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Resumen
Caracterizacion estructural y bioquimica de la esterasa

termoestable Ta0887 de Thermoplasma acidophilum

Las esterasas microbianas son enzimas versatiles y estables con una amplia
variedad de aplicaciones biotecnoldgicas. Sin embargo, pocas esterasas han sido
caracterizadas de arqueas, una fuente importante de enzimas extremdfilas. En
este estudio, presentamos la caracterizacion bioquimica y la estructura cristalina
de Ta0887, una nueva esterasa de la arquea termoaciddfila Thermoplasma
acidophilum. La proteina se clond, expreso y purificd exitosamente como proteina
recombinante en Escherichia coli. Los ensayos de dispersion de luz revelaron que
Ta0887 es un mondmero en soluciéon. Los ensayos de actividad utilizando ésteres
de p-nitrofenil (p-NP) confirmaron su actividad esterasa, mostrando una
preferencia de sustrato por p-NP hexanoato (C6). La sustitucion del residuo de
serina en la posicidn 95 por alanina resulté en la abolicidon completa de la actividad
enzimatica, confirmando asi su papel esencial como el residuo nucleofilico de la
triada catalitica. La enzima present6 una actividad 6ptima a 65 °C y pH 8.0. De
manera notable, Ta0887 exhibié una elevada estabilidad térmica, reteniendo un
66% de actividad residual tras incubarse a 80 °C por 2 horas, en concordancia con
su punto medio de desnaturalizacion térmica de 80.6 °C. La estructura cristalina
de Ta0887, resuelta a 1.93 A, reveld un dominio central a/B-hidrolasa constituido
por una lamina 3 de ocho hebras, rodeadas por siete hélices a, y un dominio tapa
compuesto por cuatro hélices a. Ta0887 presenta un bolsillo de unién al sustrato
amplio en la interfaz entre los dos dominios, que contiene los residuos
conservados Ser95, Asp187 y His215 de la triada catalitica. Hasta donde
sabemos, esta es la primera esterasa caracterizada de T. acidophilum. Los
hallazgos de este estudio proporcionan una base para la futura ingenieria de
Ta0887 con el objetivo de mejorar su potencial para aplicaciones industriales y
biotecnoldgicas.

PALABRAS CLAVE. Carboxilesterasa, Termoestabilidad, Arquea termoaciddfila,
Difraccion de rayos X, a/B-hidrolasa, Dominio tapa.



Abstract
Structural and biochemical insights into the thermostable

esterase Ta0887 from Thermoplasma acidophilum

Microbial esterases are versatile and stable enzymes with a wide range of
biotechnological applications. However, few esterases have been characterized
from archaea, an important source of extremophilic enzymes. In this study, we
report the biochemical characterization and crystal structure of Ta0887, a novel
esterase from the thermoacidophilic archaeon Thermoplasma acidophilum. The
protein was successfully cloned, expressed, and purified as a recombinant protein
in Escherichia coli. Light-scattering assays revealed that Ta0887 is a monomer in
solution. Activity assays using p-nitrophenyl (p-NP) esters confirmed its esterase
activity, showing a substrate preference for p-NP hexanoate (C6). The substitution
of the serine residue at position 95 for alanine resulted in the complete abolition of
enzymatic activity, thereby confirming its essential role as the nucleophilic residue
of the catalytic triad. The enzyme exhibited optimal activity at 65 °C and pH of 8.0.
Notably, Ta0887 displayed high thermal stability, retaining 66% residual activity
after incubation at 80 °C for 2 hours, consistent with its thermal denaturation mid-
point temperature of 80.6 °C. The crystal structure of Ta0887, resolved at 1.93 A,
revealed an a/B-hydrolase core domain consisting of an eight-strand [-sheet,
surrounded by seven a-helices, and a cap domain comprising four a-helices.
Ta0887 features a large substrate-binding pocket at the interface between the two
domains that contains the conserved residues Ser95, Asp187, and His215 of the
catalytic triad. To our knowledge, this is the first characterized esterase from T.
acidophilum. The findings from this study provide a basis for the future engineering
of Ta0887 with the aim of enhancing its potential for industrial and biotechnological

applications.

KEY WORDS. Carboxyl esterase, Thermostability, Thermoacidophilic archaeon,

X-ray diffraction, a/B-hydrolase, Cap domain.
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Introduccioén

Caracteristicas estructurales y cataliticas de las esterasas

Las esterasas, también conocidas como carboxilesterasas (E.C. 3.1.1.1), son una
clase de enzimas presentes en todos los dominios de la vida. Su funciéon natural
es catalizar la hidrdlisis de enlaces éster, resultando en la formaciéon de un alcohol
y un acido carboxilico [1-3]. Tanto las esterasas (E.C. 3.1.1.1) como las lipasas
(triacilglicerol acilhidrolasas, E.C. 3.1.1.3), conocidas en conjunto como enzimas
lipoliticas, presentan el plegamiento candnico a/B-hidrolasa. Estas enzimas
contienen una triada catalitica altamente conservada, compuesta por una serina
nucleofilica que generalmente se encuentra incluida en un motivo pentapeptidico
Gly-X-Ser-X-Gly (donde X puede ser cualquier aminoacido), asi como un aspartato
o glutamato y una histidina [2, 4, 5]. Sin embargo, las esterasas difieren de las
lipasas en que muestran preferencia por acilglicéridos de cadena corta (<10
atomos de carbono) y otros ésteres simples, como el acetato de etilo, el
propionato de etilo y el butirato de etilo [1, 6-10].

El plegamiento a/B-hidrolasa estd compuesto generalmente por una lamina (3
central de ocho hebras, con la B2 antiparalela, conectadas mediante hélices a. Las
hebras B estan dispuestas en el orden (1, B2, B4, B3, B5-B8. Por su parte, las
hélices a conectan concretamente las hebras 3-8, distribuyéndose a ambos
lados de la lamina B central [2]. En el plegamiento, los residuos de la triada
catalitica ocupan posiciones topoldégicamente conservadas que permiten su
proximidad espacial para formar el sitio activo: la serina nucleofilica se localiza en
un giro posterior a la hebra B5, el residuo acido (aspartato o glutamato) en un
bucle posterior a B7 y la histidina en un bucle posterior a B8 [2]. El mecanismo de
hidrdlisis de enlaces éster comprende dos etapas, la acilacidn y la desacilacion de
la enzima. En la primera etapa, la serina catalitica, activada por la histidina, realiza
un ataque nucleofilico sobre el carbono carbonilico del sustrato, formando un
intermediario tetraédrico. A continuacion, se libera el alcohol y se forma un
intermediario acil-enzima. Finalmente, en la segunda etapa, una molécula de agua
ataca este intermediario, liberando el acido carboxilico y regenerando la enzima [2,
5].



Ademas, estas enzimas pueden catalizar reacciones de sintesis en ausencia de
agua o0 en presencia de solventes organicos, como la esterificacion vy
transesterificacion [2, 11]. Esta versatilidad catalitica, su alta actividad y estabilidad
tanto en sistemas acuosos como no acuosos y su capacidad de actuar sobre
diversos sustratos sin requerir de cofactores, explican la enorme variedad de
aplicaciones biotecnoldgicas de las esterasas [12-14]. En 2021, la demanda
mundial de hidrolasas se valor6 en 5.53 mil millones de dodlares, con una
proyeccion de crecimiento anual del 6.6% desde 2022 hasta 2030. Las esterasas
lideraron el mercado de enzimas hidrolasas con el 34.33% de los ingresos en ese
ano. Este predominio puede atribuirse a su amplio uso en industrias como la
alimentaria, farmacéutica, cosmética, papelera y de gestion ambiental [8, 13, 15,
16].

Esterasas termoestables provenientes de arqueas

El empleo de biocatalizadores estables a altas temperaturas ha cobrado gran
relevancia en aplicaciones industriales. La estabilidad térmica puede favorecer una
mayor vida util del biocatalizador y su reutilizacion en multiples ciclos de reaccion,
reduciendo los costos de produccion. Asimismo, las altas temperaturas pueden
aumentar la solubilidad de los sustratos y mejorar la eficiencia de los procesos [16,
17].

En este contexto, en las ultimas décadas se han dedicado grandes esfuerzos a la
busqueda vy caracterizacion de esterasas termoestables provenientes de
microorganismos termofilos [4, 17, 18]. La mayoria de las enzimas lipoliticas
estudiadas son de origen bacteriano y solo unas pocas provienen de arqueas. Los
habitats naturales de las arqueas son los ambientes extremos, como temperaturas
extremadamente altas (> 70 °C) o bajas (< 0 °C), condiciones altamente alcalinas
(pH >10) o acidas (pH <5) y ambientes con salinidades extremas (>10% de
concentracion de NaCl). Por lo tanto, las arqueas se consideran una de las fuentes
mas importantes y prometedoras de enzimas lipoliticas extremofilas [4, 17, 19]. Se

han caracterizado esterasas termoestables de distintas arqueas (Tabla 1).



Tabla 1. Temperaturas 6ptimas de reaccion y sustratos preferenciales de esterasas termoestables

provenientes de arqueas.

Temperatura Sustrato

Arquea Esterasa 6ptima (°C) preferencial Referencia

Picrophilus torridus EstA 70 p-NP C2 [20]
EstB 55 p-NP C2 [20]
Aeropyrum pernix K1 APE1547 a0 p-NP C8 [21]
APE2325 90 p-NP C3 [22]
Nitrososphaera gargensis EstN1 40 p-NP C3 [23]
Sulfolobus shibatae DSM5389 SshEstl - p-NP C4 [24]

Sulfolobus tokodaii strain 7 ST0071 70 p-NP C4 [25, 26]
Sulfolobus solfataricus MT4 SsoEstA - p-NP C5 [27]
Sulfolobus solfataricus P2 Est3 80 p-NP C5 [28]
Sulfolobus solfataricus P1 HF586419 80 p-NP C10 [29]
SsoP1Est 85 p-NP C8 [30]

Sulfolobus acidocaldarius Carboxylesterase - p-NP C5 [31, 32]
Pyrobaculum sp. 1860 rP186_1588 80 p-NP C2 [33]
Pyrobaculum calidifontis VA1 Est 90 p-NP C6 [34]
Archaeoglobus fulgidus AFEST 80 p-NP C6 [35]
Est-AF 80 p-NP C4 [36]
AF-Est2 80 p-NP C5 [37]

p-NP, p-nitrofenil; C2, acetato; C3, propionato; C4, butirato; C5, valerato; C6, hexanoato; C8,

octanoato; C10, decanoato; —, no reportado o no determinado.

