
Xavi Carpena
UCE_2014
Prades

 Has dut mai unes ulleres atòmiques? 
2014, Any Internacional de la Cristal·lografia

De com la vida d'ha protegit de l'oxidació: oxidoreductasesDe com la vida d'ha protegit de l'oxidació: oxidoreductases



Esquema Procés Resolució Estructural per CRX     Elecció de la proteïna d'interès

Carpena X. et. al. J Mol Biol 327, 475 - 489 (2003) 

-ESCOLLIR TARGET – – – –>  UniProt



Esquema Procés Resolució Estructural per CRX Clonatge del “target” d'interès

Carpena X. et. al. J Mol Biol 327, 475 - 489 (2003) 
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Clonatge:         pET 28a

Producció:         E. coli BL21 DE3

Sobreexpressió:           IPTG 0.1 mM (OD: 0.3-0.5)
        16 hours at 18ºC 

Purificació:                    IMAC: (10-300mM Imid),
                                     20mM Kpi,0.5M NaCl, pH7.4 
                                     SEC: S200, 20mM Kpi,
                                    150 mM NaCl, pH7
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Esquema Procés Resolució Estructural per CRX    Producció I purificació en gran escala



  

-LMB1_A5 (CS-I, 5)

-LMB1_F10 (CS-II, 22) 

-LMB1_F11 (CS-II, 23)

-LMB1_G5 (CS-II, 29) 

-LMB4_B3 (GS PEG 6K, C3) 

-LMB4_D2 (GS MPD, C2) 

-LMB13_H1 (Index, 85) 

The conditions for the manual cristalyzation are: 
Cl2Mg 0.05M
PEG 3350 10%
Hepes 7.5pH 0.1M
Purified protein (15mg/ml ) 1drop
Time: 10 - 20 days
Cell parameters: P(2/21) 2121

a: 43.01 b: 116.51 c: 132.55 a:90 
b:90 g:90 

Buffer 1drop

Esquema Procés Resolució Estructural per CRX Cristal·lització de la proteïna



Esquema Procés Resolució Estructural per CRX    Recollida de dades de difracció

Carpena X. et. al. J Mol Biol 327, 475 - 489 (2003) 

Dades.mtz

(Fhkl , θhkl , σhkl)X



  

% Identitat Seq.

2IUJ
soybean lox 21’9%

2IUK 
soybean lox 23’7%

2FNQ 
Plexaura homomolla    24’9%

1LOX
Rabbit reticulocite       22’2%

Esquema Procés Resolució Estructural per CRX    Processat de les dades I resolució estructural



Esquema Procés Resolució Estructural per CRX    Processat de les dades I resolució estructural

Carpena X. et. al. J Mol Biol 327, 475 - 489 (2003) 

Dades.mtz

(Fhkl , θhkl , σhkl)X
Final.mtz

(Fhkl , θhkl , σhkl)



Esquema Procés Resolució Estructural per CRX    Traçat i refinament de l'estructura

Carpena X. et. al. J Mol Biol 327, 475 - 489 (2003) 



  

10% PEG 3350

0.05M MgCl2

 0.1M Hepes pH 7.5

Esquema Procés Resolució Estructural per CRX    Processat de les dades I resolució estructural
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OXIDOREDUCTASES

1) Catalases

2) Peroxidasa KatG

3) Peroxisoma i MLYCD

4) Lipoxygenasa

ALTRES EXEMPLES

5) Transportador de membrana

INDEX Oxidoreductases i altres estructures de proteïnes



ROS
(Reactive Oxygen 

Species)

OH• H2O2
1O2

Dany cel·lular 
(ADN, ARN, 

proteïnes & lípids)

H2O2 producció endògena

-t1/2= 1ms 

-reactivitat ↓↓
-[C]= M ↑↑
-Permeabilitat ↑↑

H2O2 :

