimo para la oxidacion de catecol fue de 8.5 (Vasquez et al. 2015); nuestras
pruebas preliminares de actividad se llevaron a cabo a este pH, mientras
evaluabamos la influencia del pH en la actividad de las formas salvaje y delecionada,
en paralelo. Aunque esta bien establecido que el 2,6-DMP sufre autoxidacién a pH
alcalino o altas concentraciones de cobre, pudimos eliminar el ruido de fondo de la
autoxidacién con pruebas paralelas de s6lo CuSO4y 2,6-DMP a pH 8.5, en ausencia
de extracto proteico (Roberts et al. 2002). Los valores de AA4sonm (Ilamada reaccion
blanco) fueron sustraidos de la tasa de oxidacion final, para cada prueba.
Fracciones de E. coli BL21 transformada con pET-21d no recombinante fueron

utilizadas como control negativo.

En la Figura 13 se muestra la actividad oxidasa de CueOdD2 con el 2,6-DMP,
reflejada en el incremento en Absssonm en muestras de fraccion de periplasma (FP)
y de medio de cultivo (FM). Es importante aclarar que los valores iniciales de
Absss9nm, se deben a la extrema rapidez con que se desencadena la oxidacion del
sustrato, lo que provoca un cambio instantaneo de coloracion (datos no mostrados).
Como era de esperarse, las muestras de pET-21d no presentan un aumento
significativo en los valores de absorbancia (Figura 13). En cambio, es evidente la
actividad oxidasa de CueOdD2 en las muestras FP y FM. Interesantemente, de

manera preliminar, el valor maximo de actividad ocurrié en la FM con AA4sonm = 0,71
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a 5 min de reaccion y no en la FP (AA4s9nm = 0,53) como se esperaria. Bastaron 100
pl de FM/2ml de reaccion para alcanzar la actividad observada en la Figura 13,
mientras que para FP se requirieron 1,5 ml/2ml finales. Esto se discutira
posteriormente, pero queda claro que la enzima esta siendo secretada
abundantemente en el medio de cultivo. Se concluyé que CueOdD2 se expreso

exitosamente y fue capaz oxidar el sustrato 2,6-DMP.

Figura 13. Actividad oxidasa sobre 2,6-DMP de extractos crudos de E. coli BL21
transformada con pET-CueOdD2. FM: fraccion del medio; FP: fraccién del
periplasma. Se usaron fracciones de E. coli BL21 transformada con pET-21d como
control negativo. Condiciones: 6 h de induccidon con IPTG, pH 8.5, 20 min de
activacion con CuSO4. La actividad se registré como AA4eonm durante 5 min.
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3.6 Delecién del Dominio D2 en pET-CueOdD2 y Construccién de pET-CueOAP2

Habiendo comprobado la expresion y la actividad oxidasa de CueOdD2, se procedio
a la delecion del ADN codificante para el dominio D2. En la Figura 14a se observa
el patron de bandas producto de la digestién del plasmido pET-CueOdD2, con las
enzimas de restriccion Nco I, Hind Il y Eco RI, cuyos resultados comprueban la
correcta estructura del plasmido recombinante. En los carriles 2 y 3 se evidencia
una banda de aprox. 7 kb, correspondiente al plasmido de pET-CueOdD2
linearizado con Nco | y Hind lll, respectivamente, o con las dos enzimas al tiempo
(carril 4). Esta tercera digestion libera el gen CueOdD2 de 1434pb (a nivel de la
flecha roja derecha) del vector pET_21d (5.4 kb, flecha azul). En el carril 5, se
observa una banda de 6 kb que corresponde a pET-CueOdD2 sin 510 pb del
dominio D2 (digestion con Eco RI). Aunque la banda de 510 pb no es visible, se
alcanza a notar la diferencia de tamafio con los demas plasmidos. Para la religacion,
el producto de la digestion (carril 5) se diluyd con el propédsito de desfavorecer la
recombinacion de los fragmentos de ADN. La reconstitucion del marco de lectura
abierto se hizo con la DNA ligasa y se transformd E. coli BL21, dando lugar al

plasmido pET-CueO*P? (Figura 12). Finalmente, la correcta secuencia del gen
Cue0AD2 fye verificada mediante digestion de los plasmidos pET-CueOdD2 y pET-
CueO2P?2con Eco RI (Figura 14b, flechas verdes). Igualmente, se hizo una minuciosa
lectura de la secuencia del vector pET-CueO2P? contratada con la empresa
Macrogen Inc (datos no mostrados). El vector pET-CueO*P? contiene el gen

Cue0AD2 con un marco de lectura abierto de 924 pb que codifica para la pequefia

lacasa CueO2P2 de 305 residuos (Ver Anexo C).
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Figura 14. Delecion del dominio D2 en pET-CueOdD2. a) 1. pET-CueOdD2 no
digerido. 2. Corte con Nco I. 3. Corte con Hind lll. 4. Corte con Nco | + Hind Ill. 5.
Corte con Eco RI. Flecha roja: gen CueOdDZ2. Flecha azul: pET-21d. b) pET-
CueOdD2 y pET-CueO2P? digeridos con Eco RI. Flechas verdes: Vectores pET-
CueOdD2 sin 510 pb (dominio D2) y pET-CueO*P2, M: Thermo Scientific™
O'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder.

pET-CoeOdD2 - 510 pb
~CueOi2 (6249 pb)

3.7 Expresiéon Homéloga de Cue0AD2

Al igual que con CueOdD2, la expresion funcional de la pequefia lacasa CueO2P2
fue inicialmente comprobada mediante ensayos de actividad in vitro con el sustrato

2,6 DMP. Las pruebas se realizaron con extractos crudos de FM y FP, obtenidos de

E. coli BL21 transformada con pET-CueO2P2, 3 24 h de induccién con IPTG. Las
condiciones de reaccién fueron las mismas que se utilizaron para la expresion de

CueOdD2. La primera evidencia de la actividad oxidasa de la pequena lacasa

Cue02DP2 se representa en la Figura 15 mediante el AA4sonm, tanto en FP (AA4sonm =

0,55 nm) como en FM (AA4s9nm = 1,17 nm). De nuevo, la actividad es mayor en FM
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que en FP y se mantiene la hipotesis de una secrecidn abundante de la enzima
hacia el medio. Como era de esperarse, los extractos de pET-21d no presentaron

incremento en el valor de absorbancia. Este control evidencia de manera

contundente que la actividad oxidasa detectada corresponde a CueO2P2y no a la

expresion del gen CueO enddgeno de E. coli BL21 (DE3). Por lo tanto, podemos

concluir que CueOAP2 no solamente se expresa, sino que logra catalizar la

oxidacion de 2,6 DMP; todo esto, a pesar de la delecion del dominio D2.

