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Resumen:

Este trabajo forma parte de una investigacion exhaustiva sobre las hidrogenasas, cuyo objetivo
es comprender sus mecanismos de reaccion, la estructura de los sitios activos y el impacto
del oxigeno en su inactivacion. Las hidrogenasas, enzimas que facilitan la reaccion reversible
de produccion de hidrogeno mediante la reduccion de protones, desempefan un papel crucial
en las transformaciones energéticas que implican reacciones redox. Este estudio explora la
sensibilidad de las hidrogenasas al oxigeno, dilucidando el impacto de la concentracion de
oxigeno sobre su potencial redox y la subsiguiente inactivacion debida a estrés oxidativo.
Comprender la influencia del entorno en la actividad de la enzima es fundamental para
desarrollar sistemas versatiles.

La investigacion profundiza en la reaccién del oxigeno con el cluster H, un componente
esencial de las hidrogenasas, aunque el mecanismo especifico sigue siendo desconocido y
objeto de debate. Este estudio pretende desvelar los entresijos de esta reaccion e identificar
los sitios dentro del cluster H susceptibles de degradacion. El objetivo global es aprovechar
estos conocimientos para diversas aplicaciones biotecnoldgicas, en particular en el desarrollo
de bioelectrodos eficientes para la produccion de hidrogeno.

Las hidrogenasas surgen como catalizadores prometedores para la produccion de hidrégeno
debido a su alta y bajo sobrepotencial. Los experimentos de inmovilizacion en diferentes
materiales, como electrodos de grafito pirolitico, con el objetivo de crear dispositivos
para la produccion biolégica de hidrégeno. El estudio también explora aplicaciones en la
fotoelectroguimica del hidrégeno proporcionando una alternativa sostenible a los catalizadores
basados en el platino. La inmovilizaciéon de hidrogenasas en diversos electrodos y su
acoplamiento con nanoparticulas sensibilizadas ha resultado prometedora, con la ambicion
Ultima de imitar los procesos naturales para producir hidrogeno y oxigeno a partir del agua en
una célula de division del agua impulsada por la luz.

Palabras clave: hidrogenasas, sensibilidad al oxigeno, potencial redox, degradacion del cluster
H, inmovilizacion enzimatica, Bioelectrodos.
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Abstract:

This work is a part of a comprehensive investigation into hydrogenases, aiming to comprehend
their reaction mechanisms, the structure of active sites, and the impact of oxygen on their
inactivation. Hydrogenases, enzymes facilitating the reversible reaction of hydrogen production
through proton reduction, play a crucial role in energy transformations involving redox reactions.
This study explores the sensitivity of hydrogenases to oxygen, elucidating the impact of oxygen
concentration on their redox potential and subsequent inactivation due to oxidative stress.
Understanding the influence of the environment on the enzyme’s activity is pivotal for developing
versatile systems.

The research delves into the reaction of oxygen with the H-cluster, an essential component
of hydrogenases, yet the specific mechanism remains unknown and subject to debate. This
study seeks to uncover the intricacies of this reaction and identify the sites within the H-cluster
susceptible to degradation. The overarching goal is to leverage this knowledge for various
biotechnological applications, particularly in the development of efficient bioelectrodes for
hydrogen production.

Hydrogenases emerge as promising catalysts for hydrogen production due to their high activity
and low overpotential. Immobilization experiments on different materials, such as pyrolytic
graphite electrodes, are underway, aiming to create devices for biological hydrogen production.
The study also explores applications in hydrogen photoelectrochemical production, providing
a sustainable alternative to platinum-based catalysts. Immobilizing hydrogenases on various
electrodes and coupling them with sensitized nanoparticles has shown promise, with the
ultimate ambition of mimicking natural processes to produce hydrogen and oxygen from water
in a light-driven water splitting cell.

Key Words: hidrogenases, oxygen sensitivity, redox potential, H-cluster Degradation, enzyme
immobilization, Bioelectrodes.
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Carlotta Panzone

1. Introduccion

Este trabajo forma parte de un proyecto mayor, que implica una investigacion basica sobre las
hidrogenasas para comprender el mecanismo de reaccion, la estructura del sitio activo y como
actla el oxigeno en su inactivacion.

Las hidrogenasas son enzimas capaces de catalizar la reaccion reversible de produccion
de hidrogeno, mediante la reduccion de protones. Toda reaccion implica transformaciones
energéticas y las hidrogenasas utilizan energia quimica. En particular, el uso de energia quimica
implica reacciones redox con transferencia de electrones y atomos enteros de hidrégeno.
Asi, la reaccion de reduccion de protones que da hidrégeno tiene que acoplarse con una
semirreaccion de oxidacion, que proporciona electrones. La pareja 2H /H*, tiene un potencial
de reduccion de -0,42 V y se acopla con la oxidacion de un donante de electrones, que tiene
un potencial redox mas negativo (en el caso de este estudio se utilizd metil viologeno como
donante de electrones, que tiene un potencial redox de -0,9 V).

Las hidrogenasas son muy sensibles al oxigeno, de hecho sélo son activas en condiciones
anaerobicas. Para catalizar la reaccion, las hidrogenasas necesitan electrones a un potencial
redox especifico. El aumento de la concentracion de oxigeno conduce al aumento del potencial
redox y, en estas condiciones, las hidrogenasas no son activas porque el oxigeno tiene un
potencial redox mas positivo y es un mejor aceptor de electrones y porgue tiene una accion
oxidativa muy elevada que implica la degradacion del sitio activo de la hidrogenasa. De hecho, en
presencia de ambientes muy oxidativos, el oxigeno es capaz de formar especies muy altamente
activas (ROS) que atacan el sitio activo de la hidrogenasa, conduciendo a su degradacion. En
la hidrogenasa, el potencial redox de los clusteres esta influido por la estructura de la proteina
y puede ser regulado por el entorno. Asi pues, es importante comprender cémo el entorno
puede influir en la actividad de la enzima, con el fin de crear nuevos sistemas capaces de
funcionar en condiciones diferentes. Ademas, se sabe que el oxigeno reacciona con el cluster
H, pero el mecanismo es aun desconocido y muy debatido. Asi pues, es necesario saber coOmo
reacciona y qué sitio del cluster H interviene en la degradacion.

El objetivo de estos estudios es conseguir utilizar estas enzimas en diferentes aplicaciones
biotecnoldgicas. Estamos interesados en estudiar y utilizar las hidrogenasas porque son
los mejores catalizadores para la produccion de hidrégeno, con la mayor actividad y un
bajo sobrepotencial. Ademas, son féciles de inmovilizar, por lo que pueden tener muchas
aplicaciones en bioelectrodos. Se estan llevando a cabo experimentos de inmovilizacion de
hidrogenasas mediante adsorcion en diferentes materiales. Por ejemplo, se ha observado el
reto de crear dispositivos para la produccion bioldgica de hidrogeno y la evolucion de hidrégeno
con hidrogenasa absorbida en un electrodo de grafito pirolitico.2 La principal aplicacion es
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como catalizadores de produccion fotoelectroquimica de hidrogeno. De hecho, hasta ahora la
mayor parte del hidrogeno se produce mediante el reformado al vapor del gas natural, pero se
necesitan nuevas fuentes renovables. La division del agua ya se utiliza para producir hidrogeno a
partir de fuentes naturales, pero este proceso utiliza platino como catalizador, un elemento muy
caro y poco abundante. Ya se han descrito algunos ejemplos de hidrogenasas utilizadas como
dispositivos de division del agua. La principal ventaja de este sistema es el uso de un catalizador
metalico menos caro y ampliamente disponible en la naturaleza, como el hierro, inspirandose
en los procesos naturales. Por ejemplo, se inmovilizo la hidrogenasa en un electrodo de fieltro
de carbono y se utilizd como fotoanodo una nanoparticula de TiO, sensibilizada con porfirina.
Se obtuvo una tasa de produccion comparable a la de un electrodo de platino. El objetivo final
es producir hidrégeno y oxigeno a partir de agua en una célula de division de agua impulsada
por luz, imitando la reaccion que se produce en algas y cianobacterias, acoplando un electrodo
para la evolucion de O, que contenga el PSIl aislado con un electrodo para la evolucion de H,
que contenga hidrogenasa y el PSI aislado. Un gran inconveniente de este sistema es la gran
sensibilidad al oxigeno de esta enzima.®