Els ROS tenen mala reputació 

 Els ROS són centrals en els 
processos metabòlics REDOX
 

Oxidoreductases Les espècies ROS



HPII

KatG

H2O2 actúa com a missatger 2ari ari  (i amplificador!) 
en el càncer de mama

Oxidoreductases Les espècies ROS



CatF7

R= 1.8Å

D181Q11

R= 1.6Å
N,C-trunc22

R= 2.8Å

HPC14

R= 1.6Å

Catalases Famílies estructurals de catalases



Carpena X. et. al. J Mol Biol 327, 475 - 489 (2003) 

Fe

O

Cpd I
Por·+-FeIV=O

+Fe

Enzim 
Por-FeIII

H2O2            H2O

2e- oxidació

O2               H2O2

2e- reducció

Estat intermedi d'un enzim?

Catalases    Mecanisme catalític de les catalases



Carpena X. et. al. J Mol Biol 327, 475 - 489 (2003) 

L'alien investigador Zona d'investigació Subjecte a investigar

Catalases    Mecanisme catalític de les catalases
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Estat intermedi d'un enzim?

?

Estat “A”

Estat “B”

Estat “X”

Catalases    Mecanisme catalític de les catalases
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Estat intermedi d'un enzim?

Catalases    Mecanisme catalític de les catalases
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Fe

O

Cpd I
Por·+-FeIV=O

+Fe

Enzim 
Por-FeIII

H2O2            H2O

2e- oxidació

O2               H2O2

2e- reducció

Catalases    Mecanisme catalític de les catalases
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HPC-CpdI

Catalases    Cpd I: estat intermediari de la reacció



Alfonso-Prieto M et al. The Structures and Electronic Configuration of Compound I Intermediates of 
Helicobacter pylori and Penicillium vitale Catalases Determined by X-ray Crystallography and QM/MM 
Density Functional Theory Calculations. J Am Chem Soc. 2007 Apr 11;129(14):4193-4205.

HPC

1.79 (1.82)  DFT

Fe

OH

  1.82 / 1.90  X-Ray

+ radical proteïna

PVC

1.70 (1.72)   DFT

Fe

O

1. 72 / 1.75  X-ray

+ radical porfirina

Catalases    Cpd I: estat intermediari de la reacció



Carpena X. et. al. J Mol Biol 327, 475 - 489 (2003) 

Un mutant inactiu (H128N) de la catalasa HPII, ens va 
permetre obtenir un complexe amb H2O2 directament

 Melik-Adamyan W, Bravo J, Carpena X, Switala J, Mate MJ, Fita I, Loewen PC. Substrate flow in catalases deduced from 
the crystal structures of active site variants of HPII from Escherichia coli. Proteins. 2001 Aug 15;44(3):270-81. 

50.000 – 800.000
reaccions/s

Catalases    Canals d'accés al centre actiu 
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Catalasa-Peroxidases (KatG) Oxidoreductases
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Catalasa-Peroxidases (KatG) Oxidoreductases

Es creu que el H2O2  pot tenir un efecte activador del sistema inmunitari



Carpena X. et. al. J Mol Biol 327, 475 - 489 (2003) 

Catalasa-Peroxidases (KatG) Tuberculosi i KatG

Es creu que el H2O2  pot tenir un efecte activador del sistema inmunitari



Carpena X. et. al. J Mol Biol 327, 475 - 489 (2003) 

Catalasa-Peroxidases (KatG)    Dianes de l'isoniazida

Rozwarski et al. Science 279, 98-102 (1998)

Argyrou et. al. Nat Struct & Mol Biol 13, 408 - 413 (2006) 

DIANES DE L'ISONIAZIDA



Catalasa-Peroxidases (KatG) Oxidoreductases

Stavrum R. et al. PLoS. V4, 2: e4540 (2009)WHO, 2007

> 2B infectat (1/3era part de la població mundial)

S315T es troba en ~50% de
 les soques resistents a INH

2007 New MDRTB

India 131.000
China 112.000
Russian Fed.   43.000
S. Africa   16.000
Bangladesh   15.000

2007 Nous MDRTB

% de MDRTB entre els nous casos de TB 1994-2007



Catalasa-Peroxidases (KatG) Plegament peroxidasa

Catalasa HPII Cat-Px KatG Peroxidasa CCP

?