Figura 15. Actividad oxidasa sobre 2,6-DMP de extractos crudos de E. coli BL21

transformada con pET—CueOADZ. FM: fraccion del medio; FP: fraccion del
periplasma. Se usaron fracciones de E. coli BL21 transformada con pET-21d como
control negativo. Condiciones: 24 h de induccién con 0,4 mM IPTG, pH 8.5, 20 min
de activacién con CuSOs. La actividad se registré como AA4sonm durante 5 min.
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3.8 Variacion de la Expresion de CueO2P2 Después de Induccion con IPTG

Para evaluar la actividad de CueOAP2 en funcién de la expresion durante el tiempo
después de afadir el inductor, se tomaron fracciones de FMyFP a0, 1, 3,6, 12y
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24 h. En la Figura 16, se observa una comparacion de la actividad relativa de las
fracciones FMy FP (AAa4s9nm). Como puede apreciarse, durante los primeros tiempos
de induccién (0, 1y 3 h) la produccién de la enzima es baja en FM, pero a partir de

6 h la expresion aumenta exponencialmente hasta alcanzar un maximo a 24 h de

induccién (AAssonm = 1,07). En cambio, la actividad relativa de CueO2P2 en FP reveld
un incremento notorio después de 12 h (AA4sonm= 0,37). Al igual que con FM, a 24
h de induccion se logré la mayor actividad (AA4sonm= 0,56), pero sin alcanzar los
valores de FM. Es decir, la actividad encontrada en FP sélo alcanzo el 52.3% de FM,
lo que apoya la hipétesis de una secrecién abundante hacia el medio. Con estos
resultados queda demostrado que la actividad oxidasa es una consecuencia de la
adicion del inductor y no de la expresion del gen CueO enddgeno. También, se
definié para futuros experimentos, un tiempo de activacion de 24 h antes de

proceder a las extracciones.

Figura 16. Actividad oxidasa de 2,6-DMP, de las fracciones FM (cuadrados verdes)
y FP (circulos negros) a 0, 1, 3, 6, 12 y 24 h de induccion. Condiciones: Extractos
crudos de E. coli BL21 transformada con pET-CueO2P2 y cultivada con 4 mM IPTG.
Sustrato: 5 mM 2,6-DMP, pH 8.5, 20 min de activacion con CuSOs. La actividad se
registré como AAa4eonm durante 5 min.
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Como mencionamos anteriormente, los iones Cu?* tienen como funcion la activacion
de la enzima. Por referencias previas, nuestras pruebas de actividad se han llevado
a cabo a una concentracion de 5 mM CuSOs4 (Kim et al. 2001; Vasquez et al. 2015).

No obstante, se consideré oportuno confirmar la concentracion éptima de iones Cu?*

con CueOAP2_ Se evaluaron muestras de FM y FP de 24 h de induccién y se calculd
la actividad relativa a diferentes concentraciones de CuSOa4 (0, 1, 5, 10, 20 y 30 mM)

para cada fraccion.

Como lo muestra la Figura 17, ninguna de las dos fracciones mostro actividad a 0

mM CuSOs4, lo cual confirma la dependencia de CueO2P2 hacia los iones cobre para
su actividad. Llama la atencién que la FM exhibe cero actividad a 1 mM CuSOsq,
mientras que a esa misma concentracion FM registré un AA4sonm= 0,5. La
explicacion mas plausible seria que se tratd de un error de manipulacion. No
obstante, se podria especular que en la fraccion de medio podria haber un efecto
quelante de iones Cu?* u otro tipo de interacciones que acaparan el Cu?* disponible.
La concentracion 5 mM demostro ser la mas efectiva y curiosamente, la actividad
relativa de FM casi duplica a FP, lo cual es coherente con los resultados anteriores.
A 10 mM CuSO:s la actividad relativa decrece un 30%, manifestandose un efecto

inhibitorio por el exceso de iones Cu?*.

Interesantemente, valores iguales o superiores a 20 mM tienen un efecto inhibitorio
en la fraccién FP mas no en FM. La explicacién podria encontrarse en el hecho de
que a esas concentraciones de CuSOs4 se forma un sedimento oscuro (datos no
mostrados), probablemente formado por la precipitacion del producto junto con la
suspensiéon de proteina. Este fendbmeno ya ha sido reportado previamente y no
constituye una novedad (Dekker & Barbosa 2001; Mattinen et al. 2011). El hecho de
que exista mayor cantidad de proteina en FP que FM fortalece esta hipdtesis. Con

los resultados obtenidos, podemos concluir que 5 mM es la mejor concentracion de

CuSOs4 para la oxidacion de 2,6-DMP por parte de CueOAP2 3l igual que lo

reportado para CueO.

58



Figura 17. Actividad oxidasa de FM (barras verdes) y FP (barras negras) a
diferentes concentraciones de CuSOs4. Las fracciones crudas de E. coli BL21
transformada con pET-CueOADP2 fueron activadas durante 20 min con cada una de
las concentraciones de CuSOs4, antes de adicionar el sustrato. La actividad relativa

se registro como AA4e9nm durante 5 min. Sustrato: 5 mM 2,6-DMP, pH 8.5.
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3.9 Perfil de Proteinas de FM en Geles SDS-PAGE

Desafortunadamente, no contamos con anticuerpos para revelar la presencia de
Cue02P2 mediante western blot. Sin embargo, el sélo perfil de bandas en geles
SDS-PAGE podria aportar algo de evidencia sobre la expresiéon de la enzima. En la
Figura 18 se muestra una separacion electroforética de extractos de FM de E. coli

BL21 transformada con pET-CueO2P2, 3 24 h de induccién con IPTG.

En vista de que la actividad de CueO2P2 es mayor en FM, preferimos visualizar esta
fraccion, ya que la cantidad de proteinas liberadas al medio de cultivo seria mucho
menor que las contenidas en el periplasma. También se incluyeron extractos de FM
de E. coli BL21 transformada con pET-21d como control negativo (carril 1), pET-

CueO1.4 (carril 2) que expresa el gen que codifica para CueO cédigo PDB 4ner
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(Komori et al. 2014; Vasquez et al. 2015) y pET-CueOdD2, nuestro CueO tipo
salvaje (carril 3). En el gel de la Figura 18, carril 2, se observa una banda de aprox.
55 kDa que coincide con el peso molecular de CueO cédigo PDB 4ner (flecha roja).
Otra banda del mismo peso molecular pero un poco menos visible se observa en el

carril 3, la cual corresponderia a nuestro CueO tipo salvaje (flecha roja).

