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Introduccion

Esta tesis se ocupa de una transcarbamilasa que ha sido casi
desconocida durante mucho tiempo, la putrescina transcarbamilasa (PTC). En
este trabajo identificamos inequivocamente su gen confirmando que codifica
para el catalizador correcto y, debido a que la para PTC existia un tnico
verdadero trabajo de caracterizacion, estudiamos propiedades que no habian
sido ensayadas previamente. Ademas, determinamos su estructura, en la que
pudimos identificar rasgos de gran interes, algunos de ellos relacionados con
la especificidad de esta proteina y con la de ornitina transcarbamilasa.

El gen que codifica para esta enzima forma parte del operdn para el
catabolismo fermentativo de la agmatina, presente en una serie de organismos,
por lo que comenzaré describiendo el contexto bioldgico y luego me ocuparé

del contexto enzimatico, dentro de la amplia familia de las transcarbamilasas.

1. Contexto biologico
1.1 Enterococcus faecalis y el descubrimiento de la putrescina
transcarbamilasa

1.1.1 Primeros acercamientos al catabolismo de arginina y
agmatina

El genero Enterococcus estd compuesto de bacterias grampositivas,
anaerobias facultativas, que no forman esporas, pertenecientes al grupo de las
bacterias acido-lacticas [LAB, de sus silabas en inglés: lactic acid bacteria,
(Klein, 2003)]. La primera descripciéon del grupo Enterococus fue hecha por
Thiercelin en 1899, cuando se identific6 en microorganismos intestinales

(Klein, 2003). Originalmente se consideraba que dos de las especies mas



Introduccion

importantes de este grupo, hoy conocidas como Enterococcus faecalis y
Enterococcus faecium, eran el mismo enterococo, hasta que durante la primera
mitad del siglo pasado fueron separados en especies diferentes pertenecientes
al mismo género (Sherman, 1937). En la blsqueda de caracteristicas que
permitieran una facil diferenciacion de estas especies se establecido que,
aunque todos los enterococos podian hidrolizar arginina, sélo E. faecalis era
capaz de utilizar este aminoacido como fuente de energia, como asi también

su derivado decarboxilado, la agmatina (Deibel, 1964).

1.1.2 Identificacion de la via catabdlica de arginina Yy
caracterizacion de sus componentes

Como se ha sefalado, E. faecalis tiene la capacidad de acoplar la
energia resultante del catabolismo de la arginina a su crecimiento (Deibel,
1964). La enzima encargada de la hidrolisis de arginina fue en un principio
denominada arginina dihidrolasa (Hills, 1940), aunque posteriormente, Slade
y Slamp demostraron que no se trataba de una enzima unica sino de un
sistema de enzimas (Slade y Slamp, 1952). La primera de ellas es la arginina
deiminasa (ADI, EC 3.5.3.6, Figura 1) que hidroliza arginina a citrulina y
amonio (Oginsky y Gehrig, 1952; Mercenier y cols., 1980; Rahman y cols.,
1980), enzima que fue purificada y caracterizada bioquimicamente por
primera vez a partir de E. faecalis (Petrack y cols., 1957).

En 1953 se estableci6 que la enzima siguiente en la via, la ornitina
transcarbamilasa (OTC, EC 2.1.3.3, Figura 1), se encargaba de la conversion

de citrulina a ornitina (Oginsky y Gehrig, 1953) con formacién de un enlace
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fosfato de alta energia (Knivett, 1954), en un compuesto que fue identificado
como carbamilfosfato (Jones y cols., 1955).

Junto a la identificacién del carbamilfosfato (CP), se establecié que la
enzima carbamato quinasa (CK, EC 2.7.2.2, Figura 1) es la encargada de
transferir el grupo fosfato desde el carbamilfosfato al ADP (Jones y cols.,
1955), siendo purificada en un principio a partir de extractos de Serratia
marcescens (Glasziou, 1956) y mas tarde de E. faecalis (Mokrasch y cols.,
1960).

Finalmente, un transportador de tipo antiportador se encarga de
intercambiar arginina del medio por ornitina (Figura 1), alimentando la via
(Poolman y cols., 1987). Este ha sido estudiado a partir de los genes
correspondientes de Pseudomonas aeruginosa (Verhoogt y cols., 1992) y de

Halobacterium salinarum (Wimmer y cols., 2008).

Figura 1. Ruta de la arginina deiminasa para la fermentacion de la arginina.
Se detallan los nombres de las enzimas que catalizan los pasos enzimaticos y los
genes que las codifican.

Esta ruta metabolica, denominada de la arginina deiminasa (abreviado
ADI, Figura 1), estd presente en algunas eubacterias (Abdelal, 1979;

Mercenier y cols., 1980; Cunin y cols., 1986; D'Hooghe y cols., 1997),
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arqueas (Ruepp y Soppa, 1996) y eucariotas unicelulares (Schofield y cols.,
1992; Morada y cols., 2011), pero no se ha encontrado en organismos

multicelulares.

1.1.3 La busqueda de la putrescina transcarbamilasa

Como se menciond previamente, ademés de fermentar arginina, E.
faecalis es capaz de utilizar agmatina, el derivado decarboxilado de la
arginina, como fuente de energia (Deibel, 1964). Carbamilputrescina y
putrescina fueron identificados como intermediarios del catabolismo de la
agmatina (Meller, 1955). Como estos compuestos son analogos de citrulina y
ornitina, respectivamente, se postulé que sus produccion podria estar mediada
por las mismas enzimas de la via ADI (Roon y Barker, 1972). Sin embargo,
cuando se estudid en detalle la OTC se demostrd que ésta no es capaz de
catalizar la reaccion de carbamilacion de putrescina (Burnett y Cohen, 1957),
dando lugar a la biisqueda de una enzima diferente, con la funcién putrescina
transcarbamilasa.

La actividad putrescina transcarbamilasa fue parcialmente purificada a
partir de extractos de E. faecalis crecido en presencia de agmatina (Roon y
Barker, 1972), que ademas tenian alrededor de 20 veces menos actividad OTC
que aquellos con crecimiento en arginina, mientras que aparecia la actividad
putrescina transcarbamilasa ausente en los extractos de cultivos con arginina
(Roon y Barker, 1972). Ademas, la proporcion de la actividad ornitina
transcarbamilasa disminuia frente a la actividad putrescina transcarbamilasa
tras un paso de purificacion por exclusion molecular, que demostré masas

moleculares diferentes para ambas actividades (Roon y Barker, 1972). Por
6
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tanto, estos autores propusieron una via de degradacién de agmatina similar a
la via ADI, con un paso catalizado por una agmatina deiminasa y otro por la
putrescina transcarbamilasa (Roon y Barker, 1972). Mas tarde, la proteina con
actividad putrescina transcarbamilasa (PTC, EC 2.1.3.6) fue purificada y
caracterizada bioquimicamente a partir de extractos de E. faecalis (Wargnies y
cols., 1979). Diez afios después se incluy6 la secuencia N-terminal de la PTC
purificada de E. faecalis en un repertorio de secuencias N-terminales de
transcarbamilasas (Tricot y cols., 1989).

De este modo, confirmando las hipotesis propuestas previamente
(Roon y Barker, 1972), se determin6 que la via por la que se metaboliza la
agmatina estd compuesta de tres pasos catalizados por enzimas solubles y un
antiportador (Simon y Stalon, 1982; Driessen y cols., 1988), del mismo modo
que la via ADI, y fue denominada via de la agmatina deiminasa (via AgDI,

Figura 2).

Figura 2. Ruta de la agmatina deiminasa para la fermentacion de la agmatina.
Se detallan los nombres de las enzimas que catalizan los pasos enzimaticos.

Asi, el primer paso de esta via es catalizado por la agmatina deiminasa

(AgDI, EC 3.5.3.12) y resulta en la hidrélisis de uno de los grupos amino del
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guanidinio de la agmatina, produciendo carbamilputrescina (Simon y Stalon,
1982). En el segundo paso, la PTC cataliza la fosforolisis de la
carbamilputrescina dando carbamilfosfato (CP) y putrescina (Simon y Stalon,
1982). En el ultimo paso enzimdtico de la via, una carbamato quinasa (CK,
EC 2.7.2.2) dedicada usa el CP para fosforilar ADP, generando una molécula
de ATP por molécula de agmatina que entra en la ruta (Simon y Stalon, 1982).
Como en la via ADI para el par arginina/ornitina, la putrescina se intercambia
con agmatina del medio por medio de un antiportador agmatina/putrescina
(Driessen y cols., 1988).

Hasta el momento de comenzar esta tesis no existia informacion
estructural sobre ninguno de los componentes de la via, aunque la estructura
de otra CK de E. faecalis (con una identidad del 49% con la de esta via) habia
sido determinada ya en el laboratorio, estableciendo el primer ejemplo
estructural de un plegamiento caracteristico que hoy conocemos como de la
familia aminoacido quinasa (Marina y cols., 1999). Durante el desarrollo de
este trabajo, dos de los componentes de este operon, AgDI y PTC, fueron
caracterizados enzimatica y estructuralmente (Llacer y cols., 2007; Polo y

cols., 2012), siendo la ultima de estas proteinas el eje central de esta tesis.

1.2 Operones catabdlicos de arginina y agmatina.

1.2.1 El operon que codifica para las enzimas del catabolismo de
arginina

La organizacion de los genes que codifican la via ADI fue estudiada

primero en Pseudomonas aeruginosa (Luthi y cols., 1986; Baur y cols., 1987;
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Baur y cols., 1989), especie en la que se observd que los genes para las tres
enzimas y para el transportador forman un grupo de genes contiguos (Figura
3) (Verhoogt y cols., 1992), denominados respectivamente arcA4, arcB, arcC'y
arcD, para ADI, OTC, CK vy el antiportador (Luthi y cols., 1986; D'Hooghe y
cols., 1997; Barcelona-Andres y cols., 2002). Su regulacion ha sido estudiada
en varias bacterias (Mercenier y cols., 1980; Rahman y cols., 1980; Crow y
Thomas, 1982; Park y cols., 1997; Maghnouj y cols., 1998; Gruening y cols.,
2006), entre las que se encuentra E. faecalis, cuya organizacidon génica,
diferente y mas compleja que la de P. aeruginosa, fue determinada por el
laboratorio donde he realizado este trabajo [Figura 3, (Barcelona-Andres y

cols., 2002)].

Figura 3. Organizacion de los genes del operon ADI

Comparacion de la organizacion génica del operéon ADI de varios microorganismos:
E. faecalis, Lactobacillus sakei, Bacillus licheniformis, Clostridium perfringens,
Rhizobium etli, Pseudomonas aeruginosa, Halobacterium salinarum, y Oenococcus
oeni. Tomado con autorizacion de los autores de Barcelona-Andrés y col. (2002).
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1.2.2 Primera identificacion del gen para la putrescina
transcarbamilasa

Durante mucho tiempo no hubo otra informacién genética sobre la
ruta AgDI que la observacion de que tres cepas mutantes de E. faecalis que no
podian utilizar agmatina carecian bien de actividad AgDI, bien de actividad
PTC, bien de ambas (Simon y Stalon, 1982). La perdida de dos enzimas en un
mutante y la induccién por agmatina de aumentos coordinados en los niveles
de actividades AgDI y PTC estaban de acuerdo con la asociacion de los genes
para estos dos enzimas en el mismo operdn, como en el caso de los genes para
los pasos equivalentes de la ruta ADI (Barcelona-Andres y cols., 2002).

Mas recientemente, al identificarse el gen que codifica para una
enzima AgDI en P. aeruginosa, denominado aguAd (Nakada e Itoh, 2003),
involucrado en la biosintesis de putrescina y poliaminas en plantas y
microorganismos (Bagni y Tassoni, 2001) que decarboxilan la arginina (no es
el caso de E. faecalis), se identifico un posible gen aguAd en el organismo
responsable de la caries dental, Streptococcus mutans (Loesche, 1986) y por
similitud de secuencia, en E. faecalis [gen EF0734 del genoma de E. faecalis
V583 (Griswold y cols., 2004)]. Tanto en S. mutans como en E. faecalis este
gen viene precedido por los genes para un posible antiportador y para una
transcarbamilasa (que en E. faecalis V583 corresponden respectivamente a los
genes EF0733 y EF0732), y estd seguido de un gen para una posible
carbamato quinasa (en E. faecalis V583, EF(0735), formando un grupo de
genes con todas las enzimas requeridas en la via AgDI [Figura 4, (Griswold y

cols., 2004)]. Ademas, en S. mutans se han realizado experimentos de
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mutacion polar en el primer gen del grupo, que han resultado en una
importante disminuciéon de la actividad AgDI medida en células
permeabilizadas, tal como cabria esperar para el operon el grupo de Labedan
(Griswold y cols., 2004). Aun mas, se encontrdé simultaneamente por otros
(Naumoff y cols., 2004a) que la secuencia de aminoacidos predicha a partir
del gen de E. faecalis EF0732 coincide en su parte N-terminal con la
secuencia N-terminal publicada mucho tiempo antes (Tricot y cols., 1989) y
olvidada para la PTC de E. faecalis, lo que llevo al co-descubrimiento del gen

para dicha enzima.

Figura 4. El grupo de genes de AgDI.
Organizacion del grupo de genes de AgDI en S. mutans UA159 y porcentaje de
identidad de grupos génicos similares encontrados en otras bacterias. Port,
antiportador agmatina-putrescina; AgD, agmatina deiminasa; N/A, sin informacion
disponible. Adaptado de Griswold y col. (2004).

Sin embargo, la prueba mas concluyente para la atribucion de
funciones a genes, es decir, la clonacion del gen, su expresion, la purificacion

y caracterizacion funcional de su correspondiente producto génico, se ha

producido solamente en el trabajo que se describe en esta tesis, fruto de un
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esfuerzo paralelo para desentrafiar los genes de la ruta AgDI y para
caracterizar estructuralmente sus productos. Asi, el laboratorio ha clonado los
genes de E. faecalis EF0732 y EF0734, y yo he sobreexpresado, purificado y
caracterizado funcionalmente el producto del gen EF(0732, demostrando
taxativamente que se trata de la PTC, mientras otros miembros del grupo, con
mi colaboracion, han hecho lo mismo para el gen EF(0734 y para su producto,

AgDI (Llacer y cols., 2007).

1.2.3 Organismos que contienen el operén AgDI

Con posterioridad a los hallazgos en S. mutans y E. faecalis de
Griswold y cols. (2004), Naumoff y cols. (2004) y nuestro mismo trabajo
(Llacer y cols., 2007), otros han identificado grupos génicos conteniendo los
genes predichos para la via AgDI en los genomas de: Streptococcus ratti,
Streptococcus downei, Streptococcus criceti, L. monocytogenes, Lactobacillus
sakei, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus brevis, Lactococcus lactis y
Pediococcus pentosaceus (Alberto y cols., 2007; Ladero y cols., 2011).
Nuestra busqueda en las bases de genomas bacterianos (Gene,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene; Comprehensive Microbial Resource,
http://cmr.jevi.org/tigr-scripts/ CMR/CmrHomePage.cgi), asi como de
proteinas (UniProt, http://www.uniprot.org/uniprot/; Protein,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) nos han permitido identificar el oper6on
AgDl en: Vibrio  orientalis,  Vibrio  sinaloensis, E.  faecium
[sorprendentemente, ya que se describi6 como no fermentador de agmatina

(Deibel, 1964)], Lb. buchneri, Eggerthella lenta, Parvibaculum
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lavamentivorans, Mycoplasma mycoides, Caulobacter sp., Hyphomicrobium

sp.y Mycoplasma leachii.

1.3 Los papeles del operon catabolico de la agmatina deiminasa
Ademas del papel de la via AgDI en la produccion de ATP, la
expresion del operéon AgDI ha sido relacionada en reiteradas ocasiones con la
resistencia de algunas bacterias al estrés acido y con la detoxificacion de
agmatina (Griswold y cols., 2006; Chen y cols., 2009; Griswold y cols.,
2009). Hasta el momento se han descrito dos tipos de vias catabdlicas de
aminodcidos relacionadas con la resistencia al ambiente 4acido. En estas vias
donde se decarboxilan aminoacidos y se excreta la amina al medio, usandose
una descarboxilasa y un transportador. Entre estas, destacan las de
decarboxilacion de tirosina a tiramina e histidina a histamina (Cotter y Hill,
2003; Fernandez y Zuiiga, 2006). Por otro lado estan las vias AgDI y ADI,
revisadas en esta introduccion, que producen ATP ademés de la putrescina u
ornitina que se exportan al medio, y carbamato, que se descompone
quimicamente a didéxido de carbono y amoniaco. El CO, pasa a la atmosfera,
mientras que el amoniaco, al unir un protéon y convertirse en iébn amonio
alcaliniza el citoplasma (junto al amonio producido en la reaccion de la
deiminasa) y ayuda a la bacteria a sobrevivir en ambientes acidos. Se ha
descrito el papel de la via AgDI en la resistencia al medio 4cido en Listeria
monocytogenes, Streptococcus mutans, Lactobacillus sakei y Lactobacillus
brevis (Lucas y cols., 2007; Liu y Burne, 2009; Arena y cols., 2011b; Chen y

cols., 2011; Rimaux y cols., 2012).
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La barrera acida del estomago es uno de los sistemas de defensa del
huésped que debe ser franqueado por los patégenos entéricos durante la
colonizacion del sistema digestivo (Audia y cols., 2001). Del mismo modo, la
resistencia o tolerancia al estrés acido ha sido relacionada con la virulencia de
algunas bacterias como L. monocytogenes (Chaturongakul y cols., 2008), lo
que acenttia la importancia de la caracterizacion de la PTC, que por su
capacidad demostrada taxativamente por mi [ver esta memoria, (Llacer y
cols., 2007) y (Polo y cols., 2012)] para catalizar tanto la reaccién con
putrescina como con ornitina, ha sido relacionada con las dos vias, AgDI y
ADI, a través de las que proporciona dicha resistencia (Chen y cols., 2011).

Asi, resulta evidente que el conocimiento bioquimico y estructural de
las enzimas que forman la via AgDI podria dar lugar al disefio de inhibidores
con impacto en la patogenicidad/virulencia de las bacterias patogenas que

contienen dicha via.

1.4 El origen evolutivo del gen de la putrescina transcarbamilasa y
del operon que lo contiene

1.4.1 La evolucion de las transcarbamilasas

La evolucién de las transcarbamilasas fue primeramente estudiada
para las ATCs y OTCs a causa de la temprana disponibilidad de informacién y
de secuencias para estas enzimas (Labedan y cols., 1999). Estas mostraban
una alta similitud de secuencias, en algunos casos motivos comunes a ambas
familias y en otros con motivos especificos para cada transcarbamilasa

(Labedan y cols., 1999). La constancia de estas observaciones para bacterias,
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arqueas y eucariotas, demostraron que las transcarbamilasas provienen de un
unico gen ancestral y tienen un origen comun para todos los organismos
existentes en la actualidad (Labedan y cols., 1999). Sin embargo, las OTCs y
las ATCs actuales han sido subdivididas en dos grupos cada una (Labedan y
cols., 1999).

Con la llegada de la secuenciacion de los genomas se identificaron
nuevos genes para transcarbamilasas no conocidas anteriormente, entre los
que se encontraban posibles genes para la PTC de varias especies, algunos
genes para transcarbamilasas de especificidades identificadas posteriormente,
como Noa-succinil-L-ornitina transcarbamilasa (SOTC) de Bacteroides fragilis
y Na-acetil-L-ornitina transcarbamilasa (AOTC), y otros genes codificando
transcarbamilasas reconocidas s6lo por su secuencia y los motivos de unién a
CP, pero cuyo sustrato carbamilable aun estd por revelar (Naumoff y cols.,
2004a). Las PTCs han sido ubicadas dentro de la rama de las OTCs, aunque
formando un grupo monofilético propio [Figura 5, (Naumoff y cols., 2004a)].
Este grupo emerge antes de la subdivision de las OTCs. En el transcurso de
esta tesis discutiremos la estrecha relacion entre la PTC y la OTC valiéndonos
de los conocimientos bioquimicos y de la informacion estructural.

También las AOTCs y las SOTCs han sido ubicadas dentro de la rama
de las OTCs, aunque mucho mas cerca de la raiz del arbol. Ademas, de la raiz
salen las secuencias de algunas transcarbamilasas de funcién desconocida

(denominadas UTCs, por sus siglas en inglés).
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Figura 5. Vista esquematica del arbol evolutivo de las transcarbamilasas.

La raiz se indica con un circulo negro. Se han demarcado las dos familias de OTCs
(triangulos), las dos de ATCs (6valos grises) y la de las PTCs (encuadrada en rojo).
Las transcarbamilasas cuyas ramas estan alejadas de ATC, OTC y PTC se marcan
como desconocidas (UTC). Tomado de Naumoff'y col. (2004).

1.4.2 La evolucion del operén de E. faecalis que contiene el posible
gen de la PTC

Los contextos génicos para las respectivas transcarbamilasas son muy
similares entre las vias ADI y AgDI y en las diferentes especies bacterianas.
Como se ha explicado previamente, se identifican en la via AgDI una
aminoacido permeasa, una carbamato quinasa y una proteina anotada
previamente como hipotética y conservada, pero identificada como una AgDI
(Griswold y cols., 2004) por homologia con la proteina codificada por el gen

AguA de P. aeruginosa (Nakada y cols., 2001). En el genoma de P.
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aeruginosa no se encontrd una posible PTC, aunque si una carbamilputrescina
amidohidrolasa. En el caso de P. aeruginosa, agua y el gen para la
amidohidrolasa forman parte de una ruta de obtencioén de putrescina que tiene
como primer paso la decarboxilacion de la arginina (Nakada y cols., 2001).

Si bien se observo que los grupos de genes de la via ADI y aquellos
que incluyen las posibles PTCs tienen distribuciones similares y que algunos
de sus miembros estan evolutivamente relacionados, no han sido aclarados los
procesos evolutivos que conectan estos dos grupos génicos. Nuestro
laboratorio caracterizd funcional y estructuralmente la proteina AgDI de E.
faecalis (Llacer y cols., 2007), que contiene un plegamiento similar a una
turbina de cinco aspas, andloga a la encontrada en el dominio catalitico de
ADI (Das y cols., 2004; Galkin y cols., 2004), mostrando un posible origen
comun para ADI y AgDI a pesar de su escasa similitud de secuencia (11,6%
de identidad) sugiriendo que la separacion entre estas especificidades sucedio
en un pasado muy lejano.

En el presente trabajo aportaremos nuevas reflexiones y datos

hipdtesis sobre los mecanismos que pudieron dar lugar al operén AgDI.

1.5 Posibles potencialidades de las proteinas de estos operones como
dianas

1.5.1 E. faecalis como organismo patogénico

Durante mucho tiempo los enterococos han sido considerados como
comensales inofensivos del tracto intestinal. Sin embargo, en las ultimas dos

décadas se ha detectado un aumento en las enfermedades nosocomiales
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producidas por enterococos, resistentes a multiples farmacos (Rice, 2001;
Leavis y cols., 2006), llegando a ser considerados patdgenos importantes
asociados a los sistemas de salud de todo el mundo (Hidron y cols., 2008;
Lester y cols., 2008; Sood y cols., 2008). Estudios epidemiologicos recientes
sugieren que el aumento de la importancia de E. faecalis y E. faecium como
patogenos nosocomiales puede deberse al desarrollo de linajes especificos
asociados a hospitales, en los cuales la resistencia a los antibidticos y los
determinantes de virulencia se han ido acumulando con el tiempo (McBride y
cols., 2007; Galloway-Pena y cols., 2009). Actualmente, E. faecalis es la
especie de enterococo mas comun y es la responsable de mas del 80% de las
infecciones provocadas por enterococos en seres humanos (Jett y cols., 1994;
Jones y cols., 2004; Akhter y cols., 2011). Ademaés, es importante considerar
que como residentes de la flora intestinal, los enterococos posiblemente estdn
en posicion de adquirir resistencia a antibidticos a partir de genes de otros
comensales o bacterias (Engel y cols., 1980; Weigel y cols., 2003).

Asimismo, E. faecalis es el microorganismo mas comunmente
aislado de lesiones dentales peri-radiculares (Salah y cols., 2008; Siqueira y
Rocas, 2009), incluso tras un tratamiento de endodoncia (Siqueira y Rocas,
2004; Sedgley y cols., 2006). Su patogenicidad y su resistencia tanto a
antibidticos como a condiciones de crecimiento que podrian resultar adversas
para otras bacterias [como la presencia de altas concentraciones de agmatina,
(Griswold y cols., 2006)], hace de especial interés conocer a fondo el
metabolismo de E. faecalis, e identificar y caracterizar las enzimas

relacionadas con su supervivencia en estas condiciones.

18



Introduccion

1.5.2 Otras posibles dianas bacterianas

Teniendo en cuenta que la agmatina estd presente en la saliva y en la
placa dental en concentraciones que pueden resultar toxicas para algunas
bacterias [hasta 750 nmoles mg proteina”, (Griswold y cols., 2006)], que
ademés puede ser encontrada en grandes cantidades en la cerveza (Gloria e
Izquierdo-Pulido, 1999) y en la leche (Santos y cols., 2003), y que se ha
identificado una relacion entre la bacteria S. mutans, responsable principal de
la caries dental, y la expresion del operon AgDI para su supervivencia en
ambientes acidos y en la detoxificacion de agmatina (Griswold y cols., 2006),
es posible considerar las enzimas codificadas por esta via como posibles
dianas terapéuticas en la caries y quiza en otras enfermedades de la cavidad
bucal.

El metabolismo de agmatina podria ser una diana para controlar otras
bacterias que contienen el operon AgDI en su genoma y que sobreviven en
ambientes acidos, como L. brevis, L. buchneri, L. hilgardii y P. pentosaceus,
que suelen estar presentes en el vino (Lucas y cols., 2007), donde ademas es
posible encontrar importantes concentraciones de agmatina (Arena y cols.,
2011a; Arena y cols., 2011b) que llegan hasta 22 mg I (Galgano y cols.,
2012). Es importante tener en cuenta que la presencia de putrescina, uno de
los productos de la via AgDI, ha sido propuesta como una medida de la
calidad del vino, donde ademas es la amina biogénica mas abundante (Arena y
cols., 2008). Algunas de estas bacterias han sido relacionadas con la

produccién de compuestos responsables de otorgarle al vino caracteristicas
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desagradables y potencialmente toxicos, como las tetrahidropiridinas [sabor a
raton, (Heresztyn, 1986)], el etilcarbamato que es un carcindégeno [uretano,
(Azevedo y cols., 2002; Tonon y Lonvaud-Funel, 2002)], o la producciéon de
polisacéridos que otorgan un aumento de viscosidad (Manca de Nadra y
Strasser de Saad, 1995).

En las cepas patogénicas de L. monocytogenes, la via AgDI ha sido
involucrada en la resistencia al ambiente 4cido y la virulencia (Chen y cols.,
2009). Esta bacteria gram-positiva, muy distribuida en el entorno y causante
de infecciones animales esporddicas y de brotes zoonoticos, fue descrita por
primera vez en 1926, aunque no fue hasta principios de los 80 que, debido a
un brote de listeriosis en humana Canada, se la comenz6 a relacionar con
problemas serios de salud (Schlech y cols., 1983). Se ha establecido que 95%
de los casos esporadicos de listeriosis son transmitidos por los alimentos
(Mead y cols., 1999). L. monocytogenes es un patdégeno oportunista que casi
siempre afecta a personas con una enfermedad o circunstancia subyacente
grave (como transplantados, pacientes con leucemia, SIDA, cancer de pulmon,
etc), a mujeres embarazadas, fetos, recién nacidos y personas mayores
(Andénimo-OMS, 2004). La mayor parte de los casos en los que estuvo en
riesgo la vida del paciente correspondieron a uno de los siguientes tres
sindromes clinicos: listeriosis maternofetal o listeriosis neonatal, infeccion del
torrente sanguineo y meningoencefalitis. La alta mortalidad de la listeriosis,
llegando hasta el 20-30% en casos de tratamiento inadecuado (Mead y cols.,

1999), le dan al estudio un interés especial del metabolismo de L.
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monocytogenes y, en especial, a los genes relacionados con su virulencia y a

su resistencia a pH 4cido.

2. Contexto enzimoldgico

2.1 El descubrimiento de las transcarbamilasas

El primer acercamiento a las reacciones catalizadas por las
transcarbamilasas fue realizado por Hans A. Krebs y Kurt Henseleit en 1932
con su teoria sobre el ciclo de la urea (Krebs y Henseleit, 1932), en cuyo
primer paso describian la sintesis de citrulina como la unién al -amino de
ornitina de un grupo carboxilato (de una molécula de diéxido de carbono) y la
amidacion de este ultimo (de una molécula de amoniaco). La teoria sobre el
mecanismo de carbamilacion de ornitina fue posteriormente modificada, en un
principio hipotetizdndose que era el carbamilglutamato el intermediario que
proveia directamente el grupo carbamilo a ornitina (Cohen y Grisolia, 1948),
pero mas tarde, haciendo uso de preparaciones de la fraccion soluble obtenida
de higado de rata, se volvié a proponer que una molécula de dioxido de
carbono y un ion amonio eran los responsables de la carbamilacion a través de
un compuesto carbamilado (Grisolia y Cohen, 1951), que también
relacionaron con un intermediario fosforilado. Durante la caracterizaciéon de
este intermediario fosforilado, denominado compuesto X (Grisolia y Cohen,
1952), se establecieron dos pasos en la sintesis de citrulina a partir de ornitina,
en el primero de los cuales se sintetizaba el compuesto X y en el segundo se
carbamilaba la ornitina (Grisolia y Cohen, 1952). Esta fue la primera

identificacion de una enzima a la que mas tarde se denomind ornitina
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transcarbamilasa (Burnett y Cohen, 1957). El compuesto X fue posteriormente
identificado como carbamilfosfato (Jones y cols., 1955).

El descubrimiento de la segunda transcarbamilasa conocida, que
cataliza la transferencia del grupo carbamilo del carbamilfosfato al grupo o-
amino de aspartato y ha sido denominada aspartato transcarbamilasa (ATC),
fue casi contemporaneo al de la ornitina transcarbamilasa, siendo descrita por
primera vez en 1956 por Lowenstein y Cohen (Lowenstein y Cohen, 1956). A
pesar de no haber sido la primera transcarbamilasa en ser descubierta, la ATC
fue la primera en ser caracterizada estructuralmente, como veremos mas

adelante.

2.2 La gran familia de las transcarbamilasas

Las transcarbamilasas son enzimas que catalizan la transferencia de un
grupo carbamilo a un dtomo de nitrégeno u oxigeno (denominadas N- u O-
transcarbamilasas, respectivamente). A causa de que el grupo carbamilo tiene
un unico atomo de carbono, la comision de enzimas (EC) les asigna a las
transcarbamilasas el numero 2.1.3.X, el cual es compartido con las
carboxitransferasas (http://www.brenda-enzymes.org/).

La mayoria de las transcarbamilasas que han sido identificadas tienen
como sustrato carbamilable una amina primaria (Burnett y Cohen, 1957;
Wargnies y cols., 1979; Hommes y cols., 1983; Kantrowitz y Lipscomb, 1988;
Shi y cols., 2005; Shi y cols., 2006a), aunque en una de ellas (la oxamato
transcarbamilasa) el aceptor del grupo carbamilo es un atomo de nitrégeno de

una amida (Tigier y Grisolia, 1965), mientras que unas pocas han sido
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descritas como capaces de carbamilar un grupo alcohol (Coque y cols., 1995;
Xuy cols., 2004).