Las hidrogenasas también pueden utilizarse para prevenir la biocorrosion. De hecho, estas
enzimas pueden inducir la biocorrosion inducida por microbios anaerobios porque pueden
actuar como cromato reductasas, reduciendo el cromato VI. Asi pues, también pueden
aplicarse en la descontaminacion de entornos contaminados.*

Las hidrogenasas también pueden utilizarse como biosensores de H, , como el electrodo
de arcilla-PBV-hidrogenasa descrito en el trabajo de Quian et al.® . Este biosensor se desarrolld
con la hidrogenasa inmovilizada intercalada entre dos capas de una mezcla de arcilla
montmorillonita y poli(butilviologeno) (PBV) sobre un electrodo de carbono vitreo. Dicho sistema
era capaz de transferir electrones por metilviologeno al electrodo y catalizar la oxidacion del
hidrogeno a protones.

Las hidrogenasas también pueden tener aplicacion en las pilas de biocombustible,
aprovechando su capacidad para catalizar la oxidacion del hidrogeno. Las pilas de combustible
proporcionan energia eléctrica a partir de una reaccion quimica que solo produce agua
como subproducto. Utilizan dnicamente H, y O, y tienen mayor eficiencia que los motores
de combustion. Las pilas de biocombustible utilizan enzimas como electrocatalizadores, en
particular hidrogenasas en el anodo para la oxidacion del hidrégeno. La ventaja es que la
enzima es muy especifica para el sustrato y que no es necesario separar catodo y anodo con
una membrana.®

Conocer como actlan estas enzimas y su mecanismo puede conducir al disefio racional
de imitadores sintéticos que puedan tener aplicaciones a gran escala. Por ejemplo, algunos
analogos sintéticos del sitio activo de la [Fe-Fe] hidrogenasa han demostrado ser catalizadores
eficientes para la reduccion del oxigeno en medio acuoso.® El principal problema sigue
siendo la baja tolerancia al oxigeno. El desarrollo de catalizadores que puedan funcionar en
presencia de oxigeno es la direccion investigada por muchos investigadores. Recientemente,
se ha demostrado que evitar los efectos inhibidores del oxigeno con catalizadores tolerantes
al oxigeno puede ser mas manejable que crear un catalizador resistente al oxigeno. Estos
catalizadores son capaces de reducir el oxigeno y las ERO sin sufrir dafios y, de este modo, la
reduccion de protones compite con la reduccion de O, , por lo que el hidrogeno se produce
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a menor velocidad y rendimiento. Este problema puede afrontarse disefiando un catalizador
con una cinética mayor para la reduccion de protones que para la reduccion de oxigeno. La
idea es insertar un fotosistema de sacrificio, que sea capaz de reducir el oxigeno y evitar la
formacion de ROS, manteniendo una alta actividad en la produccion de H, . Se ha informado
de algunos sistemas como posibles aplicaciones para la evolucion de H, , utilizando polimeros
activos redox que contienen moléculas de viologeno que pueden inmovilizar la hidrogenasa o
electrodos de carbono poroso 3D con la enzima.”

1.1 Hidrogeno

El uso masivo de combustibles fosiles empieza a plantear graves problemas al medio ambiente
mundial y al cambio climatico, lo que exige el desarrollo de nuevas tecnologias para el uso y
almacenamiento de la energia. El uso de fuentes de energia renovables esta en expansion, pero
el principal problema es el desarrollo de sistemas de almacenamiento que puedan guardar y
suministrar eficientemente la energia cuando se necesite.®

Existen diversas fuentes renovables que podrian utilizarse para producir energia. Una
alternativa prometedora a los combustibles fosiles es el hidrégeno. De hecho, el hidrogeno
es una de las moléculas con mayor contenido energético (valores calorificos superior e inferior
del hidrégeno: 141,9 y 119,9 kJ/g)° y no contiene carbono. Ademas, su combustidon produce
energiay agua segun la reaccion: 2H, + 0, — 2H,, 0. También se puede transportar y aimacenar
de forma segura de muchas maneras como gas comprimido, liquido criogénico e hidruro
sdlido. Sin embargo, el uso del hidrogeno también tiene sus inconvenientes, que hay que
afrontar y mejorar. Entre ellos, el hidrégeno molecular no esta muy disponible en la naturaleza,
aungue sea muy abundante, sino que se almacena en el agua o en los hidrocarburos y es
necesario extraerlo eficazmente de estos compuestos.'® Ademas, hoy en dia el hidrégeno se
produce mediante métodos muy caros y contaminantes.

Los métodos utilizados para la produccion de hidrégeno son en su mayoria métodos
convencionales, como el reformado de hidrocarburos y la pirdlisis, o procesos renovables,
que utilizan biomasa o agua como fuentes (Figura 1.1). Entre los métodos de reformado de
hidrocarburos, el reformado con vapor, la oxidacion parcial y el reformado autotérmico son
procesos de alta eficiencia, ampliamente utilizados para la produccion de hidrégeno, pero se
basan en biocombustibles y producen el gas de efecto invernadero CO, como subproducto
de la combustion. Actualmente, la atencion se centra en el desarrollo de procesos basados en
fuentes renovables. Ya se produce una pequena cantidad del hidrogeno total con la electrdlisis
del agua, que es capaz de producir hidrdgeno muy puro, sin subproductos contaminantes,
pero requiere un gran consumo de electricidad. Un resultado muy satisfactorio seria utilizar la
fotocatalisis para producir hidrogeno a partir de la division del agua. Otra forma de producir
hidrogeno a partir de fuentes renovables son los procesos de biomasa. Existen diversos
procesos y son inocuos para el medio ambiente, pero los rendimientos finales son menores y
dependen de la materia prima utilizada.®
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Figura 1.1 Métodos de producciéon de hidrégeno
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Cada vez se desarrollan mas tecnologias que utilizan el hidrogeno como fuente de energia,
por ejemplo las pilas de combustible. Estas tienen aplicaciones potenciales muy prometedoras
porgue son capaces de producir electricidady calor a partir de H,y O, , produciendo Unicamente
agua como producto final. El principal problema en la aplicacion de esta tecnologia es la falta
de hidrégeno molecular en la naturaleza.

Asi pues, la necesidad de nuevos métodos innovadores para producir hidrdgeno molecular
con gran eficacia y menor coste provocd un aumento considerable de la investigacion en la
produccion biolégica de hidrogeno. Estos procesos utilizan principalmente agua o biomasa
como fuente para la produccién de hidrégeno por bacterias o algas.® jEstos microorganismos
utilizan sus enzimas hidrogenasa y nitrogenasa para catalizar la reaccion reversible de reduccion
de protones: 2H+ + 2e’ <« [g2."" Asi pues, nuestro interés por las hidrogenasas procede de
todas estas razones.

1.2 Metaloproteinas

Metaloproteina es un término genérico para designar una proteina que contiene un cofactor
de iones metdlicos. Se calcula que casi el 30% de las proteinas existentes en la naturaleza son
metaloproteinas. El cofactor de iones metalicos suele estar coordinado por atomos de nitrogeno,
oxigeno o azufre pertenecientes a aminoacidos de la cadena polipeptidica, generalmente en
sus cadenas laterales, o por un ligando macrociclico incorporado a la proteina (por ejemplo,
porfirina, corrina y cloro). La presencia del ion metéalico permite a la proteina desempefar sus
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funciones, que no podrian realizarse facilmente sin él. Asi pues, el ion metalico forma parte del
sitio activo y desempenfa un papel crucial.