Finalmente, en los carriles 4 y 5 se puede apreciar una banda de un poco menos de
34 kDa que perteneceria a la proteina CueO2P2, ya que solo se encuentra en los

extractos de pET-CueOAD2 y el peso molecular coincide perfectamente (flechas
negras). Interesantemente, algunas bandas del carril 4 con respecto al carril 5 son

menos visibles, aclarandose que se trata de dos ensayos de expresion diferentes

de CueOAP2  La razén podria encontrarse preliminarmente, en pequefias
variaciones en el procedimiento de extraccion y precipitacion de las proteinas antes
de depositar el gel SDS-PAGE. En cualquier caso, en ambos se extractos se aprecia

una proteina del peso molecular esperado.

Figura 18. Gel SDS-PAGE de las proteinas de la fraccion FM de E. coli BL21
transformada con: Carril 1: pET-21d (control negativo). Carril 2: pET-CueO1.4
(Vasquez et al. 2015); Carril 3: pET-CueOdD2; Carriles 4 y 5: pET-CueOAP2,
Referencia de peso molecular 10-170 kDa (Fermentas). Las flechas rojas sefalan
las isoformas de CueO 2yxv y CueOdD2. Las flechas negras sefalan la pequefa

lacasa CueOAD2,

1 2 3 4 5 M kDa
130

e — -

T2

> . > 55

- - 8



3.10 Efectos del pH y la Temperatura en la Actividad Oxidasa de CueQ2P2

Un trabajo previo demostro que el pH 6ptimo de CueO para la oxidacién de catecol

fue de 8.5 Vasquez et al. (2015). Aunque CueOADP2 |ogré oxidar el 2,6-DMP a pH
8.5, era obvio que se debia volver a determinar el pH 6ptimo para esta reaccion,

con la forma salvaje y delecionada, en paralelo. Por consiguiente, se evalué la

actividad oxidasa de CueOdD2 y CueOAP2 con 2,6-DMP, utilizando diferentes

valores de pH en el rango 3 a 10. Para efectos practicos y dado que la actividad de

Cue02P2 se da preferiblemente en muestras de FM, los ensayos se realizaron
utilizando esta fraccion. En la Figura 19 se representa la actividad especifica de

cada enzima en funcion del pH y se observa que las dos lacasas se comportan

esencialmente de la misma manera. CueOdD2 y CueO2P2 presentan mayor
actividad a pH alcalino (P=0,009), alcanzando el valor maximo de actividad
especifica a pH 8.5 (4,01 y 4,23 U/mg, respectivamente), cifra similar a lo reportado
por Vasquez et al. (2015) para catecol. Los valores de actividad especifica de las
proteinas disminuyen a pH acido; sin embargo, a pH=5.5, la actividad alcanza aprox.
60% del pH= 8.5. Estas cifras de actividad resultan interesantes, al considerar que

el pl tedérico de CueOdD2 es de 6.5, mientras que el del mutante delecionado
Cue02P2 g5 de 7.9. Este cambio en el pl de 1.4 unidades podria justificar el ligero

incremento en la actividad de CueO2P2, en todos los valores de pH (Figura 19). No
obstante, otras razones que seran tratadas mas adelante podrian explicar

igualmente este fenomeno.
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Figura 19. Influencia del pH sobre la actividad especifica de CueOdD2 y CueO2P2
con 2,6-DMP, usando extractos de FM de E. coli BL21 transformada con pET-

CueOdD2 y pET-CueOAP2,
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Segun la literatura, CueO tipo salvaje y CueO-1.4 (Aa5-7 CueO) son enzimas
termoestables que toleran temperaturas hasta 75 °C, sin perder actividad (Roberts
et al. 2003; Kataoka et al. 2007; Vasquez et al. 2015). Con el fin de determinar si la
delecion del dominio D2 tuvo alguna repercusion en la termoestabilidad de la enzima,
CueOdD2 y CueO2P2 fueron sometidas a 70 °C por 2 min e inmediatamente se hizo
medicion de la actividad oxidasa a la misma temperatura. En la Figura 20 se
observan los valores de actividad especifica de CueOdD2 y CueO2P2 3 las
temperaturas de 27y 70 °C, a pH 5.5y 8.5.
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Figura 20. Efecto de la temperatura en la actividad especifica de CueOdD2 y
Cue0ADZ 5 27 y 70 °C. a) pH 5.5. b) pH 8.5. Condiciones: 2,6-DMP como sustrato,
usando extractos de FM de E. coli BL21 transformada con pET-CueOdD2 y pET-
Cue0AD2,
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Por una parte, se confirma que la actividad oxidasa de las enzimas aumenta
significativamente a 70 °C en relacion con 27 °C, para ambos valores de pH
(P55=0,025 y Ps5=0,004). Para los extractos a pH 5.5, la actividad especifica
incremento en 2.8 y 6.4 veces a 70 °C para CueOdD2 y CueOAP2, respectivamente.
Este mismo comportamiento se evidencié a pH 8.5, con una actividad 4.6 veces
mejor para CueOdD2 y 10.18 veces para CueO2P2. Los resultados demuestran que
a pesar de la remocién del dominio D2, la enzima conserva la termoestabilidad. Se
puede concluir que, como otras pequefias lacasas, e.g., Trubitsina et al. (2015)
Cue02D2 actila como una pequefia lacasa termoestable, con valores dptimos de
actividad con 2,6-DMP bajo las siguientes condiciones: 70 °C, 5 mM CuSO4 y
pH=8.5.
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3.11 Comparacion Entre la Actividad Especifica de CueO2P2 y las Formas

Salvajes

Habiendo determinado las condiciones Optimas para la actividad enzimatica de

Cue02P2 procedimos a contrastar la actividad especifica del mutante en relacién
con las formas salvajes de 3 dominios, a saber, CueO-1.4 (Vasquez et al. 2015) y
CueOdD2 (este trabajo). Se llevaron a cabo ensayos de actividad de extractos
crudos de FM de E. coli transformada con las tres isoformas de CueO, junto con
pET-21d no recombinante como control. Cada cultivo fue inducido (+) o no inducido
(-) con IPTG por 24 h. Las pruebas fueron realizadas a pH acido, i.e., 5.5 y basico,
i.e., 8.5,y 27 °C (Figura 21).