Catalasa-Peroxidases (KatG) Plegament peroxidasa

MPO
R= 3.1Å

BKG8

R= 1.7Å

Superfamília de les peroxidases de plantes

-Classe I:  bacterial origin (CCP, APX, KatG)

 -Classe II:  fungal secreted (LiP, ARP)

-Classe III:  plant secreted (HRP, PNP)

HPI_2D18

R= 2.8Å

MKG
R= 1.5Å



Catalasa-Peroxidases (KatG)    Característiques Estructurals: (1) triple adducte

Donald LJ, Krokhin OV, Duckworth HW, Wiseman B, Deemagarn T, Singh R, Switala J, 
Carpena X, Fita I, Loewen PC.   J Biol Chem. 2003 Sep 12;278(37):35687-92.. Carpena X. et. al. J Mol Biol 327, 475 - 489 (2003) 



Catalasa-Peroxidases (KatG)    Característiques Estructurals: (2) arginina mòbil

R
Y

Carpena X. et. al. J Mol Biol 327, 475 - 489 (2003) 



Catalasa-Peroxidases (KatG)    Característiques Estructurals: (3) Trp reactiu

S324T

Deemagarn T, Carpena X et al.  J Mol Biol. 2005 Jan 7;345(1):21-
8



H2O2            H2O

2e- oxidació

Fe

O

Cpd I
Por·+-FeIV=O

+Fe

Enzim 
Por-FeIII

Ared

Aox

1e- 

reduccióFe

O

Cpd II
Por-FeIV=O

Ared

Aox + H2O

1e- 

reducció

H2O2            H2O

2e- oxidació

O2               H2O2

2e- reducció

Catalasa-Peroxidases (KatG)     Cicle catalític de KatG



Catalasa-Peroxidases (KatG)  Cicle catalític de KatG

M-Y-W

R426

 Carpena X, Wiseman B, Deemagarn T, Singh R, Switala J, Ivancich A, Fita I, Loewen PC. A molecular switch and electronic 
circuit modulate catalase activity in catalase-peroxidases. EMBO Rep. 2005 Dec;6(12):1156-62.

KatG-CpdI*



Catalasa-Peroxidases (KatG)  Cicle catalític de KatG

 Vidossich P, Alfonso-Prieto M, Carpena X, Loewen PC, Fita I, Rovira 
C,. Versatility of the Electronic Structure of Compound I in Catalase-
Peroxidases. J Am Chem Soc. 2007 Nov 7, 129 (44) 13436-13446

Met+-Tyr-Trp
O-

Ia
Cpd I

PEROX.

Met+-Tyr-Trp
OH

Ib
Cpd I

CATA.

Singh et al. Catalase-peroxidases (KatG) exhibit NADH oxidase 
activity. J Biol Chem. 2004 Oct 8;279(41):43098-106



Catalasa-Peroxidases (KatG)  Cicle catalític de KatG

pH45BKG30

R= 2.0Å

R
Y

pH65BKG31

R= 1.9Å
pH85BKG32

R= 2.0Å

Carpena X et al. Roles for Arg426 and Trp111 in the modulation of NADH oxidase activity of the catalase-peroxidase KatG 
from Burkholderia pseudomallei inferred from pH-induced structural changes. Biochemistry. 2006 Apr 25;45(16):5171-9. 