Se han realizado muchos esfuerzos para comprender la estructura y la funciéon de estas
proteinas. Tienen muchas funciones diferentes en las células, como el transporte (transferrina
para el hierro), el almacenamiento (ferritina para el hierro) o la transduccion de sefiales. También
intervienen en la catdlisis de procesos bioldgicos, como la fotosintesis, la respiracion, la
oxidacion del agua, la reduccion del oxigeno molecular y la fijacion del nitrégeno. Algunos de
ellos son enzimas y se denominan metaloenzimas.'?

Las metaloenzimas estan presentes en todas las familias de enzimas y catalizan una gran
variedad de reacciones, por lo que no pueden asociarse a un grupo concreto de enzimas,
pero se ha demostrado que cada metal tiene una funciéon especifica en la enzima.' Los iones
metalicos que suelen encontrarse en las metaloenzimas son el hierro, el zinc y el cobre, pero
algunas proteinas también contienen niquel, manganeso, molibdeno, cobalto, vanadio y calcio.
En la tabla 1.1 se indican las funciones de los cofactores metélicos mas comunes en las
enzimas. Algunos ejemplos son las hemoproteinas que contienen una porfirina de hierro como
grupo prostético y las hidrogenasas que pueden contener grupos de hierro-azufre o niquel-
hierro.

Las propiedades de las metaloproteinas dependen claramente de la naturaleza del metal,
pero pueden estar estrictamente influidas por muchos otros factores, como el tipo de ligandos y
el nimero de coordinacion, la segunda esfera de coordinacion en el sitio activo, la accesibilidad
del sustrato al centro metalico y la estructura tridimensional de la proteina.

Tabla 1.1 Funciones importantes de algunos metales en algas y bacterias.®

MetalRoles especificos en las enzimas
KEstabilizacion de proteinas
CaEstabilizacion de proteinas
MgEstabilizacion de proteinas
FeTransporte, aimacenamiento y activacion del oxigeno, transporte de electrones, descomposicion
MnEvolucion de oxigeno, descomposicion de peroxido y superoxido

del superéxido

ZnEstabilizacién de proteinas, escisién hidrolitica

CuTransporte, almacenamiento y activacion del oxigeno, transporte de electrones, descomposicion del
MoTransferencia de oxigeno, activacion de nitrogeno

CoReacciones de radicales libres, nucledfilos

Por ello, conocer las estructuras tridimensionales y la configuracion del sitio activo es
muy importante para la comprension de estas proteinas. Existen técnicas para investigar
las propiedades quimicas y estructurales. Las mas relevantes son las herramientas
espectroscopicas, como la resonancia paramagnética de electrones (EPR), la doble resonancia
electronuclear (ENDOR), la resonancia de espin electronico (ESR), la resonancia Raman o la

Anales, 2023.pp.1-32 | 9



ENZIMAS DE MADURACION DE LA HIDROGENASA

espectroscopia Mdssbauer. Otra potente técnica es la cristalografia de proteinas por rayos X,
que permite resolver la disposicién espacial de los atomos de las proteinas.™

1.3 Cumulos de hierro y azufre

Entre los grupos de metales que suelen encontrarse en las proteinas, algunos de los mas
comunes son los de hierro y azufre. El hierro es uno de los atomos mas abundantes en la
Tierra y suele actuar como cofactor enzimatico o grupo prostético. El hierro puede unirse a
las cadenas aminoacidicas directamente o a través de otros atomos, como el azufre en el [Fe-
S]-cluster.'®

Los cumulos de [Fe-S] suelen desempefar un papel importante en las proteinas y se
ha descubierto que son muy comunes en los componentes mas antiguos de la materia viva,
como las arqueas, las bacterias, las plantas y los animales. Se cree que han contribuido al éxito
de la vida en la Tierra.'® Los estudios sobre este grupo comenzaron en la década de 1960,
cuando se descubrid que participaban en reacciones oxidorreductoras en muchas plantas y
microorganismos. Mas tarde, en los anos 70, se demostré que los complejos hierro-azufre
podian sintetizarse artificialmente como complejos analogos del sitio activo de las proteinas.'”

Las proteinas con clusteres [Fe-S] pueden participar en muchas reacciones, pero sobre
todo en las de oxidacion-reduccion y en la transferencia de electrones. De hecho, el hierro
es capaz de cambiar muy faciimente entre la forma oxidada del Fe** y la reducida del Fe?* ,
comportandose como donante o aceptor de electrones en muchas reacciones biolégicas.'®
Por ejemplo, el hierro participa en la respiracion celular en bacterias y mitocondrias.® Otra
funcion importante de este cluster es que, al ser capaces de unir reversiblemente Fe y S,
actlan como almacén de Fe y S para la activacion de enzimas o sustratos, como en la enzima
aconitasa, que tiene la funcion de catalizar la transformacion reversible de citrato a isocitrato
en el ciclo del &cido citrico.’ Ademas, se ha demostrado que intervienen en la replicacion y
reparacion del ADN. Por ejemplo, la ADN polimerasa-¢ requiere la presencia de un cluster [Fe-
S] para replicar las cadenas de ADN vy reparar las dafiadas.?®

Existen diferentes tipos de [Fe-S]-cluster y generalmente estan coordinados a cisteinas.
Las conformaciones mas comunes son la disposicion rombica [2Fe-2S], que contiene 2 atomos
de hierro conectados a cuatro cisteinas a través de dos iones sulfuro puente, y la forma cubana
[4Fe-4S], que consta de cuatro atomos de hierro y cuatro atomos de azufre coordinados a
cuatro cadenas laterales sulfhidrilicas de cisteinas (Figura 1.2). Se han observado otras
agrupaciones, como la [1Fe-0S], que contiene un solo atomo de hierro coordinado a cuatro
cisteinas (como en la rubredoxina) y la [3Fe-3S] o formas mas complejas como la [7Fe-8S], la
[8Fe- 7S] o la [BFe-8S] (observadas en proteinas de molibdeno-hierro).'

Los estudios sobre el proceso de ensamblaje de los clusteres [Fe-S] demostraron que
este proceso se produce in vivo con tres maquinarias diferentes el sistema NIF, observado
por primera vez en Azotobacter vinelandii, para la maduracion especifica de la nitrogenasa
en bacterias azotrdéficas; el ensamblaje ISC, observado en mitocondrias de levaduras y otros
eucariotas, para la generacion de proteinas [Fe-S] en condiciones normales; y el sistema SUF,
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observado en Erwinia chrysanthemi y Escherichia coli para la generacion de proteinas [Fe-S]
en condiciones de estrés oxidativo. Durante la evolucion, estos dos Ultimos mecanismos se
transfirieron de las bacterias a los eucariotas, que demostraron contener grupos [Fe-S] en las
mitocondrias, el citosol y el nlcleo. En particular, las mitocondrias contienen la maquinaria
de ensamblaje ISC, mientras que los plastidos albergan proteinas de la maquinaria SUF. Se
demostrd que todo el proceso estaba muy conservado desde la levadura hasta el ser humano.
Siempre requiere 1) un donante de azufre (normalmente una cisteina) que puede liberar azufre a
través de una cisteina desulfurasa, creando un persulfuro como intermediario; 2) un donante de
hierro especifico; 3) una transferencia de electrones (normalmente realizada por componentes
bacterianos y mitocondriales), para reducir el S; 4) una proteina andamio, como plataforma
para la biosintesis del cluster [Fe-S]. De hecho, pueden unirse a los clusteres [Fe-S]- con
enlaces labiles, permitiendo una transferencia facil y estable del clister a la proteina diana; 5)
una proteina de transferencia del cluster, necesaria para la correcta transferencia del cluster a
las apoproteinas (Figura 1.3).2!