Todas las transcarbamilasas descritas hasta el momento usan el
carbamilfosfato como sustrato (Burnett y Cohen, 1957; Tigier y Grisolia,
1965; Wargnies y cols., 1979; Hommes y cols., 1983; Kantrowitz y Lipscomb,
1988; Coque y cols., 1995; Shi y cols., 2005; Shi y cols., 2006a), que es un
anhidrido fosférico rico en energia (Figuras 1 y 2), con un posible origen en el
mundo prebidtico (Keefe y Miller, 1995).

Entre las transcarbamilasas cuya accidon ocurre sobre un grupo
alcohol, generalmente llamadas O-transcarbamilasas, encontramos la 3'-
hydroxymethylcephem-O-carbamiltransferasa de Nocardia lactamdurans (EC
2.1.3.7, (Coque y cols., 1995)) y novN de Streptomyces spheroides (Xu y
cols., 2004), ambas involucradas en la sintesis de antibidticos (Coque y cols.,
1995; Xu y cols., 2004).

La oxamato transcarbamilasa (EC 2.1.3.5) es la dUnica
transcarbamilasa descrita que en lugar de una amina primaria o un grupo
alcohol es capaz de carbamilar una amida. La actividad oxamato
transcarbamilasa ha sido identificada a partir de enterococos por varios
autores (Bojanowski y cols., 1964; Tigier y Grisolia, 1965; Vander Wauven y
cols., 1986), aunque atn no ha sido purificada ni identificado su gen.

En el presente trabajo de tesis nos hemos centrado en el estudio de la
PTC, una de las enzimas del grupo de transcarbamilasas que catalizan la
transferencia del grupo carbamato a un grupo amino libre de un aminoécido o

derivado de aminoacido (Figura 6). A este grupo de enzimas también
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pertenecen la aspartato transcarbamilasa [ATC, EC 2.1.3.2, (Kantrowitz y
Lipscomb, 1988)], la lisina transcarbamilasa [EC 2.1.3.8, (Hommes y cols.,
1983)], la ornitina transcarbamilasa [OTC, EC 2.1.3.3, (Burnett y Cohen,
1957)], y las transcarbamilasas de dos derivados acilados de ornitina, la
acetilornitina transcarbamilasa [AOTC, 2.1.3.9, (Shi y cols., 2005)] y la

succinilornitina transcarbamilasa [SOTC, 2.1.3.11, (Shi y cols., 2006a)].

NH, NH, NH,

N+H3
o _ HN 6} HN 6}

e} o
(e}
o= _
¢}
Ornitina No-Acetilornitina No-Succinilornitina
O NH, NH, NH,
(0]
o= _
o + +
H3N HzN _
(0]
(0]
Aspartato Putrescina Lisina

Figura 6. Aminas que han sido identificadas como sustrato de diferentes
transcarbamilasas.

En rojo se muestra el grupo amino que sufre la modificacion, no mostrandose cargado
ya que ésta es la forma en la que reacciona.

A través de las transcarbamilasas, el carbamilfosfato estd involucrado
en vias anabdlicas, en las que se da lugar a la formacion de moléculas
organicas fundamentales para todas las formas de vida, como las pirimidinas y

la arginina (Jones, 1963), y en vias catabdlicas, como el catabolismo de
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arginina (Barcelona-Andres y cols., 2002), agmatina (Roon y Barker, 1972) y
oxalurato (Bojanowski y cols., 1964). Hasta el momento, sélo la OTC ha sido
descrita participando en vias catabolicas y anabdlicas, como veremos mas
adelante. Ademas, la OTC es la tnica transcarbamilasa catabolica que ha sido
estudiada en detalle.

A partir de este punto cuando nos refiramos a transcarbamilasas, nos
referiremos a las N-transcarbamilasas, especificamente a aquellas que

carbamilan un sustrato con un grupo amino libre.

2.3 La ATC como modelo estructural

La aspartato transcarbamilasa resultdé una proteina con un interés
especial debido a sus propiedades alostéricas (Gerhart y Pardee, 1964;
Jacobson y Stark, 1973), lo que puso un foco especial en el estudio de sus
caracteristicas estructurales. Se observé una cooperatividad positiva entre los
sustratos, una inhibicién por CTP y una activacion por ATP (Gerhart y
Pardee, 1962). La enzima de E. coli exhibia un peso molecular de ~320 kDa,
con seis cadenas cataliticas y otras seis cadenas reguladoras (Figura 7) de ~35
y ~20 kDa cada una (Weber, 1968a, b; Rosenbusch y Weber, 1971).

Se determinaron dos formas conformacionales diferentes (Gerhart y
Schachman, 1968), llamados estado T (apretado, Tight, de menor actividad) y
estado R (relajado, Relaxed, de alta afinidad). Por medio de la difraccion de
rayos X, se determiné la estructura cristalina a 2,8 A de resolucion del estado

T formando un complejo con CTP (Monaco y cols., 1978) y, mas tarde, la del
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estado R estabilizado por el inhibidor N-fosfonoacetil-L-aspartato (PALA, que

veremos mas adelante), a 3,5 A de resolucion (Ladner y cols., 1982).

Figura 7. Representacion esquematica de la estructura cuaternaria de ATC de E. coli.
Las cadenas cataliticas C1-C2-C3 y C4-C5-C6 corresponden a los trimeros, mientras
que los dimeros de cadenas regulatorias han sido denominados R1-R2, R3-R4 y RS-
R6. En el panel izquierdo se muestran los tres ejes binarios y en el de la derecha el eje
terciario. Tomado de Lipscomb y Kantrowitz (2012).

Los conocimientos tempranos de la estructura de ATC facilitaron el
estudio del mecanismo enzimatico de transcarbamilaciéon y posteriormente
suministraron un acercamiento al conocimiento sobre la estructura de otras
transcarbamilasas, en un principio como base para el modelado, como en el
caso de la OTC (Tuchman y cols., 1995) o, cuando las estructuras cristalinas
estuvieron disponibles, para realizar comparaciones entre las diferentes
proteinas (Ha y cols., 1997; Shi y cols., 2000).

En esta tesis nos hemos valido de algunos conocimientos generados a
partir de la estructura de la ATC de E. coli (Roberts y cols., 1976; Stebbins y
cols., 1992) como referencia para discutir aspectos de la PTC, particularmente

en el contexto de su del mecanismo catalitico .
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2.4 OTCs anabdlicas y catabdlicas

Se han caracterizado OTCs involucradas en vias anabdlicas
(biosintesis de arginina) y catabdlicas (degradacion de arginina), que explotan
los dos sentidos de la reaccion catalizada por esta enzima (Cunin y cols.,
1986). En la biosintesis de arginina la OTC cataliza la transferencia del grupo
carbamilo del carbamilfosfato al grupo o6-amino de ornitina, formando
citrulina que es un precursor de la arginina y, en los animales, de la urea. En la
via catabdlica ADI, esta enzima media la reaccion en el sentido
termodinamicamente menos favorecido, es decir, la fosforolisis de la citrulina,
produciendo ornitina y carbamilfosfato. Algunos organismos utilizan ambas
funciones, aunque tienen proteinas diferentes para cada una de ellas (Stalon y
cols., 1967; Laishley y Bernlohr, 1968; Legrain y cols., 1977). Por ejemplo, en
P. aeruginosa se han caracterizado dos OTCs, una involucrada en la
biosintesis de arginina y la otra implicada en la degradacion de este
aminodcido (Ramos y cols., 1967; Stalon y cols., 1967). Estas enzimas
generalmente difieren en sus pesos moleculares nativos, en sus
termoestabilidades, propiedades cinéticas y pH 6ptimos.

De hecho, en contraste con las OTCs anabodlicas, generalmente
triméricas (Legrain y cols., 1977), las OTCs cataboélicas usualmente muestran
una mayor diversidad estructural (Legrain y cols., 1977; Falmagne y cols.,
1985), como las OTCs de E. faecalis y de L. hilgardii, hexaméricas en
solucion (Nakamura y Jones, 1970; de Las Rivas y cols., 2007) y la P.

aeruginosa, que es dodecamérica (Villerety cols, 1995).
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Hay que mencionar que existen microorganismos que poseen genes
para diferentes OTCs anabdlicas, como es el caso de E. coli y Canavalia
lineata (Van Vliet y cols., 1984; Lee y cols., 2001). Existen evidencias que
indican que los dos genes de OTCs de E. coli, argl y argF, podrian haber
divergido a partir de uno de ellos (argl/) por un mecanismo que incluiria dos
elementos IS1 flanqueando a argF (Van Vliet y cols., 1984). Sin embargo, el
grado de homologia entre argF y argl no excluye que la divergencia haya
ocurrido en una de las ramas que ha llevado a producir las E. coli actuales, con
posibles transferencias posteriores entre cepas (Van Vliet y cols., 1984).

Por otro lado, una de las dos OTCs del genoma de C. lineata es capaz
de catalizar la carbamilacion de canalina, un aminodcido no proteinogénico
(Lee y Kwon, 2000; Lee y cols.,, 2001). La existencia de esa reaccidén
secundaria conlleva una pérdida de dos ordenes de magnitud en la actividad
con ornitina respecto a la de la otra OTC, y ha sido relacionada con una serie

de mutaciones en el motivo STRT, de unién a CP (Lee y cols., 2001).

2.5 La estructura de las transcarbamilasas y el uso de inhibidores
especificos

Algunos inhibidores analogos de los sustratos o de los estados de
transicion de las transcarbamilasas han desempefiado un papel central en la
comprension de la unidon de los sustratos y los cambios conformacionales de
las transcarbamilasas. Tal es el caso del N-fosfonoacetil-L-aspartato (PALA,
Figura 8), un derivado fosfonico no hidrolizable del aspartato que fue descrito

como un potente analogo del estado de transicién de la ATC (Collins y Stark,

28



Introduccion

1971; Swyryd y cols., 1974; Mori y cols., 1977), y que posteriormente fue
utilizado como ligando de la enzima para obtener la estructura cristalina y
describir algunos de sus cambios conformacionales que acompafian a la unién
de los sustratos (Ke y cols., 1988).

La estructura de OTC ha sido obtenida en presencia de inhibidores,
como la No-fosfonoacetil-L-ornitina [PALO, Figura 8, (Penninckx y Gigot,
1978; Ha y cols., 1997)] y la norvalina (Shi y cols., 2001), un analogo de la
ornitina carente del grupo d-amino. También se ha descrito como inhibidor
bisustrato de la Na-acetil-L-ornitina transcarbamilasa el derivado acetilado de
PALO, Na-acetil-No-fosfonoacetil-L-ornitina [PALAO, Figura 8, (Morizono
y cols., 2006)], que ha sido recientemente descrito en complejo con la enzima
(Liy cols., 2010). Si bien un derivado fosfonoacetilado de putrescina (PAPU,
Figura 8A) habia sido previamente sintetizado (Penninckx y Gigot, 1978),
hasta el momento de comenzar este trabajo no se habia publicado ningin
estudio de inhibicion de PTC utilizando este compuesto, lo que nos llevé a
sintetizar dicho analogo y realizar los estudios de inhibicién correspondientes,
como asi también a utilizarlo en los experimentos de cristalizacion de la
proteina, lo que nos ha permitido describir los motivos y movimientos

relacionados con la union de los sustratos, como presentaremos en esta tesis.
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Figura 8. Los inhibidores bisustrato de las transcarbamilasas y esquema del
mecanismo catalitico.

(A) Se comparan los inhibidores bisustratos descritos para las transcarbamilasas. En
rojo se muestra el grupo fosfonoacetilo, que no puede ser hidrolizado y que es similar
al CP (también en rojo y a la derecha). (B) Esquema de la reaccion catalizada por la
ATC, aunque se supone similar para todas las transcarbamilasas. La numeracion de
los residuos corresponde a la enzima de E. coli. Tomado de Stebbins y cols. (1992)

Las estructuras de las transcarbamilasas, ATC y OTC
(Sankaranarayanan y cols., 2008; Lipscomb y Kantrowitz, 2012), formando
complejos con los inhibidores andlogos bisustrato han favorecido la propuesta
de un mecanismo de la reaccion de transcarbamilacion. En este mecanismo,
una amina no cargada ataca al &tomo de carbono del CP mientras que el grupo
fosfato del CP est4 en estado dianionico (Stebbins y cols., 1992) (Figura 8B),
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permitiendo, a través de uno de sus atomos de oxigeno negativamente
cargados, coordinar y posteriormente abstraer uno de los protones unidos a la
amina atacante. El resultado es la aparicion de un intermediario inestable que
contiene un carbono tetrahédrico, con cuatro enlaces fuertemente polarizados,
que colapsa en la formacién de un ion fosfato libre y la amina carbamilada.
Este mecanismo implica un papel central para la arginina del motivo SxRT,
presente en el sitio de union a CP de todas las transcarbamilasas, con
(Stebbins y cols., 1992). En el presente trabajo, valiéndonos de la informacién
obtenida a partir de otras transcarbamilasas y de las estructuras aqui

propondremos que este mecanismo es también valido para la PTC.

2.5.1 El trimero como unidad biolégica basica de las
transcarbamilasas

Hasta el momento en todas las transcarbamilasas cuya estructura ha
sido descrita, un homotrimero caracteristico constituye la forma oligomérica
bésica (Figura 9), aunque algunas de ellas forman oligobmeros mayores a partir
de estos trimeros. Ejemplo de estos oligdmeros mayores son algunas ATCs y
OTCs (Ke y cols., 1984; de Las Rivas y cols., 2009), que forman hexameros
por dimerizaciéon de los trimeros basicos (ademads, algunas ATCs tiene seis
cadenas regulatodoras), y las OTCs de P. aeruginosa y Pyrococcus furiosus,
en las que los trimeros se asocian formando dodecameros (Villeret y cols.,
1995; Villeret y cols., 1998).

El trimero es esencial para la actividad enzimatica, como se demostrd

utilizando hibridos de protomeros activos e inactivos de ATC (Robey y
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Schachman, 1985). Los trimeros tienen forma de caliz, con una cara céncava,
donde residen los sitios activos (Figura 10), y una cara convexa (Jin y cols.,

1997).

Figura 9. Estructura del trimero basico de las transcarbamilasas.

Se muestra en cintas el trimero catalitico basico de ATC de E. coli con PALA (PDB:
1EKX), la OTC de E. coli con PALO (PDB: 20TC), la AOTC de X. campestris con
PALAO (PDB: 3M4J) y la SOTC con succinil-norvalina y sulfato (PDB: 2FG7). Los
ligandos han sido representados en esferas, con los atomos de carbono de color
amarillo. La vista es desde la cara concava a través del eje 3 del trimero. En el
protomero coloreado en magenta se sefialan los dominios N- y C-terminal, también
llamados en ATC polar y ecuatorial.
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Al mirar hacia el interior de la cavidad podemos encontrar los
dominios N-terminales, que estan ubicados al centro y al fondo (Figura 9),
mientras que los C-terminales forman protuberancias alejadas del centro y

mas cercanas al observador (Jin y cols., 1997).

Figura 10. El trimero de las transcarbamilasas tiene forma de caliz.

Se muestra en superficie el trimero de OTC de E. coli con PALO (PDB: 20TC) con
cada uno de los protdmeros de un color diferente con una orientacion en la que el eje
3 esta vertical y paralelo a la pagina. A la derecha, el grial de la catedral de Valencia,
para ilustrar la similitud con un caliz. En el protomero de color cian se sefialan los
dominios N- y C-terminales.

A nivel estructural es posible identificar la razén por la que el trimero
es la unidad oligomérica basica de las transcarbamilasas, observando que
algunos residuos de uno de los protdmeros estdn en contacto con uno o ambos
sustratos unidos al centro activo de un protomero vecino (Ke y cols., 1984;
Villeret y cols., 1995; Ha y cols., 1997; Shi y cols., 2006a; Shi y cols., 2006b).
Si bien previamente se habia identificado que la PTC es trimérica en solucion
(Wargnies y cols., 1979), en esta tesis mostraremos la estructura de los
trimeros y las comparaciones con los de otras transcarbamilasas, donde
describiremos diferencias en el area de interaccion entre las subunidades

debidas a la presencia de un elemento estructural especifico de la PTC.
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Previamente, se report6d que la OTC de higado de rata es capaz de unir
cadmio (Aoki y cols., 1988). Este hallazgo hace especialmente interesante la
observacion posterior de un atomo de niquel en una posicion especifica del eje
3 del trimero de algunas OTCs catabodlicas, como las de Lactobacillus
hilgardii y Giardia lamblia (de Las Rivas y cols., 2009; Galkin y cols., 2009),
abriendo la puerta al estudio de éste como un posible sitio de union a metales
de transicion divalentes en las transcarbamilasas. En nuestras estructuras, la
PTC también une un atomo de niquel en el eje terciario formado por los

protomeros del trimero (como se mostrara en esta tesis).

2.5.2 El protéomero de las transcarbamilasas

Cada uno de los protomeros que componen los trimeros de las
transcarbamilasas estd formado de dos dominios muy similares (Figura 11),
que posiblemente han sido producto de la duplicaciéon de un gen ancestral
(Labedan y cols., 1999). Ambos dominios tienen un plegamiento de tipo
Rossmann, con emparedados o/B/a, con una hoja-p rodeada por hélices-a (Ke
y cols., 1984; Villeret y cols., 1995; Ha y cols., 1997; Shi y cols., 2006a; Shi y
cols., 2006b). Los dos dominios estan conectados por dos hélices, una de las
cuales esta aproximadamente a mitad de la secuencia aminoacidica y la otra al

final.
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Figura 11. El protémero de las transcarbamilasas.

Se muestra en cintas el protomero de ATC de E. coli con PALA (PDB: 1EKX), OTC
de E. coli con PALO (PDB: 20TC), AOTC de X. campestris con PALAO (PDB:
3M4J) y SOTC de Bacteroides fragilis con succinilnorlvalina y sulfato (PDB: 2FG7).
El eje 3 esta vertical y es paralelo a la pagina. La cara concava del trimero mira hacia
abajo. Se sefialan los dominios N- y C-terminales, y los lazos del dominio C-terminal
que cierran el sitio activo. Las hélices, los lazos y las laminas-f estan coloreados
respectivamente en anaranjado, verde y azul. Los ligandos han sido representados en
esferas, con los atomos de carbono de color amarillo.

El dominio N-terminal se encuentra mas cerca del eje 3 del trimero y
es el que aporta la mayor proporciéon de residuos al sitio de unién del
carbamilfosfato. También ha sido denominado “dominio polar” por su

posicién en el hexamero de ATC de E. coli (Ke y cols., 1988). Este dominio
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es ademas el responsable de la mayor parte de los contactos entre subunidades
dentro del trimero. El dominio C-terminal est4 ubicado mas alejado del eje 3
del trimero y aporta la mayor cantidad de residuos al sitio de unién del
sustrato a carbamilar. En ATC se denomina dominio ecuatorial por su
posicioén en el hexdmero (Ke y cols., 1988). En el hiato entre ambos dominios
se encuentra ubicado el centro activo (Figura 11).

En la secuencia aminoacidica del dominio N-terminal es posible
reconocer una secuencia de unién a grupos fosforilo (Sachsenheimer y Schulz,
1977), que consiste en un aminoacido que contiene en su cadena lateral un
grupo hidroxilo, que en el caso de PTC es serina, separado por un aminoacido
de otro cargado positivamente, que en PTC corresponde a una arginina
(Houghton y cols., 1984). La secuencia completa estaria conservada en la
mayoria de las transcarbamilasas, denomindndose motivo SXRT (Houghton y
cols., 1984). Ademds, como ya se ha dicho, se ha demostrado que estos
residuos estan involucrados en la unién del carbamilfosfato y la catalisis (Kuo
y cols., 1988; Stebbins y cols., 1989; Xu y Kantrowitz, 1989, 1991; Stebbins y
cols., 1992), conformando un motivo con el que es posible reconocer las
transcarbamilasas a partir de su secuencia (Houghton y cols., 1984).

El dominio C-terminal es el que determina la especificidad para el
sustrato que se carbamila. Esto fue demostrado haciendo quimeras entre ATC
y OTC, en los que se combind el dominio N-terminal de una OTC con el
dominio C-terminal de una ATC y se consigui6 el cambio en la especificidad
de sustrato (Wild y Wales, 1990). Ademas, en el dominio C-terminal de las

OTC y ATC se ha identificado un lazo que estd especialmente involucrado en
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la especificidad y al que en la primera se ha denominado lazo SMG (Ha y
cols., 1997) y en la segunda lazo 240 (Yuan y cols., 1996), respectivamente
(senalados en la Figura 11). Este lazo tiene una secuencia especifica,
caracteristica de la enzima, siendo ésta DxxxSMG en las OTCs y RxQxER en
las ATCs. Cierra el sitio activo tras la unioén de los sustratos y con frecuencia
estd desordenado en las estructuras sin ligandos (Yuan y cols., 1996; Ha y
cols., 1997).

En AOTC y SOTC, transcarbamilasas que usan acetilornitina y
succinilornitina respectivamente, el dominio C-terminal incluye un nudo
interno (Figura 12), que involucra un lazo que contacta al centro activo,
llamado lazo 200, y que es mas largo que el lazo equivalente de las otras
transcarbamilasas (Virnau y cols., 2006). Este tipo de plegamiento anudado ha
sido relacionado con una mayor estabilidad en la estructura de las proteinas
(Sulkowska y cols., 2008).

Previamente se ha descrito con las transcarbamilasas para aspartato,
ornitina y succinilornitina cambios conformacionales asociados a la unioén de
los sustratos (Ha y cols., 1997; Jin y cols., 1999; Shi y cols., 2006a). En el
caso de la ATC de E. coli, que ha sido estudiada estructuralmente en detalle, y
para la que, como en el caso de la PTC (ver més adelante), el mecanismo es
secuencial ordenado con el CP uniéndose en primer lugar, se ha establecido
que la unién del CP produce cambios en los lazos del centro activo que
conllevan una alteracion en el potencial del mismo que le confieren caracter
positivo, pudiendo aceptar la unién del aspartato (Wang y cols., 2005). Ello

conlleva entonces un movimiento del lazo 240 del dominio ecuatorial que
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tiene como consecuencia un cambio en la relacion entre ambos dominios de la
subunidad catalitica. Para cuantificar los cambios en las posiciones relativas
de estos dominios se han utilizado los centros geograficos de ambos dominios,
alrededor de un vértice establecido en el Ca del residuo ecuatorial frente al
polar. Asi, la union del aspartato conlleva un decremento estimado de hasta
13° en dicho &4ngulo (Endrizzi y cols., 2000). Valores en un rango entre 3°y 6°
se han descrito con mayor frecuencia y en relacion a la uniéon de ambos
sustratos o andlogos de los mismos en esta y otras transcarbamilasas (Krause y

cols., 1985; Ha y cols., 1997; Endrizzi y cols., 2000; Shi y cols., 2006a).

Figura 12. El nudo encontrado en la estructura de AOTC.

Vistas estéreo de las estructuras involucradas en la formacién del nudo de AOTC de
X. campestris con PALAO (panel superior, PDB: 3M4J). Se sefialan los lazos del
dominio C-terminal mas importantes en la formacién del mencionado nudo. EI resto
del protdomero se muestra en semitransparencia. Las hélices, los lazos y las laminas
estan coloreados respectivamente en anaranjado, verde y azul. El ligando ha sido
representado en palillos, con los &tomos de carbono de color amarillo.

En el presente trabajo de tesis se caracterizan, haciendo uso de las
distintas estructuras cristalinas de la PTC, los cambios conformacionales

asociados a la unién de inhibidores analogos bisustrato.
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2.6 La putrescina transcarbamilasa es una proteina poco
caracterizada pero de conocimiento antiguo

Como se describié previamente, la actividad de PTC fue parcialmente
purificada por primera vez a partir de extractos de células de E. faecalis
crecidas en presencia de agmatina (Roon y Barker, 1972), antes de ser
purificada y caracterizada bioquimicamente a partir de extractos celulares del
mismo microorganismo (Wargnies y cols., 1979).

En esta tesis estudiamos la enzima putrescina transcarbamilasa (PTC),
de la cual, hasta el momento de comenzar esta tesis, no existia mas
informacién estructural que su estado oligomérico en solucion (Wargnies y
cols., 1979). En el estudio de Wargnies con la PTC de E. faecalis purificada,
se establecid que tenia un peso molecular de ~140 kDa, infiriendo que podria
ser trimérica, a diferencia de la OTC de E. faecalis, cuyo peso molecular habia
sido determinado previamente como de 260 kDa, indicando un oligdbmero muy
superior, posiblemente un hexdmero (Marshall y Cohen, 1972a). También se
concluyé en aquel estudio, que el orden de unidn de los sustratos debia ser al
azar, con una preferencia por unir primero el carbamilfosfato cuando la
concentracion de los sustratos es cercana al valor de su K, (Wargnies y cols.,
1979). Ademas, se presentaron evidencias que mostraban que esta enzima no
era completamente especifica para putrescina, sino que podia catalizar la
reaccion de transcarbamilacion de otras diaminas, como cadaverina, ornitina,
espermidina y espermina, si bien no se utilizaron controles suficientes que

demostraran concluyentemente que la actividad con los sustratos alternativos
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se debia a contaminaciones bien por otras enzimas o por trazas de putrescina
en los otros sustratos examinados.

En el presente trabajo profundizamos principalmente en el
conocimiento estructural sobre la PTC. Teniendo en cuenta que la OTC es una
enzima especifica para su sustrato (Burnett y Cohen, 1957), la falta de
especificidad de PTC reportada previamente nos indujo a corroborar
taxativamente esta interesante caracteristica y, a partir de ello, a estudiar los
elementos estructurales determinantes de la especificidad entre OTCs y PTCs.

Por otro lado, Naumoff y cols. (2004) propusieron a partir de la
secuencia N-terminal de la PTC publicada previamente (Tricot y cols., 1989),
la primera identificacion del gen de la PTC entre algunos marcos de lectura
anotados erroneamente como OTCs. Los genomas en los que realizaron dicha
identificacion fueron los de E. faecalis, Lc. lactis, S. mutans, P. pentosaceus,
Lb. brevis, Lb. sakei, L. monocytogenes y Mycoplasma mycoides. También
propusieron una anotacion de los genes que estaban en el contexto, llegando a
aventurar la identificacion de un gen para una agmatina deiminasa y para una
carbamato quinasa en muchos de estos genomas (Naumoff'y cols., 2004a).

Tanto la identificacion de Griswold y cols. (2004), como la de
Naumoff 'y cols. (2004), no constituian evidencias directas de que estos genes
propuestos codificaran para proteinas con las actividades esperadas. Esta ha
sido una aportacion de nuestro laboratorio, en el que hemos clonado los genes
para AgDI y PTC, expresandolos en un huésped heter6logo, y purificando sus
productos génicos e incluso cristalizandolos y determinado sus estructuras

[(Llacer y cols., 2007) y esta tesis].
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3. De qué trata esta tesis

El laboratorio donde he desarrollado esta tesis identific6 el gen la
carbamato quinasa de la via ADI de E. faecalis y caracterizd la enzima
estructuralmente (Marina y cols., 1998), tras lo que se embarcaron en la
identificacion de los genes que forman el operon ADI en E. faecalis
(Barcelona-Andres y cols., 2002), el esclarecimiento de su regulacion y el
establecimiento de los posibles genes para dos reguladores transcripcionales
de la via.

Con la determinacion de la secuencia del genoma de E. faecalis
(Paulsen y cols., 2003) se facilit6 la identificacion automatica de sus genes a
partir de su secuencia, muchos de los cuales fueron errébneamente anotados,
como el gen para la PTC. Las similitudes entre las vias ADI y AgDI, junto con
los conocimientos generados previamente en el laboratorio sobre la via ADI y
sus componentes, abrieron las puertas al estudio de las enzimas de la posible
via AgDI identificada en el genoma de E. faecalis.

Si bien en el momento de comenzar este trabajo habia una gran
cantidad de informacion concerniente a las transcarbamilasas clasicas, ATC y
OTC, habia muy poca informacion disponible respecto a PTC, que se limitaba
a informacion bioquimica y a la propuesta de la identificacion de su gen
(Wargnies y cols., 1979; Griswold y cols., 2004; Naumoff'y cols., 2004a).

Teniendo en cuenta que la demostracion definitiva para atribuir una
funcion especifica a un gen es su clonacion, expresion y la purificacion y
caracterizaciéon de su producto génico y esto no habia sido publicado para

ninguno de los genes de la via AgDI, nos embarcarnos en este proyecto
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buscando identificar y caracterizar inequivocamente las enzimas que
componian esta via y luego caracterizarlas estructuralmente, siguiendo una
estrategia en paralelo, en la que mientras otros miembros del laboratorio

estudiaban la enzima AgDI, yo me centré en el estudio de la PTC.
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. Corroborar bioquimicamente que la proteina codificada por el gen EF (0732
del genoma de E. faecalis es la PTC.

. Determinar inequivocamente si la PTC es capaz de utilizar ornitina como
sustrato.

. Determinar y caracterizar la estructura cristalina de la PTC unida a
sustratos o analogos de los sustratos como base para aclarar
estructuralmente su especificidad de sustrato y para inferir su mecanismo
catalitico.

. Corroborar las bases de la especificidad mediante ingenieria de proteinas y
estudios funcionales y estructurales.

. Comprobar aspectos del mecanismo mediantes pruebas experimentales
basadas en mutagénesis dirigida y estudias funcionales.

. Tratar de explotar la informacion estructural para cambiar la especificidad

de la PTC para que prefiera usar otro sustrato carbamilable.

. Corroborar la funcién de una hélice C-terminal tnica entre las

transcarbamiasas mediante su delecion y estudios funcionales y
estructurales de la proteina truncada.

. Dilucidar estructuralmente el mecanismo de cura por guanidinio de una
forma mutante del motivo STRT.

. Determinar la estructura de la PTC sin sustratos o analogos de los sustratos
e inferir los cambios conformacionales asociados a la unién de los

sustratos.
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1. Preparacion de fosfonoacetilputrescina (PAPU)

Se esquematizan los pasos de esta sintesis, que es una modificacion de
la descripcion de Penninckx y Gigot (1978) utilizando cloruro de tionilo para

producir el cloruro de acido.:

Paso 1) Sintesis de cloruro de fosfonoacetilo (Swyryd y cols., 1974)

50°C, 24 horas
seco, agitacion
H,PO;CH,COOH + SOCl, — H,PO;CH,COCI+ SO, + HCl
Acido Cloruro Cloruro
fosfonoacético de tionilo de fosfonoacetilo
(1,4 g, 10 mmol) (10 ml, 117 mmol)

Paso 2) Aislamiento de cloruro de fosfonoacetilo: Evaporacion exceso de

tionilo, SO, y HCIl (76°C). El cloruro de fosfoacetilo se aisla como una

sustancia oleosa.

Paso 3) Sintesis de fosfonoacetilputrescina

dioxano, 0°C, llevado a pH 9 con NaOH 5M en H,0O
2 horas, agitacion
H,PO;CH,COCI1 + NH,(CH,)sNH, — H,PO;CH,CONH(CH,)sNH, + HCI
Cloruro Putrescina (base) Fosfonoacetilputrescina (PAPU)
de fosfonoacetilo (4,4 g, 50 mmol)
(tedrico 10 mmol)

El PAPU precipita y se recoge por filtracion (filtro Whatman) y lavado con

dioxano seco.

Paso 4) Eliminacién de putrescina y Na' Columna (2,3x20 cm) de Dowex
50W-X8, malla 200-400, forma H' (temperatura ambiente). Se aplico la

muestra disuelta en 70 ml de agua y se recogio el efluente més el eluido con
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agua (1 volumen de columna). Evaporacion del agua y del HCI (rotavapor,

65°C).