Tyr-O
_



Carpena X. et. al. Biochemistry. 2006 Apr 25;45(16):5171-9.Deemagarn T, Carpena X et al.  J Mol Biol. 2005 Jan 7;345(1):21-8

S324T

Catalasa-Peroxidases (KatG)  Cicle catalític de KatG



Catalasa-Peroxidases (KatG)  Cicle catalític de KatG

Met

Tyr

His

Arg

Asp

His Trp

HO2

H2O2

FeIV

Trp

FeIII

FeIII

H2O

HO2

•+

A

•

••

•+

B

C

 Loewen PC, Carpena X, Vidossich P, Fita I, Rovira C. J Am Chem Soc. 2014 May 21;136(20):7249-52



Catalasa-Peroxidases (KatG)     Rol de KatG en tuberculosi

KatG actúa com a 
activador d'INH

Argyrou et. al. Nat Struct & Mol Biol 13, 408 - 413 
(2006) 

INH-NADH és el compost
 veritablement efectiu



  Vidossich P, Loewen PC, Carpena X, Fiorin G, Fita I, Rovira C. Binding of the 
Antitubercular Pro-Drug Isoniazid in the Heme Access Channel of Catalase-
Peroxidase (KatG). A Combined Structural and Metadynamics Investigation.
J Phys Chem B. 2014 Mar 20;118(11):2924-31

Catalasa-Peroxidases (KatG)     Rol de KatG en tuberculosi
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Catalasa-Peroxidases (KatG) Oxidoreductases
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PEROXISOMA

Biology  N.Campbell and J. Reece 2008 Pearson Education

Peroxisoma     Biologia Estructural d'un orgànul cel·lular
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Peroxisoma    Funcions del peroxisoma I les peroxines (Pex)

www.peroxisomedb.org

 A dia d'avui, hi ha 32 peroxines conegudes (Gens Pex)
 82 enzims  ( Catalasa, tiolasa, oxidases, SOD…)

 Biosíntesi:  Colesterol, àcids biliars, àcids grassos insaturats, plasmalògens
 Degradació: Radicals liures (OH·, O2

·-), etanol, oxidació d'àcids grassos, H2O2
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Peroxisoma Malalties degudes a alteracions en la biogènesi del peroxisoma

 ZS (Síndrome de Zellweger) (12 gens Pex involucrats)

Dimorfisme facial

Endarreriment mental

Risc de mort a partir dels 6 mesos de naixement

 NALD (Adrenoleucodistrofia neonatal) (5 gens Pex)

Endarreriment mental
Atrofia muscular 

 RCDP (Condrodisplàsia rizomèl·lica) (gen Pex7)

Problemas psicomotors

Dimorfismo facial

 AM (Acidúria malònica) (Malonil-coA descarboxilasa)

Convulsions

Endarreriment mental

Annu. Rev. Genomic Hum. Gen. Weller et. al. 2003

Grau de severitat de les malalties

ZS > NALD > RCDP > AM
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Peroxisoma  Resolució estructural de Malonil-CoA decarboxilasa

MCD SeMet P1   3.29 ÅESRF ID 23-2    SAD 
a=79.55 Å  b=103.58 Å c=134.23 Å
α=95.40  β=90.11  γ=94.82 

Mapa inicial a 4.2 Å P6122

Promitjat densitat entre 
P6122 i P1

Mapa inicial en P1 (3.29 Å)

Matrius de rotació i 
traslació de P6122 a P1

Phaser

ncsmask

Màscara molecular en P6122

mapcutting

Mapa model x fer MR en P1

mapcutting

MCD SeMet   4.16 Å
Soleil Proxima1    SAD
P6122 
a=b=144.7 Å  c=493.0 Å    α=β=90  γ=120
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Peroxisoma     Oligomerizació de MCD

MCD no és un tetramer perfecte



Carpena X. et. al. J Mol Biol 327, 475 - 489 (2003) 

Peroxisoma     Model de catàlisi 

Conformació UNIDA Conformació LLIURE
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Lipoxigenasa Pa_LOX       Oxidoreductases



Carpena X. et. al. J Mol Biol 327, 475 - 489 (2003) 

LOX
R= 2.0 Å

Dioxigenases de ferro que catalitzen l'addició d'un 
grup hidroperòxid en substractes  1,4 - Z-Z 
pentadienils.