Thermoplasma acidophilum

La arquea termoacidofila Thermoplasma acidophilum es una fuente valiosa de
enzimas termoestables con utilidad biotecnolégica. Este microorganismo ha sido
clave en la elucidacién de estructuras proteicas tridimensionales y mecanismos
moleculares por su simplicidad y estabilidad molecular en amplios rangos de
temperatura y pH [38-45]. Fue aislado por primera vez de una pila de residuos de
carbon y sus condiciones 6ptimas de crecimiento son a una temperatura de 59 °C
y aun pH entre 1 y 2 [46]. Las células de esta especie se caracterizan por tener
una membrana citoplasmatica compuesta por una monocapa de lipidos tetraéter
que les confiere mayor resistencia a las condiciones extremoéfilas [47]. Ademas,
este microorganismo posee un cromosoma circular completamente secuenciado

de 1.56 millones de pares de bases y 1,509 marcos abiertos de lectura (ORFs).



Aproximadamente el 55% de los ORFs de este microorganismo codifican
proteinas con funciones conocidas o predichas [48], como el ORF Ta0887, que

esta clasificado como una triacilglicerol lipasa (UniProt: Q9HJS7).



Objetivos

Objetivo general

Caracterizar bioquimica y estructuralmente la proteina Ta0887 de la arquea

Thermoplasma acidophilum.

Objetivos especificos

Determinar el estado oligomérico de Ta0887 en solucion.

Establecer la especificidad de la enzima frente a sustratos con cadenas
acilo de diferente longitud.

Identificar la temperatura y el pH a los que la enzima presenta su maxima
actividad especifica.

Establecer el efecto de la temperatura sobre la estabilidad de Ta0887.
Describir el perfil cinético de Ta0887 y determinar los parametros Km, Vmax,
Keat Y Keat/ Km.

Determinar la estructura tridimensional de Ta0887 e identificar sus

principales caracteristicas estructurales.



Materiales y métodos

Analisis bioinformatico

La secuencia nucleotidica de Ta0887 se obtuvo de la base de datos de NCBI
(National Center for Biotechnology Information). A partir de la secuencia de
aminoacidos, se utilizaron distintas herramientas bioinformaticas para predecir in
silico varios parametros fisicoquimicos de la proteina. El peso molecular, el punto
isoeléctrico tedrico y el indice de inestabilidad se estimaron con la herramienta
web ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) [49]. La propension a cristalizar
se evalué utilizando el servidor CRYSTALP2
(http://biomine.cs.vcu.edu/servers/ CRYSTALP2/) [50]. Los residuos cataliticos se

identificaron mediante un alineamiento de secuencias con la herramienta
EMBOSS Needle del servidor web EMBL-EBI

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss needle/) [51]. La prediccion de la

estructura secundaria se llevd a cabo empleando el servidor web Jpred4

(https://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/) [52].

Clonacion, expresion y purificacion

El gen que codifica la proteina Ta0887 de T. acidophilum (GenBank CAC12016.1)
se optimizd6 de acuerdo con la frecuencia de uso de codones del sistema de
expresion heterdloga Escherichia coli (E. coli). ElI gen se adquirié como gBlock de
Integrated DNA Technologies (IDT) (https://www.ididna.com/CodonOpt). Para

clonar el gen, se utilizé un vector pET28 modificado, en el que el sitio de corte
para trombina fue sustituido por el de la proteasa 3C del rhinovirus humano (HRV-
3C). La digestion del gen se realizé con 2 unidades de las enzimas de restriccidon
Ndel y Hindlll, mientras que la del vector fue con 4 unidades de Ndel y 2 unidades
de Hindlll. Posteriormente, las reacciones de ligacion se llevaron a cabo
empleando 5 unidades de ligasa T4 (Roche) con una relacion molar 3:1
(inserto:vector). Las células de E.coli TOP10 se transformaron con 2 puL de la
reaccion de ligacion y se cultivaron en medio sdélido Luria-Bertani (LB)
suplementado con kanamicina (50 yg mL") a 37 °C durante 16 horas. La

construccion que contenia el inserto correcto (pET28-Ta0887) se identificd


http://web.expasy.org/protparam/
http://biomine.cs.vcu.edu/servers/CRYSTALP2/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/
https://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/
https://www.idtdna.com/CodonOpt

mediante PCR de colonia y ensayos de restriccion enzimatica y posteriormente se
confirmd mediante secuenciacion con el método Sanger utilizando los
oligonucledtidos externos T7.

La expresion de la proteina se llevo a cabo en células de E. coli BL21 Star (DE3)
transformadas con la construccion pET28-Ta0887. Las células se cultivaron en
500 mL de medio LB suplementado con kanamicina (50 ug mL™") y la expresion de
Ta0887 se indujo mediante la adiciéon de isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido
(IPTG) a una concentracion final de 0.4 mM cuando el cultivo alcanzé una
densidad 6ptica a 600 nm de 0.6-0.8. Después de 4 horas de induccién a 37 °C,
las células se recolectaron por centrifugacién a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4
°C. El pellet celular se resuspendié en 15 mL de buffer de lisis (50 mM Tris-HCI,
pH 8.0; 300 mM NaCl; 10 mM imidazol; 2 mM B-mercaptoetanol) y se lisé por
sonicacion con pulsos de 15 s ON y 45 s OFF durante 7 minutos 30 segundos a
una amplitud del 50%. La fraccion soluble se recuperé mediante centrifugacion a
12,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C y se utilizé para purificar la proteina
mediante cromatografia en dos pasos. Primero, la fraccion soluble se cargd en
una columna de 3 mL de agarosa Ni-NTA (Jena Bioscience), previamente
equilibrada con buffer de lisis. A continuacién, la columna se lavd con 10
volumenes de columna (CV) y se realizé una elucién en un solo paso con cuatro
CV de buffer de lisis suplementado con 500 mM de imidazol. Las fracciones que
contenian la proteina recombinante se juntaron y se sometieron a digestion
durante 48 horas a 4 °C con cinco unidades de proteasa HRV-3C por mililitro de
muestra. A continuacion, la proteina sin etiqueta 6XHis se desal6é con una columna
PD-10 (GE Healthcare Life Sciences) en buffer A (20 mM HEPES, pH 7.0; 50 mM
NaCl; 1 mM EDTA; 2 mM B-mercaptoetanol) para proceder con el segundo paso
de purificacion. En este paso, la proteina se filtré (0.22 ym) y se cargd en una
columna HiTrap SP (GE Healthcare Life Sciences) equilibrada con el buffer A, a un
flujo de 2 mL min', utilizando un sistema AKTA Purifier (GE Healthcare). La
elucién de la proteina se realizé con un gradiente lineal del 0% al 50% de buffer B
(20 mM HEPES, pH 7.0; 1 M NaCl; 1 mM EDTA; 2 mM B-mercaptoetanol) en 20

CV. Las fracciones que contenian la proteina se juntaron y se almacenaron a 4 °C



para los experimentos posteriores. La expresion y la pureza de la proteina durante
el proceso de purificacion se analizaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). La mutante Ser95-
Ala de Ta0887, obtenida como gBlock de IDT, se clond, expresé y purificd

siguiendo el mismo procedimiento descrito para la enzima de tipo silvestre.

Dispersion dinamica de luz

Los ensayos de dispersién dinamica de luz (DLS) se realizaron en un equipo
Zetasizer APS2000 (Malvern) con un volumen final de reaccion de 50 pL. La
proteina se concentrd hasta 1 mg mL™" por ultrafiltraciéon utilizando un dispositivo
Vivaspin Turbo 15 con una membrana de 10 kDa (Sartorius) en buffer de
purificacion (buffer P; 20 mM HEPES, pH 7.0; 155 mM NaCl; 1 mM EDTA; 2 mM
B-mercaptoetanol). Como se sugiere, antes de la medicion, la muestra se
centrifugd a 10,000 rpm durante 4.5 horas a 4 °C [53]. El equipo se programé para
realizar 15 mediciones de 40 segundos cada una a 25 °C, con un periodo de
preincubacion de 5 minutos; el experimento se realizd por triplicado. El peso
molecular se estimé a partir del radio hidrodinamico de particula utilizando el

software Malvern Zetasizer, version 7.03.

Caracterizacion bioquimica

Los ensayos de actividad enzimatica se llevaron a cabo espectrofotométricamente
utilizando ésteres de p-nitrofenil (p-NP) de distintas longitudes de cadena,
incluyendo p-NP acetato (C2), p-NP butirato (C4), p-NP hexanoato (C6), p-NP
octanoato (C8), p-NP decanoato (C10), p-NP laurato (C12), p-NP miristato (C14) y
p-NP palmitato (C16). Se prepararon soluciones stock de cada sustrato a 10 mM
en isopropanol y se sonicaron a una amplitud del 50% con pulsos de 15s ON y 15
s OFF durante 6 minutos a temperatura ambiente [4, 20, 54, 55]. A menos que se
indique lo contrario, la mezcla de reaccion estandar (1 mL) consistiéo en 50 mM de
buffer HEPES (pH 7.0), 0.1% de goma arabiga, 0.4% de Triton X-100, 0.25% de
alcohol polivinilico, 0.4 mM de sustrato y 1.5 uyg mL-' de enzima. La reaccién se

realizo a 40 °C durante 4 minutos tras una preincubacion de la mezcla a la misma



temperatura antes de afadir la enzima. La reaccion se detuvo afadiendo 100 pL
de SDS al 20%. La cantidad de p-NP liberado se determind midiendo la
absorbancia a 400 nm en un espectrofotémetro UV/VIS Perkin EImer Lambda XLS
[8, 56, 57]. En todas las mediciones se incluyd un control sin enzima para corregir
cualquier autohidrélisis del sustrato. La actividad enzimatica se calculd utilizando
una curva de calibracion con diferentes concentraciones de p-NP en las
condiciones del ensayo. Cada ensayo se realizé por triplicado. Una unidad de
actividad enzimatica (U) se definio como la cantidad de enzima necesaria para
liberar 1 umol de p-NP por minuto en las condiciones del ensayo [58, 59].

Para la determinacion de la temperatura Optima de reaccion, el ensayo de
actividad se llevd a cabo con p-NP butirato a temperaturas comprendidas entre 25
y 90 °C. El pH 6ptimo se determind realizando el ensayo de actividad con un buffer
de tres componentes (0.05 M acido acético, 0.05 M MES, 0.1 M Tris), que
mantuvo la fuerza idnica constante en un rango de pH de 4.5 a 9.0 [60]. El p-NP
tiene dos maximos de absorcion: uno a aproximadamente 320 nm, que se observa
a valores de pH inferiores a 7.0 debido a la abundancia relativa de su forma
protonada, y otro a aproximadamente 400 nm, que se observa a valores de pH
iguales o superiores a 7.0 debido al predominio de su forma desprotonada [61]. De
esta forma, para valores de pH de 4.5 a 6.5, la cantidad de p-NP liberado se
determiné midiendo la absorbancia a 320 nm, mientras que para pH de 7.0 a 9.0
se determiné midiendo la absorbancia a 400 nm. Para este ensayo, se utilizaron
curvas de calibracion de p-NP a pH 4.5 y 5.5, medidas a 320 nm, junto con una
curva a pH 7.5, cuya absorbancia se registré a 400 nm.