Paso 5) Purificacion de la fosfonoacetilputrescina. Se disolvié el polvo en 3
ml de agua, llevando el pH a 8 con Tris base. La solucion se aplicé a una
columna (1,5x25 cm) de AG1-X8 de malla 200-400, forma CI’, equilibrada
con Tris-HCI 10 mM pH 8, seguida de lavado con 1 volumen de columna del
mismo tampon, y aplicacion de un gradiente lineal de 500 ml entre 0 y 1 M
NacCl en el mismo tampdn, recogiendo fracciones de 2 ml, ensayando en cada
fraccion la presencia de grupos amino libres y de fosfato total mediante las
reacciones de la ninhidrina (Spies, 1957) y de Fiske-Subbarow (Leloir y
Cardini, 1957), esta ultima tras digestion en 4cido sulfurico. Usando
soluciones de fosfoetanolamina y de fosfato como patrones respectivos.

Las fracciones correspondientes a concentraciones de NaCl de 30-60
mM presentaron reactividades molares aproximadamente equivalentes para
ninhidrina y para fosfato, como cabia esperar si contuvieran PAPU. Se
confirm¢ la presencia y el contenido en PAPU mediante HPLC de fase reversa
tras derivatizacion de amina libre con o-ftaldialdehido (OPA) y deteccion
fluorescente (Alonso y Rubio, 1985). Tras la mezcla de volumenes iguales de
solucién de la fraccion adecuadamente diluida en agua (generalmente 1:10) y
de solucion de OPA (preparada disolviendo 50 mg de OPA en 1,25 ml de
metanol, adicion de 0,05 ml de B-mercaptoetanol y de 11,2 ml de tampon
borato soédico 0,4 M, pH 9,5; guardada en oscuridad 24 horas pre-uso), se
inyect6 la mezcla 2 min después a una columna HPLC Resolve C-18 (5 um,
3,9 x 150 mm; de Waters) equilibrada con solucién A (2% de metanol y 2%
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de tetrahidrofurano en 50 mM de acetato sodico, 50 mM de fosfato dibasico
de sodio, llevada a pH 7,5 con acido acético), por la que se pasaba dicha
solucion a 1,5 ml/min. Tras 1 min se inicid un gradiente con un ascenso hasta
45% de solucion B (65:35 metanol:agua) de 4 min, seguido del ascenso
indicado en la Fig X en 20 min hasta 100% de B, manteniendo dicha
concentracion durante 3,5 min adicionales. La deteccién fue fluorescente
(excitaciéon 338 nm, emisidon 425 nm), usando como estandar
fosfoetanolamina. Este ultimo patrén salié a los 11,5 min y las fracciones en
las que se esperaba la presencia de PAPU dieron un pico unico a los 14,1 min,
que correspondid en equivalencia a fosfoetanolamina a la cantidad esperada a
partir de los ensayos de determinacion de fosfato (Figura 13). En
consecuencia, se consiguié una solucion final de 4,6 mM PAPU en Tris-HCI
10 mM pH 8, NaCl 50 M. Se corrobor6 la resonancia exclusiva del grupo
fosfonato mediante NMR para *'P (11 horas de acumulacién en un en un
espectrometro Varian Gemini a 300 MHz con sonda de *'P, realizado por el
Dr. Miguel Cantin en el ITQ-CSIC, Valencia) y espectrometria de masas por
el procedimiento de MALDI-TOF/TOF (CIPF, Valencia) que arrojé un valor
de 212,05 Da, en buen acuerdo con la masa esperada de 211,2 Da (resultados

no mostrados).
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Figura 13. Investigacion de la pureza del PAPU mediante HPLC-OPA.

Se superponen dos inyecciones, ambas con un mismo patréon de fosfoetanolamina
(primer pico) mezclado en un caso con 5 pl y en otro con 10 ul de una dilucion 1:10
de la solucion final de PAPU (picos de diferente altura en la misma posicion). La linea
mas fina representa el gradiente de 0 a 100% de solucion B aplicado. Para mas
detalles, ver el texto.

2. Clonacion de genes y mutagénesis dirigida.

2.1 Clonacion.

Aunque el gen completo de la PTC se clon6 poco antes de mi llegada
al laboratorio, por el Dr. Benito Alarcon, para facilitar la comprension
resumiré el procedimiento, que ha sido publicado (Llacer y cols., 2007).

Se amplific6 mediante PCR el gen agcB de Enterococcus faecalis

SD10 (Slade y Slamp, 1952; Barcelona-Andres y cols., 2002), equivalente al
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gen EF0732 de la cepa V583, usando como molde DNA genomico de este
microorganismo (Barcelona-Andres y cols., 2002), Deep-Vent DNA
polimerasa  (New  England Biolabs), 'y los oligonucleotidos
5’AGGAGGAACACCATATGAAAAGAGATTAC3’ y 5’AATCAGTGG
AAGCTTGGCCGTTAAATGC3’ (las bases subrayadas estan mutadas y las
en negrita pertenecen al marco abierto de lectura), que introducen un sitio
Ndel en el codon de inicio ATG y uno HindlIII seis nucleétidos mas abajo del
codon de parada del gen ageB. Los productos purificados de PCR (Illustra
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, de GE Healthcare) se
digirieron con Ndel y HindIII y se insertaron direccionalmente en los sitios
correspondientes de pET-22b tras el promotor reconocido por la polimerasa de
T7. Se mutd el codon de parada en el pldsmido portando el gel, usando el
sistema de mutagénesis dirigida de QuikChange (Stratagene), Deep-Vent
polimerasa, y los oligonucledtidos 5’CAAAGCATTTCAGCGGCC
AAGCTTG3” 'y 5 CTTGGCCGCTGAAATGCTTTGAGTG3’, que
reemplazan dicho coddn por otro para serina e introducen una G tras el codon
mutado, poniendo en marco de lectura la secuencia que codifica para la
etiqueta C-terminal de His-6 SAAKLAAALEH;. El plasmido resultante, pET-
22b/PTC se uso para la sobreexpresion del enzima.

Yo si realicé la clonacion del gen para la PTC sin la hélice 13
(codones 1-317) y con la etiqueta His-6 N-terminal
MHHHHHHSSGVDLGTENLYFQS, mediante una estrategia no dependiente
de ligasa, usando pNIC28-Bsa4 (donado por el Dr. O. Gileadi, de Oxford

University, UK) (Gileadi y col., 2008). Para ello amplifiqué los codones 1-317
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de agcB a partir de pET-22b/PTC como se ha descrito para la forma silvestre,
usando el par de cebadores S5’TACTTCCAATCCATGAAAAGAG
ATTACGTTACY’ y 5’TATCCACCTTTACTGtcaAGGATTTTTT
GCTTCATAATC3’ (los caracteres en negrilla, subrayado y en minuscula
indican, respectivamente, pertenencia al marco de lectura, codén para la
metionina inicial y codén de parada). El producto de PCR purificado se tratd
30 min a 22°C con 90 U ml"' de T4 polimerasa (New England Biolabs) en el
tampén del fabricante (10 mM Tris-HC1 a pH 7,9, 50 mM NaCl, 10 mM
MgCl,, 1 mM ditiotreitol) de dicho enzima suplementado con 1 mg ml” BSA
y 2,5 mM dCTP, para explotar la actividad 3’-5” exonucleasa de este enzima,
hasta la primera C, generando extremos colgantes de 14 bases de simple
cadena. Simultaneamente se linealiz6 pNIC28-Bsa4 con Bsal, y, tras
purificarlo (kit Illustra, ver antes), se traté del mismo modo con T4 polimerasa
excepto por la sustitucion del dCTP por dGTP, generando extremos colgantes
complementarios a los del inserto. Tras inactivar térmicamente (20 min, 80°C)
la T4 polimerasa, se mezclaron vector e inserto en proporciones respectivas
(en términos de masa) entre 1:1 y 4:1, dejando la mezcla a 23°C, 30 minutos.
A continuaciéon se transformaron células de E. coli One Shot ToplO
(Invitrogen) por choque térmico (Ausubel, 1998) (5 ul de solucién de DNA a
40 wl de suspension celular), con siembra en placas de LB agar-kanamicina
(0,04 mg ml'l), aislando colonias resistentes al antibidtico, en las que se
corrobord la presencia y posicidon correcta del inserto por técnicas de PCR y

confirmacion definitiva mediante secuenciacion.
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2.2 Mutagénesis del residuo Arg-54.

Se realizd6 sobre el pldsmido pET-22b-PTC con el sistema
Quickchange (Stratagene) como se ha descrito en la seccion de clonacion,
utilizando los cebadores parcialmente solapantes para ambas hebras,
5’AATCTTCAACTGGCACACGAGTATCTTTTGAAA3” 'y 5’GATACT
CGTGTGCCAGTTGAAGATTGTTGGAAA3’ (mutacion R54G) y 5S’ATCT
TCAACTCTGACACGAGTATCTTTTGAAAC3’ y 5S> GATACTCGTGTCA
GAGTTGAAGATTGTTGGAAA3’ (mutacion R54L) (las bases subrayadas
son las mutadas). Esta técnica se basa en la seleccion del plasmido generado
in vitro en forma mutada, mediante digestion con Dpnl (1 U pl™, 3 h, a 37°C)
del DNA metilado, presente exclusivamente en el plasmido generado in vivo.
Se corroboré la existencia de las mutaciones mediante PCR especifica de
secuencia mutada con los cebadores S>’TCCAACAATCTTCAACTGGC3’ y
5’TTTCCAACAATCTTCAACTCTG3’ (bases mutadas subrayadas) para
R54G y R54L, respectivamente, junto con el cebador reverso comun
5’GTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGGCC3’, seguida en caso de

resultado positivo, de secuenciacion.

2.3 Mutacién 2°YGLY>VSMG del lazo 230

Para la mutacion de la secuencia 2°YGLY a la secuencia VSMG se
utilizé una estrategia similar a la usada previamente, aunque debido a que la
secuencia no apareante con el plasmido de partida fue mayor (12 nucleétidos)
que en el caso anterior (2 nucleétidos en cada mutante), los oligonucledtidos

fueron mas extensos, con secuencias S’CGGATGTTTGGGTGTCCATGGGT
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GAAGCGGAATTATCTGAAGAA3’ y 5’AATTCCGCTTCACCCATGG
ACACCCAAACATCCGTGTACAAC3’. La presencia de la mutacion fue

corroborada por secuenciacion.

3. Sobreexpresion y purificacion de PTC y de sus variantes

Células de E. coli BL21(DE3) (Novagen) electrotransformadas con
pET-22b-PTC y seleccionadas por su resistencia a ampicilina se hicieron
crecer con aireacion en 500 ml de medio LB con 0,1 mg ml" de ampicilina a
37°C, hasta alcanzar una ODg de 0,6-0,7, induciéndose entonces la expresion
de PTC con 1 mM isopropil-B-tiogalactopirandsido (IPTG), continuando el
cultivo otras 3 h, tras lo que se aislaron las células por centrifugacion. Los
pasos subsiguientes se realizaron a 4°C. El precipitado celular, suspendido en
10 ml de tampén de 50 mM Tris-HCI pH 7,4, 0,5 M NaCl, se sonicéd (15
pulsos de 15 segundos a 14 um de amplitud, con 45 segundos de separacion
entre pulsos; sonicador MSE, sonda mediana), se centrifug6 a 18.000 x g 30
min, y el sobrenadante se filtr6 a través de un filtro de membrana, para
jeringa, de 0,22 um, aplicando dicho sobrenadante a una columna Ni*-
HisTrap FF (GE Healthcare) de 1 ml, previamente equilibrada con tampdén A
(50 mM Tris HCI pH 7,4, 0,5 M NaCl, 20 mM imidazol). La PTC se eluy6
con un gradiente lineal de 20 ml entre 20 mM y 0,5 M imidazol en el mismo
tampon, recogiendo fracciones de 1 ml. Las fracciones que contenian la PTC
(determinado mediante SDS-PAGE en geles al 12%) se juntaron,
concentrando la proteina y liberdndola de sal e imidazol mediante

ultrafiltracioén centrifuga (Amicon-Ultra 30K, de Millipore) y lavado repetido

56



Metodologia

con 50 mM Tris-HCI pH 7,5, llevandola finalmente a una concentraciéon final
=10 mg ml". Las muestras concentradas se utilizaron inmediatamente para
ensayos enzimaticos o de cristalizacion, afiadiendo glicerol (20%) al enzima
sobrante para su almacenamiento en alicuotas a -80°C.

Para las formas mutantes excepto la truncada el procedimiento de
sobreexpresion y de purificacion fue el mismo, excepto porque cuando la
densidad del cultivo preinduccion alcanzé una ODgg de 0,6-0,7, dicho cultivo
se mantuvo 45 min a 4°C sin aireacion, seguido de la adicion de 1% etanol
(v/v) y de 0,1 mM IPTG, continuando el cultivo con aireaciéon durante 12
horas a 15°C. El resto del proceso fue como para la forma silvestre.

En el caso de la mutante truncada tras el codon 317, fue esencial su
cotransformaciéon en la cepa de E. coli BL21 (DE3) junto con el plasmido
pGroESL [derivado de pACYC184, que codifica para las chaperoninas GroES
y GroEL de E. coli (Goloubinoff y cols., 1989), donado por A. E. Gatenby
(DuPont de Nemours, Wilmington, Delaware)], con seleccion para ambos
plasmidos mediante medio LB con 40 pg ml" de kanamicina y 40 pg ml" de
cloranfenicol. Cuando el valor de OD fue de 0,9-1, se afiadi6 0,1 mM IPTG y
se continud el cultivo 12 h a 20°C. Los demas pasos fueron como para la

proteina silvestre.

4. Ensayos de actividad enzimatica

Los ensayos de actividad se realizaron a 37°C, por duplicado, en una
soluciéon de 50 mM de Tris-HCl a pH 7, 10 mM de putrescina (a menos que se
indique otra cosa), 10 mM de carbamilfosfato y con 0,1 mg ml" de albumina

sérica bovina. En aquellos ensayos en los que la putrescina fue reemplazada
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por 10 mM ornitina, el ensayo se realizé a pH 8,5. Cuando se vari6 la
concentracion de uno de los sustratos, la del otro se mantuvo constante a 10
mM, ajustandose la cantidad de enzima para que en el tiempo de la reaccion
no se consumiera >20% del sustrato que se encontrara en el ensayo a menor
concentraciéon. La reaccion se detuvo después de 10 min afadiendo acido
tricloroacético (TCA) a una concentracién final de 7%, determinandose la
carbamilputrescina o citrulina colorimetricamente a 465 nm usando una
modificacion (Nuzum y Snodgrass, 1976) del procedimiento de Archibald
(Archibald, 1944) para grupos ureido. En esta variante se afiade a cada 0,35
ml de solucion de ensayom parada con TCA, 1 ml de una mezcla
extemporanea 2:1 de soluciones A (0,37% de antipirina y 0,25% de sulfato
amoénico-férrico en 25% de H,SO4 al 95% y 25% de H3PO4 al 85%) y B (0,4%
de diacetilmonoxima en NaCl al 7,5%; guardada a 4°C), agitando
enérgicamente inmediatamente y calentando a continuaciéon 15 min a 95°C
seguido de atemperamiento en aire, todo ello en oscuridad, antes de
determinar la absorbancia. El coeficiente de extincidon molar de la
carbamilputrescina en esta reaccion (24.320 M'em™) se determind tras la
conversion completa de la agmatina en carbamilputrescina usando un gran
exceso de agmatina deiminasa (Llacer y cols., 2007), encontrandose que era
un 25% maés alto que el rendimiento de color de la citrulina. Una unidad
enzimatica se corresponde con la produccion de 1 wumol de producto

carbamilado por minuto.
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Los resultados a concentraciones variables de sustratos se ajustaron a
hipérbolas usando el programa GraphPad Prism (GraphPad Software, San

Diego, California).

5. Cristalizacion y determinacion de estructuras mediante
difraccion de rayos X

5.1 Cristalizacion y determinacion de la estructura de PTC con
PAPU

Para la cristalizacion del complejo PTC-PAPU se utilizé una solucion
de PTC de 10 mg ml” en tampén Tris-HC1 50 mM, pH 7,5, con una
concentraciéon de PAPU de 0,43 mM. Se us6 el método de difusion de vapor
en gota colgante con placas de 24 pocillos (1 ml de reservorio y 1+1 ul de
solucién de proteina y solucidon de reservorio), las gotas fueron depositadas
sobre un cubreobjetos de 22x22 mm previamente tratado con
diclorometilsilano, sellados con grasa de alto vacio sobre cada uno de los
pocillos. Se realizaron pruebas de cristalizacion con distintos kits comerciales
de Hampton Research (Crystal Screen I y II), mezclandose 1ul de la solucién
de cada reservorio con 1pl de la solucion de proteina a 10 mg ml™. Se realiz6
un seguimiento de la evolucion de los cristales en las gotas conteniendo la
mezcla de las soluciones de proteina y del reservorio de forma periddica con
una lupa a 60 aumentos, iluminando la muestra con luz fria. Tras la aparicion
de los primeros cristales, éstos fueron optimizados variando las
concentraciones de precipitantes, por ensayos de sembrado de microcristales,
por adicién de aditivos, etc. Se seleccionaron las condiciones donde
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aparecieron los primeros cristales y se ampliaron usando el método de las
matrices expandidas basado en el procedimiento descrito por Jancarik y Kim
(1991). Los mejores cristales crecieron en una semana a 21°C, hasta un
tamafio en que se estabilizaron y fueron aptos para ser utilizados en los
ensayos de difraccion (~0,3 mm). La solucion de reservorio en que se
obtuvieron los cristales usados para obtener los datos de difraccion finales
contuvo 125 mM de sulfato amoénico, 17% de polietilenglicol 3,35K (PEG,
Hampton Research), y 0,1 M de tampoén bis-Tris, pH 5,5.

Como paso previo a la obtencion de los datos de difraccion, los
cristales fueron embebidos en la misma solucion de cristalizacion enriquecida
con 0,43 mM PAPU y 15% glicerol, siendo inmediatamente después
congelados rapidamente por inmersion en nitrégeno liquido, donde se
guardaron hasta el momento de la difraccion.

Los datos de difraccion de rayos X se obtuvieron a 100 K, mediante
radiacion sincrotrén, en la linea BM16 del ESRF (Grenoble, Francia), hasta
una resolucion de 2,5 A, utilizando un detector CCD (QUANTUM 210R). El
procedimiento habitual (Dauter, 2006), fue muy similar para la adquisicion y
tratamiento de los datos de todos los cristales. Inicialmente se tomaban varias
imagenes de difraccién para valorar la calidad y la resoluciéon méxima
alcanzada. El indexado, a través de la posicion de las reflexiones encontradas
en estas imagenes, permitié determinar el grupo espacial, la orientacion del
cristal y su celda unidad. Posteriormente, esta informacion fue utilizada para

disefiar la estrategia de recogida, que incluyo la distancia del cristal al
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detector, el angulo de oscilacion de cada imagen, el tiempo de exposicion y la
cantidad total de imagenes.

Los datos obtenidos de las imagenes de difraccion del cristal de PTC-
PAPU fueron reducidos e integrados utilizando el programa DENZO vy
escalados mediante el programa Scalepack del paquete HKL2000
(Otwinowski y Minor, 1997). Posteriormente se transformaron con
SCALEPACK2MTZ (del paquete CCP4) al formato compatible con el resto
de los programas del paquete CCP4 (Winn y cols., 2011) y pasados de
intensidades a amplitudes con TRUNCATE (French y Wilson, 1978). El
contenido de solvente de todos los cristales se estimé con el programa
MATTHEWS_COEF del paquete de programas CCP4 (Kantardjieff y Rupp,
2003).

Las medidas de las intensidades de las reflexiones obtenidas
previamente dan cuenta de la estructura de la proteina en el espacio reciproco,
sin embargo, para determinar el modelo estructural de la proteina en el espacio
real es necesario contar con los factores de estructura, que como todo vector,
estdn compuestos de un modulo y una fase. La obtencion de estas fases es uno
de los puntos de mayor dificultad en la determinacioén de la estructura de las
proteinas a través de la cristalografia de rayos X.

Aunque existen varios métodos (Adams y cols., 2009) para resolver
este problema, durante el desarrollo de esta tesis se ha utilizado el reemplazo
molecular. La técnica de reemplazo molecular es una método establecido para
conseguir las fases de un patréon de difraccion de rayos X y es usado en

cristales compuestos de proteinas con una estructura o conformacion conocida
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(Rossmann y Blow, 1962). Para ello, se calcula un mapa de Patterson usando
las coordenadas atdmicas de un modelo estructural similar y se rota sobre el
mapa de Patterson calculado a partir de las intensidades del cristal del que se
quieren conocer las fases, obteniéndose la orientacion del modelo,
posteriormente usado como punto de inicio del trazado y afinado (Taylor,
2010).

Para determinar la estructura del complejo PTC-PAPU se calcularon
unas fases iniciales mediante reemplazo molecular con el programa MolRep
(Vagin y Teplyakov, 2010) del paquete CCP4 utilizando las coordenadas
espaciales de la subunidad de la OTC de P. furiosus [pdb 1A1S, (Villeret y
cols., 1998)]. Estas fases permitieron generar un mapa de densidad electronica
con el que se pudo construir de forma iterativa un modelo trazado
manualmente en el espacio real usando el programa COOT (Emsley y
Cowtan, 2004), en combinacién con el afinamiento automatico en el espacio
reciproco utilizando el programa REFMACS (Murshudov y cols., 2011). A
partir de la obtencién de las fases iniciales, se calcularon los mapas de
densidad electronica que posteriormente fueron utilizados para construir los
modelos moleculares. Se calcularon dos tipos de mapas para facilitar el
trazado manual del modelo: por un lado, un mapa de densidad (2F gps-Fcaic) que
indica la estructura del modelo, y, por otro, un mapa de diferencias (Fobs-Fcalc),
que indica los errores o ausencias en la posicidon de los atomos del modelo.

Durante el afinamiento en el espacio reciproco se utilizaron
restricciones geométricas sobre los enlaces, sobre los factores de temperatura

(B-factors) y sobre la simetria no cristalografica, que fueron liberados
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paulatinamente conforme avanzaba el afinado de la estructura. En cada ciclo
de afinamiento se calculd el factor estadistico de correlacion R que indica las
diferencias entre los factores de estructura experimentales (Fops) y los
calculados a partir del modelo (F,.), ademas del factor Rg.. similar al factor
R, pero calculado a partir de un 5% de las reflexiones, separado al azar al
inicio del afinado y utilizado s6lo como control del modelo (Brunger, 1992).

Se modelé el PAPU tomando la molécula de PALO del pdb 20TC
[OTC de E. coli, (Ha y cols., 1997)] quitandole el grupo carboxilato. El
modelo utilizado para una molécula de Tris identificada en el exterior de la
molécula formando parte del solvente, fue obtenido de la base de datos HIC-
Up (Kleywegt, 2007). Las bibliotecas iniciales utilizadas durante la fase de
afinamiento de todos los compuestos fueron generadas especificamente para
REFMACS utilizando el servidor PRODGR (Schuttelkopf y van Aalten,
2004).

En las ultimas etapas se hizo uso del afinado por TLS (Winn y cols.,
2003), para lo que se definieron los dominios usando el servidor TLSMD
[http://skuld.bmsc.washington.edu/~tlsmd/, (Painter y Merritt, 2006)]. Todos
los datos de difraccion se utilizaron durante el afinado, excepto un 5% de
ellos, que fueron seleccionados de forma aleatoria y que se usaron para el

calculo del Rgee .
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5.2 Cristalizacion y determinacion de la estructura de PTC con
PALO

Para la cristalizacion del complejo PTC-PALO se utilizé una solucion
de PTC de 7,5 mg ml" en tampén Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, con una
concentraciéon de 1 mM de PALO (cedido por el Dr. Shi, del Children’s
Research Institute, Washington DC). En este caso, el método usado fue el de
difusiéon de vapor en gota asentada en placas multipocillo, de 96 reservorios y
con capacidad para 2 gotas por reservorio. Se realizaron pruebas de
cristalizacién con kits de diferentes casas comerciales (Crystal Screen HT,
Crystal Index HT, PEG/lon Screen, entre otros). Para cada ensayo de
cristalizacion se mezclaron 0,4 pl de la solucion de cada reservorio con 0,4 pl
de la solucion de proteina con PALO. Para dispensar las gotas de proteina y
reservorio se utilizd6 un robot HoneyBee X8 (Genomics Solutions). Se
seleccionaron aquellas condiciones con los mejores cristales y se ampliaron
usando el método de las matrices expandidas (Jancarik y Kim, 1991). Para
preparar las soluciones de los ensayos de ampliacion se utilizé un dispensador
de liquidos modelo Janus (PerkinElmer).

Los mejores cristales crecieron hasta un tamafio de ~0,1 mm en una
solucion de reservorio conteniendo 0,2 M acetato amoénico, 25% PEG 3,35 K
y 0,1 M bis-Tris, pH 5,5. Para la crioproteccion se utilizé una solucién de
reservorio enriquecida con 20% glicerol y 1 mM PALO, tras lo cual, los
cristales fueron congelados rapidamente por inmersion en nitrégeno liquido y

guardados para su posterior difraccion.
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Los datos de difraccion de rayos X se obtuvieron a 100 K, mediante
radiacion sincrotrén, en la linea ID23-2 del ESRF (Grenoble, Francia), a una
resolucion de 2 A, utilizando un detector CCD (MARRESEARCH). Los datos
obtenidos de las imagenes de difraccion de rayos X fueron reducidos e
integrados utilizando el programa MOSFLM (Powell, 1999; Battye y cols.,
2011) y escalados mediante el programa SCALA (Evans, 2006) del paquete
CCP4, con los que ademas se determind el contenido de solvente.

Para determinar la estructura del complejo PTC-PALO se calcularon
unas fases iniciales mediante reemplazo molecular con el programa MolRep
del paquete CCP4 utilizando las coordenadas espaciales del protomero A del
cristal PTC-PAPU, las cuales permitieron generar un mapa de densidad
electrénica con el que se pudo construir de forma iterativa un modelo.

La solucion inicial de seis subunidades de PTC en la unidad
asimétrica fue mejorada con sucesivos ciclos de afinado por movimiento en
cuerpo rigido con REFMAC, y el modelo inicial fue utilizado para el trazado
manual, en el espacio real, por medio del programa COOT. Durante el
afinamiento en el espacio reciproco se utilizaron restricciones geométricas
sobre los enlaces, sobre los factores de temperatura (B-factors) y sobre la
simetria no cristalografica, restricciones que fueron liberadas conforme
avanzaba el afinado de la estructura. Para las tltimas etapas del afinado se
utiliz6 el TLS y los dominios fueron determinados con el servidor TLSMD.

El model6 de la molécula de PALO (N&-fosfonoacetil-L-ornitina) fue

extraido del pdb 20TC [OTC de E. coli, (Ha y cols., 1997)] y las bibliotecas
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de datos necesarias para su afinamiento dentro de la densidad electrénica

fueron generadas usando el servidor PRODGR.

5.3 Cristalizacion y determinacion de la estructura de PTC sin
sustratos

Para la cristalizaciéon de PTC sin sustratos se utilizé una solucion de
proteina con una concentracién de 10 mg ml" en tampén Tris-HCI 50 mM,
pH 7,5. Se us6 el método de difusion de vapor en gota colgante con placas
multipocillo de 24 pocillos. Se realizaron pruebas de cristalizacion con
distintos kits comerciales de Hampton Research (Crystal Screen 1 y II),
mezclandose 1pl de la solucion de cada reservorio con 1pul de la solucion de
proteina a 7,5 mg ml". Los intentos iniciales de obtencion de cristales de PTC
fueron realizados en ausencia de sustratos o en presencia de cada uno de los
sustratos naturales de la proteina, CP o putrescina, tanto a 4°C como a 21°C.
El mejor cristal fue detectado en una placa de cristalizacion a 21°C un afio
después de su preparacion. Tuvo forma de prisma hexagonal y una dimension
maxima de ~0,5 mm. La solucioén de reservorio en que se obtuvo el cristal de
PTC sin sustratos contenia 0,5 M de sulfato amoénico, 30% (+/-)-2-metil-2,4-
pentanodiol y 0,1M tampon HEPES pH 7,5. Tanto la soluciéon que contenia el
cristal como la del reservorio estaban altamente concentradas debido a la
deshidratacion, provocada porque la grasa de alto vacio usada para sellar los
cubreobjetos en la parte superior del recipiente de cristalizaciéon normalmente
sufre un proceso de desecaciéon que acompafa al paso del tiempo y que

permite la salida de vapores de agua y otros compuestos volatiles. Esta
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desecacion hizo innecesario el uso de crioprotector, por lo que el cristal fue
directamente recogido y congelado en nitrogeno liquido.

Los datos de difraccion de rayos X fueron obtenidos a 100 K,
mediante radiacion sincrotrén, en la linea ID14-3 del ESRF (Grenoble,
Francia), a una resolucion de 2,6 A, usando un detector CCD
(MARRESEARCH). Los datos obtenidos de las imagenes de difraccion de
rayos X fueron reducidos, integrados y escalados utilizando los programas
MOSFLM, SCALA y TRUNCATE (Powell, 1999; Evans, 2006; Winn y
cols., 2011).

Para determinar las fases iniciales mediante reemplazo molecular se
utilizaron las coordenadas espaciales del protomero A del cristal PTC-PAPU y
el programa MolRep. La solucion inicial rindié dos subunidades de PTC en la
unidad asimétrica, que fue mejorada con sucesivos ciclos de afinamiento por
movimientos de cuerpo rigido con REFMAC. Las fases se mejoraron
mediante modificacion de la densidad, usando el programa DM (Winn y cols.,
2011) con aplanamiento de solvente y promediado de la densidad alrededor de
la simetria 2 no cristalografica, y fueron utilizadas para el trazado manual en
el espacio real, por medio del programa COOT. Durante el afinamiento en el
espacio reciproco se utilizaron restricciones geométricas sobre los enlaces,
sobre los factores de temperatura (B-factors) y sobre la simetria no
cristalografica, que fueron liberados conforme avanzaba el afinado de la

estructura.
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5.4 Cristalizacion y determinacion de la estructura de las variantes
de la PTC R54G, sin la hélice 13 e YGLY>VSMG con PALO

Para la cristalizacion de los complejos de las variantes de PTC con
PALO se utilizaron soluciones de entre 7,5 mg ml" (PTC-R54G y PTC sin la
hélice 13) y 9 mg ml" (PTC-YGLY>VSMG), en tampén Tris-HCI 50 mM,
pH 7,5 con una concentracion de PALO de 1 mM vy, en el caso de la variante
R54G, 50 mM cloruro de guanidinio. Se utiliz6 el método de difusién de
vapor en gota asentada en placas multipocillo, de 96 reservorios y con
capacidad para 2 gotas por reservorio, y se realizaron pruebas de cristalizacion
con distintos kits de varias casas comerciales. Para cada ensayo de
cristalizacion se mezclaron iguales cantidades de la solucion de proteina con
la solucidén del reservorio, que en el caso de las variantes PTC-R54G y PTC-
YGLY>VSMG fueron de 0,4 pl + 0,4 pl y en el caso de la PTC sin la hélice
13 fueron de 0,6 pl + 0,6 ul. Para dispensar las gotas de proteina y de la
solucion de reservorio se utilizo un robot HoneyBee X8. Se seleccionaron las
condiciones con los mejores cristales y se ampliaron usando el método de las
matrices expandidas, cuyas soluciones fueron preparadas utilizando un
dispensador automatico de liquidos (Janus).