Àcid Linoleic Àcid Araquidònic

Vies de les oxilipines (plantes) Biosintesi de Leucotriens (mamífers)

Lipoxigenasa Pa_LOX           Oxidoreductases
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Lipoxigenasa Pa_LOX           Oxidoreductases

The spread of mammary carcinoma from the 
primary tumour to consecutive lymph nodes 
requires the lipoxygenase-derived eicosanoid 
12(S)-HETE.

Kerjaschki D et al, J Clin Invest. 2011 (121): 2000-12



Carpena X. et. al. J Mol Biol 327, 475 - 489 (2003) 

Lipoxigenasa Pa_LOX     Inserció d'hèlixs



A PLD is found in its active center

 Garreta A, Val-Moraes SP, García-Fernández Q, Busquets M, Juan C, Oliver A, Ortiz A, Gaffney BJ, Fita I, Manresa 
À, Carpena X. Structure and interaction with phospholipids of a prokaryotic lipoxygenase from Pseudomonas 
aeruginosa. FASEB J. 2013 Dec;27(12):4811-21

Lipoxigenasa Pa_LOX     Complexe fosfolipídic



Lipoxigenasa Pa_LOX     Interacció amb membrana

(In vitro) (In vivo)       
                                               

 Garreta A, Val-Moraes SP, García-Fernández Q, Busquets M, Juan C, Oliver A, Ortiz A, Gaffney BJ, Fita I, Manresa 
À, Carpena X. Structure and interaction with phospholipids of a prokaryotic lipoxygenase from Pseudomonas 
aeruginosa. FASEB J. 2013 Dec;27(12):4811-21



Lipoxigenasa Pa_LOX     Canal d'oxigen

Energy  
kcal/mol

Lox V89F
0.19M Mg Acetate
0.08M Cacodilate pH 6.5
20% glycerol
16% PEG 8000

a,b,c (Å)     170.41, 134.63, 163.32 (C2)
α,β,γ (º)      90, 103, 90

Mutants inactius cristal·litzats:
V89F  0% actiu davant Àcids Grassos  →
V86F  <25% actiu davant Àcids Grassos →



  

The Alternating Mechanism of Transport of AdiC, a 
Neurotransmitter Structural Homologue

Dr. Xavi Carpena
IBMB-CSIC
IRB-Barcelona



  

LeuT: a NSS structural homologue

The large Neurotransmitter:
Na+ Symporter (NSS) family
Monoamines (Dopamine (DAT), 
Norepinephrine (NET), Serotonine (SET)
Aminoacids (GABA, Gly, Pro, Tau)
Osmolytes (Betaine and creatine)

Yamashita A et al. (2005) Nature 437:215-23 



  

out

in

out

in

LeuT's crystal structure contribution:
the alternating access transport mechanism

?

? ?

 1.65Å

but still many open questions:

- how did the substrate promoted the occlusion?
 - what law translates outward into inward facing?

- do all (5+5)IR_T transits OUT <> IN similarly?Yamashita A et al. (2005) Nature 437:215-23 

5+5 Inverted Repeats Transporters (5+5)IR_T

(2/24)



  

Ago 2005: LeuT, Out, Subs-Occ 2A65
Ago 2008: vSGLT, In, Subs-Occ 3DH4
Oct  2008: Mhp1, Out, Open 2JLN
Oct  2008: Mhp1, Out, Subs-Occ 2JLO
Feb 2009:  BetP, Eq, Full-Subs-Occ 2WIT
Jun 2009: AdiC, Out, Open 3LRB
Jul  2009: AdiC, Out, Open 3NCY
  

