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Resumen

Este trabajo de tesis se engloba dentro de un proyecto de investigacion
que se inici6 en el laboratorio que dirige el Prof. Ignacio Fita del Instituto de
Biologia Molecular de Barcelona en colaboracion con el grupo del Prof. Peter C.
Loewen de la Universidad de Manitoba en Canadd. El proyecto tiene como
finalidad el estudio estructural y funcional del proteoma peroxisomal,
utilizando como modelos de estudio el proteoma humano y de levadura, con
especial atencion en las peroxinas, proteinas esenciales para el buen

funcionamiento y desarrollo del peroxisoma.

Inicialmente se propusieron varios objetivos entre los cuales habia la
resolucién estructural tridimensional mediante cristalografia de rayos-x de
algunas peroxinas implicadas en el transporte de proteinas y también algunos
enzimas claves del metabolismo del peroxisoma. Sin embargo, en el transcurso
del tiempo, hemos visto reducido el nimero de proteinas diana objeto de
estudio debido a problemas de expresion o solubilidad. Por ello, se continu6 el
estudio centrado basicamente en la estructura y cinética (realizado en el
laboratorio del Prof. Joan C. Ferrer de la Universitat de Barcelona) de Malonil-

CoA Descarboxilasa peroxisomal humana (MCD).

Malonil-CoA Descarboxilasa es un enzima que tiene un papel muy
importante en la oxidacién de acidos grasos. Presenta dos isoformas y debido a
sus caracteristicas puede residir en diferentes compartimentos celulares, como
el peroxisoma, citoplasma o mitocondria. En los tres compartimentos MCD esté

implicada de alguna forma en la via metabélica de los &cidos grasos.

En peroxisoma, MCD descarboxila el malonil-CoA procedente de la beta
oxidacién de acidos grasos. En citoplasma, MCD acttia junto a Acetil-CoA
Carboxilasa, el enzima que sintetiza el malonil-CoA. Ambos se encargan de

controlar la concentracién del malonil-CoA citoplasmatico, imprescindible para



la sintesis de acidos grasos en células lipogénicas y también inhibidor de la
Carnitina Aciltransferasa 1 (CPT1), el enzima que inicia el transporte de los
acidos grasos a la mitocondria para la Beta oxidaciéon. Finalmente, MCD en
mitocondria convierte el malonil-CoA (utilizado para la sintesis de &cidos

grasos) en acetil-CoA.

La estructura cristalina de MCD resuelta a 3.29A presenta una disposicién
oligomérica basada en un dimero de heterodimeros, con una fuerte asimetria
entre los monémeros que forman el heterodimero sugiriendo reactividad “half-
of-the-sites”. Cada monémero estd constituido por un dominio N-Terminal
todo hélice y un dominio catalitico C-Terminal con plegamiento tipico de la
familia GCN5 Histona acetiltransferasa. Sin embargo, el lugar de unién de
malonil-CoA en MCD, presenta una variacion con respecto a sus homologos. El
cambio de un residuo glutdmico (Glu302) por una glicina en el centro del
motivo de unién que facilita la liberaciéon del sustrato actuando como palanca

molecular.

El tetrdmero molecular parece ser la unidad funcional bioldgica,
confirmado por cromatografia en gel filtracién, en los cristales obtenidos con
grupo espacial P6122 y P1 de MCD peroxisomal y en la estructura de MCD
mitocondrial que fue liberada por un grupo de Oxford durante el proceso de

construccién de MCD peroxisomal.

Cada heterodimero del tetrdmero presenta una interfase de contacto
hidrofébica ademas de la posibilidad de formar un enlace disulfuro entre
subunidades. Los heterodimeros estdn unidos entre si por una pequefia
superficie de contacto del dominio C-Terminal donde se exponen parejas de
cisteinas, lo que hace de MCD una estructura tetramérica unida por superficies
hidrofébicas y con la posibilidad de unirse covalentemente mediante los

puentes disulfuro.



Los estudios cinéticos han demostrado que MCD presenta diferentes
comportamientos de eficiencia catalitica dependiendo de la formacién de los
puentes disulfuro, y ademads, confirmar que MCD tiene un comportamiento de

cooperatividad negativa total, consistente con la reactividad “half-of-the-sites”.
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1. Introduccion

1.1 Peroxisomas

La compartimentalizacién de los diversos organulos celulares ha ayudado
a la especializacion y diferenciacion de las diferentes funciones a realizar dentro
de la célula. Funciones tan importantes como degradacion y sintesis de
biomoléculas, transcripcién y traducciéon de polipéptidos, estan facilitados y son
posibles gracias a la compartimentalizaciéon. Es en este aspecto, donde el
peroxisoma tiene un papel decisivo sobre el metabolismo de los lipidos y

degradacion de peréxido de hidrégeno.

1.1.1 Visién general del peroxisoma

Los peroxisomas son pequefios orgdnulos celulares formados por una
membrana simple. Se encuentran distribuidos en todas las células eucariéticas
y fueron inicialmente descubiertos por el Dr. Christian de Duve en 1966 como
unas estructuras esféricas u ovoides de entre 0.1 - 1.5 pm de didmetro (Fig.1). El
interior estd formado por una matriz granular altamente concentrada. El
nimero de peroxisomas depende de la actividad celular. Normalmente hay
unos cientos de peroxisomas por célula en mamiferos (Lazarow, 2003). La
membrana simple del peroxisoma es permeable a pequefias moléculas como
urato o glicolato debido a los poros proteicos insertados en ella que funcionan
como canales. Sin embargo, la membrana constituye una barrera impermeable
para solutos voluminosos tales como (NAD/H, NADP/H, CoA, y acetil/acil-
CoA esters) (Antonenkov and Hiltunen, 2006). Esta caracteristica de la

membrana es propia del peroxisoma y la hace especifica para sus funciones.

La variedad de funciones que lleva a cabo el peroxisoma son multiples y
relevantes para el buen mantenimiento fisiol6gico de la célula. De entre ellas, se
encuentran funciones generales para todos los organismos como la eliminacion

de especies reactivas del oxigeno (ROS del inglés reactive oxygen species) y el
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metabolismo de lipidos detallado mds abajo. Sin embargo, se han descrito
también funciones especificas de algunos organismos incluyendo: sintesis de
penicilina en hongos y levaduras, glicolisis en protozoos, fotorespiracién y ciclo
del glioxilato en plantas, sintesis de colesterol y acidos biliares en mamiferos y
degradacion de aminoacidos en hongos y mamiferos (Titorenko and
Rachubinski, 2001). En el proceso de eliminacién de especies reactivas del
oxigeno acttan un conjunto de enzimas como son: catalasa, superdxido
dismutasa (SOD1), glutation transferasa (GSTK1), peroxiredoxinas (PRDX1 y
PRDX5), que hacen del peroxisoma, un orgénulo especializado en detoxificar la
célula de productos reactivos del oxigeno. Cuando alguno de los componentes
de este complejo falla o funciona defectuosamente, pueden aparecer sintomas

de envejecimiento celular, neurodegeneracién y estrés oxidativo (Kregel and

Zhang, 2007).

CYTOEKELETON

Fig.1 Representacion de las subestructuras celulares.
Extraido de Biology, N.Campbell and J. Reece 2008
Pearson Education
Asi pues, gracias al sistema antioxidante y la capacidad de control de
metabolismo de lipidos, el peroxisoma es un organulo con gran relevancia
dentro del contexto celular. En humanos, defectos en la biogénesis del
peroxisoma o en alguna de sus vias metabolicas desemboca en las conocidas
enfermedades peroxisomales (PBD del inglés Peroxisome biogenesis disorders).

Tales enfermedades pueden ser de dos tipos. Las que afectan a alguna de las
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proteinas denominadas peroxinas (PEX), o el segundo tipo de enfermedades,
que son debidas a defectos en algin enzima peroxisomal. (Titorenko and
Rachubinski, 2004). Las enfermedades peroxisomales mds conocidas son el
sindrome de Zellweger y Condrodisplasia puntata. Ambas enfermedades
tienen unos cuadros sintomaéticos graves, incluyendo retraso mental, problemas
psicomotores, malformacién y apoptosis de las neuronas (Powers and Moser,

1998).