Figura 21. Actividad especifica de FM de cultivos de E. coli BL-21 transformada
con CueO-1.4, CueOdD2 y Cue0?P?, inducidos (+) y no inducidos (-) con IPTG.
Condiciones: 2,6-DMP como sustrato, £0.4 mM IPTG por 24 h y pre-incubacién con
5 mM CuSOgs por 20 min. Se empleé pET-21d no recombinante como control
negativo. a) Reaccion a pH 5.5. b) Reaccién a pH 8.5. N.D: No Determinado.
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Como se aprecia en la Figura 21, aunque todos los extractos evidencian actividad

oxidasa (excepto pET-21d no recombinante), fue CueOAP2 |3 que presentd los

mayores valores de actividad especifica en ambos valores de pH, aunque

64



practicamente el doble a pH=8.5. En otras palabras, la delecion tuvo un efecto
favorable al incrementar en aprox. 30% la actividad oxidasa. Obviamente, hay varios
factores a considerar para explicar este fendmeno. La delecion misma del dominio
D2, los niveles de expresion génica, la facilidad de secrecidn y la estabilidad de cada
enzima son todos plausibles. Interesantemente, CueO-1.4 superé ligeramente en
actividad especifica a CueOdD2, a pesar de que las diferencias en la estructura
primaria de las dos proteinas son infimas. Las razones anteriores también aplican

para explicar esta observacion, a excepcion de la delecion. En cualquiera de los

casos, queda plenamente demostrado que la pequefia lacasa CueOA2D2 es tan
funcional como CueO de tres dominios (P = 0,927). También se evidencia en la

Figura 21, que la FM de los cultivos sin IPTG presentaron actividad oxidasa para

CueO-1.4, CueOdD2 y CueOAP2_ Este comportamiento también fue encontrado por
Vasquez et al. (2015) y fue atribuido a una expresion basal de los genes
recombinantes, como otras proteinas producidas con el sistema de expresion pET
(Grossman et al. 1998). No obstante, los valores de actividad especifica en las

muestras de FM inducidas con IPTG son significativamente mayores (P = 0,008).

Por otra parte, se realizaron los mismos ensayos de actividad, pero con la fracciéon
FP (Figura 22). Lo primero que se puede observar es que los valores de actividad
especifica en FP decaen visiblemente en relacion con la fraccion FM, aunque los
valores relativos + IPTG se mantienen proporcionalmente. Es decir, en todos los
casos, los cultivos con IPTG ostentan mayores valores de actividad especifica que
los no inducidos (P = 0,03). Los analisis estadisticos indican que las tres enzimas
presentaron valores significativamente similares de actividad en FP, para los dos pH
analizados (pH=5.5, P=0,491 y pH=8.5, P=0,957). Esta es una observacion
interesante, al comparar los valores maximos entre las fracciones FM y FP. Por
ejemplo, para el mutante CueOP? en la fraccion FM + IPTG pH=5.5, la actividad
especifica alcanza aprox. 2.5 U/mg y a pH=8.5 casi llega a 6 U/mg. En cambio, en
la fraccion FP + IPTG, CueO2P2 escasamente alcanza 0.8 U/mg en ambos valores
de pH. Esta diferencia se puede explicar por el hecho de que la fraccion FP alberga
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muchas mas proteinas del espacio periplasmico, lo cual hace caer drasticamente el
valor de actividad especifica de las isoformas de CueO. Ademas, los altos valores

de FM hacen sospechar una secrecion activa de CueO hacia el medio.

Figura 22. Actividad especifica de FP de cultivos de E. coli BL-21 transformada con
Cue0-1.4, CueOdD2 y CueO?P?, inducidos (+) y no inducidos (-) con IPTG.
Condiciones: 2,6-DMP como sustrato, £0.4 mM IPTG por 24 h y pre-incubacién con
5 mM CuSOs4 por 20 min. Se empleé pET-21d no recombinante como control
negativo. a) Reaccion a pH 5.5. b) Reaccién a pH 8.5.
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La hipotesis de la secrecion también podria explicar el hecho de que CueO-1.4 fue
la lacasa que alcanzé el mayor valor de actividad especifica, en relacion con
CueOdD2 y CueOADP2 3 pH 8.5 (Figura 22b). En efecto, bajo el supuesto de que
todos los extractos de periplasma contienen la misma cantidad de proteinas de E.
coli, el hecho de que CueOAP2 tenga menor valor de actividad especifica en FP (que
es muy alta) soporta la idea de que la proteina se esta secretando al medio. Ademas,
previamente se demostré que CueO-1.4 es de localizacion periplasmica, aunque
cierta actividad se encuentre en FM (Vasquez et al. 2015). Finalmente, a partir de
las diferentes comparaciones podemos concluir que la delecién del dominio D2 no
redujo, sino que incrementd la actividad oxidasa con el 2,6-DMP. Nuestra pequefia
lacasa CueOAD2 es funcionalmente activa al igual que la enzima nativa de tres

dominios.
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4. DISCUSION

En el presente estudio se logré demostrar, por primera vez, que una lacasa de dos
dominios, producto de la delecion del dominio D2, es totalmente funcional como las
pequefias lacasas encontradas en hongos, bacterias y algas (e.g., Pezet 1998;
Wang & Ng 2006; Nakamura et al. 2003). Esta conclusion es de gran relevancia, ya
que tiene incidencias en aspectos evolutivos, biotecnologicos y en la ingenieria de
nuevas lacasas (Mate & Alcalde 2015). Las predicciones bioinformaticas,
fundamentales para el disefio, permitieron evaluar anticipadamente las
probabilidades de éxito de una meta que no estaba garantizada. Segun nuestros
resultados computacionales, CueO2P? adoptaria una conformacion 3D similar al de
una pequefa lacasa como SLAC vy, al menos in silico, lograria acoplarse a un
sustrato convencional de las lacasas y oxidarlo. En contra, se hallaba todo tipo de
cuestionamientos que la sola virtualizacion no podria responder: Entre otros,
¢ Adoptaria apropiadamente la estructura 3D, especificamente en la regién linker?
¢Lograria estabilizarse el duplo D1-D3 con el vacio dejado por D27 ;Lograrian
reunirse los centros de cobre para conformar un sitio activo funcional? ;Alcanzaria
el potencial redox suficiente para oxidar el sustrato? ;Se mantendria como un
monomero o formaria un trimero? Las respuestas a muchas de estas preguntas se
hallaran si en el futuro, si se continda con la purificacion de CueO2P? y la

determinacién de su estructura tridimensional.