Ago 2009: ApcT, Eq, Full-Occ 3GIA
Feb 2010: AdiC, Out, Subs-Occ 3L1L
Mar 2010: CaiT, In, Semi-Occ 3HFX
Mai  2010: Mhp1, In, Open 2X79
Set 2010: CaiT, In, Semi-Occ             2WSX
Set 2010: CaiT, In, Open            2WSW
Ago 2008: vSGLT, In, Subs-Occ 2XQ2
Mar 2011:  BetP, In, Semi-Occ 3P03

  

Mhp1 (2JLN)
 AdiC (3LRB)
 AdiC (3NCY)

ApcT (3GIA)

LeuT (2A65)
Mhp1 (2JLO)

BetP (2WIT)

 AdiC (3L1L)

out

in

out

in

?

VSGLT (3DH4)CaiT (3HFX)
CaiT (2WSX)

Mhp1 (2X79)
CaiT (2WSW)
VSGLT (2XQ2) BetP (3P03)

?

X-Ray Crystallography deepen our knowledge of (5+5)IR_Transporters



  

LeuT-fold is also present in the light chain
 of Heteromeric Aminoacid Transporters (HATs) 

Heavy Subunit

Light Chain Subunit

Manuel Palacín's group contributions

-Discovery of a new class of AAT

-Discovery of Cys / Lysinuria genetic muts.
-Hc guides HAT to the membrane
-Development of an animal model for the
 study of such diseases

(…)2.1 Å

4F2hc_ED

3.0 Å

AdiC

AdiC is a HAT Light Chain prokaryotic
 Homologue (5+5 irT, LeuT fold) 

Reig et al. (2002) EMBO J 21: 4906-4914)
Gasol et al. (2004) J Biol Chem 279:31228-36
Fernández et al. (2006) J Biol Chem. 281:26552-6
Fort et al. (2007) J Biol Chem. 282:31444-52
Bartoccioni P et al. (2008) Hum Mol Genet 17:1845-54

LeuT



  

Structural determinants of Arg+ binding: N101 mutant

N101A activity table
W293 & N101 are involved in Arg+ recognition

3LRB

  Docking of Arg+ (M.Orozco's group)



  

DDM (solubilized)/DM(SEC)

Solubilized: CYMAL6 (1.5% ) + 2mM Arg

SEC: CYMAL6 (0.056%) + 2mM Arg

100 – 200µm

25-30% PEG400
0.1M Tris 8.2 – 8.8

A Crystallographic Structural Project:  AdiC



  
Kowalczyk L et al. (2011) PNAS 108:3935-40 



  

The Missing step of the transport cycle

An Arg+ in the active site

Arg+ oriented as in AdiC-OccludedFluctuates between two π environments

Docking on 3LRB structure represents a semi-occluded state



  A fluctuable Arg+ is present in its active site

Arg+ induced fitting



  



  

The existence of a two-fold axis is a common event in all (5+5) T



  

Protein architecture (TM orientation versus 5+5 axis) 
dictates the conformational changes

Symmetry fabricationOriginal

9 out

4 out

α 180º-α

Like 4
rotated

9 in

Like 9
rotated

4 in



  

Is it possible to predict conformational changes of AdiC during transport?

N101 Adic

(18/24)



  

Unified vision of (5+5)IR_T global movements



  

Symmetry model validation using Mhp1

2X79

Shimamura T et al (2010) Science 328:470-3

2JLN

Weyand S et al (2008) Science 322:709-13 

Open-to-out (MHP1) Open-to-in (MHP1)



  

And what happens to the substrate? 
A second likely binding site in AdiC



  



  

• Last step of the alternating access model of transport
• Induced fitting of the substrate
• All (5+5)IR_T are related by a pseudo-2-fold axis
• Each (5+5)IR_T’s architecture (with respect to its internal symmetry axis),

dictates its conformational changes  
• All conformational states of (5+5)IR_T are symmetrically related

CONCLUSIONS
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