La estabilidad térmica de Ta0887 se evalud incubando la enzima a temperaturas
comprendidas entre 50 y 90 °C durante 2 horas y, a continuacion, incubandola a 4
°C durante 5 minutos antes de medir la actividad residual con p-NP butirato. Para
determinar el punto medio de desnaturalizacion térmica (Tm), se realizé un ensayo
de fluorimetria diferencial de barrido (DSF) en un termociclador RT-PCR 7,500
Fast Kit (Applied Biosystems). Las muestras se prepararon a una concentracion de
proteina de 0.1 mg mL™" en buffer P con SYPRO ORANGE 5X y un volumen final

de 40 pL. La sefial de fluorescencia se midié en un rango de temperaturas de 25 a



95 °C, con incrementos de 1 °C. Las intensidades de fluorescencia de las
muestras de proteina se corrigieron restando las de las muestras correspondientes
sin proteina. Posteriormente, la Tm se determind ajustando las intensidades de
fluorescencia corregidas a la ecuacion de Boltzmann. Los experimentos se
realizaron por triplicado.

Los ensayos de cinética enzimatica se realizaron a pH 8.0 utilizando p-NP
hexanoato a concentraciones comprendidas entre 0.10 y 5.00 mM, con la curva de
calibracion de p-NP correspondiente. Las velocidades iniciales se calcularon
estimando la pendiente del tramo lineal de los datos de absorbancia frente al
tiempo. Los parametros cinéticos Km y Vmax se calcularon mediante un ajuste no
lineal de los datos a la ecuacién de Michaelis-Menten, empleando el software
GraphPad Prism (version 10.4.0). Por su parte, la constante catalitica (kcat) se
calculo dividiendo la Vmax, convertida a umol s™, entre la cantidad molar total de
enzima presente en la reaccion. Por ultimo, la eficiencia catalitica se calculé como

la relacion Kcat/ Km.

Cristalizacion, coleccion de datos y determinacion de la estructura

La proteina Ta0887 purificada se concentré hasta 8 mg mL" utilizando un
concentrador Vivaspin Turbo 15 (Sartorius) con membrana de corte de 10 kDa. La
cristalizacion se llevé a cabo mediante la técnica de difusién de vapor en gota
sentada. Se evaluaron 96 condiciones de cristalizacion de los kits Crystal Screen |
y Il (Hampton Research). Para cada condicién se usaron 50 uL del precipitante
correspondiente y las gotas se colocaron en una proporcion 1:1 (0.9 yL de
proteina y 0.9 pyL de precipitante). Las placas se incubaron a 14 °C y se
monitorearon en el estereoscopio al momento de poner las gotas, a las 24 horas y
posteriormente cada 7 dias por 3 meses. Crecieron cristales en 6 de las 96
condiciones evaluadas pasadas 24 horas de incubacion (Fig. S1). Los cristales
adecuados para el analisis por difraccion de rayos X crecieron en 0.1 M HEPES-
Na pH 7.5, 10% isopropanol y 20% polietilenglicol 4,000. Estos cristales se
crioprotegieron mediante inmersion en la solucién de cristalizacion suplementada

con 20% de glicerol. A partir de un unico cristal, se colectdé un conjunto de datos a
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1.93 A de resolucién y a 100 K, utilizando un generador de anodo rotatorio Rigaku
MicroMax 007HF (Cu Ka, | = 1.5418) equipado con un detector DECTRIS-
PILATUS 3 R/200K-A.

El conjunto de datos de difraccion de Ta0887 se colecto en el laboratorio LANEM-
IQ de la Universidad Nacional Autonoma de Meéxico (UNAM). Los datos se
indexaron, integraron y escalaron utilizando el software HKL3000 [62]. El cristal
presentd simetria trigonal y pertenecidé al grupo espacial P3221. Los datos de
factores de estructura se analizaron con el programa phenix.xtriage del software
Phenix [63]. La estructura de Ta0887 se resolvid por reemplazo molecular con
Phaser [64], empleando como modelo de busqueda la estructura de la hidrolasa
ht-CarCJ3 (PDB: 1J11), con la que comparte un 41.8% de similitud de secuencia.
Los valores de las funciones de rotacion (RFZ) y traslacion (TFZ) confirmaron la
solucion obtenida. Las coordenadas finales se obtuvieron mediante ciclos
iterativos de refinamiento con PHENIX y construccion manual del modelo con
COOT [65], con el fin de mejorar el ajuste a los mapas de densidad electronica
ponderados por verosimilitud. Después de cada refinamiento en Phenix, se
utilizaron los mapas de densidad electronica 2mfFo-DFc y mFo-DF¢ para realizar los
ajustes manuales en el modelo con COOT. Se anadieron moléculas de agua en
aquellas posiciones respaldadas tanto por criterios quimicos como geométricos y
que presentaban una densidad electrénica diferencial |Fobs| - |Fcaic| > 50. EI modelo
final se validé con MolProbity, disponible en http://molprobity.biochem.duke.edu/
[66]. Los potenciales electrostaticos de superficie se calcularon a pH 8.0 utilizando
el software Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) [67]. La visualizacion de
las superficies electrostaticas e hidrofébicas se realizé con UCSF Chimera [68]. El
anadlisis de cavidades se llevd a cabo utilizando PDBsum1 [69], y los archivos
resultantes se visualizaron con PyMOL [70]. EI nimero de acceso en el PDB, la
coleccion de datos y las estadisticas del modelo final se presentan en la Tabla 3.
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Resultados

Analisis bioinformatico de Ta0887

Segun la base de datos GenBank, el ORF Ta0887 consta de 708 pb que codifican
una proteina de 235 aminoacidos, la cual ha sido clasificada como una
triacilglicerol lipasa (numero de acceso CAC12016.1). El peso molecular de la
proteina Ta0887, estimado por ProtParam, fue de 26.7 kDa. Su punto isoeléctrico
tedrico fue de 7.03 y su indice de inestabilidad (IlI) fue de 20.3; valores inferiores a
40 predicen que la proteina es estable, mientras que valores superiores a 40
indican que la proteina puede ser inestable [49]. La propension a cristalizar,
estimada mediante el servidor web CRYSTALP2, fue favorable, con un valor de
confianza de 0.59. Este valor se define como la diferencia entre las probabilidades
de los dos posibles resultados (cristalizable y no cristalizable) y se expresa en una
escala de 0 a 1, donde 1 indica la maxima confianza en la prediccion [50].
Ademas, se realiz6 una busqueda de secuencias proteicas homologas a Ta0887
con el método mmseqs2 en la base de datos Protein Data Bank (PDB). Este
analisis identificé a la hidrolasa ht-CarCJ3 de Janthinobacterium sp. cepa J3 (PDB:
1J11) como la proteina mas cercana con una estructura experimental conocida,
con un 41.8% de similitud. El alineamiento de la secuencia de Ta0887 con la de la
hidrolasa ht-CarCJ3 permitio identificar los residuos Ser95, Asp187 y His215 como
la triada catalitica, con Ser95 ubicada en el motivo conservado G-X-S-X-G,
caracteristico de las enzimas lipoliticas (Fig. 1).

En 1999, Arpigny y Jaeger clasificaron por primera vez las enzimas lipoliticas
bacterianas en ocho familias (Familia I-VIIlI), basandose en la similitud de las
secuencias de aminoacidos y en sus propiedades fisiologicas [6, 71]. Esta
clasificacion se ha ampliado recientemente hasta incluir 35 familias de enzimas
lipoliticas (Familia I-XXXV) [5, 72]. La familia V comprende enzimas lipoliticas de
microorganismos mesofilos (Haemophilus influenzae, Pseudomonas oleovorans,
Acetobacter pasteurianus), psicréfilos (Moraxella sp., Psychrobacter immobilis) y
termofilos (Sulfolobus acidocaldarius) [6]. Ta0887 presenta un 39.4% de similitud
de secuencia de aminoacidos con la esterasa putativa de H. influenzae (GenBank
AAC21862), un 37.3% con la lipasa de Moraxella sp. (GenBank CAA37863) y un
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35.9% con la enzima lipolitica de S. acidocaldarius (GenBank AACG67392).
Ademas, las enzimas pertenecientes a esta familia comparten una similitud
significativa de secuencia de aminoacidos (20-25%) con varias enzimas
bacterianas no lipoliticas, como hidrolasas de epoxidos, deshalogenasas vy
haloperoxidasas, que también presentan el plegamiento a/B-hidrolasa y una triada
catalitica [6]. Esto también se observd en Ta0887, que presenta una similitud de
secuencia del ~30% con multiples hidrolasas de epoxidos (PDB: 7ACO),
deshalogenasas (PDBs: 3WI7, 5MXP, 1Y37) y haloperoxidasas (PDBs: 3FOB,
1A7U, 1BRO). Por lo tanto, el analisis de secuencias revel6 que Ta0887 pertenece

a la familia V de enzimas lipoliticas.

Ta0887 @ -———————-- MDRHSIM-—---- TSFGNLSYLERPGSYPLVFLHGLGG---SGNNWIRLDR 42
CarC MLNKAEQISEKSERAYVERFVNAGGVETRYLEAGKGQPVILIHGGGAGAESEGNWRNVIP 60
Lot HPE S LoRrorokk K * o kk
h h — B @
Ta0887 FLDGRFRMICFDLLGHGRSDKPRVEYTVEVQASATVEALSKLGV-NRFTLVGNSYGGWIS 101
CarC ILARHYRVIAMDMLGFGKTAKPDIEYTQDRRIRHLHDFIKAMNFDGKVSIVGNSMGGATG 120
sk pakok ckodkk koo kk ckkR o el
. . v
Ta0887 LYIAL-KKKVPDYLVLVDSAGLNPTIAELGDEKLN-EFVKKVM---SVEEGNDEYVIRNI 156
CarC LGVSVLHSELVNALVLMGSAGLVVEIHEDLRPIINYDFTREGMVHLVKALTNDGFKIDDA 180
* orrr or.ioop Rkk dkkk * k HUH *k o ok
o - o as
Ta0887 SINN---=-=========== SKEEWK------- IKDEDLRSIKTKTLIIWGTADNVLSIEY 194
CarC MINSRYTYATDEATRKAYVATMOWIREQGGLFYDPEFIRKVQVPTLVVQGKDDKVVPVET 240
*k, HA X ok s, ks ok Kok ok
. W
Ta0887 GRKFHELIPNSLLFEIPYAKHTPQITHPQIVARIINDNVRI - —-——==——====——— 235
CarC AYKFLDLIDDSWGYIIPHCGHWAMIEHPEDFANATLSFLSLRVDITPAAAHHHHHH 296
*k ckk -k < kk * * kk - *
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Figura 1. Alineamiento de secuencias de la proteina Ta0887 de T. acidophilum con la hidrolasa ht-
CarCJ3 de Janthinobacterium. Los residuos cataliticos de CarC estan conservados en Ta0887
(Ser95, Asp187, His215; sombreados en rojo) [73]. El alineamiento de secuencias se realiz6 con la
herramienta EMBOSS Needle del servidor web EMBL-EBI
(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/psa/emboss_needle) [51]. La prediccion de la estructura
secundaria de Ta0887, realizada utilizando el servidor web Jpred4
(https://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/), se muestra debajo del alineamiento [52]. Los

rectangulos amarillos representan hélices a, mientras que las flechas azules indican hebras .