Los mejores cristales crecieron hasta un tamafo de entre 0,1 y 0,2 mm
en soluciones de reservorio conteniendo: 1) variante R54G: 20 mM cloruro de
magnesio, 30% PEG monometileter 550 y 0,1M tampén Hepes pH 7.5; 2)
variante YGLY>VSMG: 180 mM citrato tribasico de amonio, y 20% PEG
3,35K; y 3) variante sin hélice 13 (truncada): 200 mM cloruro de magnesio,

30% PEG 400 y 0,1M tampon Hepes pH 7,5. Debido al alto porcentaje de
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PEG contenido en el reservorio de los cristales de las variantes PTC-R54G y
PTC sin la hélice 13, éstos no fueron embebidos en solucion crioprotectora,
sino congelados directamente tras ser extraidos de la gota de cristalizacion.
Sin embargo, en el caso de los cristales de la variante YGLY>VSMG se
prepard una solucion de reservorio enriquecida con 35% de PEG 400, que fue
utilizada como solucion crioprotectora. Posteriormente, los cristales fueron
congelados y guardados en nitrégeno liquido.

Los datos de difraccion de rayos X fueron obtenidos a 100 K, en las
lineas ID23-2 (PTC-R54G), ID29 (YGLY>VSMG) e ID14-4 (PTC sin hélice
13) del ESRF, con los detectores CCD MarMOSAIC y Q315R ADSC para las
dos ultimas. Los datos obtenidos de las imagenes de difraccion de rayos X
fueron reducidos, integrados y escalados con los programas MOSFLM,
SCALA y TRUNCATE, del paquete CCP4. En el caso particular del cristal
PTC-R54G, los datos fueron reducidos considerando el grupo espacial como
C2, aunque posteriormente se determin6 el grupo espacial con POINTLESS
(Evans, 2006) como 12, al que fueron transformados antes de escalarlos.

Para determinar las fases iniciales se utilizé la técnica de reemplazo
molecular con el programa MolRep del paquete CCP4 utilizando como
modelo las coordenadas espaciales del protomero A del cristal PTC-PALO,
las cuales permitieron generar un mapa de densidad electronica con el que se
pudo construir de forma iterativa un modelo. La hélice 13 del protémero de
PTC fue excluida del modelo para el reemplazo molecular del cristal de la

PTC sin la hélice 13.
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En los primeros ciclos de afinamiento de cada uno de los cristales, el
modelo fue mejorado por movimientos en cuerpo rigido utilizando el
programa REFMAC, tras lo que se utiliz, iterativamente, el trazado manual
en el espacio real haciendo uso del programa COOT. Durante el afinamiento
en el espacio reciproco (con REFMAC) se utilizaron restricciones geométricas
sobre los enlaces, sobre los factores de temperatura (B-factors) y sobre la
simetria no cristalografica fueron liberados conforme avanzaba el afinado de
la estructura.

El modelo de la molécula de PALO usado fue extraido del modelo
final del protoémero A del cristal PTC-PALO, y las librerias fueron las
utilizadas para el afinado de ese mismo cristal. En las ultimas etapas del
afinado se utiliz6 el TLS con los dominios determinados con el servidor

TLSMD.

6. Validacion de las estructuras

La consistencia de los modelos finales se contrasté comprobando que
la estereoquimica fuera correcta y que las distancias entre atomos y los
enlaces presentaran valores adecuados. También se evalu6 que no hubiera
choques entre cadenas y que los factores de temperatura fuesen razonables. El
modelo final fue afinado hasta obtener valores de R y Rge.-R menores a 25% y
5% (Wlodawer y cols., 2008), respectivamente. Los andlisis para evaluar la
geometria final del modelo se realizaron utilizando los programas de

validacion PROCHECK (Laskowski y cols., 1993), SFCHECK (del paquete
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CCP4) y haciendo uso de las herramientas disponibles en el Protein Data
Bank (www.pdb.org) para comprobar la calidad de los modelos depositados.
Algunos de los modelos finales se depositaron en la base de datos del
Protein Data Bank, junto con la informacion relativa al cristal, el proceso de
afinado, y diversos detalles relacionados con la recogida de datos, y un fichero
con los factores de estructura experimentales. Los codigos asignados fueron
4A8H, 4A8P, 4A8T y 4AMS para PTC-PAPU, PTC-PALO, la PTC sin la
hélice 13 y PTC-R54G, respectivamente. Los modelos de los cristales PTC-

YGLY>VSMG y PTC-apo no han sido depositados aun.

7. Otros materiales y métodos

La OTC recombinante de E. faecalis (Barcelona-Andres y cols., 2002)
y purificada (Marshall y Cohen, 1972a) a una actividad especifica de 4.021 U
mg”', fue cedida por J. Selles cuando formaba parte de nuestro laboratorio.

Para la determinacion de la masa molecular mediante cromatografia
de exclusion molecular (gel filtraciéon) se usé una columna de exclusién
molecular Superdex 200HR(5/150) montada en un sistema AKTA FPLC (GE
Healthcare), a temperatura ambiente, en la que se inyectaron 50 pg de la
proteina purificada en hasta 100 pL de tampén 50 mM Hepes Na pH 7,5 con
250 mM NaCl, con flujo constante de 0,25 ml min" en la columna pre-
equilibrada con dicho tampoén, eluyéndose la proteina con el mismo tampon,
monitorizandose la densidad oOptica del eluyente a 280 nm. En las figuras se
indican las proteinas patrén de masa conocida utilizadas para la calibracion de

la columna.
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Para la electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida al 12%
en presencia de sodio dodecil sulfato (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) se uso6 el
sistema de minigeles de Bio-Rad Mini-Protean II, con geles generalmente al
12% de poliacrilamida (gel de carga al 5%), un potencial de 180 V, y tincién
de azul Coomassie. Los marcadores de proteinas utilizados fueron: Dalton
Mark VII-L (rango de peso molecular de 14000-65000) de Sigma y Prestained
Protein Molecular Weight (SM0441, rango de peso molecular de 20000-
120000) de Fermentas International Inc.

Para la determinacién de foésforo total (Leloir y Cardini, 1957), la
muestra, de hasta 0,5 ml, se mezclo con 0,1 ml de acido sulfirico concentrado
y se calentd la mezcla 30 min a 100°C y luego, tras taparlo con una canica de
vidrio, a 160°C durante 3 horas. Después de enfriar por debajo de 80°C, se
afiadieron 50 pl de perdxido de hidrogeno al 30% y se continud la incubacion
a 160°C durante 1,5 horas. Tras dejar enfriar se agregaron 40 pl de
hexamolibdato aménico (50 mg ml"), 820 ul de agua y 40 ul de reactivo de
Fiske y Subbarow (160 mg ml"), determinando tras 30 min la absorbancia a
830 nm frente a una curva patrén de fosfato potasico.

Para determinar la presencia del grupo amino primario mediante la
reaccion de la ninhidrina (Spies, 1957), la muestra, llevada hasta un volumen
de 0,33 ml con agua, se mezcld con 0,67 ml de un mezcla extemporanea a
partes iguales de solucion de 40 mg ml"' de ninhidrina en metilcelosolve y de
1,6 mg ml”! de SnCl,-2H,0 en tampdn citrato 0,2 M pH 5, calentando en

tubos de vidrio tapados con canicas de vidrio, durante 20 min a 100°C,
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dejando enfriar al aire 15 min y determinando al absorbancia a 570 nm,
usandose arbitrariamente la leucina como patron.

Se determin6 la concentracion de proteina mediante el método de
Bradford (Bradford, 1976) usando el reactivo comercial de Bio-Rad y
seroalbumina bovina (BSA) como estandar.

Los alineamientos de secuencia se realizaron con ClustalW
(Thompson y cols., 1994) utilizando los valores por defecto del programa.

Para la superposicion de estructuras se utilizaron los programas SSM
(Krissinel y Henrick, 2004) y LSQKAB (Kabsch, 1976). Para el calculo de las
superficies enterradas y contactos entre diferentes subunidades se usaron los
programas PISA  (Krissinel y Henrick, 2007) y NACCESS
(http://www.bioinf.manchester.ac.uk/naccess/)

La estructura de PTC se comparé con todas las contenidas en el PDB
usando el servidor PDBeFold [http://www.ebi.ac.uk/msd-
srv/ssm/ssmstart.html, (Krissinel y Henrick, 2004)].

Las figuras de estructuras de proteinas se generaron con Pymol

(http://pymol.sourceforge.net).
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1. El grupo de genes de catabolismo de agmatina en E. faecalis

Cuando se inici6 este trabajo, la base de datos TIGR
(http://cmr.jcvi.org/cgi-bin/CMR/CmrHomePage.cgi) incluia en el cromosoma
de E. faecalis V583 un grupo de genes potenciales denominados EF0732,
EF0733, EF0734, y EF0735, en la misma hebra de DNA, separados por
distancias intergénicas relativamente cortas (66, 76 y 11 pares de bases)
(Figura 14). Su anotacidn en la version de entonces de dicha base de datos era
la de una posible ornitina transcarbamilasa, una permeasa de aminoacidos, una
proteina conservada hipotética y una posible carbamato quinasa,
respectivamente. Por analogia con el operdn para el catabolismo de arginina,
en el que los genes para una arginina deiminasa (ADI), una ornitina
transcarbamilasa (OTC), una carbamato quinasa (CK) y el transportador
arginina/ornitina se designaron arcABCD (en donde arc significa catabolismo
de arginina) designamos a los genes EF0734, EF0732, EF0735, y EF0733 tras
determinar su funcién como se demuestra mdas adelante, como genes

agcABCD (donde agc significa catabolismo de agmatina), respectivamente,

usandose de aqui en adelante esta denominacién excepto cuando convenga
hacerlo de otro modo. Hay que sefialar que en realidad su orden en el genoma
es BCAD. Mientras que las distancias intergénicas en este grupo de genes son
pequefias o incluso nulas, 1143 bases separan a agcB del gen previo en la
misma hebra de ADN y 197 bases a agcC del siguiente. El andlisis de esta
ultima region de 197 bases revela que contiene una horquilla terminadora de
la transcripcion independiente de proteina [terminador #851 del genoma de E.

faecalis V583, predicha con el programa TransTerm  v2,

77



Resultados y Discusion

http://www.cbcb.umd.edu/software/TransTerm, (Kingsford y cols., 2007)], de
elevada estabilidad, que podria limitar la extension de la unidad
transcripcional. También se observo la prediccion de una horquilla
terminadora menos estable en la region intergénica de 66 bases entre agcB y
ageD (terminador #850 del genoma de E. faecalis V583), pareciéndose, por
tanto, a la observacion realizada para el operon ADI, donde una horquilla
interna de estabilidad subdptima ubicada tras el gen que codifica para la OTC
causO la terminacion parcial de la transcripcion (Barcelona-Andres y cols.,

2002).

Figura 14. Grupo de genes del catabolismo de agmatina en E. faecalis V583.
Organizacion génica de las dos hebras de la region que incluye los genes EF0731 a
EF0735, mostrando el nimero de aminoacidos (aa) esperados para cada producto
génico y la longitud en pares de bases (bp) de las regiones intergénicas. Los genes son
identificados tanto con la denominaciéon de la base de datos TIGR como Ila
denominacion agc. Se indican tres horquillas terminadoras, asi como una posible caja
cre que precede a ageB (rectangulo gris). El gen EF0731 ubicado en la hebra opuesta,
corresponde al regulador /uxR.

La identificacion en el genoma anotado de E. faecalis (base de datos
TIGR) del primer codon de la pauta de lectura abierta para agcA es errénea:
hay dos codones ATG previos en pauta a 12 y 28 tripletes del propuesto como
comienzo de la traduccion, de los que el que estd ubicado mas aguas arriba fue

considerado el genuino por las siguientes razones:
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1. Es el unico al que le precede a 12 bases una buena secuencia
Shine-Dalgarno (AGAAGG, se subraya la base que difiere de la
secuencia canonica).

2. La proteina expresada por otros miembros del laboratorio a partir
de este codon resultd ser una AgDI muy activa.

3. Existe correspondencia entre la secuencia de estos 28 aminoacidos
y los 28 aminoacidos N-terminales de la agmatina deiminasa de
Pseudomonas aeruginosa (Nakada y cols., 2001).

4. En la estructura cristalina de AgDI, determinada por otros
miembros del grupo, ha sido posible observar e interpretar todos
estos residuos ordenados, con excepcion del residuo Met-1.

Asi, como se refleja en la Figura 14, este codén ATG se encuentra 8

bases dentro del gen que lo procede, ageD, y por tanto agecD y agcA se

solapan.

2. El producto del gen agcB es una putrescina

transcarbamilasa genuina

La secuencia de aminoacidos codificada por el primer gen del grupo,
ageB (nucledtidos 689526 a 690545 del genoma de E. faecalis V583), tiene la
misma longitud (339 aminodacidos) y exhibe un 31% de identidad con la OTC
codificada por el gen arcB del operon ADI de E. faecalis [(Barcelona-Andres
y cols., 2002), Figura 15]. La identidad se extiende a la inclusion de las
respectivas secuencias de uniéon a carbamilfosfato y ornitina, “STRT y

268 , . .., i
HCLP (el nimero de residuo corresponde a la posicion en la proteina
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codificada por agcB), y a 61 de los 85 residuos totalmente conservados en las
OTCs anabolica y catabdlica de P. aeruginosa 'y la OTC catabolica codificada
por el gen arcB de E. faecalis (Figura 15). Sin embargo, tal como cabria
esperar si el producto del gen ageB fuera una transcarbamilasa que carbamila
un sustrato diferente de ornitina (aunque no muy diferente, dada la
conservacion de la secuencia firma para la ornitina) 10 de los 14 residuos que
se mantienen invariantes entre las tres OTCs, pero no estan conservados ni
reemplazados conservadoramente en el producto del gen agcB se ubican en el
dominio C-terminal de este producto, que se corresponde con el dominio de
uniodn a ornitina de la OTC (Figura 15). Es mas, la secuencia invariante SMG,
que forma parte de un lazo movil que rodea a los sustituyentes del Ca de la
ornitina (Shi y cols., 2001) no se ha conservado en el posible producto del gen
ageB.

El gen agcB habia sido clonado previamente en el plasmido de
expresion pET-22b por otros miembros del laboratorio (Llacer y cols., 2007).
A partir de dicho vector induje la sobreexpresion de este gen en células de E.
coli BL21. La proteina con una cola C-terminal de seis residuos de histidinas
se produjo en grandes cantidades en forma soluble tras la induccién con
isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). Tras la rotura de las células que
la contenian por sonicacion, se purificé la proteina por un procedimiento
simple basado en el uso de cromatografia de afinidad mediante una columna
de Ni*" (Figuras 16 y 17), de la que fue eluida con un gradiente de imidazol
(ver Metodologia). El rendimiento de la purificacion fue de alrededor de 25

mg de enzima de alta pureza por cada litro de cultivo de partida.
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Figura 15. Alineamiento de la PTC y la OTC de E. faecalis con las dos OTC de P.
aeruginosa

Los residuos blancos sobre fondo negro denotan identidad en todas las secuencias
alineadas, mientras que los residuos negros sobre fondo gris muestran identidad entre
las OTCs; en posiciones en que se han producido reemplazos conservados en PTC el
fondo se muestra en verde. Los motivos STRT, SMG (de las OTCs) y HCLP, son
recuadrados en rojo; anaranjado y azul, respectivamente. Se muestran las OTCs
anabolica y catabolica de P. aeruginosa (PA), la OTC catabodlica y la PTC de E.
faecalis (EF).
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Figura 16. Esquema de la purificacion de PTC

Representacion esquematica de los pasos de purificacion de la PTC de E. faecalis
expresada en células de E. coli BL21 (DE3) conteniendo el vector plasmidico pET22-
PTC, codificando para la proteina con una cola que contiene seis residuos de histidina
en el extremo C-terminal.

La movilidad electroforética (SDS-PAGE) de la proteina purificada
concuerda con la masa deducida de la secuencia, que es de 40.091 Da (Figura
17). Para comprobar que la proteina purificada se correspondia con la
secuencia aminoacidica esperada a partir del gen agcB, ésta fue analizada por
14 ciclos de secuenciaciéon amino terminal de la proteina purificada

(determinada por el Dr. Juan José Calvete, IBV-CSIC), rindiendo la secuencia
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MKRDYVTTETYTKE, que ademas de corroborar la identidad de la proteina

demostrd que incluye la metionina inicial.

Figura 17. Purificacién de PTC.

(A) SDS-PAGE (12%) tefiido con azul Coomassie del extracto crudo (sobrenadante
post-sonicacion) y de la PTC purificada. Se incluye un blanco de células de E. coli
BL21 transformado con pET-22b sin inserto. En el panel inferior se muestran los
resultados de la medida de las actividades PTC y OTC ensayadas usando 10 mM
putrescina (PTC) o 100 mM ornitina (OTC). (B) Representacion de un grafico
semilogaritmico de la masa molecular frente a la movilidad electroforética de las
proteinas de masa conocida (marcador de peso molecular de Sigma, Dalton Mark VII-
L, circulos negros) y de la PTC (circulo vacio). La posicion de la PTC se ha fijado
dandole la masa exacta derivada de su secuencia (incluida la cola de poli-His) de
40.091 Da. La distancia al origen esta medida en pixeles.

Los ensayos de actividad enzimatica en presencia de 10 mM de
putrescina y carbamilfosfato demostraron que la proteina recombinante
cataliza la conversion de putrescina a carbamilputrescina con una actividad
especifica (~600 U mg™) similar a la descrita para esta enzima purificada
previamente de la fuente natural, E. faecalis [460 U mg ', (Wargnies y cols.,

1979)]. De acuerdo con los resultados previos con la enzima no recombinante,
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la cinética de PTC para ambos sustratos, putrescina y carbamilfosfato (Figura
18), fue hiperbolica, con unos valores de K, aparentes de ~1,5 mM y ~0,06

mM, respectivamente.

Figura 18. Determinacion de los parametros cinéticos para los sustratos de la PTC
purificada.

En los ensayos, realizados como se indica en Metodologia, se mantuvo constante a 10
mM la concentracion de uno de los sustratos, variando uno u otro en el rango de
concentracion indicado. En la parte inferior de cada curva se dan los valores de K, y
Vnax aparentes (K™ y Viax 7). Put, putrescina; CP, carbamilfosfato.

2.1 La PTC es un trimero estable en solucion

La PTC purificada se comporta como un trimero estable en solucion a
juzgar por los resultados de cromatografia de exclusion molecular en columna
de Superdex 200HR (Figura 19). Este comportamiento también ha sido

descrito para la proteina obtenida desde E. faecalis (Wargnies y cols., 1979).
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Figura 19. Investigacion del estado oligomérico de la PTC recombinante usando
filtracion en gel.

Se muestra en un grafico semilogaritmico la masa molecular frente al volumen de
elucion de una columna Superdex 200HR. Los triangulos corresponden a las proteinas
estandar. El circulo denota la posicion de elucion de PTC asumiendo que formara un
trimero (masa deducida de la secuencia, 120.273 Da). NAGK, N-acetil-L-glutamato
quinasa; CK, carbamato quinasa; ADH, alcohol deshidrogenasa (equina).

3. PAPU inhibe especificamente PTC

Estudios previamente publicados con ATC y OTC demostraron que
N-fosfonoacetil-L-aspartato (PALA) y N-fosfonoacetil-L-ornitina (PALO)
son, respectivamente, inhibidores bisustrato inertes muy potentes de estas
enzimas (Collins y Stark, 1971; Penninckx y Gigot, 1979). Dado que estos

inhibidores han sido utilizados con éxito en ensayos de cristalizacion de las
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enzimas a las que inhiben, llevando a la determinacion de sus estructuras
tridimensionales por difraccion de rayos X (Ke y cols., 1988; Ha y cols.,
1997), consideramos que la fosfonoacetilputrescina (PAPU, Figura 20),
también podria ser un inhibidor bisustrato potente y muy especifico de PTC y,
de ser asi, podria ayudar a la cristalizacion de la enzima. Se habia publicado

previamente la sintesis de PAPU (Penninckx y Gigot, 1979).

O - O - O -
O\\l:D/O O\\l:D/O o\\%,o
H,C.__O Hzc\fo HZCYO
) NH NH NH
(6]
0= _ +

'NH3 4
o= _ HaN
(e}

N-fosfonoacetil-L-aspartato Nj-fosfonoacetil-L-ornitina  N-fosfonoacetilputrescina
(PALA) (PALO) (PAPU)

Figura 20. Inhibidores bisustratos de transcarbamilasas.

Se muestran las moléculas que han sido usadas como inhibidores bisustrato en la
obtencion de cristales de ATC, OTC y PTC. En rojo se indica el grupo fosfonoacetilo
similar al CP.

Ante la imposibilidad de conseguir el compuesto PAPU
comercialmente y debido a nuestro interés en realizar ensayos de inhibicion y
pruebas de cristalizaciéon de este compuesto con PTC, contamos con la
colaboraciéon de los Drs A. Cantin y M.A. Miranda (Instituto de Tecnologia
Quimica, CSIC-UPV), con los que sintetizamos y purificamos el PAPU
basdndonos en el protocolo previamente descrito por Penninckx y Gigot [ver
Metodologia y (Penninckx y Gigot, 1979)]. Para ello, primeramente

sintetizamos, a partir de cloruro de tionilo y 4cido fosfonoacético, el cloruro
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de fosfonoacetilo, que es un electrofilo altamente reactivo que en ausencia de
agua y en presencia de putrescina base reaccion6 con esta tltima, produciendo
un precipitado conteniendo el PAPU, que fue filtrado y lavado con dioxano
seco. El precipitado, posteriormente, fue disuelto en agua y ajustado a pH 8 y
el PAPU fue desalado con una columna de Dowex (50W-X8 forma H') y
purificado con una columna de Dowex (AGI1-X8 forma Cl’) de la que se
obtuvieron fracciones. Se seleccionaron aquellas que contenia cantidades
equivalentes de fosforo [medidos tras digestion completa en acido por el
método de Fiske y Subbarow, (Leloir y Cardini, 1957)] y grupos amino libres
[medidos por la reaccion de ninhidrina y también por HPLC usando o-
ftalaldehido (Spies, 1957; Alonso y Rubio, 1985)]. Finalmente se determind
que la solucion contenia un compuesto que en espectrometria de masas genera
un ion monopositivo acorde a la masa esperada, 212,2 Da (analizado por
MALDI-TOF/TOF, en el CIPF, Valencia) (ver Metodologia). Como veremos
mas adelante, con la estructura cristalina se confirma la correcta sintesis de
esta molécula.

En la Figura 21 se muestra que el PAPU, en concentraciones
micromolares, es un inhibidor muy potente de PTC, siendo capaz de producir
una inhibicion completa de la actividad enzimdtica. Por el contrario, este
mismo compuesto, en idénticas concentraciones, no inhibe la OTC de E.
faecalis (cedida por el Sr. Jorge Sellés, durante su etapa en el laboratorio),

demostrando que es un inhibidor selectivo para PTC (Figura 21).
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Figura 21. Inhibicién especifica de PTC por PAPU.

Inhibicién y carencia de inhibiciéon de PTC y OTC de E. faecalis por PAPU. Las
actividades son mostradas como fracciones de la actividad en ausencia del inhibidor.
Los ensayos se realizaron como se muestra en Metodologia.

3.1 La inhibicion con PAPU aclara el orden de union de los
sustratos

Se ha descrito que el mecanismo cinético de PTC es secuencial con
unién de los sustratos al azar (Wargnies y cols., 1979). Si bien otros han
descrito este mecanismo cinético de union de los sustratos a transcarbamilasas
(Shi y cols., 2006b), en la mayoria de los casos el mecanismo se ha definido
como un mecanismo secuencial ordenado (Stalon y cols., 1977; Parmentier y
Kristensen, 1998; Wang y cols., 2008), donde el carbamilfosfato se une en
primer lugar (Figura 22).

Los ensayos mostraron que la inhibicion de PTC por PAPU es
competitiva frente al carbamilfosfato y no competitiva frente a la putrescina
(Figura 23), como es de esperar para una enzima en la que los sustratos se

unen ordenadamente, y el carbamilfosfato lo hace en primer lugar (Figura 22).
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Figura 22. Posibles 6rdenes de union de los sustratos a la PTC.

Diagrama de Cleland mostrando un mecanismo secuencial ordenado (A) en
comparacion con uno secuencial al azar (B). E representa la enzima (PTC); CP y Put,
carbamilfosfato y putrescina; CPut y Pi, carbamilputrescina y fosfato. En rojo se
muestra la union del inhibidor a la enzima libre.

A partir de la recta obtenida de la K, aparente para carbamilfosfato a
concentraciones crecientes de PAPU (Figura 23) se puede estimar un valor de
K; para PAPU de 10 nM. Un valor tan bajo para la K; subraya la alta afinidad
de la enzima por el inhibidor bisustrato PAPU, ofreciendo buenas
oportunidades para la preparaciéon de complejos cristalinos de PTC que
pudieran arrojar luz sobre la unién de los sustratos, la especificidad de la

enzima y el mecanismo catalitico.

Figura 23. Efecto del inhibidor PAPU sobre la cinética para los sustratos de PTC.
Influencia de PAPU sobre los parametros cinéticos, Vi, (cuadrados) y K, (circulos),
para CP (A) y putrescina (B, Put). Los ensayos se realizaron en tampon Tris-HCI 50
mM a pH 7 [ver Metodologia], manteniendo la concentracion constante de 10 mM de
uno de los sustratos, mientras se vario la del otro.
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4. La PTC usa ornitina como un sustrato genuino aunque
pobre

Como se ha sefialado previamente, los sustratos naturales de la PTC,
putrescina, y de la OTC, ornitina, son moléculas similares, con una porciéon
comun que consiste en una cadena carbonada con un grupo amino en cada uno
de sus extremos, pero con una caracteristica diferencial, ya que la putrescina
carece del grupo a-carboxilato presente en la ornitina. A pesar de la similitud
entre estas dos moléculas, se ha descrito a las OTCs como enzimas
especificas, incapaces de utilizar putrescina como sustrato (Burnett y Cohen,
1957; Barcelona-Andres y cols., 2002). En contraste con los resultados de
especificidad obtenidos con OTC, ha sido previamente publicado que la
enzima PTC de E. faecalis, purificada a partir del huésped natural, puede usar
ornitina en lugar de putrescina (Wargnies y cols., 1979) aunque con una Vi,
baja y una K, alta. Sin embargo, dichos estudios no han excluido la
posibilidad de que la ornitina utilizada estuviera contaminada con trazas de
putrescina ni de que la enzima purificada tuviera trazas de OTC arrastrada
durante los pasos de la purificacion.

Para responder al interrogante que se plantea sobre si la falta de
especificidad de la PTC fue o no un resultado artefactual, pudimos valernos de
la enzima recombinante, purificada usando una cola de poli-His, que ademas
de excluir casi completamente la posibilidad de arrastrar trazas de OTC nos
ofrecié la oportunidad de determinar sin lugar a dudas si la actividad

observada era legitimamente de la PTC.
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4.1 La actividad de PTC no corresponde a una contaminacion de la
ornitina con putrescina

En 1972 Marshall y Cohen demostraron que el equilibrio de la
reaccion de ornitina + CP = citrulina + Pi estd fuertemente desplazado hacia la
produccion de citrulina (Marshall y Cohen, 1972b). Teniendo en cuenta que
dicho equilibrio s6lo depende de las concentraciones presentes en la solucion
de las especies involucradas (sustratos y productos) y no del catalizador usado
para acelerar la reaccion, se podria excluir que la aparente actividad OTC de
la PTC se debiera a la presencia de trazas de putrescina en la solucion de
ornitina utilizando un ensayo en el que se llegara al equilibrio, ya que debido a
la baja concentracion de putrescina en la ornitina, el valor del punto de
equilibrio deberia ser mucho mas bajo para putrescina que para ornitina. Para
ésta aproximacion, ornitina y carbamilfosfato fueron mezclados en iguales
concentraciones y se les agregd una gran concentracion bien de OTC, bien de
PTC recombinantes purificadas con el fin de permitir la reaccion de
transcarbamilacion y alcanzar el equilibrio en un breve periodo de tiempo. Si
PTC no pudiera catalizar la carbamilacion de ornitina y la actividad descrita
previamente con ornitina fuera el resultado de trazas de putrescina
contaminante, la cantidad del producto carbamilado seria mucho menor con
PTC que con OTC, ya que en el ultimo caso corresponderia a una gran
cantidad de ornitina. El resultado obtenido fue acorde s6lo con el uso genuino
de ornitina en la reacciéon catalizada por la PTC (Figura 24): al llegar al
equilibrio se obtuvo la misma cantidad de color para la reacciones catalizadas

con OTC o con PTC. Como esperabamos para la reaccion enunciada
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previamente (ornitina + CP = citrulina + Pi), el color obtenido se correspondid
con la cantidad de citrulina generada a partir de la ornitina inicialmente

presente en la mezcla.

Figura 24. La PTC puede carbamilar ornitina ademas de putrescina.

Acercamiento al equilibrio de ornitina (simbolos rellenos) usando PTC (cuadrados) u
OTC (circulos) de E. faecalis como catalizador y comparaciéon con el equilibrio
alcanzado por PTC con putrescina (simbolos vacios). Los tubos conteniendo las
cantidades indicadas de OTC o PTC en 0,25 ml de Tris-HC1 0,1M pH 8,5, 0,4 mg ml™
de albumina sérica bovina, 10 mM de CP y 10 mM de putrescina u ornitina, fueron
incubados 10 min a 37°C. Posteriormente se afiadiéo 0,1 ml de acido tricloroacético
frio y se determind la cantidad de citrulina o carbamilputrescina (CPut). El resultado
muestra la concentracion final de grupos ureido.

4.2 La actividad observada con ornitina no se debe a una
contaminacion con OTC

Los resultados obtenidos en los experimentos de equilibrio soélo
podrian atribuirse a la actividad de la PTC si la preparacion enzimatica no
estuviera contaminada con trazas de OTC, contaminacidén que parece muy
poco probable para nuestra preparacion, que como ya se ha expuesto
previamente, ha sido obtenida de manera recombinante y con una alta pureza.
Asi, hasta este punto solo es posible asumir que la reaccidon observada es
catalizada por una enzima con actividad ornitina transcarbamilasa, atribuible a

PTC por las razones antes expuestas. Sin embargo, aprovechando el inhibidor
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analogo bisustrato PAPU sintetizado, fue posible comprobar si la actividad
con ornitina se debe genuinamente a PTC y no a una contaminacion con OTC,
ya que este inhibidor ha resultado muy potente y especifico para PTC,
mostrando una ausencia de inhibicion de OTC. Asi, si la actividad observada
fuera catalizada por PTC, deberia ser inhibida por diferentes concentraciones
de PAPU en la misma medida que la actividad de la enzima con putrescina;
pero, si la carbamilacion de ornitina fuese catalizada por trazas de la proteina
OTC arrastrada a través de las purificaciones no seria inhibida por PAPU,
como ya se ha demostrado para OTC purificada (Figura 21A).

El resultado obtenido fue acorde a lo enunciado en la primera
afirmacién, de manera que el efecto de la inhibiciéon con PAPU (Figura 25) es
similar para las actividades con putrescina y con ornitina, revelando que
ambas actividades son producidas por una enzima que se inhibe por PAPU,

demostrando que PTC es la responsable de las dos actividades.