Figura 1.2 Agrupaciones de hierro y azufre que suelen encontrarse en las proteinas.
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Figura 1.3 Principios biosintéticos de la biogénesis de las proteinas [Fe-S].
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La cisteina desulfurasa libera azufre de una Cys, convirtiéndola en una Ala. El azufre
obtenido se combina con Fe?* y electrones para ensamblar el cluster [Fe-S]-en una
proteina andamio. A continuacion, el cluster ensamblado se transfiere a la apo-
proteina, convirtiéndola en una holo-proteina activa.?!

1.4 Hidrogenasas

Entre las proteinas hierro-azufre, las hidrogenasas son una clase de proteina de especial interés.
La investigacion sobre esta clase esta creciendo significativamente, desde el afio 2000, debido
a su aplicabilidad inherente en el desarrollo de tecnologias de energias renovables, basadas
en el hidrogeno. Se necesitan nuevos métodos para producir hidrogeno a partir de fuentes
renovables y procesos de bajo coste.

Las hidrogenasas son metaloenzimas que pueden catalizar la reaccion reversible de
conversion de dihidroégeno en protones y electrones a velocidades cataliticas muy elevadas
(~10000s )22 ;

Esta reaccion tiene lugar en presencia de un sitio activo que contiene un metal, o que
permite que el pH del H, disminuya drasticamente, dando lugar al desdoblamiento heterolitico
de la molécula.

Las hidrogenasas pueden clasificarse en tres clases: [Ni-Fe]-hidrogenasas, [Fe-Fe]-
hidrogenasas e hidrogenasas sin metal. Esta ultima clase contiene un Unico atomo de hierro
y solo puede activar el hidrogeno en presencia de otro sustrato y sdlo se encuentra en
metandgenos. Las clases mas interesantes son las [Ni-Fe]- y las [Fe-Fe]-hidrogenasas.®
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Las [Ni-Fe]-hidrogenasas se han aislado como heterodimeros, en los que la subunidad
grande contiene el centro bimetalico [Ni-Fe] del sitio activo, profundamente enterrado en
la proteina, y la subunidad pequefna contiene algunos clusteres [Fe-S], importantes para la
transferencia de electrones y esenciales para la activacion del H, . Asi pues, el sitio activo esta
formado por dos atomos, uno de hierro y otro de niquel, conectados a través de dos cisteinas
(Figura 1.4).2% Las [Ni-Fe]-hidrogenasas participan en el consumo de hidrégeno, mientras que
las [Fe-Fe]-hidrogenasas participan normalmente en la produccion de hidrogeno.

Las [Fe-Fe]-hidrogenasas, normalmente conocidas como HydA, tienen un sitio activo
formado por un [4Fe-4S]-cluster conectado a un [2Fe]-subcluster a través de un tiolato de
una cisteina. Este complejo se denomina cluster H. La cisteina es el Unico enlace entre el
[4Fe-4S]-cluster y el [2Fe]-subcluster. Los dos atomos de hierro del subcluster di-hierro estan
conectados a través de un puente azapropaneditiolato. La esfera de coordinacion esté rellena
por un grupo CO y un grupo CN (Figura 2.4). HydAs difiere enormemente en tamario y nimero
de clusters accesorios, de hecho, dependiendo del microorganismo, HydA puede tener un
Unico [4Fe-4S]-cluster (el contenido en el cluster H) o clusters [4Fe-4S]-clusters adicionales
que estan implicados en la transferencia de electrones, desde la superficie al sitio activo de la
proteina.*

Figura 1.4 Sitios activos de las diferentes clases de hidrogenasas:
Cluster H de [Fe-Fe]-hidrogenasa (a la izquierda), [Ni-Fe]-hidrogenasa (en el centro)
y [Fe]-s6lo hidrogenasa (a la derecha).
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1.5 Maduracion de las [Fe-Fe]-hidrogenasas

Para volverse activo, el polipéptido [Fe-Fe]-hidrogenasa codificado por el gen hydA tiene que
incorporar el (los) cluster(es) [Fe-S] y el subcluster di-hierro. Esto se denomina proceso de
maduracion, que es un proceso postraduccional muy complejo e implica reacciones dificiles.
De hecho, implica la sintesis del CO y el CN, el ligando ditiolato, el ensamblaje del subcumulo
de dihierro y su incorporacion a la proteina [4Fe-4S] y el ensambilaje y transferencia de los [Fe-
S]-cumulos adicionales. Todo el proceso tiene que estar estrechamente controlado porque
pueden producirse CN-y CO a nivel toxico, asi como ditiolato hidroliticamente sensible.
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La via que se sigue en la naturaleza para la maduracion de las hidrogenasas se esta
desvelando por diversos métodos y aun se desconoce en parte.

Una de las primeras pistas del proceso de maduracion fue la identificacion en el genoma
de Chlamydomonas reinhardtii de genes que codifican las tres proteinas accesorias, HydE,
HydF e HydG, necesarias para la maduracion de una hidrogenasa activa. También se demostrd
gue muchos organismos que contienen [Fe-Fe]-hidrogenasas tienen en su genoma genes que
codifican estas tres madurasas.?> Ademas, el primer ejemplo de expresion heterdloga® vy la
primera activacion in vitro?® de una [Fe-Fe]-hidrogenasa activa revelaron que las tres proteinas
son necesarias para la activacion de la hidrogenasa. Esta activacion no requiere la adicion
de precursores de cluster, lo que significa que la maquinaria de maduracion es capaz de
sintetizarlos y transferirlos a HydA.?8 Sin embargo, se demostrd que la adicion de hierro, sulfuro,
SAM (S-adenosil-L-metionina), cisteina y tirosina potenciaba la actividad de la hidrogenasa, 1o
que sugiere que el hierro y el sulfuro reconstituyen el cluster hierro-azufre y que la SAM afadida
es probablemente esencial para las proteinas HydE e HydG.?” Ademas, se ha demostrado que
el proceso de maduracion necesita que el componente [4Fe-4S] del clister H esté ensamblado
antes de la insercion del subclister [2Fe]en la proteina. Asi pues, la maduracion requiere las
tres maturasas HydE, HydF e HydG para la sintesis del subcluster [2Fe]-y su transferencia e
incorporacion a la apohidrogenasa.?®

1.5.1 La maquinaria de las proteinas Hyd

La produccion de una [Fe-Fe]-hidrogenasa activa requiere la accion simultanea de HydA con
HydF, HydE e HydG que juntas componen la denominada maquinaria HYD.