Clonacion, expresion y purificacion de la proteina Ta0887 recombinante

La secuencia del gen Ta0887 se optimizd para su expresion en E. coli y se clono
en el vector de expresion pET28. La construccion pET28-Ta0887 resultante se
confirmd por secuenciacion. Se realizaron ensayos de expresion en células de E.
coli BL21 Star (DE3) a diferentes temperaturas, tiempos de induccion vy
concentraciones de IPTG. Las condiciones Optimas de expresion se obtuvieron
con 0.4 mM de IPTG durante 4 horas a 37 °C (datos no mostrados).

La proteina recombinante se purificO mediante cromatografia liquida en dos pasos.
En el primer paso, mediante cromatografia de afinidad a niquel, la proteina eluy6
con 500 mM imidazol (Fig. 2A). Las fracciones que contenian la proteina se
juntaron y se trataron con la proteasa 3C del rhinovirus humano para eliminar la
etiqueta 6XHis presente en el extremo N-terminal (Fig. 2C). En el segundo paso, la
proteina se purific6 mediante cromatografia de intercambio iénico, resultando en la
elucion de Ta0887 a una concentracion promedio de 155 mM de NaCl (Fig. 2B,C).
La cantidad de proteina purificada, después de juntar las fracciones que contenian

la proteina, fue de 9.6 miligramos por litro de cultivo.
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Figura 2. Purificacion de Ta0887 mediante cromatografia liquida en dos pasos. (A) Analisis por
SDS-PAGE al 15% de Ta0887 purificada por cromatografia de afinidad a niquel. Las muestras se
tineron con Coomassie R250. M: marcador de peso molecular, 1: fraccién de sonicado celular, 2:
fraccion de proteina soluble, 3: fracciéon no retenida, 4-5: fracciones de lavado, 6-11: proteinas
eluidas con 500 mM de imidazol. (B) Cromatograma de la purificacion de Ta0887 por
cromatografia de intercambio idnico. El eje derecho de la ordenada representa el porcentaje de
buffer B, el eje izquierdo de la ordenada representa la absorbancia a 280 nm y el eje de abscisas
representa el volumen de elucién. Las fracciones colectadas de la elucion estan sefialadas en rojo.
(C) Analisis mediante SDS-PAGE al 17% de las fracciones correspondientes al pico mostrado en el
panel (B). M: marcador de peso molecular, 1: proteina purificada por afinidad a niquel, 2: proteina
tratada con la proteasa HRV-3C, 3-7: fracciones correspondientes al pico del cromatograma. La
flecha negra en (A), asi como la flecha negra y el asterisco rojo en (C), indican la banda

correspondiente a Ta0887.

Estado oligomérico de Ta0887 en soluciéon

El peso molecular estimado de Ta0887 fue de 26.7 kDa. En el analisis de las
muestras por SDS-PAGE durante el proceso de purificacion, se observé una
banda intensa de alrededor de 25 kDa. Sin embargo, este peso molecular se
determind bajo condiciones desnaturalizantes. Para evaluar el peso molecular y el
estado oligomérico de la proteina en condiciones nativas, se llevaron a cabo
experimentos de dispersion dinamica de luz (DLS). En estos experimentos, se
determind un radio hidrodinamico de Ta0887 de 2.4 £ 0.6 nm, correspondiente a
un peso molecular estimado de 25.4 + 1.0 kDa (Fig. 3). Por lo tanto, se concluy6

que Ta0887 es un mondmero en condiciones nativas.
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Figura 3. Determinaciéon del estado oligomérico de Ta0887 en solucion mediante dispersion
dinamica de luz. El ensayo se realizé a una concentraciéon de proteina de 1 mg mL-' en 20 mM
HEPES (pH 7.0), 155 mM NaCl, 1 mM EDTA y 2mM B-mercaptoetanol. El eje de ordenadas
corresponde a la intensidad, mientras que el eje de abscisas corresponde al diametro de particula.
El analisis mostré un unico pico correspondiente a un peso molecular de 254 + 1.0 kDa,

consistente con el peso molecular teérico de Ta0887.

Ta0887 es una esterasa termoestable con preferencia por p-NP hexanoato
como sustrato

Para determinar la especificidad de sustrato de Ta0887, se evalud su actividad
utilizando ésteres de p-NP de diferentes longitudes de cadena, desde p-NP
acetato (C2) hasta p-NP palmitato (C16). Ta0887 exhibi6 una marcada
preferencia por sustratos de cadena corta a media (C2-C8), mostrando la mayor
actividad especifica con p-NP hexanoato (C6; Tabla 2; Fig. 4A). También se
observé una alta actividad hidrolitica con p-NP butirato (C4), con un 66% de la
actividad maxima. Por el contrario, se observaron niveles bajos de actividad con p-
NP decanoato, p-NP laurato, p-NP miristato y p-NP palmitato (C10-C16; Tabla 2;
Fig. 4A). Estos resultados indican que Ta0887 es una esterasa.

La temperatura éptima de reaccion de Ta0887 se determin6 en 65 °C (10.0 £ 0.1
U/mg), tras evaluar su actividad en un rango de temperaturas de 25 a 90 °C (Fig.
4B). A la temperatura 6ptima de crecimiento de T. acidophilum (~60 °C), Ta0887
presentd un 89% de su actividad maxima. La actividad disminuy6 hasta el 34% a
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los 80 °C y fue practicamente nula a los 90 °C. De manera similar, se establecio su
pH optimo de reaccién en 8.0 (13.5 + 0.1 U/mg) tras medir su actividad en un
rango de pH de 4.5 a 9.0 (Fig. 4C). La enzima mostrd niveles de actividad
superiores al 60% en el rango de temperaturas de 50 a 75 °C y de pH de 6.5 a 8.5,
lo que indica que Ta0887 presenta un amplio rango de temperaturas y valores de
pH de reaccion.

Para evaluar la estabilidad térmica, Ta0887 se incub6 durante 2 horas a
temperaturas comprendidas entre 50 y 90 °C. A continuacion, la enzima se enfrié
a 4 °C y se midio su actividad residual. No se observo pérdida de actividad hasta
los 75 °C. A los 80 °C, Ta0887 mostr6 un 66% de actividad residual y a
temperaturas superiores la actividad fue practicamente nula (Fig. 4D). Estos
resultados fueron consistentes con los obtenidos en un ensayo de fluorimetria
diferencial de barrido (DSF). En este ensayo, el punto medio de desnaturalizacion
térmica (Tm) de Ta0887 en el buffer en el que se purificd fue de 80.6 + 0.2 °C (Fig.
4E). La proteina exhibié una curva de transicién sigmoidea muy pronunciada entre
72 y 85 °C, lo que sugiere un plegamiento homogéneo y compacto. Estos
resultados indican que Ta0887 es termoestable y activa hasta los 80 °C.

Los parametros cinéticos de Ta0887 se determinaron a pH 8.0 para p-NP
hexanoato. La enzima mostré una cinética clasica de Michaelis-Menten, con
valores de Km Yy Vmaxde 1.0 £ 0.1 mM y 0.037 + 0.002 ymol min-!, respectivamente
(Fig. 4F). Por su parte, la eficiencia catalitica de Ta0887 se determin6 en 10.9 *
0.5 mM-* s,
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Tabla 2. Especificidad de sustrato de Ta0887 frente a ésteres de p-NP de diferentes longitudes de

cadena.

Actividad Actividad
especifica (U/mg) relativa (%)

[
p-NP acetato . e
(C2) )L/@ 1.1+£0.3 165

p-NP butirato .
© AT

p-NP hexanoato

i
0 o 7.0+0.1 100 + 1
(co) T

o

p-NP octanoato "

(C8) /W\)L/O/ o 3.1+£01 44 +1

p-NP decanoato

(C10) /\/\/\/\)k/O/

p-NP laurato

(C1 2) /\/\/\/\/\JB\,./ij/\l\D

Sustrato Estructura quimica

—o0

=

~o 4.6+0.1 66 + 2

z—o

o 0.8+0.2 12+3

05+04 85

p-NP miristato

I

. i
ﬁﬂgfammmo ,\VAV/\/\/\¢AVANJ\Ji;r\C 0.2+0.3 35

Los valores representan la media + desviacién estandar de tres experimentos independientes. La

actividad relativa se calcul6 considerando la actividad frente a p-NP hexanoato (C6) como el 100%.
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Figura 4. Propiedades bioquimicas de Ta0887. (A) La especificidad de sustrato de Ta0887 se
evalud utilizando diferentes ésteres de p-NP (C2-C16). La actividad de Ta0887 frente a p-NP
hexanoato (C6) se establecié como el 100%. (B) Efecto de la temperatura sobre la actividad de
Ta0887. (C) Efecto del pH sobre la actividad de Ta0887. En ambos paneles, (B) y (C), el punto en
el que se observo la mayor actividad se estableci6 como el 100%. (D) Estabilidad térmica de
Ta0887. La enzima se preincubd durante 2 horas a temperaturas comprendidas entre 50 y 90 °C y,
a continuacién, se midio su actividad residual. La actividad de Ta0887 sin preincubar se considero
como el 100%. (E) Curva de desnaturalizacion térmica de Ta0887 en el buffer P (20 mM HEPES,
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pH 7.0; 155 mM NaCl; 1 mM EDTA; 2 mM B-mercaptoetanol). El valor estimado de Tm se calculd
ajustando los datos a la ecuacion de Boltzmann. El eje de ordenadas corresponde a la
fluorescencia en unidades arbitrarias y el eje de abscisas corresponde a la temperatura. (F)
Velocidades iniciales de Ta0887 en funciéon de la concentracidon de p-NP hexanoato (C6). Los
parametros cinéticos Km y Vmax se determinaron mediante un andlisis de regresion no lineal con la
ecuacion de Michaelis-Menten. En todos los paneles, los resultados corresponden al promedio de

tres experimentos independientes y las barras de error representan la desviacion estandar.