Figura 25. Efecto de PAPU sobre la actividad de PTC de E. faecalis con ornitina.
Inhibicion por concentraciones crecientes de PAPU de la actividad transcarbamilasa
de PTC (cuadrados) usando putrescina (simbolos vacios) u ornitina (simbolos
rellenos) como sustratos, y carencia de inhibicion de OTC de E. faecalis. Las
actividades se dan como porcentaje de la actividad en ausencia de PAPU. Se ajustd
una unica curva a los resultados de actividad de PTC con ambos sustratos.
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4.3 Una mutacion inactivante de PTC confirma que la actividad
observada con ornitina es genuinamente de la PTC

Una prueba definitiva para determinar la responsabilidad de PTC
sobre la carbamilacién de ornitina fue provista utilizando dos mutaciones
inactivantes de un mismo residuo de PTC, R54G y R54L. Estas mutaciones
afectan a un residuo de arginina clave de la secuencia invariable de union a
carbamilfosfato, stng, encontrada en todas las transcarbamilasas, volviendo
la enzima inactiva (como se discute mas adelante, Figura 50). El efecto de una
mutacion equivalente fue descrito previamente en otras transcarbamilasas,
como ATC (Stebbins y cols., 1989) y OTC (Kuo y cols., 1988).

La enzima mutante fue preparada por mutagénesis dirigida, fue
expresada en forma soluble y fue purificada hasta una homogeneidad similar a
la de la enzima silvestre (Figura 50). La preparacion de la enzima no mostro
actividad transcarbamilasa con putrescina ni con ornitina (limite de deteccién
del ensayo, 0,1% de la actividad de la proteina silvestre), demostrando que

ambas actividades se deben a la PTC.

5. Cristalizacion de PTC en presencia de PAPU y PALO

Para intentar aclarar las diferencias entre PTC y OTC que conllevan
las diferentes especificidades de estas enzimas decidimos determinar la
estructura de PTC por difraccion de rayos X a partir de cristales de la proteina.
Los primeros ensayos de cristalizacion en ausencia de sustratos o inhibidores,
0 en presencia de putrescina, originaron cristales que, aunque eran pequefios,

tenian un tamafio suficiente para realizar los estudios de difraccion. Ademas,
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mostraban algunas caras planas y vértices afilados. Sin embargo, estos
primeros cristales no difractaron los rayos X hasta una resolucion
suficientemente alta que permitiera dilucidar los detalles en la estructura de la

proteina (> 4,5 A, Figura 26).

Figura 26. Cristales preliminares de PTC obtenidos en ausencia de sustratos.

En el panel izquierdo se muestran los cristales preliminares de PTC obtenidos en
ausencia de sustrato (la linea representa 0,5 mm). En el panel derecho se muestra una
imagen de difraccion de uno de los cristales del panel izquierdo. El circulo indica la
resolucion de 4 A.

A partir de la adicion del inhibidor bisustrato PAPU a la gota de
cristalizacion, la calidad de los cristales obtenidos mejordé radicalmente,
obteniéndose cristales mas grandes y con formas mas definidas que los
conseguidos previamente, lo que sugirié la posibilidad de que estos nuevos
cristales estuvieran conformados por un complejo de PTC con PAPU. Los
nuevos cristales tuvieron una forma prismatica hexagonal y una dimension
maxima de ~ 0,3 mm (Figura 27), crecieron en alrededor de una semana a
21°C en presencia de 0,43 mM de PAPU, 125 mM de sulfato amoénico, 17%
polietilenglicol 3,35K, y 0,1 M tampé6n bis-Tris, pH 5,5. Los primeros
cristales de PTC crecidos en presencia de PAPU (PTC-PAPU) difractaron

rayos X hasta una resolucion de 3 A y permitieron determinar el grupo
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espacial del cristal, que fue de tipo hexagonal P6522, con una celda unidad que
admitia entre dos y tres subunidades de la enzima dentro de la unidad
asimétrica, dependiendo de si el volumen del cristal estuviera ocupado por el
disolvente en un 55% o un 33% (respectivamente). Tras varios ciclos de
mejora, los cristales de PTC crecidos en presencia de PAPU llegaron a

difractar los rayos X hasta una resolucién maxima de 2,5 A (Tabla 1).

Figura 27. Cristales de PTC con los inhibidores analogos bisustrato.
Se muestran los cristales de PTC obtenidos presencia de los inhibidores PAPU (A) y
PALO (B). En ambos paneles, la linea representa 0,5 mm.

Dado que PTC es capaz de unir ornitina y catalizar su carbamilacion,
se emprendio la cristalizacion del complejo de PTC con el inhibidor anélogo
bisustrato de la reaccién con ornitina, PALO (PTC-PALO), de la que se
obtuvieron varios cristales de forma prismatica pseudo-hexagonal, aunque con
las caras menos definidas que en los cristales del complejo PTC-PAPU
(Figura 27). Los cristales del complejo PTC-PALO tardaron aproximadamente
2 semanas en crecer. El mejor cristal difracté rayos X a resolucion de 2 A. El
patron de difraccion correspondid al grupo espacial P1 y, segun el anélisis de
las dimensiones de la celda unidad, contuvo 6 subunidades dentro de la unidad

asimétrica (Tabla 1).
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6. Estructura de la PTC

La elevada similitud de secuencia que PTC tiene con OTC de
Pyrococcus furiosus (pfOTC; 43% de identidad y 74% identidad+similitud
para los 315-residuos que alinean entre pfOTC y PTC de E. faecalis) permitid
obtener las fases cristalograficas de los datos de difraccion obtenidos a partir
de los cristales de PTC-PAPU. Para ello se utiliz6 un modelo de polialaninas
del protomero de pfOTC depositado en el PDB [codigo 1A1S, (Villeret y
cols., 1998)].

De acuerdo con el resultado del analisis del contenido de solvente
incluido dentro de la unidad asimétrica, el cristal de PTC-PAPU contuvo dos
protomeros en la unidad asimétrica (Tabla 1), con un volumen del 55%
ocupado por el solvente. En cada uno de los sitios esperados para el centro
activo fue evidente una densidad electronica tras varios ciclos de afinamiento
de la estructura, que se correspondid con la forma esperada para una molécula
de PAPU (Figura 28A). Debido a que el modelo estructural de PAPU no habia
sido depositado previamente en las bases de datos, fue necesario modelarla
quitando el grupo carboxilato a la molécula de PALO (fosfonoacetil-L-
ornitina, Figuras 20 y 28A), encontrada en la estructura de OTC de E. coli
depositada en el PDB bajo el codigo 20TC. Ademaés de la molécula de PAPU,
una molécula de Tris fue visualizada y modelada en una zona del exterior de
la proteina, aunque cercana al centro activo. Para poder afinar la estructura de
ambas moléculas junto con el modelo de la proteina fue necesario generar las
correspondientes bibliotecas de restricciones, para lo que se utilizo6 el servidor

PRODRG (Schuttelkopf'y van Aalten, 2004).
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Tabla 1. Estadisticas de la estructura y los datos de rayos X de los cristales de
PTC silvestre.

PTC Silvestre

+PAPU +PALO
Recoleccion de datos
Linea del sincrotron ESRF BM16 1D23-2
Longitud de onda (A) 0,980 0,873
Grupo espacial P6522 Pl
Celda Unidad a, b, ¢ (A) 117,2, 117,2,225,3 81,5, 81,7, 82,3
a, B,y (°) 90, 90, 120 105, 103, 101
Rango de resolucion (A)* 30-2,50 30-2,00
(2,59-2,50) (2,10-2,00)
Reflexiones, total/Gnicas 692.675/32.509 194.037/114.553
Completitud (%)“ 100 (100) 87,5 (79,5)
I/o“ 35,1(9,5) 10,9 (1,8)
Rsymb (%)* 11,5 (42,8) 5,5 (42,5)
Estadisticas de refinamiento

Rango de resolucion (A) 23-2,50 30-2,00
R-factor/Rg. ¢ 18,7/21,6 19,6/23,7
Moléculas y atomos refinados

Cadenas polipeptidicas 2 6

Atomos de proteina 5.422 15.480

PAPU o PALO 2 6
RMSD? enlaces(A)/angulos(®) 0,011/1,16 0,008/1,01
B-factor promedio (A?)

Proteina 19,8 33,8

PAPU o PALO 11,1 30,2
Ramachandran 93,3/6,1/0/0,7 92,2/7,1/0/0,7

(fav./all./gen.all./disall.)
“ Los valores entre paréntesis representan datos para la capa de mayor resolucion.
b Rgym = ZI - <I>/ X1, donde / es la intensidad observada y </> la intensidad promedio.
“R-factor = X, ||Fobs| - [Featell / Z [Fobsls donde |Fops| ¥ |Featel son las amplitudes de los
factores de estructura observados y calculados para todas las reflecciones (R-factor),
Riee, €s R basado en el 5% de los datos, utilizado para el test de validacion cruzada.
4 RMSD: la raiz cuadrada de la media de la desviacion al cuadrado (root mean square
deviation).

¢ Usando PROCHECK: fav, favorecido; all, permitido; gen,all, generosamente
permitido; disall, no permitido.

La estructura de uno de los protomeros encontrados en la unidad
asimétrica de PTC-PAPU fue utilizado para conseguir las fases
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cristalogréaficas iniciales del cristal de PTC-PALO. Los datos de difraccion del
cristal de este ultimo mostraron que pertenecia al sistema cristalino triclinico,
con 2 trimeros completos en la unidad asimétrica En cada uno de los centros
activos se encontrd una densidad electronica que correspondia con la forma

esperada para una molécula de PALO (Figura 28B).

Figura 28. La densidad electronica de PAPU y PALO unidos a PTC.

Detalle del mapa de densidad electronica (Fo-Fc mapa omit a 2.56) de los inhibidores
bisustratos PAPU (A) y PALO (B) unidos al centro activo de PTC. El lazo azul y el
asterisco denotan elementos de la subunidad vecina.

Tras el trazado y afinamiento, las dos estructuras presentaron
excelentes valores para los indicadores de calidad (Rpe) y buena
estereoquimica. Dos residuos, Met-125 y Leu-270, son los unicos con dngulos
que corresponden a zonas clasificadas como no permitidos en el grafico de
Ramachandran. Ambos son consistentes en PTC con los residuos
correspondientes encontrados constantemente en OTC (Leu-163 y Leu-304 en
la OTC humana, hOTC) que estan en las mismas zonas del grafico de

Ramachandran de las estructuras de OTC con PALO (Ha y cols., 1997).
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Figura 29. Resumen de rasgos estructurales y de secuencia de la PTC, comparandola
con una OTC muy bien caracterizada estructuralmente.

Alineamiento de PTC de E. faecalis y OTC humana (efPTC y hOTC, numeros de
acceso de swissprot, Q725C8 y P00480, respectivamente). En esta ultima se subraya
el péptido senal de destino mitocondrial. Los cilindros y las flechas horizontales
denotan, respectivamente, las hélices-o y las hebras-B. Los triangulos indican los
residuos involucrados en las interacciones de la subunidad seleccionada con el
protomero de un lado del trimero y los circulos con los del otro lado, mientras que los
cuadrados denotan los residuos que interaccionan con ambos protdémeros adyacentes.
Estos simbolos se muestran vacios si se trata de interacciones exclusivas de PTC y
rellenos si estas interacciones se dan también en la OTC. Los rombos rellenos denotan
los residuos que interactuan con los inhibidores PAPU (en PTC) y PALO (en hOTC),
mientras que los vacios muestran interacciones que estan presentes solo en PTC. Las
flechas verticales indican los residuos correspondientes a los involucrados
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Los inusuales &4ngulos de torsion de los residuos Met-125 y Leu-270
reflejan una relacidon con la unién al sustrato, donde la Met-125 estd en
contacto con la porcion hidrofébica de la porcion putrescina del PAPU y la
Leu-270 corresponde al motivo HCLP, compartido con OTC (Figura 29), que
estd implicado en la unidn de los sustratos putrescina/ornitina y que interactaa
con CP. Los residuos Pro-248 y Pro-271, involucrados en la uniéon de
putrescina, estan en conformacion cis. El segundo de estos residuos coincide
con el residuo equivalente de OTC (Shi y cols., 2000), mientras que el
primero de ellos es exclusivo de PTC. Su posiciéon en cis podria resultar
previsible dado que estd precedido por dos residuos aromadticos [Figura 29,

(Frommel y Preissner, 1990; Yao y cols., 1994)].

en la formacion de estructuras supratriméricas en el dodecamero de OTC de P.
aeruginosa (cédigo PDB 1DHX, flechas con borde negro) y en el hexamero de L.
hilgardii (2W37, rellenas en azul). Los asteriscos denotan identidad entre las
secuencias mostradas. Los residuos blancos sobre fondo negro muestran residuos
invariantes entre las PTCs o entre las OTCs, mientras que aquellos con fondo gris son
cambios conservadores (D-E, H-K-R, N-Q, S-T-C, L-I-V-M, F-Y-W, A-G) en una u
otra familia de transcarbamilasas. Los motivos STRT, HPXQ y HCLP son recuadrados
en rosa, verde y naranja, respectivamente. La secuencia del péptido sefial de hOTC esta
subrayada. Los codigos de acceso de UniprotKB de las OTCs comparadas son:
P08308, P44770, P21302, P04391, Q8XCB8, Q08016, Q8EVFS, P59779, P96108,
P68746, P75473, Q59283, POASMY, Q55497, P11724, Q02047, Q43814, Q48296,
P96172, P18186, Q51742, P96134, Q5829, P11066, Q00291, P11803, P14995,
P05150, P31317, P31326, P11725, P00481 and P00480. Las secuencias de las PTCs
alineadas corresponden a los codigos de UniprotKB: Q837U7, CSWMMI1, Q8DW19,
D2P024, QO03HMY9, C0XJB3, E8M734, Q6MSR6, B7S4N1, C9QF99, DOAI19,
QO3NG2, COWN35, Q38ZL1, Q2SRJ4, FSK6E0, QO3HM9 y a los codigos de NCBI:
YP 003143629.1, YP_133569.1, YP_001684585.1, YP 001412420.1,
ZP 08712612.1, ZP_08723343.1, YP_001412420.1 and YP_003181041.1.
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6.1 Estructura del protomero de PTC

Las ocho subunidades encontradas en las unidades asimétricas de los
cristales de PTC-PAPU y PTC-PALO son muy similares (rmsd de 0,15-0,54
A resultante de la superposicion de sus Ca). Los cambios en los centros
activos asociados con la unién de los diferentes inhibidores analogos
bisustrato PAPU y PALO fueron los responsables de las mayores diferencias,
como veremos mas adelante. Todas las subunidades tienen una forma
caracteristica y comun, consistiendo en un cuerpo hemisférico y una cola que
se proyecta a partir de ¢l (Figuras 31 y 32), formada por una hélice C-terminal
(hélice 13 o H13, Figuras 29, 30 y 31), que resulta un rasgo caracteristico y

exclusivo de las PTCs.

Figura 31. La estructura del protomero de PTC comparada a la de la OTC humana.
Superposicion (en estereo) del trazado de Co de la subunidad de PTC de E. faecalis
(azul) con la de hOTC (verde, PDB 10TH). Las esferas negras representan marcas
cada veinte residuos. PAPU (atomos de carbono coloreados de gris) y PALO (atomos
de carbono coloreados de verde) estan representados en bolas y palillos.
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El cuerpo de cada protomero presenta el plegamiento caracteristico de
las transcarbamilasas, que consiste en dos dominios de tamafio y plegamiento
similares: el dominio N-terminal (residuos 1-130 y 301-315) y el dominio C-
terminal (residuos 131-296), que se corresponden respectivamente a los
dominios polar y ecuatorial de ATC (Kantrowitz y Lipscomb, 1988) y a los
dominios CP y ornitina de OTC (Villeret y cols., 1995). Los dominios N-y C-
terminales de cada subunidad, conformados por plegamientos tipo
emparedado afa, tienen una composicion asBsa, (N-terminal) y a3Bsos (C-
terminal) y topologias de hebras-pf 1-5-4-2-3 y 8-7-6-9-10, respectivamente

(Figura 32).

Figura 32. Estructura del protomero de PTC.

Representacion de un protomero de PTC formando complejo con PAPU (representado
en bolas y palillos) exhibiendo la hélice 13 y el lazo 80 de la subunidad adyacente (en
verde semitransparente, marcados con asteriscos). Se sefialan los elementos de
estructura secundaria; hélices, hebras y lazos son coloreados respectivamente en
naranja, turquesa y gris.

Ademas, estan interconectados por las hélices 5 y 12 (Figura 32), que

corren en direcciones opuestas entre ambos dominios, aunque la mayor parte
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de la hélice 5 puede ser considerada parte del dominio C-terminal y la mayor
parte de la hélice 12 del dominio N-terminal (Figura 32).

La cara plana del hemisferio que forma cada protomero aloja el
inhibidor analogo bisustrato ubicado en la divisiéon entre sus dos dominios
(Figura 32). Caracteristicamente en las transcarbamilasas, el extremo C-
terminal de las laminas f participa en la formacion del centro activo (Figura
32), incluyendo los lazos 5-a5 (residuos 124-130), el lazo 230 (residuos 227-
253, que incluye la hélice 9), el lazo 10-all (residuos 269-279), y el lazo
80* (residuos 74-85*) de la subunidad vecina (un asterisco indica un elemento
de la subunidad adyacente). La aportacion del lazo 80* al centro activo de una
subunidad por parte de la subunidad vecina implica que las dos subunidades
participan en la formacion del centro activo, apoyando la observacion hecha
previamente con ATC, donde se mostraba que la arquitectura trimérica es
esencial para la actividad enzimatica (Robey y Schachman, 1985).

Aunque la composicidn, topologia e incluso la longitud de los
elementos de estructura secundaria de los protomeros de PTC son muy
similares a los observados en pfOTC y hOTC (rmsd de 1.27-1.29 A para 299-
300 Ca, resultante de la superposicion de las subunidades de PTC-PAPU con
hOTC-PALO, excluyendo la hélice C-terminal de PTC), es evidente que
existen importantes diferencias entre estas enzimas (en la Figura 31 se ilustra
la comparacion con hOTC), especialmente aquellas que afectan al lazo 230,
determinante de la especificidad, y al extremo C-terminal de la subunidad,
donde la hélice 12 es 1,5 vueltas mas larga en PTC que en cualquiera de las

OTCs. La hélice 12 est4 conectada a través de un lazo de 4 residuos a la ya
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mencionada hélice extra C-terminal de 5 vueltas (hélice 13; residuos 319-338,
Figura 29). Esta hélice extra es prominente y se orienta formando un angulo
de ~90° con la hélice 12, que la precede (Figuras 31 y 32), alejandose de la
subunidad de la que proviene y asentandose sobre el protomero vecino, lo que
conlleva un aumento de las interacciones entre las subunidades que conforman
el trimero. A pesar de que la hOTC también tiene una extension C-terminal
que no esta presente en OTCs de bacterias y arqueas (Shi y cols., 1998)
(Figura 31), dicha extension so6lo tiene 7 residuos, adopta una estructura de
lazo y se asienta sobre la hélice 1 de la misma subunidad. Por el contrario, la
extension de la PTC tiene 25 residuos, forma una hélice y se asienta sobre la
subunidad vecina. Sin embargo, estas dos extensiones quizd compartan una
misma funcién, como discutiremos mas adelante.

La comparacion realizada utilizando PDBeFold
[http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/cgi-bin/ssmserver, (Krissinel y Henrick,
2004)] de la subunidad de PTC con todas las estructuras depositadas en el
PDB (Protein Databank, http://www.pdb.org/pdb/home/home.do), permitid
identificar a las subunidades de pfOTC, de OTC de Thermotoga maritima
(tmOTC) y de hOTC, (PDBs: 1PVV, 1VLV y 10TH, respectivamente) como
las més similares al protomero de PTC. Esta cercania con la estructura de las
OTCs apoya la hipotesis de que la PTC puede haber evolucionado desde una
OTC (Naumoff'y cols., 2004a). Estas tres OTCs asi como la PTC, carecen de
una hélice extra (hélice 9a o 10”) que se encuentra en la mayoria de las OTCs
bacterianas de tipo-a. (Labedan y cols., 1999), como las OTC de Escherichia

coli (Ha y cols., 1997) y P. aeruginosa (Villeret y cols., 1995), dos OTCs
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cuyas estructuras estan representadas por varios PDBs en la base de datos.

6.2 Estructura del trimero de PTC

Todos los protomeros encontrados en los cristales de PTC forman
estructuras triméricas, ya sea con otros protomeros dentro de la unidad
asimétrica (PTC-PALO) o generados por simetria cristalografica (PTC-
PAPU). Estos trimeros son esencialmente idénticos entre si (rmsd para la
superposicion de sus Ca, 1.05-1.37 A). Ademas, excepto por la presencia de la
hélice extra C-terminal, el trimero de PTC se ensambla de una manera muy
similar al trimero basico de OTC (Figura 33) (rmsd de 1,31-1,37 A para 894-

900 Ca de PTC-PAPU superpuestos con hOTC-PALO, PDB 10TH).

Figura 33. El trimero de la PTC y el de la OTC humana.

Vista estéreo a través del eje 3 de la superposicion de Co de los trimeros de PTC
(azul) y de OTC humana (verde, PDB: 10TH). PAPU y PALO estan representados
como bolas y palillos.

Como en el caso de las OTCs, el trimero de PTC tiene una forma
similar a un céliz triangular (Figura 34), con unas dimensiones de ~55 A de

profundidad y ~50 A de radio hasta los vértices del triangulo (PTC-PAPU). El
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dominio N-terminal esta colocado cerca del eje ternario y provee la mayoria
de las interacciones entre subunidades (Figuras 34 y 35), excepto las provistas
por la hélice 13. El dominio C-terminal ocupa los 3 vértices y sobresale en la
cara concava del caliz, que es la que alberga la cara plana de las tres

subunidades y por tanto sus centros activos (Figura 35).

Figura 34. El trimero de PTC y sus dimensiones.
Representacion de superficie de la cara concava (izquierda), vista de lado (centro) y
de la cara convexa (derecha) del trimero de PTC.

Las hebras B de los dominios N-terminales adoptan la disposicion de
una turbina de 3 aspas donde el extremo C-terminal de cada una de las
laminas P esta dirigido a la cara concava del trimero (Figura 35), exponiendo
hacia esa cara los lazos conectores B-a, los cuales estan involucrados en la
uniodn de los sustratos. De estos lazos, los encontrados entre los elementos $3-
a3 (residuos 74-85, denominado aqui lazo 80) y B5-a5 (residuos 124-130,
denominado lazo 120) son particularmente largos frente al resto de los lazos
del dominio N-terminal (Figura 32).

Como en el resto de las transcarbamilasas, el dominio C-terminal
sobresale en la cara concava del trimero, en los vértices del triangulo, con sus
laminas B ubicadas de manera paralela a las del dominio N-terminal y

separados de ellas por un bastidor de hélices a. Los extremos C-terminales de
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estas laminas P estan orientadas, nuevamente, hacia la cara concava del
trimero, exponiendo sus lazos conectores f-a de la misma manera que los
elementos del dominio N-terminal. De estos lazos, los mas destacados son el
que sigue a B9 (residuos 227-238, llamado aqui lazo 230) y el que sigue a 10
(residuos 269-279), ambos estrechamente involucrados en la unién de los

sustratos.

Figura 35. Estructura trimérica de la PTC.

Representacion del trimero de PTC visto a lo largo del eje 3. En complejo con la
proteina se muestra el inhibidor PAPU en representacion de esferas. En la subunidad
anaranjada los dominios N- y C-terminales se delimitan con una linea discontinua. Se
sefialan las hélices 13, el ion Ni y los lazos 80 y 230 del protomero verde.
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6.3 La union de un ion metalico a la estructura de PTC

En todos los ejes 3 de los trimeros de los cristales de PTC estudiados
en esta tesis fue posible identificar una masa de densidad electronica
compatible con un ion Ni que establece contactos con elementos de la proteina
y del solvente (Figuras 35 y 36). Este ion estd coordinado octahédricamente
por los tres atomos de nitrégeno de His-69, provenientes de las diferentes
subunidades que forman el trimero, y por tres 4&tomos de oxigeno de moléculas
de solvente fijadas en posiciones similares en las diferentes estructuras
cristalinas (Figura 36). La presencia de este ion podria haber derivado de la
columna de afinidad utilizada para la purificaciéon de la PTC y que contiene
Ni*". Ademas, un atomo de Ni*" fue identificado en la posicion equivalente del
cristal de la OTC cataboélica de Lactobacillus hilgardii (de Las Rivas y cols.,

2009).

Figura 36. El sitio de coordinacion de metales en PTC.

Vista estéreo del mapa de densidad electronica para el ion de Ni (2.56) de uno de los
trimeros del cristal PTC-PALO donde, ademas, se muestran los residuos de histidina y
las moléculas de agua que coordinan al ion de Ni.
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Dado que la coordinaciéon mostrada por ese ion es octahédrica, y ésta
es caracteristica de los metales de transicion del grupo II de la tabla periodica,
incluyendo el Cd (Rulisek y Vondrasek, 1998), las observaciones de un sitio
para un atomo de un metal podrian explicar la capacidad de union de Cd

demostrada previamente para la OTC hepatica (Aoki y cols., 1988).

7. El sitio activo de PTC

Una masa alargada de una densidad electronica no proteica con
capacidad para alojar una molécula extendida de PAPU (Figura 28A) se
encontré en el surco del centro activo de cada subunidad del complejo
cristalino PTC-PAPU. Aunque esta molécula carece del grupo carboxilo del
PALO, la molécula de PAPU unida a cada subunidad de PTC exhibe una
conformacion similar a la observada previamente en la molécula de PALO
unida a OTC [codigo de PDB: 20TC, (Ha y cols., 1997)]. La estructura de
PTC-PAPU debe proveer una imagen cercana a la conformacion de la enzima
con los dos sustratos unidos en el centro activo (Figura 32). Como era de
esperar, la parte de PAPU que imita al CP y la que imita a la putrescina se
sittan respectivamente en los dominios N- (también Ilamado dominio
carbamilfosfato) y C-terminal (llamado dominio putrescina) de la subunidad,
con el grupo fosfonato unido sobre un motivo positivamente cargado que
forma una estructura similar a una cupula, compuesta por el principio de la
hélice 2, particularmente por la secuencia invariante *>STRT de unién a CP, y
por el grupo guanidinio de la Arg-103 (Figura 37). El motivo **STRT (que

corresponde al motivo “STRT en OTC humana) ha sido previamente
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reconocido como el motivo caracteristico de union a CP en otras
transcarbamilasas (Ke y cols., 1988; Shi y cols., 2001; Shi y cols., 2005; Shi y
cols., 2006a) e incluye el principio de la hélice 2 y parte del lazo que la
precede (Figura 29).

Las cadenas laterales de los residuos Ser-52, Arg-54 y Thr-55 estan
directamente involucradas en la formacidon de interacciones con la parte
correspondiente al carbamilfosfato (Figura 37). La disposicién espacial
especifica de estos residuos y la presencia de la carga positiva de la arginina,
junto con el dipolo originado por el principio de la hélice 2, hacen de éste un
buen sitio para la unién del grupo fosfato del CP (Figura 37), negativamente
cargado. El tnico contacto directo establecido entre la subunidad vecina y el
PAPU es un puente de hidrogeno entre el &tomo Ny de la GIn-79 y uno de los

atomos de oxigeno del grupo fosfonato.

Figura 37. El centro activo de PTC en complejo con PAPU.

Vista estéreo del centro activo de PTC (gris) con PAPU (amarillo) unido,
representado como palillos. El lazo 80* que participa en la unioén de los sustratos y
que proviene del protdmero vecino se muestra mas oscuro.
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Una densa red de puentes de hidrégeno conectan los atomos de
oxigeno y nitrogeno amidicos de la porcion carbamato del PAPU con la
proteina, comprendiendo los residuos Arg-103, Arg-297, His-130 y Leu-270
(Figura 37). Estos enlaces parecen ser muy importantes en el proceso
catalitico de transferencia del grupo carbamilo (como veremos mas adelante).

La porcion putrescina de PAPU estd emparedada entre el residuo Met-
125, el lazo conector de B5-a5 (que contiene el motivo B'HPTQ), varios
residuos que emergen del dominio C-terminal, particularmente del lazo que
conecta f10-al1 (Cys-269, Leu-269 y Pro-270, que pertenecen a la secuencia
firma invariante de union a putrescina/ornitina, **HCLP en PTC), la region al
comienzo de la hélice 6 (Thr-163, GIn-164 y Val-165), y el lazo 230, que
contiene la secuencia 227MWELX (los residuos subrayados interaccionan

con putrescina).

7.1 La discriminacion entre putrescina y ornitina

Las estructuras cristalinas de PTC-PAPU y PTC-PALO han aclarado
el modo en que PTC puede discriminar entre ornitina y putrescina. Si bien es
evidente que los centros activos de PTC y OTC son muy similares (Figura
38), una de las diferencias mas significativas la podemos encontrar a s6lo dos
posiciones del inicio del motivo STRT, con el reemplazo del residuo de
glutamina (GIn-50) en PTC por un residuo de lisina (Lys-88 en hOTC),
positivamente cargado y constante en las OTCs (Figuras 38 y 29). Este
reemplazo puede afectar la selectividad por el sustrato ya que seria concebible
que la lisina encontrada en las OTCs ayude a neutralizar el grupo carboxilato

de la ornitina, que est4 ausente en la putrescina (Figura 38).

112



Resultados y Discusion

Figura 38. Comparacion de los centros activos de PTC y OTC.

Vista estéreo del centro activo de PTC (azul) y hOTC (verde), con PAPU y PALO
unidos, respectivamente, representados en bolas y palillos. El lazo 80 de la subunidad
adyacente se ilustra en rojo para PTC y rosa para hOTC.

Un segundo cambio significativo para la discriminacion entre
putrescina y ornitina es el reemplazo del lazo SMG de OTC por el lazo 230 de
PTC (Figuras 29 y 38). La secuencia y la conformacion de este lazo en PTC
difiere importantemente del lazo SMG encontrado en las OTCs (Figura 38).
La influencia de este ultimo lazo en la selectividad de PTC por putrescina
viene ilustrada por las interacciones del residuo Tyr-233 con putrescina, que
cubre la parte hidrofobica de la mitad putrescina del PAPU (Figuras 38 y 39)
de modo que el anillo fendlico de la cadena lateral de Tyr-233 se asienta sobre
la porcion del sustrato que en ornitina presenta el grupo a-carboxilato,
dificultando la unién de ornitina, pero no la de putrescina (Figura 39). La
posicién de este grupo fenolico es estabilizada por contactos hidrofébicos con

los residuos circundantes y con la cadena hidrocarbonada de putrescina.
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Ademas, el atomo del oxigeno fenolico establece un puente de hidrogeno con
el nitrogeno de la cadena lateral de GIn-79* del lazo 80* de la subunidad
vecina (Figura 39).

En el complejo PTC-PALO el anillo fendlico de la cadena lateral de
Tyr-233 esta alejado de la ornitina e interacciona principalmente con la cadena
carbonada de GIn-50 (Figura 39), dejando la porcidn ornitina de la molécula
de PALO expuesta al solvente. Esta pérdida de contactos con la porcién
hidrocarbonada del sustrato tras la unién de ornitina podria corresponderse
con una disminucién en la estabilidad del complejo enzima-ornitina y, por
tanto, en una disminucion de la afinidad por la ornitina, como se refleja en un
valor mucho mayor de X;, de PTC para ornitina que para putrescina (1,4 + 0,2

mM para putrescina y 36,4 + 3,5 mM para ornitina).

Figura 39. Cambios en el centro activo inducidos por la unién de PALO.

Vista estéreo del centro activo de PTC-PAPU (azul) y PTC-PALO (anaranjado). El
lazo 80* que participa en la unién de los sustratos y que proviene del protomero
vecino se muestra en rojo (PTC-PAPU) y celeste (PTC-PALO). Se muestra la red de
puentes de hidrogeno establecida entre el grupo fosfonato y los residuos Tyr-233,
GIn-79, His-83 y Glu-236.