1.1.2 Biogénesis del peroxisoma

Estudios iniciales hacian pensar que los peroxisomas eran organulos
autéonomos que se multiplicaban a partir del crecimiento y proliferacion de
peroxisomas preexistentes (Purdue and Lazarow, 2001). Sin embargo,
investigaciones recientes evidencian que el reticulo endoplasmaético esta
tambien relacionado con la formacién de peroxisomas (Tam et al., 2005; van der
Zand et al., 2010). Estos resultados sugieren que la biogénesis del peroxisoma

sigue dos vias diferentes (Fig.2) (Ma et al., 2011):

1) Formacién de novo de los preperoxisomas desde el reticulo endoplasmatico
(RE): Son muchos los estudios que indican que los preperoxisomas se producen
mediante la formacién de vesiculas desde el reticulo endoplasmatico (Geuze et
al., 2003; Schluter et al., 2006). Hay evidencias de que algunas de las proteinas
de membrana peroxisomales son incorporadas desde el RE en la membrana de
las vesiculas que finalmente formaran los peroxisomas maduros sin la
necesidad de mediacion de los sistemas de transporte vesicular COPI y COPII
(Voorn-Brouwer et al., 2001). Seria a partir de esta formacion desde el RE, que
se incorporarian las peroxinas de membrana (PMP) Pex3 y Pex19, las cuales
reclutaran a las demds peroxinas para incorporarlas en el peroxisoma (Kunau,
2005).

2) Division de peroxisomas preexistentes: La division de peroxisomas

preexistentes normalmente se produce en estadios de maduracién avanzados,
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en los cuales peroxisomas ya formados proliferan por fision. Pex11 es una de las
peroxinas implicadas en la divisiéon. Las peroxinas necesarias son sintetizadas
en los ribosomas libres del citoplasma e incorporadas al peroxisoma después de

su division (Fig.2) (Erdmann, 2005)

1) Fermacidn de nove
desde el RE

b 6

PrPs

Proteinags
de ATP
matriz #
F. 2) Davisidn
il- Peroxisomas 'I‘_,.# Pexll
| maduros |

b ¢

Fig.2 Diferentes rutas conocidas para la biogénesis del peroxisoma. 1)Formacién
de novo desde el reticulo endoplasmatico. 2) Divisién a partir de peroxisomas
maduros. Ambas rutas comparten la produccién de proteinas desde los ribosomas
libres en el citoplasma. La diferencia reside en que en la formacién de novo, las
proteinas son transportadas hacia el RE, sin embargo, en el proceso de division, las
proteinas son incorporadas a los preperoxisomas (Adaptado de Ma et al., 2011).

La regulacién del control de proliferacién y division de los peroxisomas es
un proceso complejo en el que no se han determinado con exactitud todos los
elementos que estdn involucrados, aunque algunos estudios demuestran que el
factor de transcripcion proliferador de peroxisoma activado por receptor alfa
(PPARa) estd implicado via activacién de genes que codifican para algunos

enzimas clave en el metabolismo del peroxisoma (Finck, 2007).
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1.1.3 Peroxinas (Pex)

Tanto la biogénesis del peroxisoma como el funcionamiento vy
mantenimiento del mismo estdn vinculadas estrechamente con las peroxinas
(Tabla.1). Las peroxinas estan codificadas por los genes PEX y sintetizadas en
los ribosomas. Posteriormente, como ya hemos visto, serdn incorporadas a los
preperoxisomas o enviadas al reticulo endoplasmatico para insertarlas en
vacuolas que finalmente se convertiran en peroxisomas maduros. Las peroxinas

se localizan en la matriz del peroxisoma o en las membranas.

Tabla 1. Lista de caracteristicas y funciones de las peroxinas

Gen Organismo Caracteristicas estructurales Funcién

Pex1 Humano AAA ATPasa Reciclaje de Pex5 dependiente de ATP
Pex2 Humano Dedo de zinc Translocacién?

Pex3 Humano Dominio SH3 Fijar Pex19 a membrane

Pex4 Hongo Ubc Mono ubiquitinacién Pex5

Pex5 Humano Motivo WxxxF/Y, region TPR Receptor PTS1

Pex6 Humano AAA ATPasa Reciclaje de Pex5 dependiente de ATP
Pex7 Humano Motivo WD40 Receptor PTS2

Pex8 Levadura Dominio cremallera leucina Unién complejo Cap%ggr-compleio dedo de
Pex9 Hongo Desconocido Desconocida
Pex10 Humano Dedo de zinc Translocaciéon?
Pex11 Humano Desconocido Divisién peroxisomas
Pex12 Humano Dedo de zinc Translocacién?
Pex13 Humano Dominio SH3 Interaccién con Pex5 y Pex7
Pex14 Humano Motivo PxxP Interaccion con Pex5 v Pex7
Pex15 Levadura Desconocido Fijacion de Pex6 a la membrana
Pex16 Humano Desconocido Desconocido

Pex17 Levadura Desconocido Ayuda en interaccidon de Pex13 y Pex5
Pex18 Levadura Motivo WxxxF/Y Coreceptor de PTS2

Pex19 Humano Caja CAAX Fijacion proteinas de membrana
Pex20 Hongo Motivo WxxxF/Y Coreceptor PTS2

Pex21 Levadura Motivo WxxxF/Y Coreceptor PTS2

Pex22 Levadura Desconocido Fijacion de Pex4 a la membrana
Pex23 Levadura DysFE Regulacion del crecimiento
Pex24 Levadura Desconocido Separacién peroxisomas

Pex25 Levadura Desconocido Elongacion peroxisomas

Pex26 Humano Desconocido Fijacién de Pex6 a la membrana
Pex27 Levadura Desconocido Elongacion peroxisomas

Pex28 Levadura Desconocido Separacion peroxisomas

Pex29 Levadura Desconocido Regulacion del crecimiento
Pex30 Levadura DysF Regulacion del crecimiento
Pex31 Levadura DysFE Regulacion del crecimiento
Pex32 Levadura DysFE Regulacion del crecimiento

1.2 Importacion de proteinas a la matriz peroxisomal

Para llevar a cabo la importacién de proteinas a la matriz peroxisomal, el

peroxisoma dispone de un complejo sistema de proteinas transportadoras que
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estan involucradas en la carga, internalizacién de proteinas y recirculacién de
los transportadores del interior al exterior del peroxisoma. Ademas,
dependiendo del grado de ubiquitinacién una vez se ha liberado la carga en el
interior del peroxisoma, los transportadores son enviados al proteosoma para

ser degradados o volver a un nuevo ciclo de transporte (Platta and Erdmann,

2007).

1.2.1 Secuencias sefial de importacion a la matriz peroxisomal

Debido a que el peroxisoma no tiene ADN propio y no puede sintetizar
las proteinas en su interior, las proteinas son sintetizadas en el citosol e
incorporadas en el peroxisoma mediante dos secuencias sefal, PTS1 y PTS2 (del

acrénimo inglés Peroxisomal targeting signal).

La secuencia sefial PTS1 consiste en el tripéptido serina-lisina,leucina
(SKL) de las proteinas o enzimas a transportar. Esta secuencia sefial es la mas
abundante y se encuentra en la mayoria de proteinas de la matriz. Es la mas
conservada evolutivamente, aunque estudios recientes han determinado que la
secuencia sefial de interaccion PTS1 puede contener hasta 9 residuos
adicionales, ademas de los tres correspondientes SKL y variantes, de la region
C-terminal necesarios para el reconocimiento de Pex5 (Neuberger et al., 2003).
La proteina receptora citosélica Pex5, reconoce la secuencia sefial PTS1 de las
proteinas que han de ser transportadas al peroxisoma (Otera et al., 2002). Pex5
contiene un dominio altamente conservado en el C-terminal compuesto por 7
motivos tetratricopéptidos (TPR del acrénimo ingles Tetratricopetides repeats). La
interacciéon del dominio TPR con las secuencia sefial PTS1 genera un cambio
conformacional de la conformacién abierta a cerrada dependiendo de si hay
interaccion o no con la secuencia sefial PTS1 (Stanley and Wilmanns, 2006).
Ademas, la region N-terminal de Pex5 contiene 7 repeticiones del motivo

WxxxF/Y pentapéptido. Estos motivos estan involucrados en la unién a dos de
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las peroxinas del complejo captador Pex13 y Pexl4 de la membrana

peroxisomal (Otera et al., 2002).