El residuo catalitico Ser95

Para validar el papel de la Serina en la posicion 95, identificada como residuo
catalitico en el analisis bioinformatico, se generé una mutacion puntual por Alanina
(Ser95-Ala). Esta construccion se expresé y purifico utilizando la misma
metodologia descrita para la enzima de tipo silvestre. Su purificacion se muestra
en la Fig. 5. La estabilidad térmica de la mutante Ser95-Ala, determinada mediante
DSF, exhibié un valor comparable al observado para la enzima de tipo silvestre
(Tm de 83.2 £ 0.1 °C; Fig. 6A). Ademas, mediante DLS se observd un unico pico,
correspondiente a un peso molecular estimado de 32.3 £+ 3.0 kDa, consistente con
la presencia del monémero en solucién (Fig. 6B). Posteriormente, se determiné la
actividad de la mutante Ser95-Ala usando p-NP hexanoato como sustrato. Como
se esperaba, la mutante no mostré actividad detectable bajo las mismas
condiciones experimentales empleadas para la enzima de tipo silvestre (Fig. 6C).
Estos resultados sugieren que la mutacion en la posicion 95 no afecta al
plegamiento de la proteina y confirman el papel esencial de la serina nucleofilica

en la actividad catalitica de Ta0887.
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Figura 5. Purificacién de la mutante Ser95-Ala. (A) Analisis por SDS-PAGE al 17% de la mutante
Ser95-Ala purificada por cromatografia de afinidad de niquel. Las muestras se tifieron con
Coomassie R250. M: marcador de peso molecular, 1: fracciéon de sonicado celular, 2: fracciéon de
proteina soluble, 3: fraccidn no retenida, 4-5: fracciones de lavado, 6-12: proteinas eluidas con 500
mM de imidazol. (B) Cromatograma de la purificacion de la mutante Ser95-Ala por cromatografia
de intercambio i6nico. La fraccion no retenida (FT) y las fracciones eluidas (13-19, 22 y 24) estan
sefaladas en rojo. (C) Analisis mediante SDS-PAGE al 17% de las fracciones sefaladas en rojo en
el panel (B). M: marcador de peso molecular, 1: proteina purificada por afinidad a niquel, 2:
proteina tratada con la proteasa HRV-3C, 3: fraccién no retenida (FT), 4-10: fracciones 13 a 19,
correspondientes al pico principal del cromatograma, 11: fraccion 22, 12: fraccion 24. Se agruparon
las fracciones 15 a 19. La flecha negra en (A), asi como la flecha negra y el asterisco rojo en (C),

indican la banda correspondiente a la mutante Ser95-Ala.
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Figura 6. Estabilidad térmica, estado oligomérico y actividad relativa de la mutante Ser95-Ala. (A)
Curva de desnaturalizacion térmica de la mutante Ser95-Ala en el buffer P (20 mM HEPES, pH 7.0;
155 mM NaCl; 1 mM EDTA; 2 mM B-mercaptoetanol). El valor estimado de la Tm se calculd
ajustando los datos a la ecuacion de Boltzmann. (B) Determinacion del estado oligomérico de la
mutante Ser95-Ala mediante dispersion dinamica de luz. Estas mediciones se realizaron a una
concentracion de proteina de 1 mg mL™" en el buffer P. El andlisis mostré un Unico pico
correspondiente a un peso molecular estimado de 32.3 + 3.0 kDa, consistente con un estado

monomeérico en condiciones nativas. (C) Actividad relativa de Ta0887 y de la mutante Ser95-Ala
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con p-NP hexanoato. La actividad de Ta0887 se estableci6 como el 100%. Los datos representan

la media £ desviacion estandar de tres réplicas independientes.

Estructura general de Ta0887

Ta0887 se cristalizo en el grupo espacial P3221, con dimensiones de celda unitaria
de a = 117.05 A, b = 117.05 A, ¢ = 91.71 A, a = 90°, B = 90°, y = 120°. La
estructura cristalina se determind mediante el método de reemplazo molecular,
utilizando como modelo la estructura de la proteina homologa ht-CarCJ3 de
Janthinobacterium sp. cepa J3 (PDB: 1J1l). Los valores de LLG, RFZ, TFZ y PAK
fueron de 4041, 4.2, 62.9 y 0, respectivamente. El LLG (log-likelihood gain) mide
cuanto mejor predice los datos de difraccion el modelo obtenido en comparacion
con una distribucion aleatoria de los mismos atomos. El RFZ y el TFZ
corresponden a los Z-scores de las funciones de rotacion y traslacion,
respectivamente, e indican el numero de desviaciones estandar que separan el
valor de la solucion de la media. Por su parte, el valor de PAK indica el numero de
choques de empaquetamiento. En Phaser, valores de TFZ superiores a 8 y de
LLG superiores a 60 generalmente indican una solucion correcta del reemplazo
molecular, mientras que una orientacion correcta puede presentar valores de RFZ
inferiores a 4 [64]. Por tanto, los valores de TFZ y LLG, junto con la ausencia de
choques de empaquetamiento, respaldaron la solucién obtenida.

El analisis de los datos de difraccion con el programa phenix.xtriage del software
Phenix mostré un coeficiente de Matthews de 3.43 A3 Da' y un factor B de Wilson
de 16.19 A2 El coeficiente de Matthews, definido como la relacion entre el
volumen de la unidad asimétrica y el peso molecular de todas las moléculas de
proteina presentes en ella, permite estimar el numero probable de moléculas de
proteina y el contenido de solvente en la unidad asimétrica. En este caso, el
contenido de solvente estimado fue de aproximadamente 64% [74, 75]. El factor B
de Wilson se obtiene a partir de la disminucién de la intensidad de difraccion al
aumentar la resolucién y proporciona una estimacion del factor B global de los
datos de difraccion. Ademas, el analisis no mostré indicios de anomalias, como
cristales gemelos o presencia de anillos de hielo. La existencia de cristales

gemelos implica la presencia de dominios cristalinos con diferentes orientaciones,
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cuyos patrones de difraccién se superponen parcial o completamente [76]. Por su
parte, la presencia de anillos de hielo se debe a la difraccion de multiples cristales
de hielo orientados aleatoriamente, que pueden alterar las intensidades medidas
[77].

El modelo final se refind utilizando PHENIX a una resolucion de 1.93 A, con
valores de Rwork Y Riree de 0.170 y 0.199, respectivamente; la diferencia entre
ambos fue de 0.029, inferior a 0.05. Diferencias superiores a este valor pueden
indicar un sobreajuste de los datos, por lo que estos valores son consistentes con
un modelo adecuadamente refinado (Tabla 3). Su geometria se evalué con
MolProbity [66], que indicé una elevada calidad estereoquimica, con un score de
MolProbity de 1.06, correspondiente al percentii 100 entre estructuras de
resolucién comparable, y con el 96.8 % de los residuos en las regiones favorables
del grafico de Ramachandran. El reporte completo de validacion de la estructura
de Ta0887, generado durante su depdsito en Protein Data Bank, se presenta en el
Material suplementario 2.

La unidad asimétrica (ASU) esta compuesta por dos mondmeros, con una
desviacion cuadratica media (RMSD) de 0.34 A para los 4tomos Ca. La principal
diferencia estructural entre ambos mondmeros se observa en la regidon
comprendida entre los residuos 128 y 146, que forma parte del dominio tapa. La
estructura de Ta0887 comprende un dominio central con el plegamiento candnico
a/B-hidrolasa caracteristico de las esterasas (residuos 1-123 y 168-235) y un
dominio tapa ubicado entre los residuos 123 y 168 (residuos 124—167). El dominio
central esta compuesto por una lamina B de ocho hebras (B1-p8), con la B2
antiparalela, rodeadas por siete hélices a que forman un sandwich ao/f/a. Las
hélices a1, a10 y a11 se situan en uno de los lados del sandwich, mientras que las
hélices a2, a3, a8 y a9 se encuentran en el otro. Por su parte, el dominio tapa esta
formado por las hélices a4 a a7 (Fig. 7A,B). El bolsillo de unién al sustrato, que
contiene los residuos cataliticos Ser95, Asp187 y His215, se localiza en la interfaz

entre ambos dominios (Fig. 7B,C).
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Tabla 3. Estadisticas de la coleccion de datos de difraccion de rayos X y del refinamiento.

Ta0887
Coleccion de datos
Grupo espacial P3221
Dimensiones de celda unitaria
a, b, c(A) 117.05, 117.05, 91.71
a B, y(°) 90, 90, 120
Longitud de onda 1.54178
Resolucion (A) 50.00-1.93 (1.96-1.93)2
Coeficiente de Matthews (A3 Da") 3.43
N.° total de reflexiones 624532
N.° de reflexiones Unicas 54668
Completitud (%) 100 (100)?
Rmerge 0.120 (0.937)2
lla(l) promedio 18.9 (2.6)?
Redundancia 11.4 (8.3)?
Refinamiento
Resolucion (A) 50.00-1.93
N.° de reflexiones 54617
Rwork/Rfree 0.1 70/0 1 99b
Factor B promedio (A?)
Global 19.39
A partir del grafico de Wilson 18.05
N.° de monémeros en ASU 2
N.° de residuos 469
N.° de atomos 7727
N.° de moléculas de agua 308
Desviaciones RMS respecto del ideal
Longitudes de enlace (A) 0.012
Angulos de enlace (°) 1.131
Score de choques estéricos 1.35¢
Rotameros favorables (%) 96.03¢
Rotameros desfavorables (%) 0.00¢
Estadisticas del grafico de Ramachandran (%)
Regiones favorables 96.8¢
Regiones no permitidas 0.00¢
Cédigo PDB 10XN

aLos valores entre paréntesis corresponden al ultimo intervalo de resolucion.

bEl valor de Riee se calculd utilizando un subconjunto independiente del 5% de las reflexiones
excluidas durante el refinamiento.

¢El analisis de los choques estéricos, las conformaciones favorables de los rotameros y el grafico

de Ramachandran se realizé con MolProbity.
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Dominio tapa

His215

Asp187

Figura 7. Estructura cristalina de Ta0887. El dominio central y el dominio tapa se muestran en
turquesa y en violeta, respectivamente. (A) La topologia de Ta0887 consta de ocho hebras 3
(flechas) y once hélices a (cilindros). La ubicacion de los residuos cataliticos se indica con un
asterisco rojo. (B) Representacion en cintas de la estructura cristalina de Ta0887. ElI dominio
central, que presenta un plegamiento a/p-hidrolasa, se muestra orientado hacia abajo en turquesa;
en la parte superior, el dominio tapa a-helicoidal se muestra en violeta. El residuo catalitico Ser95

se indica con un asterisco rojo. (C) Vista detallada del sitio activo, con los residuos conservados de
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la triada catalitica Ser95, His215 y Asp187 representados como varillas. Las flechas indican vistas
ampliadas de los residuos, mostrando sus correspondientes mapas de densidad electronica 2mFo-

DF. contorneados a 1.5 0.