114



Resultados y Discusion

El cambio en la posicion del residuo Tyr-233 del complejo PTC-
PALO también puede explicar la importante disminucién de la k., de la PTC
para ornitina (Wargnies y cols., 1979), ya que se observa la ausencia del
enlace de hidrogeno establecido entre el oxigeno fendlico de Tyr-233 y Gln-
79* ademas de un cambio en la posicion de GIn-79* y del lazo 80* (Figuras
39 y 40). El residuo GIn-79* es crucial para el establecimiento de la ctpula
formada por los lazos 80* y 230 sobre el sitio activo (Figura 40), que cubre el
sustrato unido y que debe abrirse y cerrarse en cada ciclo catalitico para
permitir el acceso y la liberacion de productos y sustratos. Los movimientos
de apertura y cierre de esta cupula posiblemente sean sincronizados por la
formacion del puente de hidrogeno entre el 4&tomo de nitrégeno de la cadena
lateral de GIn-79* y un 4tomo de oxigeno del fosfato de PAPU y, por lo tanto,
del CP (Figuras 39 y 40). De hecho, éste es el tinico puente de hidrogeno
establecido entre una subunidad de PTC y el sustrato unido al centro activo de
la subunidad vecina, centro activo que, como ocurre en otras
transcarbamilasas, implica dos subunidades (Figura 38). Ademas, la rotura de
este enlace resulta en la pérdida de un segundo puente de hidrogeno que une la
GIn-79* con la His-83* (ambas del mismo lazo 80 de la subunidad vecina)
(Figura 40), que deriva en la desapariciéon de la interacciéon entre el anillo
imidazolico de His-83* y el grupo carboxilato de la cadena lateral de Glu-236,
que pertenece al lazo 230 de la subunidad que contiene el centro activo

(Figura 40).
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Figura 40. Los enlaces que estabilizan la formacion de la cupula del centro activo de
la PTC.

Vista estéreo de la cupula del centro activo de PTC-PAPU (azul) y PTC-PALO
(anaranjado), con los lazos representados en cintas y los residuos que estabilizan la
posicion cerrada en representacion de palillos. El lazo 80* que proviene del protomero
vecino se muestran en rojo (PTC-PAPU) y celeste (PTC-PALO). En negro se
muestran los enlaces de hidrogeno entre el grupo fosfonato y los residuos Tyr-233,
GIn-79, His-83 y Glu-236. Los puentes de hidrégeno que estan presentes en PTC-
PAPU, pero no en PTC-PALO, han sido coloreados en verde. Los inhibidores PAPU
y PALO se muestran en bolas y palillos.

La rotura de los contactos que estabilizan la ctipula que cubre el
centro activo (Figura 40), podria ser perjudicial para la actividad enzimatica si
la catalisis requiere el confinamiento de los sustratos, dando lugar a que la
molécula de ornitina escape antes de que ocurra la reaccion. La rotura de esta
extensa red de enlaces de hidrégeno podria ser la causa de que, de las seis
subunidades encontradas en la unidad asimétrica del cristal del complejo PTC-
PALOQ, la densidad electrénica del lazo 80* sea visible s6lo en tres y la del
lazo 230 sea invisible en dos, indicando la movilidad de estos lazos y
reflejando el efecto desestabilizador provocado por el establecimiento de un

rotamero inadecuado de Tyr-233 aparejado a la unién de una molécula de
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ornitina (Figura 39).

Por otro lado, ambas subunidades encontradas en la unidad asimétrica
del cristal de PTC-PAPU tienen los lazos y la cupula del centro activo bien
conformados cubriendo al inhibidor bisustrato PAPU vy aislandolo del
solvente. En consecuencia, es posible que el tiempo de permanencia de los
substratos en el centro activo determine la probabilidad de que la reaccion se
lleve a cabo. La rotura o apertura de la cupula en el complejo con ornitina
acortaria el tiempo de residencia de los sustratos y reduciria la Vy, con
ornitina, como se ha observado experimentalmente (813 + 38 U mg ' para

putrescina y 24 = 1 U mg™' para ornitina).

7.2 Ingenieria del lazo 230 de la PTC para favorecer el uso de
ornitina

Como se explico previamente, la estructura del complejo PTC-PALO
en comparacion con la de PTC-PAPU puso en evidencia la importancia del
lazo 230 en la seleccién y union del sustrato de la PTC, especialmente en
relacion con el residuo Tyr-233 (Figura 39). Sin embargo, en la comparacion
entre la PTC y la hOTC se hizo evidente que los cambios en este lazo no se
limitan al residuo Met-268 de la hOTC que contacta con la misma porcion del
sustrato que Tyr-233 de la PTC (Figura 38), sino que gran parte de los lazos
de ambas enzimas adoptan conformaciones diferentes en uno u otro caso
(Figura 38).

Por ello decidimos comprobar la importancia de la secuencia
230

YGLY en la selectividad para putrescina reemplazandola por la secuencia

contraparte de la OTC de E. faecalis, VSMG. La variante modificada de la
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enzima se produjo y purific6 como la enzima silvestre. En los ensayos de
actividad, la enzima modificada mostré una disminucidén drastica en su
actividad con putrescina (Figura 41). Este descenso se debié a una fuerte
reduccion en la velocidad a saturacion de putrescina (de 813 = 38 U mg ' a
1,13+ 0,13 U mg'l, Figura 41) junto con un aumento de ~20 veces de la K,
aparente para putrescina (de 1,41 + 0,22 mM a 32,9 + 8,8 mM, Figura 41),
poniendo de manifiesto la importancia del lazo 230 para la unién de
putrescina y como determinante de la velocidad de reaccion. En contraste con
este empeoramiento de la capacidad para utilizar putrescina, la enzima
modificada fue mas rapida en la catélisis de la carbamilacion de ornitina en
relacion a la PTC silvestre, con un aumento de 3,5 veces en la velocidad a
saturacion de ornitina (desde 24 + 1 U mg ' para la PTC silvestre, a 82 + 3 U
mg ' para la enzima modificada), aunque sin disminucion significativa de la
K., aparente para ornitina (desde 36,4 = 3,5 mM a 32,0 £ 2,0 mM) (Figura 41).
En resumen, este cambio en el lazo 230 disminuye la eficiencia catalitica
(Vinax/Kw) de la enzima para putrescina desde un valor de 577 U mg”' mM™' a
0,03 U mg"' mM™, mientras que aumenta la eficiencia catalitica para ornitina
desde un valor de 0,67 U rng'1 mM"' a 2,6 U mg'1 mM™, convirtiendo la
enzima en una mejor ornitina transcarbamilasa que putrescina
transcarbamilasa y confirmando la importancia del lazo 230 en la

discriminacion entre putrescina y ornitina.
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Figura 41. Efecto del reemplazo del lazo 230 de PTC por el de OTC en la actividad de
PTC.

Se muestra la actividad de PTC silvestre (en el grafico: WT, signos vacios) y de la
modificada en el lazo 230, mutante YGLY>VSMG (en el grafico VSMG, signos
rellenos) a diferentes concentraciones de putrescina (circulos) y ornitina (cuadrados).
En el inserto se muestra nuevamente la actividad de la enzima modificada
(YGLY>VSMG) con putrescina, con una escala que permite verificar la forma de la
curva.

7.3 Estructura de PTC con el 1lazo 230 modificado
(*’YGLY>VSMG) formando un complejo con PALO

Para intentar comprender como *’YGLY>VSMG influye en la
especificidad de sustrato de la enzima decidimos obtener la estructura
cristalina de la variante *°YGLY>VSMG en complejo con el inhibidor
analogo bisustrato de la reacciéon con ornitina, PALO. El cristal PTC-
YGLY>VSMG-PALO que mejor difractd los rayos X lo hizo hasta una
resolucion de 3,1 A, perteneciendo al grupo espacial C2, con 2 trimeros
completos en la unidad asimétrica y con una molécula de PALO en cada uno
de los centros activos (Tabla 2). El reemplazo molecular se realiz6 utilizando
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un protomero del cristal PTC-PALO sin parte del lazo 230 (residuos 227 a
243). Tras el afinamiento y trazado se obtuvo un modelo con excelentes
valores de geometria (Tabla 2), observandose, como en el resto de los casos,
los dos residuos ubicados fuera de las zonas de aceptacion del grafico de
Ramachandran, Met-125 y Leu-270.

Los protomeros del cristal PTC-YGLY>VSMG-PALO son
esencialmente idénticos a los de PTC-PALO, lo que se refleja en valores de
rmsd de 0,44-0,57 para 314-331 Ca, donde las diferencias mas importantes se
observaron en los lazos 230, con distintas conformaciones (Figura 42A).

La comparacion del protémero de PTC->"YGLY>VSMG-PALO con
la estructura de la OTC humana reveld6 que el lazo 230 adopta una
conformacion que se asemeja a la del lazo SMG de esta enzima (Figura 42B),
incluyendo el ajuste de la cadena carbonada de la porcion ornitina de PALO
por parte de la cadena lateral de la Met-232, la formacion del puente de
hidrégeno observado en OTC entre el grupo amino de la Met-232 con uno de
los 4tomos de oxigeno del grupo carboxilo de la ornitina (Figura 42C), y el
puente de hidrégeno de la cadena lateral de Ser-231 con el grupo amino de
PALO que ancla el lazo SMG al sustrato (Figura 42C), lo que podria resultar
en la ubicacion correcta de ornitina explicando su uso mas eficiente como

sustrato en comparacion con el de putrescina.

120



Resultados y Discusion

Figura 42. Conformacion del lazo 230 del mutante de PTC YGLY>VSMG.
Comparacion de los lazos 230 de un protdmero de PTC-PALO (azul) con uno del
mutante YGLY>VSMG-PALO (rosa) en (A) y de uno de PTC-YGLY>VSMG-PALO
con el lazo SMG de la OTC humana unida a PALO (1OTH, verde) en (B). Se
muestran las moléculas de PAPU, PALO y las cadenas laterales de Met-268 (OTC
humana), Met-232 (YGLY>VSMG), Tyr-233 y Glu-236 (ambas en PTC silvestre)
como palillos. (C) Vista estéreo de los residuos del lazo 230 del mutante PTC-
YGLY>VSMG (rosa) o de la OTC humana (verde) que contactan con el inhibidor
PALO. Las lineas discontinuas sefialan los puentes de hidrogeno entre la proteina y el
inhibidor, con la distancia en A.
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Tabla 2. Estadisticas de la estructura y los datos de rayos X del cristal de la

mutante *°YGLY>VSMG de PTC.

Ramachandran® (%)
(fav./all./gen.all./disall.)

“YGLY>VSMG
+PALO
Recoleccion de datos
Linea del sincrotron ESRF ID29
Longitud de onda (A) 0,972
Grupo espacial C2
Celda Unidad a, b, ¢ (A) 159,5, 128,5, 97,5
a, B,y () 90, 108, 90
Rango de resolucion (A)” 30-3,10
(3,27-3,10)
Reflexiones, total/Gnicas 109.781/33.535
Completitud (%)* 98,7 (97.8)
I/s“ 4,6 (1,7)
Ry (%)* 15,7 (43,6)
Estadisticas de refinamiento
Rango de resolucion (A) 30-3,10
R-factor/Rg. € 22,6/25,0
Moléculas y atomos refinados
Cadenas polipeptidicas 6
Atomos de proteina 15.663
PALO 6
RMSD? enlaces(A)/angulos(®) 0,007/1,02
B-factor promedio (A?)
Proteina 36,5
PALO 22,5

91,4/7,9/0/0,7

“ Los valores entre paréntesis representan datos para la capa de mayor resolucion.

b Rgym = ZI - <I>/ X1, donde [ es la intensidad observada y </> la intensidad promedio.
“R-factor = X, ||Fobs| - [Featell / Z [Fobsls donde |Fops| ¥ |Featel son las amplitudes de los
factores de estructura observados y calculados para todas las reflecciones (R-factor),
Riee, €s R basado en el 5% de los datos, utilizado para el test de validacion cruzada.

4 RMSD: la raiz cuadrada de la media de la desviacion al cuadrado (root mean square
deviation).

¢ Usando PROCHECK: fav, favorecido; all, permitido; gen,all, generosamente
permitido; disall, no permitido.
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8. El papel de la hélice C-terminal exclusiva de PTC

En PTC, la hélice 1 no esta expuesta en la superficie de la subunidad
como en otras transcarbamilasas (Figura 43), sino que est4 cubierta por la ya
mencionada hélice C-terminal (hélice 13, Figura 32). Esta hélice, que se
proyecta desde una subunidad apoyandose sobre otra subunidad vecina en
sentido anti-horario (mirando a los largo del eje 3 a la cara convexa del
trimero, Figura 34, panel derecho), marca, en esta ultima subunidad, la
divisién entre dominios, extendiéndose de forma casi-antiparalela a la hélice 1
sobre la que forma una cresta prominente que rodea el eje 3 y se ubica en la
cara convexa del trimero (Figura 34, paneles central y derecho). En la
superficie, esta hélice oculta ~740 A* de la subunidad vecina.

La comparacion con otras secuencias de PTC anotadas en las bases de
datos (UniProt, http://www.uniprot.org/; NCBI Protein,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) revela la presencia de una hélice C-
terminal equivalente a la hélice 13 encontrada en la PTC de E. faecalis (Figura
44), para las cuales los programas de prediccion de estructura secundaria
[Jpred3, http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/; SOPMA (Combet y
cols., 2000); PredictProtein, http://www.predictprotein.org/; PSIPRED
(Buchan y cols., 2010)] pronostican la formacion de una hélice a (Figura 44).
Ademas, esta extensidon comparte una secuencia constante, aunque débilmente
diagnostica, P°(L/f/v/i/m)XX(F/Y/L/M/V)(L/i/m) (las letras maytsculas
indican predominancia, las minusculas presencia con menor frecuencia; una

X, cualquier residuo; la numeracién corresponde a la secuencia de PTC de E.
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faecalis) (Figura 44). De esta manera, la hélice 13 aparece como un rasgo

prominente, constante, caracteristico y exclusivo de las PTCs.

Figura 43. Estructura trimérica y supratrimérica de PTC y OTCs.

(A) Representacion de cintas de las hélices 1 (en anaranjado) y 13* (en verde oscuro)
mostrando los residuos involucrados en los contactos entre estas hélices. (B)
Estructura oligomericas de (de izquierda a derecha): pfOTC (PDB file 1IPVV), OTC
de Pseudomonas aeruginosa (1DXH), OTC de Lactobacillus hilgardii 2W37), hOTC
(20TH) y PTC-truncada de E. faecalis. Para cada estructura se expone el ensamblaje
biologico (arriba), con cada uno de los trimeros enmarcado con linea discontinua, y el
detalle de los contactos involucrando la hélice 1 (abajo). La superficie de la subunidad
anaranjada en hOTC y la hélice 1 es mostrada en cinta. El codigo de colores para las
hélices mostradas en la parte inferior corresponde a las subunidades involucradas en
las interacciones mostradas.

124



Resultados y Discusion

La falta de conservacion de secuencia (Figura 44) apoya la idea de
que la hélice 13 no estd involucrada en la uniéon de los sustratos o en la
catalisis, lo que ademas concuerda con la localizacion remota de esta hélice
respecto al centro activo, que esta ubicado en el lado opuesto del trimero. El
hecho de que tres residuos identificados de la secuencia caracteristica de ésta
hélice (Figura 44) tengan una cadena lateral hidrofobica y estén implicados en
la interaccidon con la hélice 1 de la subunidad adyacente (Figura 29), y las
extensas interacciones de esta hélice con la subunidad vecina que representan
una contribucion de ~740 A* por subunidad de superficie cubierta por la
hélice, son indicadores importantes de que esta hélice debe colaborar en la
estabilidad del trimero de PTC, a pesar que, sin la hélice 13, las OTCs forman
trimeros estables que tienen interfases entre subunidades similares en
extension a la de la PTC cuando no se tiene en cuenta la contribucién de la
hélice 13 (~2300 A? y ~2500 A* de superficie cubierta por monémero en
hOTC y efPTC respectivamente sin incluir en la PTC la hélice C-terminal).
Ademads, el servidor PISA [http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/cgi-
bin/piserver, (Krissinel y Henrick, 2007)] calcula un coste energético mucho
mayor para la disociaciéon de los monomeros del trimero de PTC (AG = 59
kcal/mol) que del trimero de PTC sin la hélice 13 (14,6 kcal/mol) o que el

trimero de hOTC (26,4 kcal/ mol), que no tiene hélice C-terminal.
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Figura 44. La extension C-terminal exclusiva de PTC.

Alineamiento de secuencia de la porcion C-terminal de algunas OTCs con estructura
cristalina conocida y de PTCs conocidas o identificadas en las bases de datos
(anotadas como tales en las UniProt y NCBI Protein). Las letras de color rojo
representan la secuencia diagnostica identificada en la hélice 13. Las secuencias
subrayadas corresponden a las a-hélices observadas (OTCs y PTC de E. faecalis) o
predichas (el resto de las PTCs). Las predicciones de estructura secundaria fueron
realizadas con SOPMA (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=npsa sopma.html). Los codigos de PDB para las OTCs
son los siguientes: OTC humana, 10TH; Ovis aries, 1¥BS; Coccidioides immitis,
3SDS; P. furiosus, 1PVV; Mycobacterium tuberculosis, 216U; Gloeobacter violaceus,
3GDS; Thermus thermophilus, 2EF0; Giardia lamblia, 3GRF; E. coli, forma I, 20TC;
P. aeruginosa, 1DXH; L. hilgardii, 2W37; Thermotoga maritima, 1VLV;
Campylobacter jejuni, 3TPF. Para las PTCs, los codigos de las bases de datos UniProt
or NCBI son los siguientes: E. faecalis, Q837U7; Eggerthella lenta, CSWMMI; S.
mutans, Q8SDW19; L. monocytogenes, D2P024; Pediococcus pentosaceus, QO3HMY;
L. hilgardii, COXIB3; Vibrio sinaloensis, ESM734; Mycoplasma mycoides, QGQMSRG6;
Slackia  heliotrinireducens, ~ YP_003143629.1;  Photobacterium  profundum,
YP 133569.1; Caulobacter sp., YP_001684585.1; Parvibaculum lavamentivorans,
YP 001412420.1.

8.1 Efecto de la supresion de la hélice 13
Para evaluar experimentalmente la importancia de la hélice 13 para la
estabilidad del trimero, decidimos delecionarla. Para poder prescindir de dicha

hélice y mantener la facilidad de la purificacion por afinidad a una columna de

126



Resultados y Discusion

Ni*", la proteina fue re-clonada con una etiqueta de seis His en el extremo N-
terminal, insertando el gen (aminoéacidos 1 al 317) en el plasmido de expresion
pNIC28-BSA4, de modo que resultara truncada en el aminodcido 318,
ocupado por un codén de parada. La proteina truncada justo antes del
comienzo de la hélice 13 de la proteina silvestre (Figura 43) fue co-expresada
en forma soluble en E. coli gracias a la coexpresion de las chaperonas
GroES/L [codificadas por el vector plasmidico pGroESL (Goloubinoff y cols.,
1989), provisto por A. E. Gatenby, de DuPont de Nemours, Wilmington,
Delaware] y fue purificada por afinidad a una columna de Ni*" en un solo paso
(Figura 45).

La actividad de la PTC truncada (llamada aqui PTC truncada) fue muy
similar a la de la PTC silvestre (619 =42 U mg'l, comparado con 670 + 68 U
mg ' para PTC silvestre), lo que demuestra que la enzima purificada no
disocia masivamente en monoémeros, ya que los monémeros no son activos,
estando de acuerdo con la observacion de que la hélice 13 no estd implicada
en la union a los sustratos ni en la catalisis. Los resultados de los estudios de
filtracion en gel mostraron que una pequefa fraccion de la enzima es
monomeérica en solucion (Figura 45), confirmando una disminucion en la
estabilidad de los trimeros, mientras que la mayoria de la proteina purificada
mostrd, sorprendentemente, una masa que excedia la observada con PTC
silvestre (trimérica), y que se correspondia con la posicidon esperada para un

hexamero (Figura 45).
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Figura 45. Preparacion y estudios de agregacion supratrimérica de la PTC-truncada.
(A) SDS-PAGE (12%) tefiido con Coomassie de PTC silvestre (WT) y PTC-truncada
(Trun), junto con marcadores de proteinas (St, dando su masa en kDa). (B)
Investigacion del estado oligomérico de PTC de E. faecalis silvestre y truncada
usando filtracion en gel. En la parte inferior se representa el perfil de elucion de la
PTC silvestre (WT, rojo) o truncada (azul), como absorbancia a 280 nm en
cromatografia de filtracion en gel con una columna Superdex 200HR 5/150. Arriba se
muestra un grafico semilogaritmico de la masa molecular (MW) frente al volumen de
elucion. Se representan los picos observados de: PTC silvestre como un cuadrado
rojo, ubicado para la masa exacta del trimero (120,3 kDa); de los picos mayor
(triangulo azul) y menor (triangulo invertido azul) de la PTC-truncada
correspondiendo a la masa exacta su hexdmero (230 kDa) y su monoémero (38,3 kDa).
Los triangulos abiertos corresponden a las siguientes proteinas estdndar (masas en
kDa entre parentesis): tiroglobulina (669), ferritina (440), PB-amilasa (224),
acetilglutamato quinasa de Thermotoga maritima (182), seralbimina bovina (66),
anhidrasa carbonica (29) y ribonucleasa (13,7).

Por tanto, esta hélice extra parece estar involucrada en prevenir la
asociacion de trimeros a arquitecturas supratriméricas. Es interesante notar
que tal asociacion sucede en muchas OTCs (Figura 43) que se asocian en
arquitecturas supratriméricas, donde la hélice 1, la misma hélice que es
ocultada por la hélice 13, estd involucrada centralmente en los contactos que
median la formacion de estas estructuras supratriméricas (Villeret y cols.,
1998). Representan algunos ejemplo claros de este mecanismo de asociacion

entre trimeros la pfOTC, la cual tiene una estructura dodecamérica formada
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por un tetrdmero de trimeros (Figura 43B, panel izquierdo), y las OTCs
catabolicas de Pseudomonas aeruginosa [también un dodecamero, Figura
43B, segundo panel desde la izquierda, (Villeret y cols., 1995)] y de L.
hilgardii [un hexadmero, Figura 43B, panel central, (de Las Rivas y cols.,
2009)]. Aunque el significado de la arquitectura de las estructuras
supratriméricas no esta claro, éstas son usuales entre las OTCs implicadas en
vias catabolicas como la que contiene a la PTC. De este modo, si PTC
evoluciond de una OTC cataboélica que tenia una arquitectura supratrimérica,
la hélice 13 podria haber sido reclutada para prevenir las interacciones

intertriméricas, previniendo la interaccion con un trimero adyacente.

8.2 Estructura de la PTC truncada

Para comprobar el papel que podria tener la hélice 13 en la prevencion
de la supratrimerizacion, determinamos la estructura cristalina de la enzima
truncada. Se obtuvo un cristal de la enzima truncada, en una solucion
conteniendo PALO, que difracté rayos X hasta 1.6 A, perteneciente al grupo
espacial P6;22 (Tabla 3). Las fases fueron obtenidas por la técnica de
reemplazo molecular, que se llevo a cabo usando como modelo el monémero
de PTC-PALO al que se le quitd la hélice 13. Sdlo se encontrd un protdmero
en la unidad asimétrica, que generé6 un hexdmero al aplicar la simetria
cristalografica. Desde las primeras etapas del trazado y afinamiento se hizo
evidente que el centro activo del protdémero contenia una molécula de PALO
que estaba unida como en los centros activos de los protomeros del cristal

PTC-PALO. La estructura final se obtuvo a 1,6 A de resolucion.
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Tabla 3. Estadisticas de la estructura y datos de rayos X de PTC carente de la
hélice C-terminal.

PTC-truncada

(fav./all./gen.all./disall.)

+PALO
Recoleccion de datos
Linea del sincrotron ESRF 1D14-4
Longitud de onda (A) 0,979
Grupo espacial P6522
Celda Unidad a, b, ¢ (A) 90,0, 90,0, 184,3
o B,y () 90, 90, 120
Rango de resolucion (A)” 40-1,59
(1,67-1,59)
Reflexiones, total/Gnicas 611,850/60,518
Completitud (%)* 100 (99,8)
I/6“ 5,7(2,1)
Ryym (%)° 8,2 (36,6)
Estadisticas de refinamiento
Rango de resolucion (A) 30-1,59
R-factor/Rye. € 16,2/18,0
Moléculas y atomos refinados
Cadenas polipeptidicas 1
Atomos de proteina 2,446
PALO 1
RMSD? enlaces(A)/angulos(®) 0,007/1,13
B-factor promedio (A?)
Proteina 12,7
PALO 8,5
Ramachandran

92,9/6,4/0/0,7

“ Los valores entre paréntesis representan datos para la capa de mayor resolucion.

b Reym = ZI - <I>/ X1, donde [ es la intensidad observada y </> la intensidad promedio.
“R-factor = X, ||Fobs| - [Featell / Z [Fobsls donde |Fops| ¥ |Featel son las amplitudes de los
factores de estructura observados y calculados para todas las reflecciones (R-factor),
Riee, €s R basado en el 5% de los datos, utilizado para el test de validacion cruzada.

4 RMSD: la raiz cuadrada de la media de la desviacion al cuadrado (root mean square
deviation).

¢ Usando PROCHECK: fav, favorecido; all, permitido; gen,all, generosamente
permitido; disall, no permitido.
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El hexamero esta formado por la dimerizacion de dos trimeros (Figura
43B, panel derecho y Figura 46), cada uno de los cuales es muy similar a los
encontrados en cualquiera de los otros cristales de PTC. Esta dimerizacion
sucede como resultado de interacciones intertriméricas que involucran la
region que seria inaccesible en presencia de la hélice 13 (Figura 46B), lo que
confirma el papel de la hélice extra C-terminal de PTC silvestre en la

prevencion de estructuras supratriméricas.

Figura 46. Estructura hexamérica de la PTC truncada.

(A) Representacion de cintas del hexamero de la PTC truncada, con un trimero arriba
y otro abajo, y cada subunidad en un color diferente. La parte concava de los trimeros
mira afuera, medidndose la interaccion entre ambos trimeros por la parte convexa, y
en particular entre las hélices 1 de ambos. (B) Detalle de las hélices 1 de dos
protomeros (en amarillo y azul) involucrados en la dimerizacion de los trimeros en el
hexamero de la PTC truncada mostrando los residuos que participan en la interaccion.
El codigo de colores para las hélices corresponde a las subunidades involucradas en
las interacciones sefialadas. Las lineas discontinuas denotan puentes de hidrogeno.
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9. Una firma diagnostica simple para la identificacion de
PTCs por secuencia

Durante muchos afios los genes para PTC no podian ser diferenciados
de los genes de las OTCs en las bases de datos gendmicos. Sin embargo, una
revision de los datos bibliograficos llevd al redescubrimiento (Naumoff y
cols., 2004a) de la secuencia N-terminal de la PTC de E. faecalis (Tricot y
cols., 1989), permitiendo la identificacion del gen de PTC en ese organismo vy,
por alineamiento de secuencia, el de otros organismos (Naumoff y cols.,
2004a; Naumoff y cols., 2004b). A partir de la comparacion de estas
secuencias se identificaron 5 largos motivos propuestos como caracteristicos
de las PTCs (Naumoff y cols., 2004a). Usando la informacion estructural
nosotros hemos podido aportar secuencias firma simplificadas. Las secuencias
de PTC pueden ser reconocidas inicialmente en base a que poseen dos
motivos invariantes, >>STRT y SHCLP, respectivamente, de union a CP y
ornitina/putrescina, que son compartidas con las OTCs. Ademas, con la
comparacion de las secuencias se hace evidente la ausencia en la PTC de un
residuo de lisina que es constante en las OTCs, dos posiciones antes del
motivo “*STRT, y que parece estar involucrado en las OTCs en la formacion
de un par idnico con el grupo carboxilato de ornitina, grupo ausente en la
putrescina.

Por otro lado, aproximadamente 40 residuos antes de la secuencia
invariante HCLP se encuentra en las OTCs la secuencia XSMG, que es
caracteristica e invariante y que da nombre al lazo SMG de estas enzimas,

pero que es reemplazada en las PTCs por la secuencia del lazo 230,
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determinante de la especificidad, con secuencia *°(Y/W)(G/W)(V/L/I)X.
Ademas, un rasgo caracteristico de las PTCs que permite diferenciarlas de las
OTCs ha sido aportado por el descubrimiento de la extension de ~20 residuos
encontrada en el extremo C-terminal cuando la secuencia es alineada con una
OTC, y por el hallazgo en esta extensién de la secuencia mencionada mas

arriba, encontrada en la hélice C-terminal, **°(L/f/v/i))XX(F/Y/L/ M/v)(L/i/m).

10. Mecanismo catalitico de la PTC

El mecanismo catalitico de otras transcarbamilasas ha sido estudiado
en detalle (Shi y cols., 2006b; Sankaranarayanan y cols., 2008; Lipscomb y
Kantrowitz, 2012) y parece comun para todas ellas. Sin embargo, aunque la
reaccion catalizada por la PTC es equivalente a las reacciones catalizadas por
esas enzimas, al momento de comenzar esta tesis la ausencia de evidencias
enzimaticas y de conocimientos estructurales impedian corroborar si el
mecanismo catalitico de la PTC era el mismo que el observado en otras
transcarbamilasas.

La disponibilidad de las estructuras de PTC con los inhibidores
analogos bisustrato unidos, PAPU y PALO, nos permitieron modelar una
molécula de carbamilfosfato (CP) superponiendo el motivo STRT de la OTC
de Mycobacterium tuberculosis [cddigo de PDB: 216U, (Sankaranarayanan y
cols., 2008)], estructura que incluye el CP unido al motivo *STRT, sobre el
modelo del protomero A del cristal de PTC-PAPU, dejando la porcion
putrescina del PAPU, simulando asi los dos sustratos presentes en el sitio
activo (Figura 47). La molécula de CP modelada esta localizada de modo que

no hay impedimentos estéricos con la proteina y las interacciones observadas
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en la porcion que rodea al carbamato podrian estabilizar la union de CP
(Figura 47). El 4&tomo de oxigeno del enlace peptidico entre la Leu-270 y Pro-
271 interacciona con uno de los hidrogenos del grupo amino (Ng) de la
putrescina (Figura 47), mientras que el otro hidrégeno lo hace con uno de los

oxigenos del grupo fosfato (Figura 47).

Figura 47. Carbamilfosfato y putrescina en el centro activo de la PTC.

Vista estéreo de las moléculas de carbamilfosfato (CP) y putrescina (Put) modeladas
mostrando (en linea interrumpida) los enlaces de hidrogeno establecidos por el CP y
el atomo Ne de putrescina con los residuos de su entorno.

En este mecanismo, el par electronico de un grupo amino
desprotonado, en este caso el Ne de la putrescina, ataca nucleofilicamente al
atomo de carbono del CP (Figura 48). Para que esto ocurra, el CP debe
encontrarse en estado dianionico (Figura 48), de modo que puede utilizar uno
de los dos adtomos de oxigeno del grupo fosfato con una carga negativa neta
como base para coordinar y posteriormente abstraer un protéon de la amina
atacante, formando un intermediario en el que un carbono planar se convierte

en tetrahédrico y queda unido a un 4tomo de oxigeno cargado negativamente
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(el oxigeno carbonilico del CP); esta estructura es altamente inestable y

finalmente colapsa, dando lugar a la formacién de los productos (Figura 48).

Figura 48. Mecanismo propuesto de la reaccion catalizada por la PTC, acorde con el
de otras transcarbamilasas.

Las lineas discontinuas indican enlaces de hidrégeno. El papel propuesto para la Arg-
54 (R54) se infiere a partir de las interacciones observadas de este residuo con PAPU
y PALO, y del papel de los residuos equivalentes en ATC y OTC.