Por ahora, los resultados de este trabajo demuestran que las lacasas de 3 dominios
si pueden prescindir del dominio D2 sin perder su funcion. En el curso del disefio
surgieron obstaculos computacionales. En los modelos estructurales, las regiones
del cupredoxin fold no modeladas (e.g., Figura 5, numeros romanos), se deben
posiblemente a errores ocasionales de alineacion o empaquetamiento de la cadena
lateral durante el modelado (Baker & Sali 2001). Para el modelo M1, una posible

explicacion de la omision de algunas hojas B seria la baja identidad de secuencia
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con SLAC en esas regiones (Figuras 4 y 5). Igualmente, la desigualdad en la
secuencia y la deformacion en la region modificada para los sitios de restriccién Eco
RI'y el duplo G-G que reemplazé a la seguidilla de a hélices, exclusivas de CueO
(Figuras 1, 2 y 5). Los bajos valores de RMSD entre los moldes y los modelos
(Kufareva & Abagyan 2011) fueron fundamentales para confiar en que CueO*P?
mantendria la arquitectura 3D caracteristica de las lacasas (Figura 7). Aunque no
se han reportado estudios computacionales de referencia acerca de la estabilidad
estructural de CueO, nuestros resultados reflejaron que los patrones de trayectoria
de RMSD entre CueO*"? y una pequeiia lacasa real serian similares, indicando que
CueO2P? |ograria estabilizarse. Aunque es prematuro afirmarlo, los resultados nos
llevan a especular que los cambios de estabilidad de las lacasas analizadas parecen
estar estrechamente relacionados con el tamano estructural. Asi, los valores de
RMSD tenderian a decrecer a medida que disminuye el tamafo proteico, como se

evidencia en estudios de dinamica realizados en lacasas (Awasthi et al. 2015).

En las oxidasas multicobre, es primordial que los aminoacidos que conforman el
bolsillo de unién al sustrato se encuentren cerca de las His que coordinan con el Cu
de T1 (C5%%y M531% en CueO, Figura 2). Esta es la via efectiva para la transferencia
de electrones entre el sustrato y el Cu de T1 (Bello et al. 2012; Bertrand et al. 2002).
En nuestros analisis de acoplamiento molecular, las interacciones entre y el 2,6-
DMP coinciden parcialmente con lo reportado en la literatura (Kataoka et al. 2007).
Segun el modelo (Figura 10b), el residuo de Cue02P?, (M35 en CueO,
Figura 3) se encuentra ubicado en la superficie de la proteina y mantiene gran
cercania con y (H43 y H5 en CueO). podria funcionar como el
aceptor inicial de electrones y de esta manera asegurar la transferencia electronica
hacia el Cu de T1 y el cluster trinuclear. Por otra parte, los residuos de interaccién
entre el modelo M1 y el 2,6-DMP fueron aun mas diferentes de los reportados para
CueO (Figura 10a). No obstante, los nuevos sitios de union Q'#* y G?°? se proyectan
cerca de H??5 y H?®%_ Por lo tanto, Q%% y G?°? adoptaron una ubicacién mas cercana

a H?®® en comparacion con el sitio de union tedrico M'%¢ (Figura 10a). Estos nuevos
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residuos son en su mayoria de naturaleza hidrofilica y se caracterizan por estar
expuestos al solvente, aumentando de esta manera la interaccion directa con los
sustratos. Otro factor que podria estar influenciado este patron, es que CueQAP?
adopte una organizaciéon en trimero, al igual que su estructura molde (SLAC). Por
lo tanto, Cu de T1 estara localizado en el dominio D2 y el cluster T2/T3 en D1 de la
subunidad adyacente (lacasa tipo B, Lawton et al. 2010). El hecho de considerar el
cambio de los sitios de union a sustrato en M1 es valido, ya que comparaciones
entre dichas regiones en lacasas revelan que existen diferencias con respecto a la
conformacion y union del ligando, primariamente reflejado en diferencias
sustanciales en la forma y dimensiones del bolsillo de unién y de los ligandos
(Zhukhlistova et al. 2008).

A juzgar por los resultados experimentales in vitro, nuestras predicciones
bioinformaticas permitieron un disefio exitoso de CueOP2. Los reportes previos
revelan que CueO es una proteina de exportacion exclusiva al periplasma en E. coli
(Grass & Rensing 2001). La actividad oxidasa de CueO fue previamente encontrada
en el sobrenadante por Vasquez et al. 2015), pero en valores muy bajos.
Contrariamente, en nuestros ensayos se detectd la actividad de CueOdD2 y
CueO2P? preferiblemente en el sobrenadante, sugiriendo una abundante secrecion
enzimatica al medio. No se ha reportado a la fecha que CueO sea secretada al
sobrenadante. El hecho de encontrar la actividad oxidasa en esta fraccion haria
suponer que si se esta secretando al medio; sin embargo, no se puede descartar
que podria tratarse de detritos celulares, con CueO”P? aun activa. No obstante,
nuestros resultados evidencian una secrecion profusa al medio, la cual podria
atribuirse a una fuga del contenido proteico del periplasma. Este tipo de secrecion
estd bien documentado, en particular en cultivos de larga duracion como los
nuestros (24 h) y se explica por la acumulacién masiva de proteina recombinante
en el periplasma (Mergulhdo et al. 2005). La presion osmaética podria ser la fuerza
motriz para el transporte a través de la membrana externa (Hasenwinkle et al. 1997).
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La caracterizacion de las condiciones 6ptimas de reaccidon demuestra, en primer
lugar, que al igual que CueO y SLAC, la funcion fenol oxidasa de CueO*P2 también
es dependiente de iones cobre (Figura 17). La concentracion 6ptima de 5 mM
CuSOs4, para la oxidacion de 2,6-DMP, resultd ser la misma que lo reportado para
CueO nativa (Kim et al. 2001; Vasquez et al. 2015) y para la pequeia lacasa SLAC
(Machczynski et al. 2004). Lo anterior, revela que la delecion del dominio D2 no
afecto la configuracion funcional de los centros de cobre para unirse iones Cu?*.
Este resultado permite hipotetizar que cada dominio podria incluso expresarse
individualmente, sin que pierdan su afinidad por los iones Cu?* y logren conformar
los centros T1y T2/T3.