PTS2 es una secuencia sefial encontrada en la region N-terminal de
algunas proteinas como 3-Ketoacyl-CoA tiolasa, involucrada en la beta
oxidacion peroxisomal (Swinkels et al, 1991). La secuencia PTS2 esta
caracterizada por el nonapéptido (R/K)(L/V/DXs5(H/Q)(L/A) sensible a
digestiéon. Es una secuencia sefial menos comin y parece ser que tiene un
funcionamiento de transporte parecido al mostrado por PTS1. El receptor

asociado a esta secuencia sefial es Pex7 (Mukai and Fujiki, 2006).

1.2.2 Maquinaria de importacion hacia el peroxisoma

Una vez los receptores Pex5 o Pex7 han realizado la unién de las proteinas
diana, el transporte hacia la matriz es mediado a través de un complejo de
proteinas ancladas en la membrana denominado importémero. El importémero
estd formado por diferentes complejos proteicos anclados en la membrana que
estan involucrados en la captacion, translocacién y reciclado de los receptores
(Platta and Erdmann, 2007). El importémero consta de dos complejos diferentes
unidos por Pex8 y otras peroxinas adicionales que forman el complejo de

reciclado del los receptores (Fig.3).

El primer subcomplejo proteico, formado por Pex13, Pex14 y Pex17 esta
clasificado como la unidad de interaccion para los receptores Pex5 y Pex7
(Rayapuram and Subramani, 2006). Pex13 y Pex14, interacttdan entre si y
también con Pex5 y Pex7 (Albertini et al., 1997). Pex13 contiene un dominio
homélogo a Src (SH3), el cudl esta provisto de un lugar de unién para el motivo
PXXP de Pex14 y el motivo WxxxF/Y de Pex5 (Pires et al., 2003). Se cree que
ambas peroxinas (Pex13, Pex14) inician el proceso de interacciéon con los

receptores Pex5 y Pex7 (Platta and Erdmann, 2007). Pex17 es una proteina

17



periférica de membrana de funcién desconocida que se asocia con Pex14

(Rayapuram and Subramani, 2006).

El segundo subcomplejo proteico, estd compuesto de tres proteinas de
membrana, Pex2, Pex10 y Pex12, cada una de ellas dotadas con un dominio
dedo de zinc. La funcién del complejo dedo de zinc no se ha elucidado hasta la

fecha, pero se le han asignado posibles funciones de translocacién (Chang et al.,

1999) y reciclado de los receptores (Dodt and Gould, 1996).

El importémero también incluye peroxinas individuales, tales como Pex8
o Pex3, que unen el complejo de interacciéon y el complejo con dominio tipo
dedo de zinc (Meinecke et al., 2010). Otra funcién que se le asigna al
importémero es el reciclado de los receptores hacia el citosol (Collins et al.,
2000). La maquinaria de reciclado consiste en un conjunto de peroxinas
ancladas a la membrana y de otras asociadas a ella. Pex22, junto a Pex15 en
levaduras y Pex26 en mamiferos, se encargan de enviar de vuelta los receptores
al citosol para una nueva ronda de importacion o degradaciéon, dependiendo
del grado de ubiquitinaciéon aplicado por parte de Ubc4 y Pex4 (Fig3). Ambas
peroxinas, Pex15 y Pex26, tienen capacidad de unir el dominio N-terminal de
Pex6 (Birschmann et al.,, 2003). Pex6 y Pexl forman el tnico conjunto de
peroxinas ATPasas del importémero. Ambas peroxinas son necesarias para el
reciclaje de receptores y tambien para el funcionamiento general del
importémero gracias a su capacidad de actuar como chaperonas ayudando en

la disociaciéon de complejos (Shiozawa et al., 2004).

A través de una serie de interacciones coordinadas, los receptores envian
sus respectivas moléculas carga hacia el importémero y son continuamente
enviados de vuelta al citosol para consiguientes rondas de importacion-
exportacion a través de la maquinaria de reciclaje. Este proceso, ha de estar
fuertemente regulado para un funcionamiento normal del peroxisoma.

Recientes estudios en mamiferos han mostrado que la pérdida de alguno de los
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componentes del importémero estd caracterizada por la deslocalizacion de las

proteinas de la matriz en el citosol de la célula (Purdue and Lazarow, 2001).

1. Unién
6. Rtgene.m:idn o
@ degradacidn
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Fig.3 Esquema de un ciclo de importacién y reciclaje de la maquinaria de importacion del
peroxisoma dividido en 5 pasos. 1) Unién receptor-carga en el citosol. 2) Interaccién de los
receptores con el complejo de interaccion Pex13, Pex14, Pex17. 3) Translocacién del complejo
receptor-carga a la matriz mediado por Pex2, Pex10 y Pex12. 4) Liberacion de la carga dentro del
peroxisoma. 5) Monoubiquitinacién o poliubiquitinacién de los receptores. 6) Regeneracién del
receptor (Monoubiquitinacién) o degradacién (Poliubiquitinacién). (Adaptado de Harald Platta
and Ralf Erdmann, 2007)

1.2.3 Liberacién de proteinas peroxisomales

Varias hipoétesis han descrito el mecanismo por el cual las proteinas de
matriz son liberadas en el lumen peroxisomal, sin embargo estas hipoétesis
siguen sin ser verificadas. Uno de los modelos, predice que un gradiente de pH
podria ser el responsable de la disociaciéon entre el receptor y la carga. La
acidificacién de la cara citosélica del importémero es la hipétesis que cobra mas
fuerza para mediar este proceso (Meinecke et al., 2010). Este modelo esta

basado en hallazgos iniciales en levaduras, que predicen que el estado
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oligomérico de Pex5 del complejo receptor-carga puede cambiar dependiendo
del pH, resultando en un complejo monomérico disociado a pH 6 y un complejo

dimérico unido a pH 7.2 (Wang et al., 2003).

Otra de las hipotesis se respalda en unos estudios que revelan una mayor
afinidad de Pex13 por receptores libres que por receptores con carga, lo que
provocarfa la disociacion. Lo mismo ocurre con Pex14, parece ser que la
interaccion Pex5-PTS1 es mas débil en presencia de la interacciéon de Pex14 (Ma

et al., 2011; Ma and Subramani, 2009) .

Otra de las posibles hipoétesis en levadura consiste en la interaccion de la
region PTS1 por parte de Pex8 con Pex5, posibilitando asi la disociaciéon del

complejo Pex5-Cargo (Ma et al., 2011; Ma and Subramani, 2009).

1.2.4 Regeneracion ciclica de receptores PTS y ubiquitinacién

Si los receptores PTS entran en el peroxisoma, es obvio que necesitan de
sefiales y proteinas especificas para el reciclado de vuelta hacia el citosol
(Dammai and Subramani, 2001). Recientemente, se ha identificado un residuo
Cisteina cerca de la region N-terminal de Pex5 necesario para el reciclado de
receptores en levaduras y mamiferos (Grou et al., 2008; Williams et al., 2007). La
delecién de los residuos 1-17 de la regién N-terminal, que contienen el residuo
Cisteina de la peroxina humana Pex5, conlleva la perdida del reciclaje desde el
peroxisoma hasta el citosol (Costa-Rodrigues et al., 2004; Oliveira et al., 2003),

sugiriendo un rol importante de la cisteina en el reciclado del receptor Pex5.

El paso de exportaciéon del receptor enviaria Pex5 hacia la cara citosélica
de la membrana peroxisomal en un estado libre de la carga. Es 16gico pensar
que este estado libre del receptor PTS1 que ha completado una ronda de
importacion hacia el lumen ha de tener una conformacién diferente del receptor

PTS1 citosdlico unido a carga. Diferentes estudios demuestran que Pex5 libre

20



estd en estado de oligomerizacion tetramérico (Madrid et al., 2004; Wang et al.,
2003) mientras que en presencia de la carga es dimérico (Madrid et al., 2004;
Titorenko et al., 1998). Ademas, el complejo que se forma entre Pex8 y Pex5 es
1:1 asi que apareceria también la forma monomeérica para el estado del receptor
una vez ha liberado la carga en el citosol (Madrid et al., 2004; Titorenko et al.,

1998).