Un paso clave en la catalisis seria la estabilizacién del intermediario
de reaccion (Figura 48) por el ambiente electropositivo constituido por Arg-
54, Arg-103, His-130 y Arg-297 (Figura 37). El equilibrio de la reaccion,
desplazado hacia la formacion del producto carbamilado y el ion fosfato
(Burnett y Cohen, 1957), se explica por la diferencia de polaridad entre los
enlaces C-O(HPO5") [Ayspec=1,07 unidades de Pauling (Allen, 1989)] y C-N&™
(Axspec=0,52 unidades de Pauling) que forman parte del intermediario
tetraédrico inestable, haciendo que el primero de estos enlaces por estar mas
polarizado sea el mas labil y derivando en la liberacion del ion fosfato.

Estudios de mutagénesis del motivo SxRT, llevados a cabo en ATC
por Xu y Kantrowitz, mostraron que los residuos de serina y treonina (Ser-52
y Thr-55 respectivamente en PTC) estan involucrados en la unién de CP (Xu y
Kantrowitz, 1989, 1991), mientras que el residuo de arginina (Arg-54 en PTC)

es responsable de la seleccion para el dianion en el grupo fosfato del CP
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(Stebbins y cols., 1992). Estas mutantes no cambiaron la afinidad de la
proteina por la molécula de CP, pero fueron capaces de unir la forma
monoanidnica, que no es capaz de activar el grupo amino atacante (Stebbins y
cols., 1992).

En las estructuras de los complejos PTC-PAPU y PTC-PALO, el
grupo guanidinio del residuo constante Arg-54 que es parte del motivo SxRT,
presente en todas las transcarbamilasas, establece un puente de hidrégeno con
uno de los dtomos de oxigeno del grupo fosfonato y estd a una distancia de
aproximadamente 3 A del 4tomo de carbono que reemplaza al oxigeno puente
del CP en el andlogo bisustrato (Figura 49). Ello sugiere fuertemente que la
Arg-54 tiene un papel catalitico, ayudando también en la PTC a seleccionar el
CP dianidnico que es necesario para la desprotonacion de la amina atacante, y
un papel estabilizador durante el desarrollo de la carga negativa generado
sobre el oxigeno puente del CP en el proceso de generacioén de los productos.
Para comprobar la importancia de la Arg-54, se decidid sustituir este residuo

por glicina o leucina, lo que se describe en la seccion siguiente.

10.1 Sustitucion de la arginina 54 del centro activo por glicina o
leucina. Efecto de guanidinio exogeno

Las formas variantes R54G y R54L de la PTC preparados mediante
mutagénesis dirigida (ver Metodologia), se purificaron en forma soluble del
mismo modo que la enzima silvestre (Figura 50A), pero a diferencia de ésta,
resultaron inactivas a pesar de haber sido probadas en cantidades >2000 veces

superiores en los ensayos enzimdticos respecto a la enzima silvestre (Figura
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50A). De este modo, la actividad hubiera sido detectable si alguna de estas
formas variantes de PTC hubiese tenido una actividad enzimatica tan baja

como 1:20.000 veces la observada con la enzima silvestre.

Figura 49. Las interacciones del CP con la PTC.

Vista estéreo de la porcion del centro activo de PTC alrededor de la porcion similar a
CP de PALO. La molécula de CP modelada se ha representado semitransparente. Los
atomos de carbono de la subunidad que contiene el centro activo se muestran en
anaranjado, los de la subunidad vecina estan coloreados en verde y los del inhibidor
PALO en amarillo. Las lineas discontinuas negras denotan puentes de hidrogeno entre
la proteina y el inhibidor, con la distancia indicada en A. Las lineas discontinuas
magenta denotan puentes de hidrégeno entre la proteina y el CP modelado que no se
observan con el inhibidor PALO.

Previamente se ha descrito con OTC de E. coli que el mutante
correspondiente a R57G recuperd parte de la actividad al anadir cloruro de
guanidinio (GdnCl). Repetimos esta aproximaciéon con los mutantes de PTC
R54G y R54L, y ambos mostraron un aumento de la actividad enzimatica
mientras que la enzima PTC silvestre se inhibié (Figura 50A), siendo la
variante R54G la que mostré una mayor activacion. Las Figura 50B y C
presentan un analisis mas pormenorizado de esos efectos del GdnCl. Cuando
la actividad enzimatica de estas variantes se expresa como porcentaje de la
actividad de la proteina silvestre a iguales concentraciones de GdnCl (Figura

50C), la actividad aumenta de un modo aparentemente sigmoideo con el
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aumento de la concentracién de GdnCl. La actividad a 120 mM de GdnCl
representa aproximadamente el 6% de la correspondiente actividad enzimatica
de la forma silvestre en presencia de esa concentracion de GdnCl, y el ajuste
de la sigmoidea sugiere una actividad a concentracion infinita de GdnCl que
representaria el 7,3% de la proteina silvestre (Figura 50C). Asi, la presencia de
GdnCl activa la variante R54G en un grado que puede estimarse como de al

menos 3 6rdenes de magnitud.

Figura 50. Purificacion y actividad enzimatica de las variantes de la Arg-54

(A) SDS-PAGE tefiido con Coomassie de las PTC de E. faecalis silvestre y variantes
R54G y R54L purificadas. Las masas de los estandares de peso molecular (St) estan
dadas en kDa. En la parte inferior se muestra la actividad enzimatica de la proteina
silvestre (0,016 pg/ml) y de las variantes R54G y RS54L (50 pg/ml sin GdnCl; 2,5
pg/ml para R54G y 28 pg/ml para R54L con GdnCl). Cuando se indica se afiadi6 al
ensayo 120 mM de GdnCl. El signo < denota el limite de deteccion. (B) Dependencia
de la actividad de la proteina silvestre (circulos negros, eje izquierdo de ordenadas) y
de sus variantes R54G y R54L (respectivamente, simbolos rojos y verdes, eje derecho
de ordenadas) de la concentracion de GdnCl. (C) Resultados para las formas mutantes,
expresadas como porcentaje de la actividad de la forma silvestre a idéntica
concentracion de GdnCl. Se usan los mismos colores y simbolos que en (B).
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En el caso de la variante R54L de PTC (Figura 50), la actividad
inducida por GdnCl fue mucho menor, ~100 menos que la alcanzada con la
variante R54G, indicando que el GdnCl es mucho mas efectivo en la

activacion de la variante R54G que de la R54L.

10.2 La estructura de PTC-R54G con PALO y Gdn

Con la finalidad de tratar de establecer el mecanismo de la activacién
por GdnCl, determinamos la estructura de la variante PTC R54G a una
resolucion de 2 A utilizando cristales crecidos en presencia de 50 mM de
GdnCl y 0,2 mM de PALO. Como en el caso del cristal PTC-PALO, se
encontraron seis protomeros en la unidad asimétrica conformando dos
trimeros, con una molécula de PALO unida al centro activo de cada protomero
(Tabla 4). La estructura de cada uno de los trimeros de la variante R54G es
muy similar a la de los trimeros de PTC-PALO (rmsd 0,47-0,85 A para la
superposicion de 981-1000 Ca), como asi también la estructura de los centros
activos de la enzima (Figura 51), excluyendo un mal plegamiento general
como la causa de la ausencia de actividad detectable de la variante.

La molécula de PALO unida a cada uno de los centros activos
interacciona con la enzima del mismo modo que lo hace con la proteina
silvestre (Figura 51), indicando que la sustitucion de la Arg-54 por un residuo
de glicina no evita la unidon de los sustratos. El lazo 230 que confiere la
especificidad para putrescina se encuentra en idéntica conformacion que en la
PTC silvestre. La secuencia “STRT, a la cual pertenece el residuo Arg-54, y
que contiene la sustitucion R54G en la variante enzimatica, esta situada en una
conformacion virtualmente idéntica a la encontrada en la proteina silvestre

139



Resultados y Discusion

(Figura 51), demostrando que la pérdida de actividad de esta variante no es

causada por un cambio en la zona del centro activo que une el CP.

Tabla 4. Estadisticas de la estructura y los datos de rayos X del cristal de la
mutante R54G de la PTC.

R54G
+PALO
Recoleccion de datos
Linea del sincrotron ESRF 1D23-2
Longitud de onda (A) 0,873
Grupo espacial 12
Celda Unidad a, b, ¢ (A) 103,7, 130,6, 164,6
a, B,y 90, 114, 90
Rango de resolucion (A)” 41-1,99
(2,10-1,99)
Reflexiones, total/Gnicas 489.435/130.385
Completitud (%)“ 90,0 (82,0)
I/s“ 8,6 (2,0)
Roym” (%) 6,6 (34,5)
Estadisticas de refinamiento
Rango de resolucion (A) 30-2,00
R-factor/Rg.. € 17,7/20,9
Moléculas y atomos refinados
Cadenas polipeptidicas 6
Atomos de proteina 15.571
PALO 6
RMSD? enlaces(A)/angulos(®) 0,006/0,95
B-factor promedio (A?)
Proteina 24,7
PALO 18,2

Ramachandran® (%)
(fav./all./gen.all./disall.)
“ Los valores entre paréntesis representan datos para la capa de mayor resolucion.
b Rgym = ZI - <I>/ X1, donde [ es la intensidad observada y </> la intensidad promedio.
“R-factor = X, ||Fobs| - [Featell / Z [Fobsls donde |Fops| ¥ |Featel son las amplitudes de los
factores de estructura observados y calculados para todas las reflecciones (R-factor),
Riee, €s R basado en el 5% de los datos, utilizado para el test de validacion cruzada.
4 RMSD: la raiz cuadrada de la media de la desviacion al cuadrado (root mean square
deviation).

92,2/7,1/0/0,7

¢ Usando PROCHECK: fav, favorecido; all, permitido; gen,all, generosamente
permitido; disall, no permitido.
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Figura 51. Los centros activos de PTC silvestre y R54G.

Vista estéreo de la superposicion de los centros activos de los protomeros A de PTC
silvestre (azul) y los protdmeros F y C (respectivamente coloreados de magenta y
verde) de la variante R54G, todos con el inhibidor PALO unido (los atomos de
carbono de PALO estan coloreados como su correspondiente protomero). En cada
caso, el lazo 80* y la hélice 3*, provistos por la subunidad vecina, estan coloreados en
tonos diferentes del mismo color que la subunidad que contiene el centro activo. Se
muestra el resto del protomero A de la enzima silvestre semitransparente. Se ilustran
las cadenas laterales de Arg-54 (s6lo presente en la forma silvestre), Glu-84* y Gln-
79*. El lazo 80* es el unico elemento con diferencias sustanciales entre las
conformaciones de la proteina silvestre y de la variante, particularmente en la variante
que no tiene Gdn en el centro activo reemplazando la cadena lateral de Arg-54, como
es el caso del protdomero C (en verde).

Como era de esperar con la sustitucion de la arginina por glicina, no
se observo ninguna densidad electronica en la regidon correspondiente a la
cadena lateral de Arg-54 en cinco de los seis protomeros encontrados en la
unidad asimétrica. Sin embargo, en el protdmero restante se pudo observar
una masa de densidad electronica que ajusta muy bien un ion Gdn (evidencias
en la Figura 52) en la posicion correspondiente al grupo guanidinio de la
cadena lateral de Arg-54 (Figura 53). Este ajuste queda bien ilustrado en la
Figura 52, en la que el afinado con dos o tres moléculas de agua en la
densidad problema resultan en densidad no explicada y, en el caso de las tres
moléculas de agua, en distancias inadecuadamente cortas entre aguas. En
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cambio, el afinamiento con Gdn explica toda la densidad y se corresponde con
razonables factores de temperatura para todos los 4tomos trazados dentro de

esta densidad.

(Contintia en la pagina siguiente)
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Figura 52. La densidad electronica atribuida al ion Gdn.

Todos los paneles son vistas estéreo del protomero F de la variante R54G. (A) Mapa
omit de la densidad electronica (en verde, F,-F. contorneado a 2.56) que atribuyo a
Gdn. Se muestran los elementos circundantes. (B) Mapa de densidad electronica (en
azul, mapa 2Fo-Fc contorneado a 1c) resultante del trazado y afinado de dos
moléculas de agua dentro de la densidad electronica mostrada en el panel A, junto con
los elementos circundantes, incluyendo PALO y el residuo Glu-84* del protomero D.
El mapa residual F,-F., contorneado a 2.5c, se muestra en verde. (C) Mapa de
densidad electronica (en azul, 2Fo-Fc contorneado a 1 o) para tres moléculas de agua
trazadas y afinadas dentro de la densidad electronica mostrada en el panel A y B, y los
elementos circundantes. El mapa residual F,-F., contorneado a 2.5c, se ilustra en
verde y esta ubicado en la posicion del atomo de carbono si se hubiese colocado el
Gdn. Las lineas discontinuas muestran la distancia entre los &tomos de oxigeno de las
tres moléculas de agua. (D) Mapa de densidad electronica (en azul, mapa 2Fo-Fc
contorneado a 1c) del ion Gdn refinado y de los elementos circundantes. (E) Se dan
los factores de temperatura para el ion Gdn y sus elementos mas proximos.

Por tanto, parece probable que el rescate parcial de la actividad de la
variante R54G se explique por la unién de un ion Gdn en algin protémero en

la posicién que seria ocupada por el grupo guanidinio de la cadena lateral de
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Arg-54. La similitud de las interacciones de este ion Gdn y del grupo Gdn de

Arg-54 con el PALO (Tabla 5) apoyan esta idea.

Figura 53. Dos iones Gdn y el inhibidor PALO unidos al centro activo del protdémero
F de la variante R54G.

Mapa omit de densidad electronica de los ligandos (en verde, F,-F. contorneado a
2.50) unidos al centro activo y mapa afinado sin ligandos (en azul, mapa 2Fo-Fc
contorneado a 1c) del lazo B2-02 y del residuo Glu-84* del lazo 80* del protomero
vecino (protdémero D). Se puede observar la ausencia de densidad electronica para la
cadena lateral de Arg-54 al haberse reemplazado por una glicina, y la localizacion de
un ion Gdn en el sitio ocupado por el grupo Gdn de la cadena lateral de la Arg-54.
Dentro de los mapas, se muestran los modelos estructurales para los residuos de
proteina y para los ligandos, con los atomos de carbono en magenta, los de oxigeno en
rojo y los de nitrogeno en azul. Las lineas discontinuas representan los enlaces de
hidrégeno que unen los iones Gdn con la proteina. Con objeto comparativo se ha
superpuesto el modelo del protomero A del cristal PTC-PALO (silvestre), en
presentacion semitransparente con sus atomos de carbono coloreados en naranja.

Asi, la distancia de este Gdn unido al 4tomo de carbono que
reemplaza en el PALO al oxigeno puente del CP es similar al del grupo
guanidinio de la Arg-54 en la enzima silvestre (Tabla 5). Ademas, el Gdn del
mutante R54G establece tres de los cuatro puentes de hidrogeno con la
proteina y el PALO que forma normalmente el grupo guanidinio de la cadena
lateral de la Arg-54, pudiendo asi el ion Gdn desempenar el papel esperado

para la cadena lateral de la Arg-54, principalmente la seleccion del CP
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dianiénico y la estabilizacion de las cargas negativas en los atomos de oxigeno
en el estado de transicion de sustratos a productos (Figura 48). Al igual que el
grupo guanidinio de la Arg-54, el ion Gdn interacciona, en el mutante, a través
de puentes de hidrégeno, con el grupo carboxilato de Glu-84* perteneciente al
lazo 80* de la subunidad vecina (Figura 54 y Tabla 5), lazo que adopta una
posicién y una conformacion similar, aunque no idéntica, a la encontrada en
los complejos de la enzima silvestre con los inhibidores analogos bisustrato
PAPU y PALO. Sin embargo, las diferencias en la conformacién de este lazo
con el de la enzima silvestre conllevan un alejamiento del residuo GIn-79%*,
involucrado en la unién al CP, de hasta 6 A respecto a la posicion observada

en los cristales de PTC-PAPU y PTC-PALO (Figura 51).

Figura 54. Las interacciones del ion Gdn imitan las del grupo Gdn de la Arg-54.

Vista estéreo de las interacciones del grupo Gdn de la Arg-54 en la proteina silvestre
(protomero A) y del ion Gdn que se asienta en la misma posicion del protomero F de
la variante R54G, con el inhibidor PALO y los elementos circundantes. La figura es
una ampliacion de la superposicion de estos dos protdmeros mostrada en la Figura 53.
Las lineas discontinuas muestran los enlaces de hidrogeno (en negro para R54G y en
verde para la silvestre), con la distancia en A. Dos moléculas de agua fijadas en la
estructura de la variante se muestran como esferas rojas y se marcan con la letra W.
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Tabla 5. Comparacién de las interacciones del ion Gdn en la variante R54G, la
cadena lateral de Arg-54 en la PTC silvestre a la que imita y del inhibidor PALO.

Distancia [A]

Ligando éti(;r:; (;eédlgando Contacto Kgl:gnte PTC-PALO
Gdn/Arg-54  NA/NE 03P PALO 2.81 2.79
C1P PALO 3.42 3.42
w3 2.94 -
NB/NH1 OE1 Glu-84 * 3.22 2.89
w'? 2.73 3.35
03P PALO - 2.99
NC/NH2 OE2 Glu-84 * 291 2.80
w3 3.46 -
PALO O1P w4 2.85 2.86
NHI Arg-103 278 2.80
NE GlIn-79% - 3.23
02P N Thr-55 2.86 2.94
OG1 Thr-55 272 2.77
OG Ser-52 2.64 261
03p w'? 2.79 321
NA Gdn 2.81 2.79
N Gly-54/Arg-54 2.83 2.88
NHI Arg-54 - 2.99
o1 NE2 His-130 2.82 271
NH2 Arg-103 2.93 2.78
NE O Leu-270 2.93 2.90
OXT NE Gln-164 2.99 3.06
w'e 2.88 2.69
¢} w3 3.00 2.67
w4 2.79 2.59
NA Gdn-2 2.74 -
N OE Gln-164 2.87 2.88
OD1 Asp-227 2.69 2.78
w262 2.87 291

W indica una molécula de agua. Los asteriscos indican que los residuos pertenecen al
protomero adyacente.

Asi, de la comparacion de la estructura del centro activo del
protémero F de R54G y de la enzima silvestre, ambas unidas a PALO (Figuras

51y 54), se pone en evidencia que en el mutante, el ion Gdn que ocupa el sitio
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de la cadena lateral de la Arg-54 no parece fijar completamente el lazo 80*
provisto por la subunidad vecina. Como este lazo participa en la formacién de
la ciipula que aisla, selecciona y secuestra los sustratos unidos al centro activo
en cada ciclo catalitico, es posible esta diferencia con la enzima silvestre que
explique que la actividad observada con el mutante a 50 mM GdnCl sea del
3% de la actividad de la enzima silvestre a la misma concentracion de GdnCl,
en lugar del 17% esperable si uno de cada seis protomeros del mutante une el
Gdn en esta posicion, de acuerdo con los resultados de la estructura del
mutante con el GdnCl.

En contraste con lo que sucede en el protomero que tiene el Gdn unido
en el lugar de la Arg-54, en cuatro de los otro cinco protdmeros encontrados
en la unidad asimétrica que no contienen el Gdn en esta posicion, el lazo 80*
estuvo desordenado, no pudiendo trazarse. En la subunidad C, que tampoco
contiene el Gdn en esta posicion, el lazo 80* si se observa, al estar fijado en
otra posicion estabilizada por contactos cristalograficos (Figura 51). En esta
ultima conformacion, parte del lazo 80* se integra en la a-hélice precedente,
hélice que aumenta asi su extension y resultando en una reorientacion del lazo
y en un alejamiento del residuo Glu-84* del centro activo de la proteina

(Figura 51).

10.3 Un segundo ion Gdn neutraliza al grupo carboxilato de PALO
en cada subunidad

Ademas del ion Gdn unido al sitio activo de la proteina que

normalmente estd ocupado por la cadena lateral de Arg-54, se encontré un
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segundo Gdn unido a todos los protémeros de la unidad asimétrica de la forma
R54G (Figura 53), donde no parece tener relacion con la ausencia de la cadena
lateral de Arg-54, pero pudiendo estar relacionado con la uniéon de PALO, ya
que interacciona fuertemente con el grupo a-carboxilato de la porcion ornitina
de este inhibidor bisustrato (Figura 53). Como se mostrd previamente, la
ornitina es un sustrato pobre para la PTC, principalmente a causa de la
presencia del grupo a-carboxilato de la ornitina, del que carece la putrescina, y
no establece interacciones directas con la proteina. El ion Gdn encontrado
junto al a-carboxilato del PALO parece desempefiar un papel en la
neutralizacion de dicho grupo carboxilato. Quizas podria ser equivalente a
algunas densidades electronicas encontradas alrededor del a-carboxilato de
ornitina en la estructura del complejo de la PTC silvestre con PALO, que
atribuimos a moléculas de agua, pero que dieron valores de factores de
temperatura (B-factors) algo mas bajos que los atomos que los circundan,
pudiendo corresponder alguna de ellas a iones amonio o litio procedentes del
medio de cristalizacion. En las OTCs, se encuentra préximo a esta posicién un
residuo de lisina conservado (Lys-88 en OTC humana), que ha sido

reemplazado en las PTCs por glutamina, como ya se ha mencionado.

10.4 El modelado de la cadena lateral de leucina en el mutante
R54L explica la menor reactivacion de dicho mutante por GdnCl

El menor grado de reactivacion de la variante R54L con la adicion de
GdnCl al medio de reaccién (Figura 50), en comparacion con los valores

alcanzados con la variante R54G, podria deberse al impedimento provocado
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por la cadena lateral de la leucina sobre la union del ion Gdn. Con el fin de
comprobar esta hipdtesis he modelado la cadena lateral de la leucina sobre la
estructura del protomero F del cristal PTC-R54G, usando el tinico rotdmero de
la leucina que no colisiona ni encuentra impedimentos estéricos con los
elementos de la proteina. Dicho rotdmero es el mas comunmente encontrado
en el PDB, con una prevalencia del 59% (Lovell y cols., 2000). El modelo
resultante muestra que la cadena lateral de la leucina choca con el ion Gdn
unido al grupo fosfonato del inhibidor PALO en la estructura del mutante,
dificultando la entrada de este en el sitio del Gdn de la proteina silvestre y
explicando la pobreza de la reactivacion de esta mutante en presencia de

GdnCl (Figura 55).

Figura 55. Impedimento estérico causado por la substitucion R54L sobre la union de
Gdn.

La cadena lateral de leucina (con los atomos de carbono en amarillo) ha sido
modelada sobre la estructura del protdomero F de la variante R54G (en cintas grises, la
subunidad vecina se muestra en verde) unida a PALO y Gdn (ambos en
representacion de palillos). Se muestran como esferas de puntos las esferas de Van der
Waals de todos los atomos que forman el residuo de leucina y el del ion Gdn.
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11. Cambios conformacionales asociados a la union de los

inhibidores bisustrato

Con el objetivo de analizar si la PTC experimenta cambios
conformacionales asociados a la union de los sustratos era necesario obtener
cristales de PTC que permitieran resolver la estructura sin los sustratos o
analogos de éstos unidos a la proteina. Obtuvimos este cristal alrededor de un
afio y medio después de poner una placa de cristalizacion sin PALO, PAPU o
sustrato. Se observo un prisma de forma hexagonal que difractd rayos X hasta
una resolucién de 2,6 A (PTC-apo, Tabla 6), perteneciendo al grupo espacial
P6, con celda 117,5 x 117,5 x 104,8 A. Las fases se obtuvieron por reemplazo
molecular utilizando el protdbmero A de la estructura de PTC-PAPU libre de
ligandos. La geometria del modelo final fue similar a la encontrada en el resto
de los modelos de PTC, con dos residuos fuera de las regiones permitidas del
grafico de Ramachandran, Met-125 y Leu-270, aunque en este caso, el
primero de ellos esta en una zona considerada generosamente permitida.

La unidad asimétrica del cristal PTC-apo contuvo dos protomeros
muy similares entre si (rmsd de 0,46 A para 312 Ca), que dan dos trimeros
independientes entre si al aplicar las operaciones de simetria para el cristal y
que también resultaron muy similares entre si (rmsd de 0,99 A para 933 Co).
La densidad electronica estd bien definida para toda la subunidad, excepto
para los lazos 80 y 230, confirmando la movilidad de estos lazos, observada

ya en los otros cristales de PTC-PALO y PTC-R54G-PALO.
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Tabla 6. Estadisticas de la estructura y los datos de rayos X del cristal PTC-apo.

PTC-apo
Recoleccion de datos
Linea del ESRF ID14-3
Longitud de onda (A) 0,931
Grupo espacial P6
Celda Unidad a, b, ¢ (A) 117,5,117,5,104,8
@ B,y () 90, 90, 120
Rango de resolucion (A)” 104-2,60
(2,74-2,60)
Reflexiones, total/Gnicas 187.173/25.352
Completitud (%)“ 99,9 (100)
I/o® 7.2 (2,0)
Ry (%)* 7,6 (34,6)
Estadisticas de refinamiento
Rango de resolucion (A) 30-2,60
R-factor/Rg. € 19,0/22,4
Moléculas y atomos refinados
Cadenas polipeptidicas 2
Atomos de proteina 4.973
Iones sulfato 3
RMSD? enlaces(A)/angulos(®) 0,005/0,97
B-factor promedio (A?)
Proteina 50,9
Iones sulfato 37,5

Ramachandran® (%)
(fav./all./gen.all./disall.)
“Los valores entre paréntesis representan datos para la capa de mayor resolucion.

b Rgym = ZI - <I>/ X1, donde / es la intensidad observada y </> la intensidad promedio.
“R-factor = X, ||Fobs| = [Featell / Z |Fobsl, donde |Fops| ¥ |Featel son las amplitudes de los
factores de estructura observados y calculados para todas las reflecciones (R-factor),
Riee, €s R basado en el 5% de los datos, utilizado para el test de validacion cruzada.

4 RMSD: la raiz cuadrada de la media de la desviacion al cuadrado (root mean square
deviation).

91,7/7,6/0,4/0,4

¢ Usando PROCHECK: fav, favorecido; all, permitido; gen,all, generosamente
permitido; disall, no permitido.

En una de las dos subunidades del cristal PTC-apo la ausencia de
densidad electronica del lazo 230 incluy6 a la hélice 9 que la sigue, mientras

que en la otra subunidad pudieron modelarse algunos de los residuos de esta
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hélice sin que formaran una estructura secundaria definida. Hay que recordar
que el lazo correspondiente de las ATCs y de las OTCs también experimenta
cambios muy importantes, que en el caso de la OTC representando

movimientos de casi 10 A.

Figura 56. Acercamiento al centro activo de PTC-apo.

La superficie del protomero que contiene el centro activo esta coloreada en verde
claro, y el lazo 80* de la subunidad vecina en azul celeste. Los paneles (A) y (B)
muestran, respectivamente, los iones sulfato unidos o una molécula de PAPU
modelada (semitransparente). Con la finalidad de comparar, se muestra en los paneles
(C) y (D) el centro activo de PTC-PAPU, que éste esta cubierto por los lazos 80* y
230, como se demuestra cuando dichos lazos se representan como cordeles.

En contribucion a lo observado en los protomeros de los cristales de
PTC-PAPU y PTC-PALO en que estos lazos forman una cupula que cubre a
los sustratos en el centro activo, el centro activo de cada uno de los
protomeros de PTC-apo estd expuesto al solvente (Figura 56). En el mismo se
observa una densidad electronica atribuida a un ion sulfato, en un sitio
proximo al del fosfonato del inhibidor PAPU en el cristal PTC-PAPU, que
contacta con algunos de los elementos del motivo STRT de uniéon a CP
(Figura 57). Existe, respecto del fosfonato del PAPU, cierto desplazamiento
del sulfato hacia el interior de la cavidad del sitio activo (Figura 57), dando
lugar a la uniéon de un segundo ion sulfato, encontrado en la parte externa del

sitio activo aunque también muy cerca del motivo STRT (Figura 57),
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revelando una alta tendencia de esta zona a atraer iones negativamente

cargados.

Figura 57. Movimientos en el centro activo de PTC asociados a la unién de los
sustratos.

Vista estéreo de los centros activos de PTC-apo (turquesa) y PTC-PAPU (gris) con los
iones sulfato y el inhibidor PAPU unidos, respectivamente. El residuo Gln-79* del
lazo 80* de la subunidad vecina se muestra con los atomos de carbono de color
magenta (s6lo ha sido trazado en PTC-PAPU). El mapa de densidad electronica omit,
F,-F. (2,50), para los iones sulfato observados en el centro activo de PTC-apo.

Como se detalld en la introduccion, la unién de los sustratos a otras
transcarbamilasas se ha asociado a movimientos de cierre de ambos dominios.
Nuestros resultados replican también los de otros, pudiendo definirse un
acercamiento del dominio C-terminal al N-terminal que, definido como
rotacion del mismo modo que se hizo para ATC, representa un cierre de 4,3 =

0,2° (Figura 58).
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Figura 58. El movimiento de los dominios de la PTC asociado a la union de los
sustratos.

Vista estéreo de la superposicion de los dominios N-terminales (residuos 1-138) del
protomero de PTC-apo (en rojo) y de PTC-PAPU (en negro). La molécula de PAPU
esta representada en esferas con los atomos de carbono en amarillo. La direccion del
movimiento asociado al cierre del centro activo con la unién del PAPU se indica con
una flecha en la parte inferior de la imagen.

El acercamiento de los dominios, estd estabilizado por una red de
puentes de hidrégeno con la molécula de PAPU que incluyen tres residuos del
centro activo, Arg-103 y His-130 del dominio N-terminal y Leu-270 del
dominio C-terminal, con la porcion amidica del PAPU (Figura 59). Ademas,
en la forma con PAPU la Arg-297, del dominio para putrescina, establece
puentes de hidrégeno con la cadena lateral de la Thr-55 y la Thr-132 (Figura
59), del dominio CP, y a través de una molécula de agua, con la cadena
principal de la Cys-269, de su mismo dominio, reforzando y estabilizando la

forma cerrada del protomero.
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Figura 59. Elementos que estabilizan el cierre de los dominios en la PTC.

(A) Se representa en cordel el protomero de la PTC con los dominios N- y C-
terminales en negro y rojo. El PAPU (amarillo) y los demas elementos (coloreados
como los dominios) involucrados en la estabilizacion de la forma cerrada se muestran
en palillos Los elementos del protomero vecino se muestran en celeste. (B) Vista
estéreo de los elementos (en palillos) que establecen puentes de hidrogeno (lineas
discontinuas verdes) s6lo en presencia de PAPU, coloreados como en (A).

Como se menciond previamente, en el cristal de PTC-apo el residuo
Met-125 estd en la region generosamente permitida del grafico de
Ramachandran, mientras que en el cristal de PTC-PAPU dicho residuo, que

estd en contacto con la porcion hidrofobica de la parte putrescina del PAPU,
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esta forzado, cayendo sus angulos en la regidon prohibida del grafico de
Ramachandran. El cambio a la posiciéon forzada se traduce también en el
establecimiento de un contacto diferente entre el atomo de oxigeno de la Gly-
124 (adyacente a la Met-125) con la cadena lateral de la Arg-103,
directamente involucrada en la unién del CP (Figura 60). De este modo, la
unién del PAPU conlleva una rotacién de ~30° entre el enlace peptidico de
Gly-124 y la Met-125 (&4ngulo ¢, Figura 60), asumiendo la Met-125 angulos
prohibidos. En ausencia de sustratos, la Arg-103 adopta un rotdmero
levemente diferente que, aunque continta contactando con el residuo Gly-124
(Figura 60), permite que éste ultimo y a la Met-125 adopten posiciones menos

forzadas.