La influencia del pH en los parametros cinéticos de CueO2P? con el 2,6-DMP como
sustrato mostré dos picos principales de actividad a pH 8.5 (mas alto) y pH 5.5 (mas
bajo). CueOdD2 evidencia incremento de la actividad oxidasa en los mismos valores
de pH (Figura 19) y coincide con lo encontrado por Vasquez et al. (2015). Las dos
proteinas ostentan actividad 6ptima a pH alcalinos y una disminucién de la actividad
en valores de pH acido (excepto pH 5.5). La acidez probablemente incide por
inhibicion de hidréoxido en el cluster trinuclear (Machczynski et al. 2004), afectando
el potencial redox (Xu 1997). Por otra parte, se ha demostrado que diversas lacasas
procariotas presentan una actividad oxidasa 6ptima a temperaturas altas (= 70 °C),
sin perder estabilidad: CotA de B. subtilis (Martins et al. 2002), S. lavenduale (Suzuki
et al. 2003), SLAC de S. coelicolor (Machczynski et al. 2004) y CueO (Kataoka et al.
2007). Nuestros experimentos evidencian que la actividad oxidasa de CueO%P? a
70 °C no solo se mantiene, sino que se acrecienta significativamente en
comparacién con CueOdD2 (Figura 20). Este incremento en la estabilidad podria
atribuirse a diversos factores: i) El nuevo empaquetamiento estructural (protein
packing) por los cambios en la estructura primaria (Hildén et al. 2009); ii) Un
aumento en las interacciones hidrofébicas (Hildén et al. 2009); y iii) Por la flexibilidad

de la region linker incluida en el disefio.
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Los analisis bioinformaticos predicen que CueOAP2debe tener un peso molecular de
~34 kDa. Aunque no contamos con anticuerpos para una identificacién precisa de
Cue02P?  en los geles SDS-PAGE se logro observar una banda justamente a ese
peso molecular y exclusivamente en los extractos de E. coli transformada con pET-
CueO"®2, Dicha banda podria corresponder a la organizacién monomeérica de
Cue0"P2, Sin embargo, no descartamos la formacién de dimeros o trimeros,
caracteristicos de las pequenas lacasas (Endo et al. 2003; Machczynski et al. 2004;
Wang & Ng 2006). El tamario del monémero de CueO2P? (~34 kDa) en comparacion
con otras pequefias lacasas caracterizadas en la literatura, se encuentra dentro del
rango: SLAC, con un peso molecular de ~32 kDa (Machczynski et al. 2004); laccase-
like de Botrytis cinérea, ~32 kDa (Pezet 1998); Ssl1 de S. sviceus, ~33 kDa (Gunne
et al. 2012); EpoA de S. griseus, ~38 kDa (Endo et al. 2003); lacasa de Pleurotus
eryngii, ~34 kDa (Wang & Ng 2006); NeMCO de Nitrosomas europea, ~40.1 kDa
(Lawton et al. 2009); entre otras.

Las pruebas de actividad demostraron que CueO2P? es capaz de oxidar el 2,6-DMP
y en algunos casos esta actividad fue mayor en relacién con las formas nativas
CueO y CueOdD2 (Figuras 21 y 22). El incremento en la actividad podria ser
producto de altos niveles de expresion del gen o de estabilidad de la proteina
CueO2P? ante la degradacion por proteasas. Igualmente, podria atribuirse a la
conformacién espacial de CueO*P2, que favoreceria el acceso de sustratos
organicos a la superficie de la proteina, debido a una mayor cercania del sustrato al
centro de cobre T1 (Sakurai & Kataoka 2007). Los resultados de acoplamiento
molecular, especialmente la conformacién M1, favorecen esta hipétesis (Tabla 2).
La actividad especifica en FM a pH = 8.5 alcanzé 6 U/mg, con 2,6-DMP como
sustrato. En comparacién con CueO y Aa5-7 CueO (29 y 30 U/mg respectivamente,
(Kataoka et al. 2007), CueO*P?alcanzé 1/5 de la actividad de la proteina sin purificar.
Si se hace una sumatoria del total de las bandas de la Figura 18, carril 5, tendriamos
que grosso modo CueO*"? representa no menos de 1/5 de las proteinas presentes.

Es probable entonces que el incremento sea aparente, asi que sélo la evaluacion

71



de la actividad especifica de la proteina pura podria aclarar este punto. Lo cierto es
que la actividad especifica en extractos crudos fue superior que las formas nativas

de tres dominios.

Tomadas en conjunto las anteriores afirmaciones, es valido concluir que CueO
puede prescindir del dominio D2 sin afectarse su actividad fenol oxidasa. Es decir,
nuestra pregunta de investigacion obtuvo una respuesta satisfactoria. Desde luego,
surgen nuevas incognitas: La primera de ellas, ¢Cual es entonces la verdadera
funcién del dominio D2 en las lacasas? Segun la literatura cientifica, la funcion del
dominio D2 es incierta. Machczynski et al. (2004) sugieren que el dominio D2, asi
como los bucles de interaccion entre los dominios, posiblemente contribuyan con la
formacion del bolsillo de union al sustrato. Especificamente en hongos, el dominio
D2 otorga estabilidad a la estructura general, gracias a la formacion de puentes
disulfuro entre los dominios D1 y D2 (Hakulinen et al. 2002). Asi mismo, el dominio
D2 es objeto de glicosilacion, lo cual influye en la secrecidn, actividad y estabilidad
térmica de la enzima (Hildén et al. 2009). En bacterias, por ahora, el domino D2 se
considera un puente de union y acoplamiento entre el dominio D1y D3 (Dwivedi et
al. 2011). Interesantemente, las lacasas bacterianas de tres dominios, se han
desviado un poco de su principal funcidén oxidasa; en efecto, las lacasas bacterianas
han asumido otro tipo de actividades. Por ejemplo, CueO se ocupa de la
homeostasis del cobre en E. coli, gracias a su actividad como cuproso oxidasa
(Grass & Rensing 2001a). CotA, la cual hace parte del componente de las esporas
de B. subtilis, le confiere resistencia al peréxido de hidrégeno y la luz UV (Wang et
al. 2016). Se podria especular el dominio D2 en bacterias podria estar cumpliendo
un papel adicional para las nuevas funciones de estas proteinas. En este sentido,
seria interesante comprobar si CueOP? es capaz de conferir la tolerancia al cobre

de la misma manera que lo hace el tipo salvaje, en una cepa de E. coli ACueO.