El sitio activo de Ta0887

El sitio activo esta constituido por los residuos Ser95, His215 y Asp187, que
forman la triada catalitica. La serina nucleofilica Ser95 forma parte del motivo
conservado G-X-S-X-G, situado en un giro pronunciado que conecta la hebra 5
con la hélice a3. His215 se localiza en el bucle que conecta la hebra 8 con la
hélice a10, mientras que Asp187 se situa entre la hebra B7 y la hélice a9. Se
observan enlaces de hidrogeno entre los residuos de la triada catalitica. El atomo
Oy de Ser95 se encuentra a una distancia de 2.74 A del nitrogeno (Ne2) de
His215. Por su parte, el N&1 de His215 se encuentra a 2.94 A del 052 de Asp187.
Ser95 esta rodeada por los residuos Leu30, Leu90, Tyr96, Ala120, lle126, Leu129,
Phe137, Val141, Val189 y Leu190, que forman una region hidrofébica
parcialmente oculta en la zona central del bolsillo de unién al sustrato (Fig. 8A,B).
El bolsillo de unién al sustrato es de gran tamafno y se extiende a ambos lados de
Ser95 a lo largo de la interfaz entre el dominio central y el dominio tapa. En el
bolsillo predominan las cargas positivas (Fig. 8C). Ademas, un analisis de
hendiduras realizado con las herramientas de PDBsum [69, 78] determind que el
volumen del bolsillo de unién al sustrato de Ta0887 era de 3293.2 A3 (Fig. 8D;
Tabla 4). A continuacion, se realizé una busqueda con el servidor DALI [79] para
identificar homologos estructurales capaces de utilizar sustratos similares a los de
Ta0887. Las esterasas seleccionadas para el analisis incluyeron las de
Exiguobacterium antarcticum (EaEst, PDB: 5H3H), Thermogutta terrifontis (TtEst,
PDB: 4UHC), Alistipes shahii (AsFAE, PDB: 7DQ9), una esterasa identificada en
una biblioteca metagendmica de tierra negra amazénica (Ade1, PDB: 8V16) y una
esterasa de Archaeoglobus fulgidus (AF-Est2, PDB: 5FRD). El analisis de
hendiduras con PDBsum revel6 variaciones significativas en el tamafo de las
cavidades, con volumenes comprendidos entre 966.1 y 5423.6 A3. A pesar de
poseer el menor numero de residuos, Ta0887 exhibe una cavidad notablemente
grande en comparacion con las demas esterasas, con la excepcion de Ade1, cuya
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cavidad es de mayor tamafo. Este hallazgo sugiere que Ta0887 podria utilizar

otros sustratos, probablemente de mayor volumen, aun por identificar.

_a

Hidrofobicidad

Kcal/(mol*2)

Figura 8. Propiedades hidrofébicas y electrostaticas de Ta0887. (A) Representacion de la
superficie hidrofébica de Ta0887. La region hidrofobica (rojo anaranjado) que rodea a Ser95
(asterisco amarillo) es visible en el centro del bolsillo de uniéon al sustrato; las regiones hidrofilicas
se muestran en azul claro. (B) Vista detallada de la region hidrofébica mencionada anteriormente
en (A). Los residuos de la triada catalitica se representan como varillas. Ser95 se localiza en el
fondo del bolsillo, dentro de una regién hidrofébica. La figura en (A) se roté 45° hacia la izquierda
alrededor del eje vertical y se muestra una seccion transversal de la proteina. (C) Representacion

de la superficie de Ta0887 que muestra su potencial electrostatico calculado. Las regiones con
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carga positiva se muestran en azul y las regiones con carga negativa en rojo. En el bolsillo de
union al sustrato predominan las cargas positivas. (D) Superficie de unién al sustrato de Ta0887,
con un volumen de 3293.2 A3 determinado mediante un analisis de hendiduras con las
herramientas de PDBsum. Los paneles (A), (B) y (C) se generaron con UCSF Chimera; el panel (D)
se generd con PyMOL.

Tabla 4. Analisis de hendiduras de la cavidad de unién al sustrato de Ta0887 en comparacion con

homoélogos estructurales identificados con el servidor DALL.

Proteina PDB (Ir':sr:g:g:) Z-score? RI\(’I:)Da V%I:irgﬁlld :J:t::t‘gczzg)g e
Ta0887 10XN 235 - - 3293.2
EaEst 5H3H 272 29.5 21 966.1
TtEst 4UHC 282 28.2 2.3 1480.4
AsFAE 7DQ9 265 27.2 23 2348.2
Ade1 8V16 274 27.3 24 5423.6
AF-Est2 5FRD 260 26.8 22 2249

al os valores se obtuvieron mediante el analisis realizado con el servidor DALI.

PE| volumen de la cavidad de unién al sustrato se estimé utilizando las herramientas de PDBsum.
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Discusion

En este estudio, la esterasa Ta0887 de T. acidophilum se clond, purifico y
caracterizé con éxito bioquimica y estructuralmente. Basandose en el analisis de
su secuencia de aminoacidos con secuencias homologas, la enzima se clasifico
en la familia V de enzimas lipoliticas [6]. La triada catalitica de Ta0887, constituida
por Ser95, Asp187 y His215, presenta la Ser95 nucleofilica dentro del motivo
pentapeptidico G-N-S-Y-G. Hasta donde sabemos, este motivo se reporta por
primera vez en esterasas caracterizadas [6]. Los experimentos de DLS revelaron
que Ta0887 se encuentra como mondmero en solucion, lo que es consistente con
lo descrito previamente para sus homdlogos AsFAE de Alistipes shahii (42.4% de
similitud de secuencia, PDB: 7DQ9) y AF-Est2 de la arquea hipertermofila
Archaeoglobus fulgidus (34.5% de similitud de secuencia, PDB: 5FRD) [37, 80].
Los estudios de especificidad de sustrato confirmaron que Ta0887 es una
esterasa, ya que exhibe una clara preferencia por ésteres de p-NP de cadena
corta a media, observandose la mayor actividad especifica con p-NP hexanoato
(C6). La esterasa homdloga AF-Est2 presenta un perfil de actividad similar,
mostrando preferencia por p-NP valerato (C5), seguido de p-NP butirato y p-NP
octanoato [37]. De forma similar, la esterasa AFEST, también identificada en A.
fulgidus, muestra su mayor actividad frente a p-NP hexanoato [35]. Entre los
ésteres de p-NP, los sustratos preferidos por la mayoria de las carboxilesterasas
arqueales caracterizadas son p-NP valerato y p-NP hexanoato [27-29, 31, 32, 34,
35]. Este perfil de especificidad también es consistente con el observado en las
enzimas lipoliticas de la familia V [81].

La actividad optima de Ta0887 se determiné a 65 °C y pH 8.0, similar a la
reportada para la esterasa ST0071 de S. tokodaii (70 °C, pH 8.0) [25]. Dos
esterasas de la arquea termoacidofila S. solfataricus P1 [29, 30] y la esterasa de
S. acidocaldarius [31], también exhibieron un pH 6ptimo de reaccién de 8.0. Por su
parte, AsFAE presenta un pH éptimo de 8.5 y una temperatura éptima de 40 °C,
en concordancia con la naturaleza mesdfila de A. shahii [80]. ElI pH 6ptimo de
reaccion de Ta0887 (pH 8.0) difiere significativamente del pH optimo de

crecimiento de T. acidophilum (pH 1.0-2.0) y del pH intracelular del organismo (pH
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5.5) [46, 82]. Este comportamiento, también observado en las esterasas de S.
tokodaii [25], S. solfataricus P1 [29, 30] y S. acidocaldarius [31], sugiere que las
esterasas de arqueas termoacidéfilas pueden presentar una actividad 6ptima en
condiciones de pH diferentes a las del organismo. Muchos ésteres son estables en
condiciones neutras o ligeramente alcalinas, por lo que este comportamiento
podria deberse a una adaptacién evolutiva destinada a preservar la estabilidad del
sustrato y garantizar una hidrdlisis eficiente [25]. Ademas, las caracteristicas del
sitio activo de Ta0887 podrian estar favoreciendo interacciones electrostaticas
especificas con el sustrato o un estado de protonacién éptimo para la reaccion en
condiciones de pH ligeramente alcalino.

A pesar de su potencial como fuente de enzimas termoestables con aplicaciones
industriales y biotecnologicas, hasta la fecha se han caracterizado pocas
esterasas de arqueas. En este sentido, los ensayos de termoestabilidad de
Ta0887 demostraron que es una esterasa altamente termoestable, que mantiene
aproximadamente un 66% de actividad residual tras 2 horas de incubacién a 80
°C, en concordancia con su Tm de 80.6 °C. Cabe sefalar que en estudios previos
se han descrito resultados comparables. Por ejemplo, la esterasa ST0071
mantiene aproximadamente el 100% de su actividad después de una incubacién
de 2 horas a 80 °C, mientras que su actividad disminuye gradualmente a
temperaturas superiores [25]. De manera similar, la esterasa homéloga AF-Est2
de A. fulgidus mostré una pérdida de actividad tras 30 minutos de incubacién a
temperaturas superiores a 80 °C, con una inactivacién completa después de la
incubacion a 95 °C [37]. Por su parte, |la esterasa Est3 de S. solfataricus P2 retuvo
una actividad residual inferior al 20% tras 2 horas de incubacién a 80 °C [28].
Estudios posteriores permitiran determinar el potencial uso industrial o
biotecnoldgico de Ta0887.

Por otra parte, la estructura cristalina de Ta0887 revel6 un dominio central con el
plegamiento candnico a/B-hidrolasa, tipico de las esterasas, y un dominio tapa a-
helicoidal. Este dominio tapa esta presente en otras esterasas que comparten
mas de un 31% de similitud de secuencia con Ta0887. En estas esterasas, al igual

que en Ta0887, el dominio esta compuesto principalmente por hélices a, aunque
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también puede incluir hebras B [37, 80, 83-86]. La triada catalitica de Ta0887,
ubicada en el bolsillo de unidén al sustrato, presenta una disposicion espacial
analoga a la de AsFAE (PDB: 7DQ9), aunque la cavidad es de mayor tamafio en
Ta0887.