Una vez Pex5 estd insertado en la membrana peroxisomal serd marcado
con ubiquitina por el enzima E2 Pex4 (Fig3) (Kiel et al., 2005; Platta et al., 2004;
Williams et al., 2007), que se mantiene periférico en la membrana unido a Pex22
(Koller et al., 1999). Una vez Pex5 es monoubiquitinada, es reconocida mediante
mecanismos desconocidos por las AAA ATPasas, Pexl y Pex6 asociadas con
Pex15 en levaduras y Pex26 en mamiferos . Estas ATPasas usan la hidrdlisis del
ATP para empujar los receptores hacia el citosol (Platta et al., 2005). El altimo
paso de reciclado deberia comportar la desubiquitinaciéon y oligomerizacién del

receptor PTS, aunque todavia no se conoce como se produce este paso.

En ausencia de uno o mas componentes de la maquinaria de reciclaje (
Pex1, Pex4, Pex6, Pex22, y Pex15/26) una lisina situada cerca del extremo N-
terminal de Pex5 es poliubiquitinada por el sistema RADAR (Kiel et al., 2005;
Leon et al., 2006; Platta et al., 2004) . Este proceso de poliubiquitinacién utiliza
un enzima diferente, en este caso es Ubc4/5 (Williams et al., 2008). El efecto de
la poliubiquitinacién es la degradacion del receptor PTS mediante el

proteosoma (Fig.3).

1.3 Funciones fisiol6gicas del peroxisoma

El peroxisoma pertenece, junto a los glioxisomas y glicosomas, a la familia
de los microcuerpos celulares. Representan una clase de organismos ubicuos y
esenciales, caracterizados por la presencia de una matriz proteinosa envueltos
de una membrana simple. Desde su descubrimiento en 1966 por De Duve, el

conocimiento  bioquimico de los peroxisomas se ha incrementado
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substancialmente debido a un numero de razones diferentes. Primero, la
identificaciéon y caracterizacion de mutantes de levadura con problemas en la
biogénesis del peroxisoma han ayudado a determinar los principales
componentes de estas estructuras celulares. Este conocimiento gracias a otros
enfoques mas clasicos, como purificacion de proteinas, han consolidado la
identificacion de una serie de proteinas y enzimas peroxisomales. Segundo, el
reconocimiento de una amplia clase de enfermedades genéticas en humanos
que relacionan algunos aspectos de la biogénesis del peroxisoma y la
funcionalidad del mismo ha puesto en evidencia el rol metabdlico de los
peroxisomas en humanos. Como resultado de estos estudios combinados,
sabemos que la beta oxidacion de acidos grasos es una ruta metabolica general
de todos los tipos de peroxisomas y que los peroxisomas de los eucariotas
superiores, incluyendo los humanos, catalizan un gran nimero de funciones
peroxisomales como biosintesis de plasmalégenos, degradaciéon de espécies

reactivas o degradacién de aminoacidos (Wanders and Waterham, 2006).

1.3.1 Biosintesis de plasmalégenos

Los plasmalégenos son glicerofosfolipidos en los que una de las dos
cadenas acil esta unida al glicerol (Fig.4). Se producen por la unién de
fosfolipidos con el grupo 1-O-alquilo de un acido graso, mediante un enlace
éter, y normalmente contienen un grupo polar etanolamina o colina (Fig.4).
Hasta el momento, no se ha determinado con exactitud la funcién fisiol6gica de
los plasmalégenos, aunque algunos estudios indican que estan implicados en
dindmica de membranas, sefializaciéon intracelular, transporte de colesterol,
estrés oxidativo y metabolismo de acidos grasos (Nagan and Zoeller, 2001;

Zoeller et al., 1988)
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Fig.4 Composicion quimica de los plasmalégenos. La longitud del grupo alquenilo, n puede
variar de 13 a 18. La cadena del acido graso puede contener de 14 a 16 carbonos. El grupo R;
determina el tipo de plasmalégeno.

En humanos, los plasmalégenos constituyen un 18% del total de la masa
de fosfolipidos y muestran una distribuciéon celular y tisular especifica. Los
niveles mas elevados de plasmalégenos con cabeza polar etanolamina se
producen en cerebro, corazén, pulmones, rifiones, bazo, musculo esquelético y
genitales, mientras que los plasmalégenos con cabeza colina son producidos en
mayor proporciéon en corazén y musculo esquelético, con bajos niveles en los

demads 6rganos.

Macréfagos y neutrdfilos contienen altos niveles de plasmalégenos,
normalmente usados para producir el factor activador de plaquetas. La posicién
sn-1 de los plasmalégenos es habitualmente ocupada por alcoholes grasos de
cadena C16:0, C18:0 y C18:1, mientras que la posicién sn-2 es usualmente

ocupada por 4cidos grasos poliinsaturados (Wanders and Waterham, 2006).

La biosintesis de los plasmaldgenos requiere, a parte de otros enzimas
localizados en el citosol, de tres enzimas peroxisomales que se detallan a
continuacién. El primer paso para la biosintesis de los plasmalégenos conlleva
la transferencia de un grupo acilo al compuesto dihidroxiacetona fosfato
(DHAP) mediante la actuacién del enzima dihidroxiacetona phosphato acil
transferasa (DHAPAT o tambien denominada GNPAT) (Fig.5) (Nagan and
Zoeller, 2001). El enzima solo puede transferir un pequefio rango de Acyl-CoAs,
incluyendo los saturados (C14:0) y (C16:0) y los insaturados (C18:1) (Ofman and
Wanders, 1994). El segundo paso, tambien llevado a cabo en el peroxisoma es la

substitucion del grupo acilo por un alcohol de cadena larga mediante el enzima
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alquil-DHAP sintasa (AGPS). Ambos enzimas configuran un complejo
heterotrimérico proteico de 210 kDa asociado a membrana (Thai et al., 1997)
(Biermann et al., 1999). El tercer y altimo paso producido en el peroxisoma lo
realiza el enzima alquilo-DHAP oxidoreductasa. Mutaciones en los genes
GNPAT o AGPS son causantes de una de las conocidas PBD denominada
Condrodisplasia Puntata (Datta et al., 1990).
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Fig.5 Esquema de la sintesis de plasmalégenos. Tanto GNPAT como
AGPS s6n dos enzimas vitales para el proceso de beta-oxidacién de 4cidos
grasos en peroxisomas. Mutaciones en los genes de GNPAT o AGPS sén
causantes de las PDB. (Wanders and Waterham, 2006)

CITCx

1.3.2 Metabolismo de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Algunas reacciones metabolicas que se dan en diferentes compartimentos
celulares tales como mitocondria, reticulo endoplasmatico y peroxisomas
conllevan el consumo de oxigeno. Aunque a diferencia de la mitocondria, en el

peroxisoma, la B-oxidacion de acidos grasos no estd acoplada a la fosforilacion
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oxidativa. Sin embargo, otro tipo de mecanismo no tan especializado como la
cadena de transporte electronico de la mitocondria, extrae electrones de algunos
metabolitos para reducir el oxigeno molecular, produciendo algunas especies
reactivas de oxigeno (ROS) tales como perdxido de hidrégeno (H20:), anién
superoxido (O2 ) y el radical hidroxil (- OH) (Antonenkov et al., 2009; De Duve
and Baudhuin, 1966).
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Fig.6 Cambios redox producidos por ROS a) formacién de sulfénico, b) formacién de sulfinico,
¢) formacioén de sulfénico, d) rotura de un puente disulfuro intermolecular, d”) formacién de un
puente disulfuro intramolecular, f) adicién de una cisteina, g)Unién de oxido nitrico (Dalle-
Donne et al., 2009)

Algunos estudios, demuestran que bajas concentraciones de ROS sirven
de senalizacién celular secundaria via modificaciones reduccion-oxidacion.
Normalmente, las modificaciones redox ocurren en residuos cisteina, sin
embargo, residuos como el triptéfano, tirosina, y histidina tambien pueden
sufrir cambios similares (Fig.6 y 7). Los tioles de las cisteinas estdn sujetas a
diferentes grados de oxidacion por diferentes ROS resultando en la producciéon
de acido sulfénico (SOH), acido sulfinico (SO2H) o acido sulfénico (SOsH). Las

dos tultimas especies son irreversibles, pero la especie SOH puede ser
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modificada con la adicion de un grupo glutation (Fig.6 y 7). Estas
modificaciones postraduccionales estdn implicadas en estrés oxidativo, estrés
nitrosativo y control de la sefializacion celular (Dalle-Donne et al., 2009).
Ademas los grupos SOH también pueden reaccionar con otras cisteinas inter o

intra molecularmente para formar puentes disulfuro.