Dos de las proteinas adicionales, HydE e HydG, pertenecen a la familia de los radicales
SAM. Esta familia de enzimas cataliza generalmente reacciones quimicas dificiles como la
formacioén de enlaces CH a C-S y la formacioén de radicales glicil. 2%

HydG contiene dos [4Fe-4S]-clusters: uno esta quelado por el tipico motivo de proteinas
radicales SAM CysX CysX,, Cys en el dominio N-terminal y el segundo esta quelado por el
motivo CysX CysX,,, Cys en el dominio C-terminal. Cada cluster tiene su propia funcion: el
cluster N-terminal es necesario para la escision reductora de SAM y la escision de tirosina para
producir p-cresol, mientras que el cluster C-terminal es necesario para la produccion de los
grupos diatémicos CO y CN®' . Se ha demostrado que ambos grupos son esenciales para la
actividad.®? Algunos experimentos demostraron que HydG utiliza tirosina como sustrato para
sintetizar CO y CN-. De hecho, Pilet et al. demostraron en 2009 que HydG era capaz de escindir
tirosina en p- cresol en una reaccion dependiente de SAM® y, a continuacion, se demostrd que
HydG produce CN-y CO utilizando tirosina como sustrato.3** Posteriormente, Kuchernreuther
et al. demostraron que en un sistema libre de células ambos grupos diatémicos derivan de
la tirosina.®® Ademas, estudios espectroscopicos demostraron que HydG proporciona tanto
los ligandos diatémicos (CO y CN-) como el hierro para el cluster [2Fe]-, necesario para la
formacion del cluster H.%” De hecho, los estudios FTIR de flujo detenido aportaron pruebas de
la formacion sobre HydG de un complejo unido al hierro, que contiene CO"y CN-, el sintedn
[Fe(CO, )CN ], que se considera el precursor efectivo del cluster H. Suess et al. demostraron
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que la Cys se une al cluster auxiliar de hierro-azufre de HydG y sugirieron que la Cys sirve como
plataforma ligando donde se construye este sinthon.®

HydE, al igual que HydG, une clusters de hierro y azufre y cataliza la escision reductora
de SAM. El andlisis del hierro y la espectroscopia UV-Vis y EPR mostraron que contiene dos
Clusteres [4Fe-4S]-: uno esta unido al motivo SAM radical CysX CysX,, Cys en el dominio
N-terminal y esta muy conservado en HydE; el segundo parece ser muy labil y se supone
que no esta implicado en la biosintesis del clister H.* La estructura de rayos X de HydE de
Thermotoga maritima mostrd que el segundo cluster esta localizado en la superficie molecular
y que probablemente contiene cantidades variables de hierro y sulfuro.* Pilet y al.®® informaron
de que HydE contiene tres sitios de unién a aniones en una gran cavidad y uno de ellos
puede unir SCN- con gran afinidad. Aun se desconoce el sustrato utilizado por HydE, pero
pueden formularse algunas hipétesis basadas en los primeros estudios. Kuchernreuther et al.*!
informaron de que la incubacion de HydA de C. reinhardtii con SAM, cisteina, tirosina, hierro,
sulfuro y maturasas multiplicaba por 5 la actividad de la hidrogenasa. Dada la demostracion
de que la tirosina es el sustrato de HydG*% y de que la SAM es necesaria para la actividad
radical de la SAM, la cisteina parece razonablemente un posible sustrato de HydE, pero no se
ha demostrado hasta ahora. Ademas, Betz et al.* sugirieron que el sustrato HydE contiene un
grupo funcional tiol. Se supone que HydE proporciona el puente de ditiometilamina del cluster
H, ya que se ha demostrado que HydG proporciona los componentes de hierro, CO y CN- de
dicho cluster.

Mientras que las dos proteinas, HydE e HydG, forman parte de la familia SAM radical,
la tercera proteina necesaria para la activacion de la hidrogenasa, HydF, es una proteina
GTP-asa. Los estudios espectroscopicos mostraron que esta proteina es capaz de unir un
guanosintrifosfato y contiene un cluster [4Fe-4S]Jligado por tres cisteinas y por un ligando no
cisteinico, que ha sido objeto de controversia y parece variar en funcion de los residuos locales.*
También se observé la presencia de un subcumulo [2Fe]adicional, ligado por CO y CN- .4 A
partir de la cromatografia de exclusion por tamano, los datos de dispersion de luz estatica y las
estructuras cristalinas**“®, se demostré que la proteina es estable como un dimero en el que
cada mondmero contiene tres dominios, el dominio de unidon a GTP, el dominio de dimerizacion
y el dominio de unién al cluster metélico. En la seccion 2.8.1 se ofrece mas informaciéon sobre
la estructura de HydF.

En cuanto a la funcién de HydF en la maquinaria HYD, en 2008 McGlynn'y col.*® postularon
que el dominio GTP-asa probablemente no interviene en la transferencia de clusteres y que
HydF actia como andamio o proteina portadora en el ensamblaje del cluster H. La hipdtesis de
que HydF tiene un papel clave en el ensamblaje del clister H fue fomentada por Czech et al.*®
y, posteriormente, se propuso que una forma dimérica de HydF interacciona con HydE e HydG
en una forma unida a GTP y luego el GTP se disocia, para permitir interacciones con HydA.*
HydF tiene un papel clave, ya que puede actuar como proteina transportadora y andamiaje.
De hecho, esto indica que es capaz de interactuar (i) con HydE e HydG, para ensamblar el
subcluster binuclear vy (i) con la apo-hidrogenasa, cuando el subcluster [2Fe]-se transfiere a
esta ultima. Las interacciones entre HydF y las otras dos madurasas han sido estudiadas por
Vallese et al.*” quienes demostraron que (i) HydF puede interactuar tanto con HydE como con
HydG, independientemente de sus propiedades de GTPasa vy (i) HydE e HydG participan por
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separado en la creacion de modificaciones estructurales en HydF, permitiendo su interaccion
con la apo-hidrogenasa.

El mecanismo mas probable es que toda la maquinaria HYD sintetice e inserte un subcluster
[2Fe]- y sus ligandos en el apo-HydA que ya contiene el [4Fe-4S]-cluster. Las tres madurasas
son esenciales: HydG lleva a cabo la sintesis del sintron [Fe(CO, )CN' ] a partir de tirosina, se
supone que HydE proporciona el ligando azaditiolato a partir de un sustrato desconocido e
HydF interactia con las dos madurasas para ensamblar todos los componentes y formar un
complejo de dihierro que luego se transfiere a la apo-hidrogenasa, dando lugar a la activacion
de la proteina (Figura 1.5).

Figura 1.5 Representacion esquematica de la maduracion de apo-HydA.
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HydF interactda con HydG y con HydE. HydG proporciona el sintrén [Fe(CO, )
CN- ], utilizando tirosina como sustrato, e HydE probablemente proporciona el
ligando azaditiolato, a partir de un sustrato desconocido. Las tres madurasas
interactian, HydF ensambla todos los componentes creando un complejo, 1-HydF,
que contiene el subcumulo de dihierro. Este complejo se transfiere a la apo-[Fe-Fe]-
hidrogenasa que se transforma en una proteina activa.*®

Aungue se estd estudiando en profundidad el mecanismo de maduracion de las
hidrogenasas, es necesario seguir investigando. De hecho, aun quedan muchos aspectos
por definir, como el papel del dominio GTP-asa, el sustrato HydE y, sobre todo, el orden de
actuacién de las madurasas. Broderick et al.?® propusieron dos posibles vias para el ensamblaje
del subcluster [2Fe]-, que difieren especialmente en el orden de actuacion: en la primera HydE
e HydG interaccionan por separado con HydF, que a su vez transfiere el complejo de dihierro a
HydA,; en la via alternativa HydG entrega cianuro y CO ligados al hierro a HydF como unidades
ciano-carbonil-Fe, donde la adicion de azaditiolato conecta las dos especies mononucleares
de Fe.
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Otra observacion interesante es que en C. reinhardtii se ha observado que HydE e HydF
forman un unico péptido, denominado HydEF, lo que sugiere que es probable que estas dos
madurasas formen un complejo durante el proceso de maduracion.*®

1.6 Maduracién quimica

Como se ha explicado en la seccidn anterior, en la naturaleza las hidrogenasas se activan
mediante un mecanismo muy complejo, en el que intervienen tres madurasas y cuyo objetivo
es el ensamblaje del cluster H. Se estan realizando estudios sobre la posibilidad de activar
quimicamente las hidrogenasas. Recientemente, se ha demostrado que las hidrogenasas
pueden activarse quimicamente con un proceso que no implica la coexpresion de las maturasas.
De hecho, los complejos de dihierro sintetizados quimicamente pueden transferirse, a través
de la maturasa HydF, a la [Fe-Fe]-hidrogenasa, que ya contiene el [4Fe-4S]-cluster. Aunque
estos complejos de dihierro por si solos no son activos, cuando se insertan en la hidrogenasa
muestran una elevada actividad, o que demuestra la importancia del entorno proteico.5°