La segunda pregunta seria: Si las lacasas pueden funcionar sin el dominio D2, ¢ por

qué se llegd evolutivamente a lacasas de tres dominios? Como dicho en la
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introduccién, los modelos evolutivos apuntan a que las oxidasas multicobre
surgieron de la duplicacion en tandem de un dominio cupredoxina primordial (Rydén
1988), hasta formar una amplia gama de MCOs (Rydén & Hunt 1993). No se explica
aun, si las lacasas de tres dominios surgieron como producto de la insercion de un
dominio cupredoxina adicional en una lacasa de dos dominios, o de la delecion
sucesiva de dominios de una MCO como la ceruloplasmina (Ortel et al. 1984).
Basados en los trabajos anteriores, Nakamura et al. (2003) propusieron un modelo
evolutivo bastante completo para explicar el origen de las MCOs, pero de nuevo,
queda la incertidumbre sobre la aparicién de las lacasas de tres dominios, cuando
las de dos pueden asumir las mismas funciones. Es probable que la respuesta a
esta pregunta se encuentre al analizar las funciones alternas que las lacasas de tres

dominios han asumido en grupos taxondmicos especificos, i.e., CueO, CotA, etc.

Finalmente, ¢por qué la mayoria de lacasas actuales continuan teniendo tres
dominios, si dos dominios consecutivos son suficientes para llevar a cabo la funcién
redox? Posiblemente, el surgimiento del dominio D2 estaria justificado, como
planteamos anteriormente, por actividades enzimaticas especificas imprescindibles,
ademas de garantizar la resistencia a la degradacién y la estabilidad estructural.
Interesantemente, la ausencia del dominio D2 en las pequehas lacasas es
compensada por la reorganizacidén cuaternaria en dimeros y trimeros, lo cual las
hace mas activas y estables a alta temperatura y pH (Held et al. 2005), al igual que
algunas lacasas fungicas. Ya se han descubierto bastantes lacasas de dos dominios
en hongos y algas (Nakamura et al. 2003), lo que hace probable que una gran
diversidad de lacasas de dos dominios esté aun por descubrir. Los resultados de
este trabajo invitan a replicar este modelo con otras lacasas bacterianas o
eucariotas para nuevos desarrollos a nivel biotecnolégico. La determinaciéon de la
estructura 3D y la capacidad de remplazar a CueO en la funcién cuproso oxidasa

en E. coli son preguntas que aun quedan por resolver.
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5. CONCLUSIONES

Los andlisis bioinformaticos demostraron que, a nivel predictivo, CueO*P? adquirié
una conformacion estructural similar e igualmente estable al de una pequena lacasa.
Los dominios se ajustaron al plegamiento del cupredoxin fold caracteristico de las
MCOs.

La delecion del dominio D2, no afectd la conformacion de los centros de cobre. Los
resultados obtenidos en el analisis de acoplamiento molecular, asi como las pruebas
de actividad, indican que CueO”P? es una pequeiia lacasa funcional, al catalizar la
oxidacion de un sustrato convencional de lacasa como el 2,6-DMP.

Cue02P? actiia como una pequeiia lacasa funcional bajo las siguientes condiciones
optimas de reaccion: 5 mM de CuSOs4 para la activacion enzimatica, pH 8.5y 55y
una temperatura optima de 27 °C. Ademas, mantiene la condicion de
termoestabilidad al igual que CueO y otras pequenas lacasas.

Cue0”P? puede prescindir del dominio D2 para llevar a cabo su funcién como fenol
oxidasa hacia el 2,6-DMP. La actividad se vio mejorada en relacion con CueOdD2
nativa.

Se puede afirmar que el dominio D2 si es prescindible para llevar a cabo la funcién
fenol oxidasa en lacasas bacterianas de tres dominios. Como la literatura cientifica
reporta que el dominio D2 es glicosilado al menos en hongos, es de suponer que su
presencia podria no tener que ver con la funcién oxidasa sino con la estabilidad de
la proteina.
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6. COMPETENCIAS DE LA PASANTIA DE INVESTIGACION

Utiliza las herramientas de busqueda y analisis de secuencias en las bases
de datos Genbank, RCSB Protein Data Bank, I-TASSER y PDBsum.

Disefa los marcos de lectura abiertos de CueOWTy CueOADz, con los sitios

de restriccion y los ‘(Hisg) tag’ necesarios para su purificacion.

Construye modelos proteicos predictivos, mediante el uso de herramientas
bioinformaticas como I-TASSER, GROMACS y Autodock.

Sobreexpresa genes con el vector pET-21d, en E. coli BL21 (DE3).

Realiza geles desnaturalizantes SDS-PAGE para visualizar los perfiles de

proteinas.

Compara la actividad especifica de las proteinas expresadas, con sustratos

convencionales.
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A. Secuencia de CueOdD2 + Sitios de Restriccion

10 20 30 40 50 60 70 80 90

Q
AACGTCGTGATTTCTTAAAATATTCCGTCGCGCTGGGTGTGGCTTCGGCTTTGCCGCTGTGGAACCGCGCAGTATTTGCGGCAGAACGCCCAAC

M ERRDU FLIKY SV ALGVASALUWPLWNRAVFAAEITRUPT

GTTACCGATCCCTGATTTGCTCACGACCGATGCCCGTAATCGCATTCAGTTAACTATTGGCGCAGGCCAGTCCACCTTTGGCGGGAAAACTGCAACTACC
L pI PDLLTTWDARNRTIOQLTTIGASGA QST FGGIKTATT

TGGGGCTATAACGGCAATCTGCTGGGGCCGGCGGTGAAATTACAGCGCGGCAAAGCGGTAACGGTTGATATCTACAACCAACTGACGGAAGAGACAACGT
W G Y NGNLULGPAYV KLQRGKAYVTVDTIYNAQLTETETTL

TGCACTGGCACGGGCTGGAAGTACCGGGTGAAGTCGACGGCGGCCCGCAGGGAATTATTCCGCCAGGTGGCAAGCGCTCGGTGACGTTGAACGTTGATCA
HWHGLEV P GEV D GGPQ G I I P PG G KR SV T L NV DAQ