La variedad de moléculas sensibles a modificaciones oxido-redox
contienen fosfatasas, quinasas, un gran nimero de factores de transcripcién y
otras proteinas como las metaloproteinasas (Paulsen and Carroll, 2009). Sin
embargo, es conocido que niveles elevados de estas moléculas reactivas pueden
ejercer dafio celular a través de la oxidacién de macromoléculas biol6gicas
llegando asi a romper el estado redox de la célula. Las ROS, pueden alterar la
actividad de proteinas a través de varias respuestas bioldgicas, incluyendo,
expresion de genes, proliferacion celular, angiogénesis, muerte celular y

senescencia (Waris and Ahsan, 2006).
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Estos resultados, confirman que el peroxisoma juega un rol muy
importante en la produccion y degradacién de especies reactivas de oxigeno. La
funcién mas destacada de los peroxisomas es la degradacion de H2O2 a agua y
oxigeno mediante la catalasa. En este contexto es interesante apuntar que
defectos en el funcionamiento de la catalasa pueden producir dafio isquémico,
hipertension, enfermedad de la retina, enfermedades neurodegenerativas y la

iniciacion y progresion de ciertos canceres (Koepke et al., 2008).

La regulacion de las ROS producidas en los peroxisomas involucra
tambien multiples enzimas y compuestos antioxidantes, ademas de la catalasa.
La vitamina A, E y el GSH acttian como antioxidantes bioldgicos, la Superéxido
dismutasa, la glutation transferasa y una variedad completa de Glutation
peroxidasas y Peroxiredoxinas sén los enzimas complementarios a todo el

sistema de reciclado de especies reactivas de oxigeno (Singh, 1996).

1.3.3 ROS en desarrollo animal y sefializacién Wnt

Algunos procesos de desarrollo animal son realizados en condiciones
anaerdbicas, mientras que otros son dependientes de espécies ROS. La
distribucién espacio-temporal de las ROS varia a través de las diferentes etapas
de desarrollo en diferentes organismos. En mamiferos, tanto el periodo
preimplantacional y postimplantacional de la embriogénesis ocurre bajo
condiciones casi anaerdbicas, y cualquier condiciéon de estrés oxidativo puede
ser determinante en el desarrollo embriogénico (Hernandez-Garcia et al.).
Niveles elevados de ROS son letales para el crecimiento de cultivos
embrionarios, y la administracién de compuestos que facilitan la eliminacién de
radicales libres mejora el desarrollo embrionario in Vitro (Covarrubias et al.,
2008). Procesos vitales como desarrollo de la espermatogenesis, oogénesis,
fertilizacién, morfogénesis, angiogenesis y migracion celular estan vinculados al
estado redox de algunas proteinas (Fig.7) (Covarrubias et al.,, 2008). Por

ejemplo, bajos niveles de peréxido de hidrogeno producen un estado de
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supervivencia celular, mientras que niveles elevados de peroxido de hidrogeno

promueven apoptosis (Sablina et al., 2005).

Otro proceso regulado por el estado redox de las células es la sefializacion
Wnt. Las proteinas Wnt estan consideradas como moléculas esenciales para el
desarrollo animal. El rol de las proteinas Wnt son variados tanto en
embriogénesis como proliferacion y diferenciaciéon (Clevers, 2006). La
sefializacion por Wnt consiste en la acumulacién de p-catenina y su
translocaciéon hacia el nucleo, para activar el factor de transcripcion Tcf. El
proceso requiere de una proteina celular que se denomina Dishevelled (Dv1).
Dv1 a su vez, puede ser inactivada por la unién de Nrx en su estado reducido y
suprimir asi la sefializacion Wnt (Funato et al., 2006). Nrx es sensible a
oxidacién mediante peréxido de hidrégeno y asi disociar el complejo Dv1-Nrx
para activar de nuevo la transcripcion mediante el factor de transcripcion Tcf.
Teniendo en cuenta estos resultados, se puede deducir que los niveles de ROS
son determinantes en la activacion de la sefializacion Wnt y en consecuencia, el

correcto desarrollo celular.
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Fig.7 Regulacién redox de algunas proteinas importantes en desarrollo celular. La Inhibicién
(-) y activacién (+) puede resultar de la oxidacién directa de alguna proteina. La sefalizacion
mediada por ROS puede activar (flecha en la izquierda) o desactivar (flecha en la derecha) la
proteina y determinar su actividad. El esquema muestra algunas proteinas que se han
demostrado genéticamente que tienen funciones en desarrollo celular y que su actividad puede
ser regulada por ROS. La flecha representa el desarrollo embionario desde estadios metabdlicos
anaerdbicos (verde) a estadios oxidativos (rojo). (Covarrubias et al., 2008)

1.3.4 Degradacion de aminoacidos-proteinas
Los peroxisomas de mamiferos contienen varias oxidasas con funciones
de degradacién de aminoacidos. La D-aminodcido oxidasa tiene capacidad de

oxidar los D-isoémeros de los aminoacidos neutros y basicos, asi como la D-
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aspartato oxidasa, es también capaz de oxidar los D-isémeros de los
aminodacidos acidos (Van Veldhoven et al., 1991). La oxidacién de aminoacidos
por parte de ambos enzimas produce, cetoacidos, amonio y peroxido de
hidrégeno. Los peroxisomas tambien estan involucrados con la oxidaciéon de
algunos L-aminoacidos, como por ejemplo la L-lisina, que puede ser degradada
a acido L-2-amino adipico por la via metabdlica del L-pipecolato. La L-
pipecolato oxidasa, que normalmente oxida L-pipecolato a 1-piperidina-6-
carboxilato, es una enzima peroxisomal identificado en humanos (Wanders et
al., 1989) y en higado de mono (Mihalik et al., 1991), y es una proteina tipica
PTS1. El L-pipecolato es acumulado en liquidos y fluidos de pacientes que

tienen falta de peroxisomas.

Lisina, hidroxilisina y triptéfano pueden ser convertidos a glutamil-CoA,

y posteriormente ser oxidados mediante glutamil-CoA oxidasa (Van Veldhoven

etal., 1992)

1.3.5 Beta oxidacion de acidos grasos

La p-oxidacion de acidos grasos de cadena muy larga (>22) (VLCFA del
inglés very long chain fatty acids) y cadena larga (13-21) (LCFA) es un proceso
catabdlico que se produce principalmente en los peroxisomas a diferencia de la
mitocondria, que tiene capacidad tnicamente de oxidar acidos grasos de
cadena larga. Existen otras diferencias entre la beta oxidacién del peroxisoma y
la mitocondria. Por ejemplo, la beta oxidaciéon de la mitocondria estd acoplada a
la fosforilaciéon oxidativa de la cadena de transporte electrénico, con lo cual,
algunos subproductos de la beta oxidaciéon como el FADH2 y NADH son
utilizados para la sintesis de ATP. Ademas el producto final de la beta-
oxidacion en la mitocondria, el acetil-CoA, es introducido en el ciclo de krebs
para seguir con la produccién de ATP y poder reductor en forma de FADH2 y
NADH (Wanders and Waterham, 2006).
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Aunque el peroxisoma no estd acoplado a la fosforilacion oxidativa, si que
existe un transporte de electrones desde FADH2 hacia el oxigeno (Fig.8). Este
transporte, denominado respiracion peroxisomal, es utilizado para oxidar el
oxigeno hacia peréxido de hidrogeno (De Duve and Baudhuin, 1966). Los
productos finales de la beta oxidaciéon peroxisomal sén el acetil-CoA y NADH

(Poirier et al., 2006). El Acetil CoA sera utilizado en plantas para la
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gluconeogénesis. En mamiferos se exportard hacia el citosol mediante
transporte acoplado a carnitina, y una vez en el citosol, se utilizara para
sintetizar acido palmitico de cadena larga, o se reenviara a la mitocondria para

que entre en el ciclo de krebs (Jakobs and Wanders, 1995; Saggerson, 2008).