Basandose en la demostracion de que la HydA purificada anaerdbicamente de C.
reinhardtii (CrHydA1) podia activarse por incubacion con HydF de Clostridium acetobutylicum*®
, €n 2003 se informd del primer ejemplo de un sistema de madurasa artificial. Se demostrd
que HydF de T. maritima, que contenia el cllster [4Fe-4S]- y se expresaba en E. coli, podia
incorporar complejos sintéticos de dihierro 1, 2 y 3 (Figura 1.6), dando lugar a nuevas proteinas
hibridas x-HydF, tras una reaccién quimica en condiciones anaerébicas. La caracterizacion
espectroscopica, como FTIR, EPR e HYSCORE, proporciond pruebas de esta incorporacion.
A continuacion, se demostré que soélo la proteina hibrida 2-HydF era capaz de activar HydA
de C. reinhardtii conteniendo Unicamente el cluster [4Fe-4S]-. Asi pues, este trabajo demostrd
que el complejo 2 puede transferirse eficientemente de HydF a HydA y es capaz de activar la
apo-hidrogenasa, demostrando que es probable que el precursor natural sea muy similar a
este complejo.5" Se dio otro paso adelante cuando se demostré que los complejos di-hierro
sintéticos podian ser incorporados directamente por HydAs.5? Este procedimiento permite
obtener una hidrogenasa activa con una actividad comparable a la medida para el tipo salvaje.
Esselborn et al.?® demostraron que las estructuras cristalinas de la HydA activa de tipo salvaje
de Clostridium pasteurianum (Cpl) y de la Cpl semisintética madurada con el complejo 2
(Cpl*PT) tienen estructuras idénticas.

Estos resultados demostraron que el complejo sintético sufre algunas transformaciones
para convertirse en el sustrato activo natural. Entre estas transformaciones, es necesaria una
isomerizacion del ligando CN-, asi como una sustitucion de un CO por un ligando de cisteina
del [4Fe-4S]-cluster de HydA.
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Figura 1.6 Estructuras de los imitadores sintéticos que se probaron. X=CH, en el complejo
1; X=NH en el complejo 2; X=0 en el complejo 3.%"

Asi, pueden seguirse dos posibles patrones para la maduracion quimica de la hidrogenasa
(Figura 1.7): la activacion de la apo-HydA puede llevarse a cabo directamente con el imitador
del dihierro o a través de HydF. Tanto los mecanismos demostraron que sdélo el complejo que
contenia el puente de azaditiolato era capaz de obtener HydA con actividades enzimaticas
elevadas, lo que subraya el papel central de este puente que contiene nitrégeno en la actividad
enzimatica.

Recientemente, se ha demostrado la posibilidad de evitar no sélo el uso de la maquinaria
HYD, sino también la derivacion del procedimiento de purificacion anaerdbica estrictamente
completo. De hecho, se demostrd que era suficiente expresar heterolégicamente HydA
de Megasphaera elsdenii en E. coli, purificar aerdbicamente la apoproteina y activarla
quimicamente in vitro, para obtener una hidrogenasa activa. La activacion quimica requiere
la reconstitucion anaerdbica de los [4Fe-4S]-clusters por tratamiento con hierro y azufre y la
incorporacion anaerdbica del [2Fe]-subcluster por reaccion con el complejo [Fe, (adt)(CO), (CN)
1,2~ . Laincorporacion efectiva del complejo en el interior de la MeHydA se comprobd mediante
espectroscopia FTIR y ensayos de actividad.%

Figura 1.7 Posibles patrones de activacion de la apo-HydA.
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Esta metodologia de maduracion sintética fue un descubrimiento muy importante y ayudd
significativamente a la identificacion de la naturaleza del &tomo central en el puente de ditiolato
del [2Fe]-subcluster. Sin embargo, siguen existiendo algunos graves inconvenientes que
impiden el uso de las [Fe-Fe]-hidrogenasas en aplicaciones biotecnoldgicas. Entre ellos, la
necesidad de manipular estas proteinas en condiciones estrictamente anaerdbicas para evitar
la inactivacion mediada por el oxigeno es el mayor obstaculo para sus aplicaciones a gran
escala.

El primero consiste en la activacion de la apo-HydA mediante la incubacion con HydF. Este
Ultimo se incuba primero con un complejo de dihierro, que se incorpora a la maturasa. A
continuacion, [2Fe]-HydF se incuba con apo-HydA y el subcumulo de dihierro se transfiere
eficientemente a la hidrogenasa, dando lugar a una proteina activa. El segundo proceso
consiste en la activacion directa de la apo-HydA con el complejo de dihierro.5?

1.7 Hidrogenasas artificiales

Como ya se ha comentado anteriormente, las hidrogenasas han sido ampliamente estudiadas
por sus posibles aplicaciones tecnoldgicas, ya que dependen de metales no nobles, baratos y
abundantes. Sin embargo, su uso en aplicaciones a gran escala sigue estando limitado por tres
factores: (i) son dificiles de producir en grandes cantidades, (ii) son extremadamente sensibles
al oxigeno, por lo que deben manipularse en condiciones estrictamente anaerdbicas v (i) es
muy dificil producirlos en forma activa. Esto Ultimo se ha afrontado en parte con la maduracion
quimica.

En los Ultimos afios se han sintetizado diversos complejos metélicos biomiméticos
y bioinspirados que permiten reproducir las estructuras y funciones de los sitios metdlicos
naturales mediante compuestos organometalicos sintéticos sencillos y de bajo peso molecular.
Por ejemplo, se han sintetizado muchos complejos como modelos del sitio activo de [NiFe]-
hidrogenasas. Entre ellos, se demostrd que los complejos heteronucleares Ni/Fe®*5%, Ni/Ru®® y
Ni/Mn® mostraban actividad catalitica para la reducciéon de protones.

Sin embargo, ninguno de estos compuestos mostrd una actividad comparable a la de las
hidrogenasas, probablemente debido a la falta de interacciones con las cadenas polipeptidicas.
Asi pues, se considero la idea de mejorar las prestaciones de los imitadores, incorporandolos
a la proteina y disefiando una hidrogenasa artificial.®

El concepto de enzimas artificiales tiene su origen en los trabajos de Wilson y Whitesides®®
y se basa en la idea de combinar un andamiaje biomolecular (una proteina o un oligonucledétido)
y un complejo sintético como sitio activo. Hasta la fecha, se han descrito diversos sistemas
biohibridos que ofrecen la posibilidad de mejorar las prestaciones cataliticas.

El caso de las hidrogenasas es muy interesante, en particular por la posibilidad de optimizar
la transferencia de electrones y protones. El concepto de hidrogenasas artificiales implica la
combinacion de una proteina huésped bien elegida y de facil acceso con un complejo sintético
con actividad catalitica de reduccion de protones u oxidacion de hidrégeno. El objetivo es crear
un sistema hibrido barato, estable, hidrosoluble y activo. La proteina proporcionaria un entorno
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de grupos funcionales alrededor del complejo sintético ayudando a las transferencias de
protones y electrones. Por ejemplo, Roy et al.® consiguieron sintetizar un imitador bioinspirado
que unia un cluster de hexacarbonilo de dihierro a un péptido rico en alanina a través de un
aminoacido ditiol artificial. El sistema biohibrido resultante fue capaz de catalizar la produccion
fotoinducida de hidrégeno en agua en condiciones &cidas y en presencia de rutenio como
fotosensibilizador y ascorbato como donante sacrificial de electrones. Posteriormente, Sano et
al." demostraron que el sistema hibrido obtenido tratando el apocitocromo ¢ con un complejo
de dihierro funcionaba como catalizador de la evolucion de hidrogeno en presencia de rutenio
como fotosensibilizador y ascorbato como reactivo de sacrificio en medio acuoso.