ACCTGCCGCTACCTGCTGGTTCCATCCGCATCAGCACGGCAAAACCGGGCGACAGGTGGCGATGGGGCTGGCTGGGCTGGTGGTGATTGAAGATGACGAG
P AAATOCWUFHUPHQHGKTGRQVAMGTLASGTLVVIETDDE

| G
ATCCTGAAATTAATGCTGCCAAAGAATTCGTGGGGTATCGATGATGTTCCGGTGATCGTTCAGGATAAGAAATTTAGCGCCGACGGGCAGATTGATTATC
I LK L MLUPIKNSWSGTIUDUDV?PVIV QDI KI K FSADTGU QTITDYQ

I I I I I I I I I
AACTGGATGTGATGACCGCCGCCGTGGGCTGGTTTGGCGATACGTTGCTGACCAACGGTGCAATCTACCCGCAACACGCTGCCCCGCGTGGTTGGCTGCG
LDVMTAAVYGWEFGDTTLLTNGATILIYUPIQHAAPRTGSGWLR

I I I I I I I I I
CCTGCGTTTGCTCAATGGCTGTAATGCCCGTTCGCTCAATTTCGCCACCAGCGACAATCGCCCGCTGTATGTGATTGCCAGCGACGGTGGTCTGCTACCT
LRLLNGT CNARSTLNTFATSDNRTPLYVIASDTGGTLTLTFP

I I I I I I I I I
GAACCAGTGAAGGTGAGCGAACTGCCGGTGCTGATGGGCGAGCGTTTTGAAGTGCTGGTGGAGGTTAACGATAACAAACCCTTTGACCTGGTGACGCTGC
EPV KV SELZPVLMGETRTFEVLVYEVNDNTEKTPTFTDTLVTTLFP

I I I I I I I I I
CGGTCAGCCAGATGGGGATGGCGATTGCGCCGTTTGATAAGCCTCATCCGGTAATGCGGATTCAGCCGATTGCTATTAGTGCCTCCGGTGCTTTGCCAGA
VSQMGMATIAPTFEFDIKEPHPVYMRTIAOQPTIATILISASGATLTPTD

CACATTAAGTAGCCTGCCTGCGTTACCTTCGCTGAATTCGCTGACGGTACGCAAGCTGCAACTCTCTATGGACGGTGGTGCCAACAAAATCAACGGTCAG
T L S S L P AL P SLNSLTVRIKILWO QLSMDG GG GANIZKTINGNAQ

GCGTTTGATATGAACAAGCCGATGTTTGCGGCGGCGAAAGGGCAATACGAACGTTGGGTTATCTCTGGCGTGGGCGACATGATGCTGCATCCGTTCCATA
AF DMNIKWPMFAAAKSGW QY ERWVISGV GDMMILUHPFHI

TCCACGGCACGCAGTTCCGTATCTTGTCAGAAAATGGCAAACCGCCAGCGGCTCATCGCGCGGGCTGGAAAGATACCGTTAAGGTAGAAGGTAATGTCAG
H GG TQ FRILSENGIKUPWPAAHURAGWI KT DTV KV EGNV S

CGAAGTGCTGGTGAAGTTTAATCACGATGCACCGAAAGAACATGCTTATATGGCGCACTGCCATCTGCTGGAGCATGAAGATACGGGGATGATGTTAGGG
E VvV L VKFNWUHIDAPIKIEHAYMAMHT CHLLEWHETDTGMMIL G

TTTACGGTACATCACCATCACCACCACTAAGCTT 1500
F T V H H H H H H *'A
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B. Secuencia CueO’P2 + Sitios de Restricciéon

10 20 30 40 50 60 70 80 90

AACGTCGTGATTTCTTAAAATATTCCGTCGCGCTGGGTGTGGCTTCGGCTTTGCCGCTGTGGAACCGCGCAGTATTTGCGGCAGAACGCCCAAC
M ERRDU FLIKY SV ALGVASALUZPLWNRAVYVFAAEITRUPT

GTTACCGATCCCTGATTTGCTCACGACCGATGCCCGTAATCGCATTCAGTTAACTATTGGCGCAGGCCAGTCCACCTTTGGCGGGAAAACTGCAACTACC
L P I PDLULTTWDARNRTINOQLTTIGAG QST FSGSGIKTATT

TGGGGCTATAACGGCAATCTGCTGGGGCCGGCGGTGAAATTACAGCGCGGCAAAGCGGTAACGGTTGATATCTACAACCAACTGACGGAAGAGACAACGT
W G Y NG NLLGPAV KLQRGIKAV TV DTIYNA QLTETETTL

TGCACTGGCACGGGCTGGAAGTACCGGGTGAAGTCGACGGCGGCCCGCAGGGAATTATTCCGCCAGGTGGCAAGCGCTCGGTGACGTTGAACGTTGATCA
HWWH G L EV P GEV D GGPQGTITIPPGGK RSV TL NV DAQ

ACCTGCCGCTACCTGCTGGTTCCATCCGCATCAGCACGGCAAAACCGGGCGACAGGTGGCGATGGGGCTGGCTGGGCTGGTGGTGATTGAAGATGACGAG
P AAA T CWUFWHWPWHAQHGKTGRQVAMGLASGTLVVIETDDE

ATCCTGAAATTAATGCTGCCAAAGAATTCGCTGACGGTACGCAAGCTGCAACTCTCTATGGACGGTGGTGCCAACAAAATCAACGGTCAGGCGTTTGATA
I L KL ML P K s L TV RIKWLAQL SMDSGS GANIKTINGI QA ATFTDWM

TGAACAAGCCGATGTTTGCGGCGGCGAAAGGGCAATACGAACGTTGGGTTATCTCTGGCGTGGGCGACATGATGCTGCATCCGTTCCATATCCACGGCAC
N K PMFAAAKGA QY ERWVISGV 6 DMMIULHZPTFWHTIWHGT

GCAGTTCCGTATCTTGTCAGAAAATGGCAAACCGCCAGCGGCTCATCGCGCGGGCTGGAAAGATACCGTTAAGGTAGAAGGTAATGTCAGCGAAGTGCTG
Q F R ILSENSGIKWPWPAAHWIRAGWI KU DTVIKVEGNV S E VL

GTGAAGTTTAATCACGATGCACCGAAAGAACATGCTTATATGGCGCACTGCCATCTGCTGGAGCATGAAGATACGGGGATGATGTTAGGGTTTACGGTAC
V K FNHDAPIKIEUHAYMAHTCMHULULIEMHET DTS GMMILGF TV H

ATCACCATCACCACCACTAAGCTT 1000
H H H H H *"A

| GHisTaz. 2
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C. Simulacién de la trayectoria de cada una de las estructuras: CueO, SLAC, M1 y M2.

Ver en CD.
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