El primer paso de la beta oxidaciéon en mamiferos es catalizada por
diferentes acyl-CoA oxidasas, con diferencias importantes entre la de rata y
humano. Los peroxisomas extra hepaticos de rata contienen dos acyl-CoA
oxidasas, incluyendo palmitoil-CoA oxidasa (ACOX1) y pristanoil-CoA oxidasa
(ACOX3), mientras que los peroxisomas de higado contienen una oxidasa
adicional, colesteanoil-CoA oxidasa (ACOX2) (Van Veldhoven et al., 1992). Es
interesante, destacar que los peroxisomas humanos solo tienen dos oxidasas,
ACOX1 y ACOX2 con funciones y substratos similares (Baumgart et al., 1996).

La enzima bifuncional enoil-CoA hidratasa/3-hidroxil-acyl-CoA
dehidrogenasa (LBP/DBP) cataliza la conversiéon de enoil-CoA a 3-ceto-acyl-
CoA consumiendo una molécula de agua por molécula de enoil-CoA (Qin et al.,

1997).

El altimo paso de la beta oxidacion en mamiferos es realizado por tiolasas.
La 3-oxoacil-CoA tiolasa A (ACAA1) y la SCP-2/3-oxoacil-CoA tiolasa (SCPx)
son las dos tiolasas encargadas de realizar la catalisis a acetil-CoA. Tanto
ACAA1 como SCPx tienen la misma especificidad de sustrato para 3-oxoacil-
CoA (Antonenkov et al.,, 1999), mientras que SCPx es tambien especifica a
especies 3-oxoacil-CoA con un grupo ramificado 2-metil, como el acido

pristénico (Seedorf et al., 1994).

Defectos en el correcto funcionamiento de DBP o ACOX1 provocan
acumulaciones anormales de VLCFA en tejidos y plasma, resultando en
cuadros patolégicos que encajan con el sindrome de Zellweger vy
Adrenoleucodistrofia respectivamente (van Grunsven et al.,, 1998; Wanders,

2004).

31



1.3.6 Malonil CoA descarboxilasa peroxisomal y acidaria malénica

La gran mayoria de acidos grasos naturales contienen un ntimero par de
carbonos. Sin embargo, algunos 4cidos grasos estan formados a partir de un
namero impar de carbonos. La beta oxidacion de VLCFA con ntimero impar de
carbonos, tiene como producto final de oxidacién el propionil-CoA. La mayoria
del propionil-CoA formado de la beta oxidaciéon, es convertido al precursor del
ciclo de los &cidos tricarboxilicos succinil-CoA, a través de la via del
metilmalonil-CoA (Scholem and Brown, 1983).

Sin embargo, hay otras vias metabdlicas por las cuales propionil-CoA
puede ser metabolizado (Fig.9). La ruta mayoritaria alternativa es la beta
oxidacion por la cual el propionil-CoA es convertido a acrilil-CoA,

posteriormente a dacido 3-hidroxipropionico y después al semialdehido

malonico.
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Fig.9 Metabolismo del Aldehido Malénico 1) Degradacion del propionil-CoA mediante la ruta
del metilmalonil-CoA, 2) Ruta del semialdehido malénico, 3) Variante descubierta en bacterias

(Scholem and Brown, 1983)
Para los siguientes pasos, dos mecanismos se han propuesto: Conversion

directa del semialdehido malénico a acetil-CoA (Yamada and Jakoby, 1960) y la

conversion indirecta via malonil-CoA. Esta tltima solo descrita hasta ahora en
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bacterias (Vagelos, 1960). En mamiferos, se cree que la produccién de malonil-
CoA en peroxisomas resulta de la betaoxidacion de acidos grasos de ntimero
impar de carbonos, aunque no hay evidencias cientificas experimentales que lo

demuestren.

La importancia del metabolito malonil-CoA se puede observar a varios
niveles de regulacion. En peroxisoma, la acumulacion del malonil-CoA se
manifiesta con aciddria maldénica, una enfermedad letal que se caracteriza por
retraso mental, convulsiones, cardiomiopatia y acidosis (Footitt et al., 2010;
Sacksteder et al., 1999) . En el citosol, puede inhibir la entrada de los &cidos
grasos a la mitocondria o servir como precursor para la sintesis de acidos
grasos. Y finalmente, en la mitocondria es un intermediario entre los &cidos

grasos y el acetil-CoA que servira de reserva para el ciclo de krebs (Saggerson,

2008).

La degradaciéon de malonil-CoA en peroxisoma es catalizada por la

Malonil-CoA descarboxilasa (MCD) (EC 4.1.1.9) mediante la reaccion:

) CoA X MCD \H/CO?&L
\]TJHH\TTJ + A > Oz +

O O 0

malonyl-CoA acetyl-CoA

MCD se encuentra ampliamente distribuida desde bacterias a plantas y
mamiferos (Hayaishi, 1955; Sacksteder et al., 1999). En humanos ha sido
identificada en corazén, musculo esquelético, pancreas, higado y rifiones
(Sacksteder et al.,, 1999), mientras que en rata, niveles apreciables de MCD
mRNA se han detectado en higado, corazén y tejido adiposo (Voilley et al.,
1999).
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La expresion del gen MCD comporta la transcripciéon de dos isoformas
desde un tnico gen (Jang et al., 1989). Una isoforma mas larga (54kDa) y
distribuida en mitocondrias, y la otra mas corta (49 kDa) encontrada en
peroxisomas y citosol (Joly et al., 2005; Sacksteder et al., 1999). Consistente con
la localizacién variable de MCD, la isoforma larga de la proteina contiene una
secuencia de sefalizacion hacia la mitocondria (aminoacidos 1-39) en el N-
terminal. Mientras que la secuencia corta contiene tnicamente la secuencia
tipica de sefializaciéon peroxisomal PTS1 en el C-terminal, tambien compartida

por la isoforma larga.

Estudios iniciales en la caracterizacion de MCD de rata dieron unos
valores de Km y Vmax de 54 pM y 18,8 pmol/min/mg respectivamente ,
ademéas de determinar el peso molecular por gel filtracion del estado

oligomérico: 160 kDa (Kim and Kolattukudy, 1978).

1.4 Malonil-CoA descarboxilasa citoplasmatica y mitocondrial

1.4.1 Malonil-CoA Descarboxilasa en metabolismo energético

Parece ser que la funcién de MCD citoplasmatica tiene un rol decisivo en
la regulacién de la utilizacion de glucosa o lipidos como combustible en tejidos
humanos. El denominado ciclo Randle (Fig.10), que fue inicialmente propuesto
en 1963, recoge las interrelaciones entre glucosa y 4cidos grasos y como se
regulan los flujos y la seleccion de los mismos entre tejidos de 6rganos en
mamiferos (Hue and Taegtmeyer, 2009). Este tipo de ciclo no debe confundirse
con un ciclo metabdlico, tal como el ciclo de krebs. En un ciclo metabdlico, una
secuencia ciclica de cambios quimicos produce un cambio quimico general
(Baldwin and Krebs, 1981). Mientras que el ciclo de Randle, describe las

interacciones dindmicas entre los substratos del mismo.
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Fig.10 Ciclo Randle . El ciclo muestra la regulacién existente entre glucosa y acidos
grasos de tejido lipogénico y tejido no lipogénico. (Hue and Taegtmeyer, 2009)

Como podemos observar, la oxidacion de la glucosa produce una
inhibicion de la oxidacion de 4cidos grasos e inversamente, la degradacién de
acidos grasos inhibe la oxidaciéon de glucosa (Fig.10) (ambos procesos se
pueden producir tanto en tejido lipogénico como no lipogénico, sin embargo, la
produccion de acidos grasos se realiza tinicamente en tejido lipogénico a partir

de acetil-CoA y malonil-CoA).