El hecho de que en las [Fe-Fe]-hidrogenasas el cluster de dihierro esté unido a la proteina
so6lo por una Unica cisteina permitié considerar la maduracion directa de una hidrogenasa que
contuviera todos los clUsteres [4Fe-4S]- pero careciera del subcluster [2Fe]- (definido en lo
sucesivo como apo-hidrogenasa). En particular, se ha considerado que HydF es la proteina
mas adecuada para un complejo sintético bioinspirado, debido a su capacidad para unir y
transferir un cluster de dihierro. A este respecto, se demostrd que la incubacion de HydF
de Thermotoga maritima con azaditiol (adt-complejo), propaneditiol (pdt-complejo) y oxa-
propanditiol (odt-complejo) daba lugar a proteinas hibridas similares a la metaloenzima diana.
Este resultado proporciond el primer ejemplo de disefio estructural racional de una hidrogenasa
artificial. Ademas, se observd que solo la pdt-hidrogenasa mostraba una pequefa actividad
en un ensayo quimico estandar, utilizando ditionito sédico y metil viologeno como fuente de
electrones, asi como en un ensayo fotoquimico, utilizando un fotosensibilizador metalorganico
y un donante de electrones sacrificado bajo irradiacion de luz visible. Aunque esta actividad era
muy baja, se trata de un punto de partida para el desarrollo de hidrogenasas artificiales mas
eficientes.®®

Los imitadores del dihierro también se han evaluado en entornos no proteicos, por ejemplo
micelas, dendrimeros, polimeros, oligo y polisacaridos y estructuras metalorganicas.®

Desgraciadamente, hasta la fecha estos sistemas son considerablemente menos activos
que las enzimas naturales, pero subsiste la esperanza de poder generar una nueva metaloenzima
muy activa y estable, con potencial para su aplicacion en dispositivos tecnoldgicos. De hecho,
este campo aun esté en panales y la obtencion de una

La hidrogenasa artificial es muy compleja, ya que las reacciones implican transferencias
de electrones y protones y transferencia de gases. Sin embargo, se han realizado y se siguen
realizando numerosos estudios que demuestran la posibilidad de crear una hidrogenasa
artificial activa incrustando un catalizador ineficiente y aumentando su eficacia gracias al
entorno proteico.

1.8 Objetivos del proyecto

1.8.1 HydF de Thermosipho melanesiensis

Se han realizado muchos estudios sobre la estructura de HydF. La primera caracterizacion
de HydF se realizd en la proteina de Thermotoga maritima* , mostrando que contiene un
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cluster [4Fe-4S]que une GTP y cataliza su hidrolisis a GDP. Posteriormente, los estudios FTIR
aportaron pruebas de la presencia de ligandos CO y CN- del precursor [2Fe] y los estudios
de filtracion en gel de HydEFG mostraron que las proteinas tienden a ensamblarse en una
conformacion dimérica.®® Czech et al. demostraron que HydF de Clostridium acetobutylicum
contiene un cluster de hierro con caracteristicas estructurales similares a las del cluster H de
HydA activa de Chlamydomonas reinhardtii (CrHydA1).84 La primera estructura cristalina se
obtuvo a partir de HydF de Thermotoga neapolitana (TnHydF)* y mostrd que la proteina esta
organizada en tres dominios: (l) el dominio | corresponde al dominio de unién a GTP, muy
similar al de otras GTP-asas; (Il) el dominio Il esta conectado al dominio | por un largo tramo de
aminoacidos y es responsable de la dimerizacion de HydF; (lll) el dominio Ill es el dominio de
union al cluster [4Fe-4S)y esta conectado a este cluster por tres residuos de cisteina altamente
conservados (Figura 1.8 a). El cristal contenia una molécula por unidad asimétrica y los dimeros
se obtuvieron por reconstruccion de la celda unitaria del cristal. Sin embargo, la proteina se
cristalizd como un dimero en la muestra puesta a cristalizar y se formé un tetramero en el
transcurso de la cristalizacion.

Se obtuvo otra estructura cristalina de HydF a partir de la proteina [4Fe-4S]-reconstituida
de Thermosipho melanesiensis.*® La estructura contenia los tres dominios diferentes ya
descritos para TnHydF (Figura 1.8 b). También se demostré que el grupo hierro-azufre esta
coordinado por tres cisteinas muy conservadas y por el grupo carboxilato de un glutamato.
Estos residuos estan situados en una cavidad cargada positivamente, lo que encaja
perfectamente con la necesidad de interactuar con moléculas cargadas negativamente como
[4Fe-48]'? y el subcumulo [2Fe]-. Se hicieron muchos intentos para tratar de obtener cristales
con el subcumulo de dihierro, como la cocristalizacion y el remojo, pero hasta ahora no ha sido
posible obtenerlos. Curiosamente, la inmersion de cristales de [4Fe-4S]-TmeHydF en un céctel
de cristalizacion suplementado con los ligandos [2Fe] condujo a la observacion de una rotura
progresiva de los cristales por difusion del ligando. Se pueden formular diferentes hipdtesis
para explicar el fenédmeno observado. En primer lugar, es posible que el complejo de dihierro
no pueda acceder facilmente al cluster debido a la presencia del residuo Glu. En segundo lugar,
se ha demostrado que, en el empaquetamiento cristalino del [4Fe-4S]-TmeHydF, el contacto
entre dimeros se produce en la zona donde se unen el cluster de hierro-azufre y el subcluster
de dihierro, lo que conduce a la disrupcion de los cristales, quiza debido a la introduccion de
una carga negativa del subcluster [2Fe]-. Ademas, se ha observado que los dominios GTP
tienen factores B significativamente mas altos con respecto a los otros dos dominios (Figura
1.9). Como los factores B estan relacionados con el desplazamiento isotropico cuadratico
medio de los a&tomos, esto implica que el dominio GTP no esta bien ordenado y es, por tanto,
una fuente de desorden en el cristal, lo que da lugar a cristales de baja resolucion.*
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Figura 1.8 a) Representacién de la estructura de una subunidad del dimero apo-TnHydF.
Los tres dominios, denominados I, Il y lll, aparecen en diferentes tonos de verde y el
bucle que conecta los dominios | y Il aparece en marrén. Las cadenas laterales de las tres
cisteinas implicadas en la unién al subcluster se muestran en rojo.* b) Representacion del
dimero [4Fe-4S]-HydF de Thermosipho melanesiensis. Los dominios GTP estan en verde
y naranja, los dominios de dimerizacién en magenta y rosa claro y el dominio de unién al
cluster en amarillo y azul.*®

Los factores B estan coloreados de azul a rojo para el intervalo [40:170] A.#

22 | Anales, 2023 .pp.1-32



Carlotta Panzone

Asi pues, el primer objetivo de mi proyecto era obtener una estructura cristalina de HydF
que contuviera tanto el cluster [4Fe- 4S] como el subclister [2Fe]. Para ello, fue necesario
disefar una forma truncada de HydF de Thermosipho melanesiensis, cortando el dominio
GTP-asa de la forma de tipo salvaje. La idea se basaba en el hecho de que se ha observado
que los dominios GTP no siempre estan bien orientados y a menudo son zonas desordenadas,
lo que provoca una difraccion de baja resolucion de los cristales obtenidos y es causa de
problemas para la union del subcumulo de dihierro.

1.8.2 HydA de Megasphaera elsdenii

Ya se dispone de las estructuras de HydA de tres microorganismos diferentes.