Como se ha demostrado en estudios previos, el tamario, la forma, la orientacion y
la disposicion espacial del dominio tapa con respecto al dominio central
determinan de manera critica la especificidad de sustrato. Esto se logra mediante
la formacion de un bolsillo de unién al sustrato unica [84, 85, 87]. Esto podria
explicar la preferencia de Ta0887 por sustratos de cadena corta a media (C2-C8),
en contraste con AsFAE, que muestra actividad unicamente frente a sustratos de
cadena corta (C2-C4) [80]. Los residuos del bolsillo de unién también influyen en
la especificidad de sustrato. Sayer y colaboradores [88] demostraron que la
presencia de residuos polares y cargados en el bolsillo de union al sustrato de la
enzima TtEst2 de Thermogutta terrifontis favorece la unién de ésteres de p-NP de
cadena corta, como el p-NP butirato. En este sentido, la composicion del sitio
activo de Ta0887 podria estar relacionada con su perfil de especificidad. Por otro
lado, Wei y colaboradores [80] identificaron residuos clave en el bolsillo de unién al
sustrato de AsFAE. Estos residuos, al ser mutados por alanina, aumentaron
significativamente la Km, confirmando el papel esencial de estos residuos en el
reconocimiento, la unién y la afinidad por el sustrato. En otro estudio, el residuo
Glu154 del motivo pentapeptidico de Est19 de Pseudomonas sp. E2-15 se mutd a
Asp. Esta modificacion redujo significativamente la actividad de la enzima frente a
su sustrato preferencial, mientras que aumenté su actividad con sustratos de
cadena mas larga (p-NP decanoato (C10) y p-NP laurato (C12)). Esta sustitucion
dio lugar a una cavidad de unién mas profunda en Est19, lo que dificultd la
orientacién de sustratos pequefios y facilitdé el acceso de sustratos mas grandes
[8]. Asimismo, el papel de residuos especificos del dominio tapa en la
determinacion de la especificidad de sustrato se ha confirmado mediante
mutagénesis [11, 80, 84, 86]. Por ejemplo, Zhu y colaboradores sustituyeron por
alanina los residuos Asn121 y His125 en la hélice a4 del dominio tapa de EprEst.

Estas mutaciones, al eliminar los contactos estéricos, aumentaron la actividad de
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EprEst frente a p-NP butirato en 2.5 y 3.5 veces, respectivamente [84]. Por su
parte, Wei y colaboradores sustituyeron por alanina los residuos Glu129 y Lys130
del dominio tapa de AsFAE, demostrando que las cadenas laterales mas cortas
mejoraron tanto la afinidad como la eficiencia catalitica frente a sus sustratos [80].
Estos resultados ponen de manifiesto el papel fundamental del dominio tapa en el
establecimiento de un bolsillo de union al sustrato caracteristico que determina la
especificidad de sustrato.

En conjunto, estas observaciones apoyan que las caracteristicas del dominio tapa
y del bolsillo de unién al sustrato de Ta0887 contribuyen a explicar su preferencia

por ésteres de p-NP de cadena corta y media.

32



Conclusiones

En este estudio, clonamos y sobreexpresamos el gen Ta0887 de Thermoplasma
acidophilum en Escherichia coli para posteriormente purificar la enzima
recombinante y caracterizarla bioquimica y estructuralmente. Aunque Ta0887 esta
anotada como una lipasa, nuestros resultados demuestran que se trata de una
nueva esterasa altamente termoestable con un dominio tapa a-helicoidal que
determina su especificidad de sustrato. Hasta donde sabemos, esta es la primera
esterasa caracterizada de T. acidophilum.

La capacidad de Ta0887 para catalizar eficientemente la hidrdlisis de ésteres de p-
NP de cadena corta y media, junto con su actividad éptima a 65 °Cy pH 8.0 y su
notable estabilidad térmica, sugiere un potencial uso de la enzima en la industria
alimentaria. Esta esterasa podria aplicarse en el procesamiento de alimentos,
como en la modificacion de productos lacteos y en la mejora de las propiedades
sensoriales de los alimentos mediante la sintesis de compuestos que contribuyen
al aroma y al sabor [14]. La futura evaluacién del efecto de solventes, surfactantes
e iones metalicos sobre la actividad de Ta0887, asi como la caracterizacién de la
reaccion de transesterificacion, permitira ampliar significativamente su rango de
aplicaciones biotecnoldgicas. Finalmente, la estructura cristalina resuelta de
Ta0887 establece un punto de partida sélido para el disefio de mutaciones
puntuales en residuos especificos del bolsillo de unién al sustrato y del dominio
tapa, con el fin de profundizar en la relacidon entre su estructura y su funcion,

mejorar su rendimiento catalitico y ampliar su potencial biotecnoldgico.
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Material suplementario 1. Cristales de Ta0887

\

Figura S1. Cristales de Ta0887 obtenidos en distintas condiciones de cristalizacién después de 24

horas a 14 °C. (A) Crystal Screen |, condicion 10. (B) Crystal Screen |, condicién 15. (C) Crystal
Screen |, condicion 40. (D) Crystal Screen I, condicién 41. (E) Crystal Screen |, condicién 44. (F)
Crystal Screen |l, condicién 38. Se colecté un conjunto de datos de difraccion de rayos X a 1.93 A

de resolucion a partir de un cristal del panel (D).
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Material suplementario 2. PDB Validation Report de Ta0887

W ORULDWIDE

PROTEIN DATA BANK

Full wwPDB X-ray Structure Validation Report ()

Feb 12, 2026 - 03:57 PM EST

PDBID : 10XN / pdb_000010xn
Title : Crystal structure of a thermophilic esterase from Thermoplasma acidophilum.
Deposited on  : 2026-02-11
Resolution : 1.93 A(reported)

This wwPDB validation report is for manuscript review

This is a Full wwPDB X-ray Structure Validation Report.
This report is produced by the wwPDB biocuration pipeline after annotation of the structure.

We welcome your comments at validation@mail.wwpdb.org
A user guide is available at
https://www.wwpdb.org/validation/2017/Xray ValidationReportHelp
with specific help available everywhere you see the (i) symbol.

The types of validation reports are described at
http://www.wwpdb.org/validation/2017/FAQs#types.

The following versions of software and data (see references (1)) were used in the production of this report:

MolProbity : 4-5-2 with Phenix2.0
Mogul : 2022.3.0, CSD as543be (2022)
Xtriage (Phenix) : 2.0

EDS : 3.0
Percentile statistics : 20231227.v01 (using entries in the PDB archive December 27th 2023)
CCP4 : 9.0.010 (Gargrove)
Density-Fitness : 1.0.12
Ideal geometry (proteins) : Engh & Huber (2001)

Ideal geometry (DNA, RNA) : Parkinson et al. (1996)
Validation Pipeline (wwPDB-VP) : 248
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Full wwPDB X-ray Structure Validation Report
Page 2 (*For Manuscript Review™) 10XN

1 Overall quality at a glance (i)

The following experimental techniques were used to determine the structure:

X-RAY DIFFRACTION
The reported resolution of this entry is 1.93 A.

Percentile scores (ranging between 0-100) for global validation metrics of the entry are shown in
the following graphic. The table shows the number of entries on which the scores are based.

Metric Percentile Ranks Value
Rfree NN 0.199
Clashscore T 1
Ramachandran outliers T ] 0
Sidechain outliers I 0
RSRZ outliers T 0.4%
Worse Beter

B Percentile relative to all X-ray structures

[ Percentile relative to X-ray structures of similar resolution

Metric ‘Whole archive Similar resolution
(#Entries) (#Entries, resolution range(A))
Rfree 164625 1306 (1.94-1.94)
Clashscore 180529 1400 (1.94-1.94)
Ramachandran outliers 177936 1387 (1.94-1.94)
Sidechain outliers 177891 1387 (1.94-1.94)
RSRZ outliers 164620 1306 (1.94-1.94)

The table below summarises the geometric issues observed across the polymeric chains and their
fit to the electron density. The red, orange, yellow and green segments of the lower bar indicate
the fraction of residues that contain outliers for >=3, 2, 1 and 0 types of geometric quality
criteria respectively. A grey segment represents the fraction of residues that are not modelled.
The numeric value for each fraction is indicated below the corresponding segment, with a dot
representing fractions <=5% The upper red bar (where present) indicates the fraction of residues
that have poor fit to the electron density. The numeric value is given above the bar.

Mol | Chain | Length Quality of chain
1 A 238 93% 6% -
Yo
1 B 238 | " S -
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Page 3

Full wwPDB X-ray Structure Validation Report

(*For Manuscript Review™)

10XN

2  Entry composition (i)

There are 4 unique types of molecules in this entry. The entry contains 7727 atoms, of which 3688
are hydrogens and 0 are deuteriums.

In the tables below, the ZeroOcc column contains the number of atoms modelled with zero occu-
pancy, the AltConf column contains the number of residues with at least one atom in alternate
conformation and the Trace column contains the number of residues modelled with at most 2

atoms.

e Molecule 1 is a protein called Triacylglycerol lipase related protein.

Mol | Chain | Residues Atoms ZeroOcc | AltConf | Trace
Total C H N 0O S

1 A 235 3308 1220 1902 324 357 5 g 7 0
Total C H N O S

1 B 234 3581 1167 1770 302 337 5 0 0 0

There are 6 discrepancies between the modelled and reference sequences:

Chain | Residue | Modelled | Actual | 'Comment Reference
A -2 GLY - expression tag | UNP Q9HJS7T
A -1 PRO - expression tag | UNP Q9HJST
A 0 HIS - expression tag | UNP Q9HJST
B -2 GLY - expression tag | UNP Q9HJST
B -1 PRO - expression tag | UNP Q9HJS7
B 0 HIS - expression tag | UNP Q9HJST

e Molecule 2 is SODIUM ION (CCD ID:

NA) (formula: Na).

Mol | Chain | Residues Atoms ZeroQOcc | AltConf
9 A 1 Total Na 0 0
1 1
2 B 1 T(’ltal I\ia 0 0

e Molecule 3 is GLYCEROL (CCD ID: GOL) (formula: C3HgOj).
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Full wwPDB X-ray Structure Validation Report

Page 4 (*For Manuscript Review™) 10XN
GOL
Cc3
S OHos
ci 02/"
HO OH
01 02
Mol | Chain | Residues Atoms ZeroOcc | AltConf
Total C H O
3 A 1 4 3 8 3 0 0
Total  C H O
3 B 1 4 3 8 3 0 0

e Molecule 4 is water.