Hay varios ejemplos consistentes con el ciclo Randle, por ejemplo un
estudio demuestra que el silenciamiento de la expresion del gen MCD por
siRNA (75%) (del inglés small interference ribonucleic acid) incrementa al doble los
niveles de malonil-CoA en miotubos. Ademads de este incremento, los niveles
basales de oxidaciéon de acido palmitico en mitocondria se ven reducidos un
15%. La inhibicién de la expresiéon de MCD mediante siRNA eleva los niveles
de oxidacién de glucosa 2.6 veces comparados con miotubos transfectados con

secuencias disefiadas al azar (Bouzakri et al., 2008) (Fig.11).
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Fig.11 Efecto de la reduccién de actividad de MCD en el citosol de miotubos humanos. La
disminucién de la actividad de MCD provoca un aumento de Malonil-CoA citoplasmaético. A su
vez, la inhibiciéon de CPT por malonil-CoA aumenta y consecuentemente disminuye la
importaciéon de palmitato hacia la mitocondria. El resultado es una reduccién en la beta
oxidacién mitocondrial y una disminucién del producto final Acetil-CoA para entrar al ciclo de
Krebs. Este hecho comporta un cambio de utilizacién de combustible biolégico. La glucosa sera

utilizada para compensar el efecto producido por la disminucién de actividad de MCD
(Bouzakri et al., 2008).

Otro ejemplo en tejidos no lipogénicos como musculo esquelético o
corazén, donde précticamente no se utiliza el malonil-CoA para la sintesis de
acido palmitico, muestra que niveles elevados de malonil-CoA estan
relacionados con el aumento en la oxidaciéon de glucosa mediante inhibicién de
CPT1 (del inglés Carnitine palmytoil acyl transferase) y reduccién de la oxidacién
de LCFA en mitocondria (Rasmussen and Wolfe, 1999; Ruderman et al., 1999).
De forma inversa, estudios recientes indican que un aumento en la actividad de
musculo cardiaco humano produce un incremento del 55 % en la actividad de
MCD acompafiado de wuna disminuciéon del 33% de malonil-CoA vy
consecuentemente, un 40% mas de beta oxidacion de LCFA (Goodwin and

Taegtmeyer, 1999).

En casi todos estos procesos de regulacién del ciclo de Randle, el malonil-
CoA estd presente de alguna forma. Hay evidencias que sugieren la

importancia del malonil-CoA como dispositivo intracelular para regular el
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metabolismo energético y sefialan que la concentracion de malonil-CoA
después de 48 horas en ayunas se reduce un 80% y se regenera a valores

iniciales pasadas 24 horas después de una nueva ingesta (McGarry et al., 1983).

Es evidente que la concentraciéon de malonil-CoA juega un papel decisivo
en la regulacion intracelular energética y que el nivel de produccién o
degradaciéon del mismo delimita el uso de glucosa o lipidos como fuente de
ATP para la célula. Para ello es de vital importancia tanto la funcién y correcta

regulaciéon de MCD, como el enzima acetil CoA carboxilasa (ACC).

ACC tambien interviene en la regulaciéon de la concentracién de malonil-
CoA. La ACC sintetiza malonil-CoA a partir de acetil-CoA y su actividad puede
inhibirse mediante AMPK por fosforilacién (Ruderman and Prentki, 2004) o
activarse alostéricamente por citrato (Saggerson, 2008) (Se cree que el citrato
producido en el ciclo de krebs es un medidor del estado energético de la célula
y un intermediario entre el ciclo de oxidacién de glucosa y la betaoxidacién de
acidos grasos ya que tambien tiene capacidad para inhibir los enzimas iniciales
de la glicolisis). A su vez, AMPK es sensible a la activacién por cambios en el
augmento de la ratio AMP/ATP o insulina/glucagén (Saha and Ruderman,
2003). Algunos estudios indican que MCD es tambien activado por AMPK
(Park et al., 2002; Saha and Ruderman, 2003), de forma que la disminucién de la
concentracién de malonil-CoA se veria atn més acentuada con un mayor

aumento en la beta oxidacién de acidos grasos en la mitocondria.

Estas respuestas rapidas dependientes de malonil-CoA en los cambios de
suministro de energia en musculo se ha denominado mecanismo de deteccién y

sefializacion de combustible (Ruderman et al., 1999).

1.4.2 Malonil-CoA y resistencia a insulina

La resistencia a insulina estd caracterizada por anomalias en el

metabolismo de lipidos y un consumo reducido de glucosa (Cline et al., 1999;
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Dresner et al., 1999; Kelley et al., 2002a). La relacion entre resistencia a insulina
y acumulacién de lipidos en tejidos, sugiere que los lipidos acttian como
marcadores y mediadores de la disfuncién metabdlica, especialmente en

musculo esquelético donde se da la mayor necesidad de glucosa estimulada por

la accién de la insulina (Chibalin et al., 2008; Kelley et al., 1999).

Una hipoétesis, discutida durante mucho tiempo, propone que la
resistencia a insulina podria ser inducida debido a niveles disminuidos de beta
oxidaciéon de &cidos grasos en mitocondria de células musculares. El efecto
directo es un aumento de acidos grasos circulantes, provocando: 1) Un efecto
agudo insulinotrépico. 2) La capacidad de exacerbar la resistencia a insulina en
musculo. 3) Su accién perjudicial a largo plazo en la funcién de las células
betapancreéticas (Kelley et al., 2002b; McGarry, 1998). Los acidos grasos
acumulados en el citosol, son redireccionados hacia la sintesis del diacilglicerol,
un acido graso con potencial para inducir la inhibicién de la via de sefalizacion
de insulina (Debard et al., 2006; Harmancey et al., 2008; Morino et al., 2006).
Estos bajos niveles de beta oxidacién podrian estar a su vez, provocados por un
aumento en la concentraciéon de malonil-CoA, aunque se ha demostrado que el
aumento de malonil-CoA como tnico causante de la resistencia a insulina no es

suficiente (Ruderman et al., 1997).

Estudios recientes han cuestionado también esta hipotesis debido a los
resultados obtenidos en diferentes investigaciones: 1) La induccién de la
oxidaciéon de &cidos grasos por el receptor activador de proliferacion del
peroxisoma (PPAR) no corrige la resistencia a insulina (Harmancey et al., 2008).
2) El augmento en la cantidad de lipidos manipulados genética o
farmacolégicamente, no induce resistencia a insulina (Cozzone et al., 2006).
Estos resultados han dejado paso a una nueva hipétesis sosteniendo que el
aumento en la beta oxidaciéon de acidos grasos es el desencadenante de la
resistencia a insulina, en vez de la disminucién de beta oxidacién (Muoio and

Newgard, 2006, 2008).

38



Sin embargo, esta tltima hipotesis, no es consistente con los resultados
obtenidos por Jie An y colegas, en el cudl sostienen que la sobreexpresion de
MCD vy consecuente incremento de beta oxidacion en higado revierte la

resistencia a insulina en musculo, higado y otros tejidos (An et al., 2004).

Con todos estos resultados, se puede vaticinar que se necesitaran mas
estudios para elucidar las interacciones que rigen el ciclo Randle. Como hemos
visto, hay muchas variables a incluir en el control entre la oxidacion de la
glucosa y oxidaciéon de acidos grasos mediados por malonil-CoA, substrato
regulado directamente por ACC, MCD y AMPK, y indirectamente por la
relacion insulina/ glucagén, AMP/ATP y citrato.

1.4.3 Malonil-CoA en Isquémia de corazon

El subministro energético del musculo de corazén se basa de un balance
entre oxidacién de acidos grasos y glucolisis, suministrandole entre el 60-90%
de la energia la oxidacion de acidos grasos (Saddik et al., 1993). En corazén, hay
una importante interconexién entre las vias metabolicas de los substratos en
cuestiéon. Cuando los niveles de acidos grasos son elevados, el consumo de
acidos grasos se incrementa dominando respecto al de glucosa mediante su
inhibiciéon (Lopaschuk, 2004).