La primera estructura se obtuvo a partir de Clostridium pasteurianum (Cpl) y estaba
compuesta por cuatro dominios distintos. El mayor de ellos se designa como dominio del
sitio activo y contiene el cluster del sitio activo, conocido como cluster H. Esta compuesto por
seis atomos de Fe dispuestos en forma de clister [4Fe-4S]. Esta compuesto por seis atomos
de Fe dispuestos como un cluster [4Fe-4S] unido a un subcluster [2Fe] por una sola cisteina.
El cluster [4Fe-4S] esta unido a la proteina por cuatro cisteinas, mientras que el subcumulo
de dihierro esta compuesto por dos atomos de Fe ligados octaédricamente que contienen
cinco ligandos CO/CN, tres ligandos S y un ligando H, O. Los otros tres dominios contienen
los cuatro clusteres accesorios de hierro-azufre: tres [4Fe-4S]-clusters y un [2Fe-2S]-cluster,
dispuestos en tres dominios.®®

En segundo lugar, se publicé la estructura de la hidrogenasa de Desulfovibrio desulfuricans
(DdHydA), que presenta una secuencia de aminoécidos idéntica a la de la hidrogenasa de
Desulfovibrio vulgaris. Revela una conformacion para el clister H similar a la resuelta para Cpl:
de hecho, se compone de un cllster [4Fe-4S] de tipo ferrodoxina, profundamente enterrado
en la proteina, y un subcluster [2Fe], puenteado por una cisteina. Cada atomo de hierro del
cluster binuclear esté coordinado con un CO, un CN-, una especie monoatdémica de oxigeno y
dos tiolatos puente. La proteina también contiene tres cllsteres accesorios de hierro y azufre,
uno de los cuales es un cluster [2Fe-2S], como el que se encuentra en la Cpl.%¢

Por ultimo, se obtuvo otra estructura a partir de una forma truncada de HydA de
Chlamydomonas reinhardtii (CrHydA1), expresada en ausencia de las madurasas HydE,
HydF e HydG vy, por tanto, purificada en su forma no saturada carente del subcumulo [2F€].
La estructura presenta muchas similitudes con las estructuras de las otras dos proteinas
caracterizadas. CrHydA1 carece de cualquier cluster accesorio y por lo tanto ha sido apreciada
por su simplicidad que puede ser explotada para investigar la maduracién del cluster H.5

Las tres estructuras se muestran en la figura 1.10.
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Figura 1.10 a) Estructura de Cpl.

Es posible distinguir el primer dominio que contiene el cluster H, compuesto por
un cluster [4Fe-4S] y un subcluster [2Fe], y los tres dominios que contienen los
cuatro clusteres de hierro-azufre accesorios. b) Estructura de DdHydA. Es posible
distinguir el cluster H, compuesto por un cluster [4Fe-4S] y un subcluster [2Fe], y
los tres dominios que contienen los dos clusters [4Fe-4S] accesorios. c) Estructura
de CrHydA. So6lo contiene un cluster [4Fe-4S] y carece del subcluster [2Fe] y de los
clusters accesorios. En cada figura, los atomos de hierro estan representados en
amarillo y los atomos de azufre en naranja.

Aunque estas estructuras ya estan disponibles y han proporcionado informacion importante
sobre el comportamiento de las [Fe-Fe]-hidrogenasas, se esta estudiando otro tipo de HydA.
Se trata de la hidrogenasa aislada de Megasphaera elsdenii, que mostré comportamientos muy
intrigantes y dificiles de explicar en términos de sensibilidad al oxigeno. De hecho, el laboratorio
ha demostrado recientemente que presenta una mayor resistencia al oxigeno, en comparacion
con las demas HydA. Por esta razén, estamos interesados en estudiar la estructura de esta
proteina para comprender la causa de su mayor resistencia al oxigeno.

Asi pues, para el segundo objetivo de mi proyecto, me centré en la cristalizacion de HydA
de M. elsdenii. En concreto, trabajé en una forma truncada, denominada MeH HydA, en la que
se han eliminado todos los grupos accesorios, con el fin de obtener una proteina mas simple,
por analogia con CrHydA1.

2. Métodos y materiales
2.1 Expresiones heterdlogas de proteinas

La expresion heterdloga es la expresion de un gen en un organismo huésped que no lo produce
de forma natural. El gen debe insertarse en su sistema de expresion mediante la tecnologia
del ADN recombinante. El sistema de expresion puede ser una bacteria, una levadura o
una célula vegetal, pero tiene que tener una propiedad, conocida como competencia. En
biologia molecular, la competencia es la habilidad de una célula para captar ADN extracelular
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de su entorno. Las células pueden adquirir esta propiedad mediante un proceso artificial. El
laboratorio ya disponia de células competentes de E. coli preparadas con un método quimico
y estas células se utilizaron para todas las transformaciones.

211 Transformacion

La transformacion es la operacion que permite a la célula competente captar la molécula de
ADN del entorno, a través de su membrana plasmatica. La secuencia de ADN que hay que
amplificar esta contenida en plasmidos, pequefas moléculas circulares de ADN capaces de
replicarse de forma independiente. La representacion esquematica de la Figura 2.1 muestra
un ejemplo de plasmido, en concreto el pET22b, subrayando sus principales componentes:
contiene una secuencia donde se inicia la replicacion, denominada origen de replicacion (en
azul), un gen que codifica para una enzima que confiere la resistencia a los antibiéticos con el
fin de seleccionar las células que contienen el plasmido (resistencia a la ampicilina, en verde),
el gen de interés (en rojo) precedido de un promotor t7 (en cian), necesario para la unién de la
ARN polimerasa T7 y la posterior traduccion de la proteina.

Figura 2.1 Representacion esquematica del plasmido pET22b
para MeH HydA con etiqueta de 6 histidinas.

17 ler 66446667 457,17 F1 ari
STOP 64416443 467 M13 orig)

h domain 5229.6443

bxHis tag 5208.5225
codon start 5205.5207

i7 pro 5117..5136

pET22b with Hdomain with Gxhis t - 6735 nt

+

lacl 4739..3648)
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MeHydA, MeH HydA y ATmeHydF sin chaperonas

Se utilizé el mismo protocolo para MeHydA, MeH HydA y ATmeHydF sin chaperonas. Se
transformaron células competentes con el plasmido deseado (respectivamente, células Tuner
DEB3pLysS transformadas con pT7-7-6HMeHydA, células Tuner BL21 DES transformadas con
pET22b y células BL21DES3 transformadas con el plasmido pET22b): Se anadié 1 pl de ADN
plasmidico (correspondiente a 50-100 ng) a 100 pl de células y se dejé 30 minutos en hielo.
Las células se sometieron a un choque térmico a 42°C durante 45 segundos y se incubaron
2 minutos en hielo. Tras afadir 400 yL de caldo de lisogenia (LB) caliente a 37°C, las células
se incubaron a 37°C durante 50 minutos. El LB se prepard en el laboratorio y es un medio
complejo que contiene triptona como fuente de péptidos, extractos de levadura (que contienen
vitaminas) y cloruro soédico como iones de sodio para el transporte y el equilibrio osmético. A
continuacion, se centrifugaron las células a 2000 g durante 5 minutos y se desechd parte del
sobrenadante, con el fin de concentrar las células. Tras la resuspension, el 20% vy el 80% del
producto de transformacion se cargaron en dos placas de agar que contenian Ampicilina 100
pyg/mL y se incubaron durante la noche a 37°C. En estas condiciones, solo las células que
contienen el plasmido puede crecer gracias a la resistencia a los antibiéticos proporcionada
por la beta-lactamasa.

ATmeHydF con chaperonas

Para la expresion de ATmeHydF con chaperonas, se utilizaron células BL21DE3 como células
competentes. Se afiadieron 50 ng de plasmido pGRO7 y 50 ng de plasmido ATmeHydF a 100
ul de células. Entonces, el protocolo fue el mismo que antes. Las placas de agar contenian
ampicilina y cloranfenicol a 50 y 34 ug/ml respectivamente.
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