Figura 60. Los cambios de la Met-125 con la unién del sustrato.

Vista estéreo de los elementos que rodean a la Met-125 en PTC-apo (rojo) y PTC-
PAPU (negro). Se muestra el angulo ¢ de Met-125 en grados, en rojo para PTC-apo y
negro para PTC-PAPU, asi como los puentes de hidrégeno, con la distancia en A.
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Con la union del analogo bisustrato, y por tanto de los sustratos,
algunos residuos se mueven particularmente mas que el resto del protomero
(Figura 61), especialmente los de la primera vuelta de la hélice 2 y los del lazo
que precede a ésta, que contienen el motivo de union a carbamilfosfato STRT,
y también los del lazo previo a la hélice 11, con el motivo HCLP (Figura 61).
Ademas, se observa que las cadenas laterales de los residuos Ser-51, Ser-52,
Thr-53 y Arg-54 en el motivo *>STRT experimentan importantes cambios en

el rotdmero observado con respecto a la forma sin inhibidor.

Figura 61. Desplazamiento de los Ca asociado a la union de los sustratos.

Dimensiéon del modulo (A) de desplazamiento entre los atomos Ca de PTC-apo y de
PTC-PAPU tras superposicion por ajuste de las estructuras secundarias de los
protomeros. Sobre el grafico de desplazamiento se indican los elementos de estructura
secundaria y los motivos de unién a sustrato, que coinciden con algunas de las areas
de mayor movimiento.

La movilidad del lazo 230 ha puesto de manifiesto los mecanismos a
través de los que la posicion cerrada de este lazo se estabiliza en presencia de
los sustratos. Como se ha indicado ya, se forma una red de puentes de
hidrégeno que involucra a los residuos Tyr-233, GIn-79*, His-83*, Glu-236 y

al grupo fosfonato del inhibidor (Figuras 39 y 59). A su vez, el Glu-234
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establece un puente salino con la Arg-106, que ademas se conecta a través de
una molécula de agua a la cadena lateral de GIn-50, fijando el lazo que

contiene el motivo STRT, cerca del CP (Figura 59).

12. Una estructura de PTC-apo ha sido publicada por un

grupo competidor.

Aproximadamente después de un afio de la exposicion de estos
resultados en un pequefio congreso organizado en Washington DC, y mientras
estdbamos preparando este trabajo de tesis, uno de los integrantes del comité
organizador que guardd nuestra presentacion de PowerPoint, publico
simultineamente con nosotros la estructura de la PTC de E. faecalis, incluso
realizando idénticos experimentos de delecion de la hélice C-terminal, sin dar
noticia previa alguna. Esta estructura fue obtenida en ausencia de sustratos a
menor resolucion que la estructura expuesta en esta tesis (3,2 A; PDB 3TXX)
nos referiremos a esta estructura como de menor resolucion. El modelo
estructural muestra algunas imperfecciones, probablemente debidas a la baja
resolucion y a un trazado apresurado.

Uno de los problemas de esta estructura es que un 3% de los residuos
del modelo estan en zonas generosamente permitidas, mientras que un 2%
estan en las prohibidas del grafico de Ramachandran (Figura 62), a comparar
con los 0,4% en zonas generosamente permitidas y 0,4% en las prohibidas de
nuestra estructura. Ademas, se pueden observar en dicha estructura a baja
resolucion factores de temperatura de hasta 142 A? (Ca del residuo Val-211

cadena D) en residuos adyacente a otros con factores de temperatura de 59 A*
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(Ca del residuo Leu-210 cadena D), que sugieren fuertemente algunos errores

en el trazado del modelo.
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Figura 62. Grafico de Ramachandran del modelo de PTC de baja resolucion de Shi y

cols. (2012)

El grafico ha sido generado con Procheck a partir del modelo depositado bajo el
codigo PDB 3TXX. Las regiones rojas, amarillas oscuras, amarillas claras y blancas
representan las zonas favorecidas, permitidas, generosamente permitidas y no
permitidas, respectivamente. Con cuadrados rojos se muestran los residuos ubicados
en las regiones generosamente permitidas y no permitidas.

Una diferencia entre dicha estructura y la nuestra es que en algunos de
los protomeros se han trazado los lazos 80 y 230 que no vemos nosotros.
Resulta dificil asegurar que dicho trazado sea correcto dada la naturaleza
interrumpida del mapa para dichos lazos (Figura 63), asi como los valores de

los factores de temperatura, muy elevados para los residuos que forman dichos
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lazos (por ejemplo, de 177, 210, 173 y 176 A” para la Tyr-233 de las cadenas

A, B, Cy D, respectivamente).

Figura 63. El trazado del lazo 230 de la PTC de baja resolucion.

Vista estéreo de la zona que rodea al lazo 230 del protomero B (en celeste) y a la cola
de poli His del protomero E (en rosa) del modelo depositado bajo el cdédigo de PDB
3TXX. Se muestran los mapas 2Fo-Fc (contorneado a lo, en azul) y F,-F,
(contorneado a 2.56 y -2.50, en verde y rojo, respectivamente).

Asumimos que dicho trazado es correcto, la superposicion de un
protdomero de ese modelo con uno de nuestra forma PTC-PAPU da un
movimiento del lazo 230 de hasta ~4 A, y otro del lazo 80 de hasta ~6 A
(Figura 64), ambos en direccion centrifuga con respecto al punto de unién de
los sustratos, lo que estaria de acuerdo con nuestros resultados ya comentados
que muestran que el centro activo estd abierto sin putrescina y cerrado por
ambos lazos en presencia de los dos sustratos. En otros aspectos el modelo es
muy similar al nuestro para la PTC-apo (valores de rmsd para la superposicion

de Ca de los protomeros de 0,575 £ 0,025 A para 311-321 Ca).
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Figura 64. Apertura de los lazos que cubren al centro activo de la PTC.

Vista estéreo del movimiento de los lazos que cubren el centro activo de la PTC apo
de baja resolucion (en rojo, PDB 3TXX) y de la PTC-PAPU (en negro). Se muestran
en cian (PTC-PAPU) y naranja (PTC apo) los lazos 80* de la subunidad vecina. El
PAPU se representa en bolas y palillos. El sentido del movimiento se denota con una
flecha azul y la distancia (en A) con lineas discontinuas verdes .

13. Reflexiones finales

13.1 El origen del operon AgDI

La clonacion de los genes y el estudio de las proteinas expresadas bien
por mi o por otros miembros del grupo con mi colaboracion (Llacer y cols.,
2007) han proporcionado una prueba absolutamente concluyente de que los
genes agcB y agcA de E. faecalis codifican dos enzimas clave del catabolismo
de la agmatina, la PTC y la AgDI, respectivamente, confirmando y
extendiendo evidencias previas pero indirectas en apoyo de esa misma
identificacion génica (Griswold y cols., 2004; Naumoff y cols., 2004a).
Cuando se purificé inicialmente de E. faecalis, la PTC exhibi6 cierta (aunque
baja) actividad con ornitina (Wargnies y cols., 1979), lo que se confirma en

esta tesis de forma absoluta, dando varias pruebas independientes y definitivas
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de que dicha actividad con ornitina, aunque pobre, es genuina. No obstante, la
actividad especifica relativamente baja de la PTC en comparacioén con la de la
OTC purificada (~5 veces mayor) [la baja actividad PTC no se debe a la cola
poli-His, puesto que la enzima silvestre aislada de E. faecalis tiene incluso
menos actividad (Wargnies y cols., 1979)] también hacia esencial la
confirmacién de que esta enzima es una PTC genuina, lo que he hecho
demostrando que se inhibe potentemente por concentraciones muy bajas (K; =
10 nM) del inhibidor bisustrato especifico de PTC, PAPU, un compuesto que
no inhibe la OTC a concentraciones similarmente bajas; y también al
demostrar la estructura del complejo con PAPU y la excelente adecuacion del
lazo 240 para la unién de putrescina.

La semejanza entre las vias catabolicas ADI y AgDI incluye la
similitud en el nimero de pasos (cuatro), las reacciones catalizadas
(deiminasa, transcarbamilasa, carbamato quinasa, antiportador), el orden de
estas reacciones en la ruta reaccional y la identidad de secuencia de algunas de
las proteinas que las conforman, como por ejemplo la encontrada entre las
CKs de ambas vias en el genoma de E. faecalis, que es de casi el 50% (Figura
65), la més alta entre los genes de ambos operones, sugiriendo que ambas CKs
han sido producto de una duplicacion de un ancestro reciente de ambas.
Puesto que la OTC y la PTC de E. faecalis comparten un 31% de identidad de
secuencia y carbamilan sustratos muy similares, ambas enzimas podrian
derivar también de un ancestro comun de escasa especificidad (promiscuidad
enzimatica) o, alternativamente, la PTC podria haber derivado tardiamente de

la OTC, sin que haya tenido tiempo todavia de perfeccionar la discriminacioén
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entre putrescina y ornitina, pero habiendo comprometido la eficacia catalitica
en el proceso de cambio de especificidad. Nuestros estudios estructurales
demuestran que ambas transcarbamilasas son muy parecidas, difiriendo
importantemente solo en cuanto al lazo SMG/240 que se asocia directamente
con la especificidad OTC/PTC, y en que la PTC tiene un hélice extra C-
terminal. Las evidencias filogenéticas revelen la existencia de dos genes
ancestrales diferentes para OTCs (Labedan y cols., 1999) pero sugieran un
origen para el grupo de las PTCs (que parece ser monofilético) anterior a la
division de las OTCs en dichos dos grupos (Naumoff y cols., 2004a).

En el contexto de las relaciones filogenéticas del operéon ADI y del
grupo génico AgDI, son de interés los datos obtenidos cuando en mi grupo se
caracteriz6 como AgDI (Llacer y cols., 2007), tanto en términos funcionales
como estructurales, el producto proteico del gen agcA, demostrando: 1) que la
estructura de esa enzima estd muy proxima a la de la ADI, la enzima que
cataliza la reaccion equivalente pero con arginina en vez de agmatina; 2) que
la AgDI, también de forma similar a la ADI, forma un aducto covalente de
tipo amidino con un grupo tiol catalitico que pertenece a una cisteina
conservada que estd proxima al extremo C-terminal tanto de ADI como de
AgDI. Por tanto, ADI y AgDI son enzimas homoélogas, aunque la ausencia de
una identidad de secuencia significativa indica un periodo muy largo de
divergencia entre ambas. La incapacidad de ADI y AgDI de usar cada una en
forma cruzada el sustrato de la otra (Llacer y cols., 2007) apoya la visiéon de

que la separacion entre los genes para ambas tuvo lugar hace mucho tiempo,
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permitiendo, en un proceso de gran extension temporal, la optimizacion de la
especificidad para el substrato respectivo.

Por otro lado, la AgDI del grupo de genes estudiado aqui, que esta
dedicada a la produccion fermentativa de ATP a partir de agmatina, presenta
~50% de identidad de secuencia (no ilustrado) con las AgDIs mas comunes,
que pertenecen a la ruta de la agmatina decarboxilasa (ADC) que se utiliza
para la producciéon de poliaminas (Nakada e Itoh, 2003) (aunque dicha ruta
puede servir también para la utilizacion de agmatina como fuente de carbono
y nitrégeno, tal como se ha descrito en P. aeruginosa) (Stalon y Mercenier,
1984). También de interés en el contexto evolutivo es el hecho de que no hay
dudas de que el producto del gen agcC es una verdadera carbamato quinasa,
pues su secuencia es s6lo un aminoacido mas corta que la de la CK del operon
ADI de E. faecalis (Marina y cols., 1998; Barcelona-Andres y cols., 2002) y
comparte 49% de identidad de secuencia (datos no ilustrados) con dicha
enzima de funcién y estructura tridimensional determinadas por nuestro grupo
(Marina y cols., 1999). Puesto que las CKs involucradas en los catabolismos
de arginina y agmatina son similares y no hay evidencia de que la CK se
regule por efectores (Marina y cols., 1998), la necesidad de facilitar la
expresion concertada de todos los genes de una u otra ruta podria ser la razén
principal para que estas dos rutas tengan isoenzimas CKs diferentes. La
importante identidad de secuencia entre ambas CKs indica que su separacion
no tuvo lugar en un tiempo remoto. En contraste con esta proximidad
evolutiva entre las CKs de ambas vias, la falta de identidad de secuencia

significativa (14%) entre los antiportadores de estas dos rutas de E. faecalis,
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codificados por arcD and ageD, indica que su divergencia es muy antigua, si
bien la homologia entre dichos antiportadores estd apoyada por la similitud de
la longitud de sus cadenas peptidicas (483 y 458 residuos, respectivamente) y
por la prediccion de hélices transmembrana (11 a 12 hélices) (Barcelona-
Andres y cols., 2002; Llacer y cols., 2007) y también por las funciones
equivalentes de ambos con sustratos analogos.

Por todo ello, la comparacion de los genes y proteinas de las rutas
ADI y AgDI contradice la vision simplista de que ambas rutas surgieron por
un proceso de duplicaciéon en bloque de un grupo ancestral de cuatro genes.
Tal como se ha indicado, los componentes deiminasa y antiportador de ambas
rutas han evolucionado separadamente durante mucho mas tiempo que los
componentes transcarbamilasa y carbamato quinasa, en claro contraste con lo
que cabria esperar si hubiera tenido lugar un unico evento simultineo de
duplicacion para todos los elementos del grupo de genes, seguido de
coevolucién. Los genes de la transcarbamilasa y de la CK si podrian haberse
duplicado simultdneamente, dado su similar grado de conservacion en ambos
grupo de genes. Puesto que la utilizacion de la agmatina no puede preceder a
la formacién de la agmatina, la relacion muy estrecha entre las AgDIs de las
rutas ADC y AgDI sugiere que esta ultima deriva del gen AgDI de una ruta
ADC. La evolucion de la AgDI podria haberse iniciado con su divergencia de
la ADI para servir a la funcion de sintetizar poliaminas. Mucho mas
recientemente la AgDI pudo haberse reutilizado en una nueva ruta de
catabolismo de agmatina, ruta construida mediante recombinacion de la

transcarbamilasa y la CK de la ruta ADI con el elemento AgDI de la ruta
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arginina decarboxilasa y con un antiportador de agmatina de origen no
aclarado. La composicion genética y organizacion esencialmente idéntica del
grupo de genes AgDI en los organismos en que se ha anotado una PTC
(Griswold y cols., 2004; Naumoff y cols., 2004a; Naumoff y cols., 2004b;
Landete y cols., 2010) indica que este grupo de genes se ha originado sélo una
vez en un evento unico no muy lejano en el tiempo, lo que ha resultado en que
este grupo génico se haya difundido poco en relacién con el operéon ADI,
habiendo pocos organismos que lo posean (ver por ejemplo la Comprehensive
Microbial Resource de JCVI, http://cmr. jevi.org/tigr-scripts/CMR). Esta
distribucion mas restringida quizé refleja no sélo la existencia de menos
tiempo para difundir, por un origen reciente, sino también la distribuciéon mas
restringida de la agmatina que de la arginina en los entornos bacterianos [ver

por ejemplo (Griswold y cols., 2006)].

Figura 65. Comparacion de la organizacion génica de los operones ADI y AgDI de E.
faecalis.

Los diferentes marcos abiertos de lectura se muestran como flechas de colores, siendo
blancas y verdes con borde negro los genes para las deiminasas y transcarbamilasas
respectivamente, las flechas sin bordes, verdes oscuro y claro representan a los genes
para las carbamato quinasas y los transportadores. Las lineas que conectan dos genes
con funciones equivalentes en los operones tienen el mismo color que estos genes. Se
muestra el nimero de aminoacidos codificado por cada marco de lectura y el
porcentaje de identidad entre genes con funciones equivalentes (sobre las lineas
conectoras).
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13.2 La PTC en el universo de las transcarbamilasas

La elevada similitud entre las secuencias y estructuras de la OTC de
P. furiosus (pfOTC) y la PTC de E. faecalis apoya la hipbtesis de que ambas
comparten un ancestro comun, hipertermofilico, lo que podria ser respaldado
por la baja actividad de PTC a 37°C (~700 U mg™) en comparacion con la
actividad de las OTCs caracteristicas [~4000 U mg”, (Marshall y Cohen,
1972b; Kuo y cols., 1988)], lo cual podria ser una reminiscencia de un origen
hipertermofilico de la PTC, ya que caracteristicamente las enzimas
hipertermofilicas exhiben baja actividad a temperaturas mesofilicas (Ramon-
Maiques y cols., 2002; Legrain y cols., 1997).

La existencia de la hélice extra C-terminal encontrada en las PTCs
(hélice 13) podria concordar con la idea de un origen hipertermofilico de la
PTC desde un ancestro cercano a la pfOTC. En la pfOTC, que tiene una
arquitectura dodecamérica, esencial en la resistencia a las altas temperaturas
(Villeret y cols., 1998; Clantin y cols., 2001) cada uno de los trimeros que
forman el dodecdmero tiene una estabilidad relativamente baja (AG de
disociaciéon de 12,8 kcal mol'l, calculado con el servidor PISA) en
comparacion con los trimeros tipicos de las OTCs mesofilicas (por ejemplo,
AG de disociacion calculado de 26,4 kcal mol”). En la estructura
dodecamérica, el trimero estd estabilizado por las conexiones entre las
subunidades de los trimeros vecinos a través de contactos hidrofobicos y
enlaces i6nicos que involucran principalmente a las hélices 1 de cada uno de
estos trimeros. Por eso, para hacer posible la existencia de un trimero aislado,

el ancestro de las PTCs podria haber reemplazado los contactos entre las
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hélices 1 de las subunidades de distintos trimeros con contactos entre
subunidades del mismo trimero, a través de la hélice extra C-terminal. Asi, la
hélice 13 podria cumplir un control dual, de estabilizar el trimero y de
prevenir la asociacion de los trimeros en una forma supratrimérica.

Si la PTC derivase de una enzima hipertermofilica ancestral, similar a
la pfOTC, podria haber existido una presion selectiva para eliminar la
organizacion supratrimérica que hiciese necesaria la incorporacién de una
hélice C-terminal para compensar la pérdida de estabilidad. Asi, es posible
pensar que la forma dodecamérica tuviera aparejada una restriccion en los
cambios conformacionales del protémero. Sin embargo, en pfOTC no parece
que la forma supratrimérica esté negativamente asociada con la catdlisis
(Clantin y cols., 2001) y nuestras comparaciones con la PTC entre formas sin
sustratos y con PAPU no revelan un grado de movimiento superior al que es
tipico en otras transcarbamilasas. Otra desventaja de una organizacion
supratrimérica estable podria ser la tendencia a la degradacion conjunta del
oligdbmero completo cuando uno de los trimeros sufre dafio oxidativo o por
dafio proteolitico. Sin embargo, la razén que puede resultar mas atractiva
contra la organizacion supratrimérica seria que ésta no fuera compatible con la
formacion de un metabolon que involucrara a la enzima AgDI, PTC y el
antiportador agmatina/putrescina anclado a la membrana bacteriana,
metabolon que tendria sentido para aumentar la eficiencia de la fermentacion
de agmatina del medio, la cual seria utilizada tan pronto como fuera
internalizada. Teniendo en cuenta que la agmatina es un precursor de

poliaminas (Tabor y Tabor, 1985), la restriccion del uso fermentativo de
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agmatina podria prevenir la modificacion de los niveles de poliaminas
intracelulares y el consumo fermentativo de la agmatina generada
endogenamente. La participacion de PTC en un complejo supramolecular no
parece imposible. En algunas bacterias, la aspartato transcarbamilasa forma un
complejo con la dihidroorotasa (Zhang y cols., 2009), y en animales forma
una gran proteina multifuncional (CAD) que cataliza el paso inicial en la
sintesis de pirimidinas (Evans y cols., 1993).

De cualquier modo, la presencia de un nuevo elemento de estructura
secundaria como la hélice C-terminal previniendo la oligomerizacién de los
trimeros es similar a lo descrito para la enzima aspartoquinasa III (Kotaka y
cols., 2006), que incorpora una nueva horquilla de alfa hélices que cubre una
superficie usada para establecer interacciones entre protdémeros en todos los
otros miembros de la familia aminoacido quinasa. Aunque la hélice C-
terminal parece exclusiva de las PTCs, en la estructura de la OTC humana es
posible observar un lazo C-terminal (Shi y cols., 1998), aunque mucho mas
corto que la hélice 13 de las PTCs y sin una estructura secundaria definida,
que cubre en parte la hélice 1 de la misma subunidad, de modo que no
permitiria la formacion de estructuras supratriméricas. Este hallazgo, y el de la
hélice C-terminal en la PTC que previene la oligomerizacion supratrimérica,
inducen a pensar que seria importante examinar en mayor profundidad el

papel de la organizacion supratrimérica entre las transcarbamilasas.
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13.3 El significado bioldgico de la especificidad parcial de la PTC
Como ya se ha dicho, si la PTC proviniera de una OTC, quiza su
aparicion podria haber sido lo bastante reciente como para no haber dado
tiempo a perfeccionar completamente una alta especificidad para putrescina.
Sin embargo, también cabria considerar que la especificidad parcial pudiese
haberse mantenido como una ventaja evolutiva al conferirle la posibilidad de
cumplir una doble funcion, bien con putrescina, bien con ornitina. En linea
con esta ultima hipdtesis se ha demostrado recientemente que en el genoma de
L. monocytogenes un mismo grupo de genes codifica para las vias AgDI y
ADI (Chen y cols., 2011). Este grupo esta compuesto por genes para dos
deiminasas diferentes, una CK, un transportador y s6lo una transcarbamilasa,
la PTC. De ese modo, ambas vias parecen estar involucradas en la resistencia
al ambiente acido y pueden hacer uso de la capacidad doble de PTC para
catalizar la fosfordlisis de carbamilputrescina y citrulina (Chen y cols., 2011).
Sin embargo, es interesante notar que aunque es posible identificar todos los
genes del operén AgDI (incluyendo dos genes AgDI con identidad de 69%
entre ellos), no es posible identificar un antiportador arginina/ornitina en el
genoma de L. monocytogenes usando como modelos la secuencia del gen
arcD de E. faecalis (EF0104 del genoma de E. faecalis V583) o de la proteina
codificada por éste, lo que plantea interrogantes sobre la fuente de arginina

para alimentar esta via y el destino de la ornitina producida.

13.4 La reaccion catalizada por la PTC

A la luz de los conocimientos existentes y de nuestros conocimientos

estructurales es posible visualizar como seria el proceso completo de la
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reaccion catalizada por la PTC. Asi, en un escenario donde los dominios de
cada protomero vacio se encontraran en la posicion abierta, los lazos moviles
no estarian fijados en su posiciéon cerrada y cada centro activo quedaria
expuesto al solvente, haciendo posible la uniéon primero de la molécula de CP
con su grupo fosfato en forma dianionica, seleccionado principalmente por el
residuo de Arg-54. El CP se anclaria en el centro activo con su grupo
carbamilo estableciendo puentes de hidrogeno con los residuos de His-130 y
GIn-133 del fondo de la cavidad, obligando al motivo STRT, y especialmente
a la cadena lateral de Arg-54, a adoptar una conformacién mas cerrada,
amoldandose al sustrato unido y permitiendo el establecimiento de los
correspondientes enlaces con el lazo 80* del protdémero vecino.

Una vez unido el primero de los sustratos, el centro activo de la
proteina estaria preparado para unir a la putrescina. Tiempo atrds, Kuo y col.
demostraron para OTC, que la ornitina s6lo es capaz de unirse a la enzima en
la forma zwitterionica (Kuo y cols., 1985), lo que nos permite pensar que en la
PTC la putrescina deberia estar en una forma idnica monopositiva. Asi, el
grupo amino descargado, con un par electronico libre (que denominamos Ng),
seria el que se une en las proximidades del carbono del CP, de manera que el
otro grupo amino, cargado, pudiera establecer un puente salino con el residuo
Asp-227, en la parte del centro activo mas alejada del CP. Los dos sustratos
unidos al centro activo participarian de una red de enlaces de hidrégeno entre
los dos dominios del protémero que induciria y estabilizarian la conformacion

cerrada. Posteriormente, el lazo 80* estabilizado tras la union del CP
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contribuiria al anclaje del lazo 230 en su posicion de cierre del centro activo, a

través de la red de enlaces de hidrogeno descrita antes.

Figura 66. La reaccién catalizada por la PTC.

Se muestran los posibles pasos involucrados en la reaccion catalizada por la PTC. El
protomero que aloja el centro activo se muestra en cian y el protomero vecino que
aporta el lazo 80* (modelado a partir del PDB 3TXX), en verde. Se ilustran en palillos
los sustratos, los productos y el intermediario de la reaccion, asi como también los
residuos involucrados en la fijacion del lazo 230. Carbamilputrescina (CPut) y el
intermediario de la reaccion fueron modelados a partir de las moléculas de
acetilcitrulina del PDB 3KZK y acido N&-L-ornitina-diaminofosfinil-N-sulfonico del
PDB 1DUV, respectivamente. El ion fosfato (Pi) fue modelada a partir del ion sulfato
de PTC-apo. CP, carbamilfosfato; Put, putrescina.
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El confinamiento y la ubicacion de los sustratos permitiria que los dos
atomos de hidrégeno unidos al grupo Ne de putrescina establecieran enlaces
de hidrégenos con el grupo carbonilo de Leu-270 y con uno de los atomos de
oxigeno negativamente cargado del grupo fosfato del CP. De ese modo, el par
electronico libre de Ne seria capaz de atacar nucleofilicamente al CP,
generando un intermediario inestable, que derivaria en la produccion de
carbamilputrescina y fosfato libre. Este ultimo i6n ya no estaria anclado al
fondo de la cavidad (como lo estuvo previamente por medio del grupo
carbamilo) y se podria desplazar a una posicién mas externa, como la que
tiene uno de los sulfatos en el cristal PTC-apo, permitiendo al motivo STRT
volver a la posicion mds abierta, desestabilizando el anclaje de los lazos, que
finalmente provocaria la apertura del sitio y liberaria a los productos.

Como se ha demostrado aqui mediante el desarrollo de mutantes, un
residuo muy importante en el proceso catalitico es la Arg-54. La presencia
constante entre las diferentes transcarbamilasas de una arginina equivalente
(Labedan y cols., 1999), la existencia de pacientes humanos con deficiencia
clinica de OTC llevando la mutacién equivalente a la R54G descrita en esta
tesis (R92 segun la numeracion de la OTC humana) (Yamaguchi y cols.,
2006), y la observacion de que el cloruro de guanidinio (GdnCl) también
rescata parcialmente la actividad de la OTC de E. coli con la misma mutacion
(R57G) (Rynkiewicz y Seaton, 1996), sugieren la posibilidad de tratar la
mutaciéon de OTC in vivo con GdnCl o con andlogos de Gdn. El uso de este
compuesto en humanos podria ser tenido en cuenta, pues ha sido usado en el

tratamiento del sindrome de Lambert-Eaton (Oh y cols., 1998). Sin embargo,
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su elevada toxicidad haria deseable el desarrollo de andlogos menos toxicos
que pudieran desempefiar la misma funcién. Nuestra estructura del complejo
del mutante de PTC R54G unido a Gdn y nuestros conocimientos sobre la
estructura de la PTC y de otras transcarbamilasas podria ser la base para
sugerir andlogos apropiados, que deberan ser el fruto de trabajos ulteriores al

de esta tesis.
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El gen agcB codifica para la putrescina transcarbamilasa (PTC) y forma
parte de un grupo de genes que codifican para los cuatro catalizadores
proteicos de la ruta catabolica de la agmatina de la agmatina deiminasa
(via AgDI).

La PTC usa genuinamente como sustrato no sélo la putrescina, sino
también la ornitina, aunque menos eficientemente.

La N-fosfonoacetilputrescina es un potente inhibidor bisustrato de la
PTC, pero no de la ornitina transcarbamilasa (OTC).

La estructura cristalina de la PTC prueba que es un homotrimero muy
similar al de la OTC.

La estructura de la PTC se diferencia de la de la OTC principalmente por
un lazo de uniodn a sustrato (lazo 230) que confiere la preferencia por la
putrescina y por una hélice extra C-terminal que enlaza subunidades
adyacentes en el mismo trimero y que es un rasgo unico y exclusivo de la
PTC.

Las interacciones mediadas por el lazo 230 con el sustrato que se
carbamila explican la pobreza de la ornitina como sustrato de la PTC.

La hélice C-terminal aumenta la estabilidad del trimero de PTC y evita la
formacion de estructuras supratriméricas que son comunes entre las
OTCs.

La arginina 54 desempefia un papel clave en la catélisis y sus mutaciones
inactivan la PTC. El i6n guanidinio "cura" parcialmente los efectos de la
mutaciéon Arg54Gly por asentarse en el sitio de la arginina que falta en

este mutante.
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10.

11.

12.

13.

El reemplazo de la secuencia de parte del lazo 230 por la de parte del lazo
equivalente SMG de las OTCs invierte la especificidad del enzima hacia
la de una OTC.

La unién de PAPU fija los lazos del centro activo en una posicion cerrada
que lo recubre e induce un cierre de los dos dominios de cada subunidad
describible como una rotaciéon de unos 4° de un dominio hacia el otro
dominio

La PTC une Ni*" aproximadamente a mitad del eje ternario de la enzima.
Puede identificarse la PTC por su secuencia gracias a la presencia de los
motivos STRT y HCLP, a la ausencia de una K y de la secuencia XSMG
dos y unos 40 residuos antes de las secuencia STRT y HCLP,
respectivamente, a la sustitucion de la secuencia XSMG por la
(Y/W)(G/W)(V/L/DX, v a la extension C-terminal de unos 20 residuos
que incluye la secuencia (L/f/v/1)XX(F/Y/L/M/v)(L/i/m).

A pesar de sus similitudes con la ruta catabdlica de la arginina de la
arginina deiminasa (via ADI), la via AgDI no surgi6é por duplicacion de
la primera y coevoluciéon posterior conjunta de todos sus elementos,
siendo probable que surgiera una sola vez en un horizonte temporal no
lejano por el reclutamiento de los componentes transcarbamilasa y
carbamato quinasa de la via ADI y de una agmatina deiminasa

independiente derivada de una ruta de generacion de poliaminas.
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Parte del trabajo realizado que presento en esta tesis, se ha reflejado

en dos articulos de los cuales soy primer autor. Ademés y aunque no

directamente relacionados con esta tesis, un articulo en que han contado con

mi participacion, se han publicado durante mi estancia en el laboratorio en el

cual he realizado mi formacion predoctoral. Estas son las referencias de estos
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Llécer, J.L.*, Polo, L.M.*, Tavarez, S.*, Alarcon, B., Hilario, R., y Rubio,
V. (2007). The gene cluster for agmatine catabolism of Enterococcus
faecalis: study of recombinant putrescine transcarbamylase and agmatine
deiminase and a snapshot of agmatine deiminase catalyzing its reaction. J
Bacteriol 789, 1254-1265. (*contribuyeron de igual manera a este trabajo)
Polo, L.M., Gil-Ortiz, F., Cantin, A., y Rubio, V. (2012). New insight into
the transcarbamylase family: the structure of putrescine transcarbamylase,
a key catalyst for fermentative utilization of agmatine. Plos One 7, e31528.

B) Otra publicacion en la que ha participado el autor de esta tesis:
Montoro-Garcia, S., Gil-Ortiz, F., Garcia-Carmona, F., Polo, L.M., Rubio,
V. y Sanchez-Ferrer, A. (2011) The crystal structure of the cephalosporin
deacetylating enzyme acetyl xylan esterase bound to paraoxon explains the
low sensitivity of this serine hydrolase to organophosphate inactivation.

Biochem J 436, 321-30.
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