Mol | Chain | Residues Atoms ZeroQcc | AltConf
Total ~ O
4 A 165 165 165 0 0
Total O
4 B 143 143 143 0 0
:‘:ﬁn ¥ 'ﬁ
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Full wwPDB X-ray Structure Validation Report
Page 5 (*For Manuscript Review™) 10XN

3 Residue-property plots (i)

These plots are drawn for all protein, RNA, DNA and oligosaccharide chains in the entry.” The
first graphic for a chain summarises the proportions of the various outlier classes displayed in the
second graphic. The second graphic shows the sequence view annotated by issues in geometry and
electron density. Residues are color-coded according to the number of geometric quality criteria
for which they contain at least one outlier: green = 0, yellow = 1, orange = 2 and red = 3 or more.
A red dot above a residue indicates a poor fit to the electron density (RSRZ > 2). Stretches of 2
or more consecutive residues without any outlier are shown as a green connector. Residues present
in the sample, but not in the model, are shown in grey.

e Molecule 1: Triacylglycerol lipase related protein

Chain A: 93% 6% -

e Molecule 1: Triacylglycerol lipase related protein

%

Chain B: ® — .-

~
© I W N Ny .
.5 5 B 2 § ;H
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Full wwPDB X-ray Structure Validation Report

Page 6 (*For Manuscript Review™) 10XN
4 Data and refinement statistics (i)
Property Value Source
Space group P3221 Depositor
Cell constants 117.05A 117.05A° 91.71A D g
a,b,c,a, B, 7 90.00°  90.00°  120.00° Ll
: 49.33 # 1.93 Depositor
Resolution (A) 1933~ 1.93 EDS
% Data completeness 99.9 (49.33-1.93) Depositor
(in resolution range) 94.1 (49.33-1.93) EDS
e 0.12 Depositor
Raym (Not available) Depositor
<I/o(l)>1 2.09 (at 1.94A) Xtriage
Refinement program PHENIX 1.21.2 5419 Depositor
R R 0.170 , 0.199 Depositor
1 e 0.170 , 0.199 DCC
Rree test set 2020 reflections (3.70%) wwPDB-VP
Wilson B-factor (A?) 16.2 Xtriage
Anisotropy 0.276 Xtriage
Bulk solvent kg, (e/A%), By(A?) 0.42 [ 42.7 EDS
L-test for twinning? <|L]> =048, < L? > = 0.31 Xtriage
Estimated twinning fraction 0.034 for -h,-k,1 Xtriage
F,,F. correlation 0.95 EDS
Total number of atoms 7727 wwPDB-VP
Average B, all atoms (A?) 21.0 wwPDB-VP

Xtriage’s analysis on translational NCS is as follows: The largest off-origin peak in the Patterson
function is 4.07% of the height of the origin peak. No significant pseudotranslation is detected.

ntensities estimated from amplitudes.

2Theoretical values of < |L| >, < L? > for acentric reflections are 0.5, 0.333 respectively for untwinned datasets,

and 0.375, 0.2 for perfectly twinned datasets.
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5 Model quality (i)

5.1 Standard geometry (i)

Bond lengths and bond angles in the following residue types are not validated in this section: GOL,
NA

The Z score for a bond length (or angle) is the number of standard deviations the observed value
is removed from the expected value. A bond length (or angle) with |Z| > 5 is considered an
outlier worth inspection. RMSZ is the root-mean-square of all Z scores of the bond lengths (or
angles).

Bond lengths Bond angles

Mol | Chain | pyiay | 42| >5 | RMSZ | #|Z] >5
T A | 058 | 0/1971 | 067 | 0/2669
1 B 0.54 0/1851 0.63 0/2516

All All 0.56 0/3822 0.65 0/5185

There are no bond length outliers.
There are no bond angle outliers.
There are no chirality outliers.

There are no planarity outliers.

5.2 Too-close contacts (i)

In the following table; the Non-H and H(model) columns list the number of non-hydrogen atoms
and hydrogen atoms in the chain respectively. The H(added) column lists the number of hydrogen
atoms added and optimized by MolProbity. The Clashes column lists the number of clashes within
the asymmetric unit, whereas Symm-Clashes lists symmetry-related clashes.

Mol | Chain | Non-H | H(model) | H(added) | Clashes | Symm-Clashes
1 A 1906 1902 1882 7 0
1 B 1811 1770 1775 3 0
2 A il 0 0 0 0
2 B 1 0 0 0 0
3 A 6 8 8 0 0
3 B 6 8 8 0 0
1 A 165 0 0 0 0
4 B 143 0 0 0 0
All All 4039 3688 3673 10 0

The all-atom clashscore is defined as the number of clashes found per 1000 atoms (including
hydrogen atoms). The all-atom clashscore for this structure is 1.
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All (10) close contacts within the same asymmetric unit are listed below, sorted by their clash

magnitude.
Interatomic Clash
Atom-1 Atom-2 distance (A) overlap (A)

1:B:16:LEU:HD11 1:B:35:ASN:OD1 1.93 0.68
1:B:57:GLY:HA2 1:B:63:LYS:HG2 1.93 0.50
1:A:122:LEU:HD13 | 1:A:197:LYS:HD3 1.94 0.49
1:A:138:VAL:O 1:A:142:MET:HG2 2.13 0.48
1:A:16:LEU:HD11 1:A:35:ASN:0OD1 2.16 0.44
1:A:4:HIS:HB2 1:A:15:TYR:CZ 2.54 0.42
1:A:89:PHE:CE2 1:A:91:LEU:HG 2.54 0.42
1:A:192:ILE:HD11 1:A:209:GLU:CD 2.45 0.41
1:A:199:HIS:HA 1:A:205|B[:SER:OG 2.21 0.41
1:B:94:ASN:HA 1:B:117:VAL:O 2.21 0.40

There are no symmetry-related clashes.

5.3 Torsion angles (i)
5.3.1 Protein backbone (i)

In the following table, the Percentiles column shows the percent Ramachandran outliers of the
chain as a percentile score with respect to all X-ray entries followed by that with respect to entries
of similar resolution.

The Analysed column shows the number of residues for which the backbone conformation was
analysed, and the total number of residues.

Mol | Chain Analysed Favoured | Allowed | Outliers | Percentiles
1 A 240/238 (101%) | 234 (98%) | 6 (2%) 0
1 B 232/238 (98%) | 223 (96%) | 9 (4%) 0

All | ALl | 472/476 (99%) | 457 (97%) | 15 (3%) 0

There are no Ramachandran outliers to report.

5.3.2 Protein sidechains (1)

In the following table, the Percentiles column shows the percent sidechain outliers of the chain as a
percentile score with respect to all X-ray entries followed by that with respect to entries of similar
resolution.

The Analysed column shows the number of residues for which the sidechain conformation was
analysed, and the total number of residues.
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Mol | Chain Analysed Rotameric | Outliers | Percentiles
1 A 212/210 (101%) | 212 (100%) 0
1 B 193/210 (92%) | 193 (100%) 0
All | Al | 405/420 (96%) | 405 (100%) 0

There are no protein residues with a non-rotameric sidechain to report.

Sometimes sidechains can be flipped to improve hydrogen bonding and reduce clashes. There are
no such sidechains identified.

5.3.3 RNA (D

There are no RNA molecules in this entry.

5.4 Non-standard residues in protein, DNA, RNA chains (i)

There are no non-standard protein/DNA /RNA residues in this entry.

5.5 Carbohydrates (i)

There are no oligosaccharides in this entry.

5.6 Ligand geometry (i)

Of 4 ligands modelled in this entry, 2 are monoatomic - leaving 2 for Mogul analysis.

In the following table, the Counts columns list the number of bonds (or angles) for which Mogul
statistics could be retrieved, the number of bonds (or angles) that are observed in the model and
the number of bonds (or angles) that are defined in the Chemical Component Dictionary. The
Link column lists molecule types, if any, to which the group is linked. The Z score for a bond
length (or angle) is the number of standard deviations the observed value is removed from the
expected value. A bond length (or angle) with |Z| > 2 is considered an outlier worth inspection.
RMSZ is the root-mean-square of all Z scores of the bond lengths (or angles).

. . Bond lengths Bond angles
Mol | Type | Chain | Res | Link | "' RMSZ | #|2| > 2 | Counts | RMSZ | #]2| > 2
3 GOL B 302 - 5,5,5 0.12 0 5,5,5 0.49 0
3 GOL A 302 - 5,5,5 0.23 0 5,5,5 0.60 0

In the following table, the Chirals column lists the number of chiral outliers, the number of chiral
centers analysed, the number of these observed in the model and the number defined in the
Chemical Component Dictionary. Similar counts are reported in the Torsion and Rings columns.

WO RLDWIDE

r’on IN DATA BANK
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-’ means no outliers of that kind were identified.

Mol | Type | Chain | Res | Link | Chirals | Torsions | Rings
3 GOL B 302 - - 0/4/4/4 -
3 [GOL | A |[302] - - 0/4/4/1 p

There are no bond length outliers.
There are no bond angle outliers.
There are no chirality outliers.
There are no torsion outliers.
There are no ring outliers.

No monomer is involved in short contacts.

5.7 Other polymers (i)

There are no such residues in this entry.

5.8 Polymer linkage issues (i)

There are no chain breaks in this entry.
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6 Fit of model and data (i)

6.1 Protein, DNA and RNA chains (i)

In the following table, the column labelled ‘#RSRZ> 2’ contains the number (and percentage)
of RSRZ outliers, followed by percent RSRZ outliers for the chain as percentile scores relative to
all X-ray entries and entries of similar resolution. The OWAB column contains the minimum,
median, 95 percentile and maximum values of the occupancy-weighted average B-factor per
residue. The column labelled ‘Q< 0.9’ lists the number of (and percentage) of residues with an
average occupancy less than 0.9.

Mol | Chain | Analysed <RSRZ> #RSRZ>2 OWAB(A?) [ Q<0.9
1 A [ 235/238 (98%) | -0.76 8, 18,31, 37 | 5 (2%)
1 B | 234/238 (98%) | -0.56 13,22, 36,52 | 0

All All 469/476 (98%) -0.66 8,20, 34,52 | 5 (1%)

All (2) RSRZ outliers are listed below:

Mol | Chain | Res | Type | RSRZ
1 B 131 | ASP 4.9
1 B 129 | LEU 3.2

6.2 Non-standard residues in protein, DNA, RNA chains (i)

There are no non-standard protein/DNA/RNA residues in this entry.

6.3 Carbohydrates (i)

There are no oligosaccharides in this entry.

6.4 Ligands (i)

In the following table, the Atoms column lists the number of modelled atoms in the group and the
number defined in the chemical component dictionary. The B-factors column lists the minimum,
median, 95 percentile and maximum values of B factors of atoms in the group. The column
labelled ‘Q< 0.9 lists the number of atoms with occupancy less than 0.9.

Mol | Type | Chain | Res | Atoms | RSCC | RSR | B-factors(A?) | Q<0.9
3 GOL A 302 6/6 0.93 0.08 18,25,30,31 0
2~ NA A 301 1/1 0.96 | 0.10 | 29,29,29,29 0
2 NA B 301 1/1 0.97 0.09 32,32,32,32 0

Continued on next page...
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Continued from previous page...
Mol | Type | Chain | Res | Atoms | RSCC | RSR. | B-factors(A?) | Q<0.9
3 GOL B 302 6/6 0.97 0.07 14,25,33,33 14

6.5 Other polymers (i)

There are no such residues in this entry.
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Articulo publicado

Delgado-Rey, A., Llamas-Garcia, M.L., Montero-Moran, G.M., Santos, L. and Lara-
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esterase Ta0887 from Thermoplasma acidophilum. FEBS Open Bio.
https://doi.org/10.1002/2211-5463.70327
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