Por ello, es necesario regular de forma adecuada la oxidacién de acidos
grasos en corazén. Una molécula muy importante en la regulaciéon de la
oxidacién de 4cidos grasos es malonil-CoA por su capacidad de inhibir la
entrada de acidos grasos en mitocondria. Los niveles de malonil-CoA en
corazén son controlados por tres enzimas, ACC, MCD y AMPK. En isquémia,
AMPK es rapidamente activada inhibiendo ACC vy disminuyendo en
consecuencia los niveles de malonil-CoA. El efecto final es el aumento de la
oxidacién de 4cidos grasos y una disminucion en la oxidacién de glucosa.
Ademas, AMPK debido a la demanda energética, puede activar la glicdlisis

anaerdbica causando un desacople en el balance entre oxidacién de acidos

39



grasos y glucélisis. Este desacople es el causante del exceso de protones y
lactato disminuyendo asi la eficiencia cardiaca y aumentando el dafio por

isquémia (Hopkins et al., 2003).

Se han propuesto algunos inhibidores de MCD como moléculas
potenciales para posible terapia a los casos de isquemia de corazén (Dyck et al.,
2004) y también los siRNA como futura terapia para determinados tipos de

cancer (Zhou et al., 2009).

1.4.4 Papel de Malonil-CoA descarboxilasa en mitocondria

Se cree que MCD mitocondrial estd relacionada con la eliminacién de
malonil-CoA residual (Sacksteder et al., 1999), sin embargo, el acetil-CoA
producido por MCD podria entrar en el ciclo de Krebs. En mitocondria de
mamiferos, malonil-CoA puede formarse mediante la reciente descubierta
ACSF3, una proteina mitocondrial con actividad malonil-CoA sintetasa
partiendo de malonato (Witkowski et al.). Hay que destacar que en mitocondria
no se ha encontrado ningan tipo de actividad Acetil-CoA Carboxilasa capaz de
formar malonil-CoA. El malonil-CoA es el precursor para la sintesis de acidos
grasos en mitocondria. El proceso de sintesis de 4cidos grasos mitocondriales
fué descubierto recientemente y la funcién de los 4cidos grasos resultantes de
esa via todavia no esta caracterizada. Hasta la fecha, se sabe que algunos &cidos
grasos, en especial el dcido octanoico, es el precursor del acido lipéico, un acido
graso necesario para ser utilizado en modificaciones postraduccionales y que
tambien tiene efecto directo sobre la actividad de RNA P, una proteasa
endonucleotica con actividad 5 de los tRNA maduros de mitocondria (Chen
and Martin, 1988; Hollingsworth and Martin, 1987). Ademas, la inactivacion de
algunos de los genes que codifican para alguna de las enzimas de la via de la
sintesis de acidos grasos en mitocondria se observa una perdida de
funcionalidad en la alguno de los complejos de la cadena respiratoria

mitocondrial (Hiltunen et al., 2009).
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2. Objetivos

Al iniciar este proyecto, no se disponia de ninguna estructura 3D de MCD
para poder plantear un mecanismo de catalisis. Tampoco se podian estudiar las
interacciones del sustrato en el centro activo del enzima. Lo que hubiese
ayudado en gran parte para sugerir nuevos inhibidores con diferentes

mecanismos de accion que los actuales para MCD.
Para abordar los problemas expuestos, se plantearon los siguientes objetivos:

1. Resolver la estructura tridimensional de MCD a alta resolucién mediante

técnicas de cristalografia de proteinas.

2. Resolver la estructura tridimensional de complejos de MCD con el sustrato o

inhibidores.
3. Caracterizar MCD con ensayos de actividad.

4. Proponer un modelo para la catalisis enzimatica de MCD y determinar las

interacciones entre Pex5 y MCD.
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3. Materiales y métodos

3.1 Materiales

3.1.1 Lista de materiales y equipamiento utilizado en este trabajo:
-Espectrofotémetro Nanodrop® (Thermo scientific)
-Thermal mastercycler® 5331 (Eppendorf)
-Espectofotémetro IR-UV Gene Genius (Syncgene)
-Espectofotémetro de placas Benchmark Plus (BioRad)
-Zeta sizer nano DLS ( Malvern)
-Kit sistema 4 geles verticales de electroforesis Mini-protean tetra cell
(BioRad)
-Kit sistema de transferencia electroforética Mini Trans-Blot (BioRad)
-Kit de purificacion de DNA QIAprep® Spin Miniprep Kit (Quiagen)
-Marcador de DNA Perfect DNA 1kbp Ladder (Novagen)
-Tefiidor de DNA SYBR® safe (Invitrogen)
-Primers para amplificaciones de PCR sintetizados en (Roche)
-Tefiidor fluorescente de Proteinas SYPRO® Orange (Invitrogen)
-Marcador de Proteinas pre-tefiido SeeBlue® Plus2 (Invitrogen)
-Microscopio Nikon SMZ 800/1000
-Centrifuga Avanti J-25, Avanti J-20 XP (Beckman Coulter)
-Centrifugas de mesa 5415R (Eppendorf)
-Centrifuga de mesa MiniSpin Plus (Eppendorf)
-Cartesian honeybee (Hamilton)
-Crystal Phoenix robot (ARInstruments)
-Jeringas Hamilton TLC (Hamilton)
-Kit purificacion de DNA GFX™ (GE Healthcare)
-Filtros Millipore preparacién muestras para cromatografia 0.22 pm/0.45
pm (Millipore)
-Membranas de PVDF Inmobilon (Millipore)
-Membranas durapore 0.22 pm (Millipore)
-MBP trap HP 1 y 5 ml (GE Healthcare)
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-His trap HP 1 y 5 ml (GE Healthcare)

-Superdex 200 10/300 GL (GE Healtcare)

-Superdex 200 16/60 GL (GE Healtcare)

-Mono S Resource 10/100 (GE Healtcare)

-Dialisis (sacos)

-LR clonase Gateway system (invitrogen)

-BP clonase Gateway system (invitrogen)

-Vector de clonaje pET-DEST-42-N112 (Hamburgo, EMBL)

-AKTA Basic (Amersham biosciences)

-AKTA Purifier 10 (Amersham biosciences)

-AKTA Purifier 100 (Amersham biosciences)

-AKTA Explorer (Amersham biosciences)

-Tabletas para Buffer PBS (Sigma-Aldrich)

-Bis-Tris Propane en polvo (Sigma-Aldrich)

-Kits de cribado para cristalografia de proteinas Crystal screenings
(Hampton Research)

-Tabletas de Inhibidores de proteasa Complete EDTA-Free (Roche)
-SeMet (Sigma-Aldrich)

-Medio libre de seleniometionina MD12-500GF (Molecular dimensions)
-Vivaspin 500 (GE Healthcare)

-Vivaspin 2 (GE Healthcare)

3.1.2 Paginas web utilizadas y servidores

-www.rcsb.org (Protein data bank)

-www.uniprot.org (Universal protein resource)
-www.ebi.ac.uk (European Bioinformatics Institute)
-www.peroxisomedb.org (Peroxisome database)
-www.cybergene.se (Oligos design)

-http:/ /mgc.nci.nih.gov/ (Mammalian gene collection)
-www.expasy.ch (SIB Bioinformatics Resource Portal)

-www.ncbi.nlm.nih.gov (National Center for Biotechnology information)
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-www.ddbj.nig.ac.jp (Japanese genomic database)
-www.protocol-online.org/ (Protocol website)

-www.embl-hamburg.de/ Auto-Rickshaw / (Automatic crystal structure
determinatio platform)

-http:/ /ekhidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server/ (Comparing protein
structures in 3D)

-http:/ /haddock.chem.uu.nl/ (Biomolecular interaction webportal)
-www.ensembl.org (Genome database of vertebrate and other eukaryotic
species

-http:/ / genome.ucsc.edu/ (Genome browser website)

-http:/ /www .brenda-enzymes.org

3.2 Metodologia

3.2.1 Clonaje de MCD

Después de fracasar en el intento de amplificar el cDNA mediante las dos
PCR del sistema Gateway (Fig.12), el cDNA de Malonil-CoA descarboxilasa
Humana con namero MGC3193 (del inglés Mammalian gene collection) fue
amplificado mediante la reaccion de la polimerasa (PCR ) usando los
oligonucleétidos 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTITCGAAAA
CCTGTATTTTCAGGGCAGCGGCGCGATGGACGAGCTGCTGCGCCGC-3
(Forward) y 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTTATCAGAG
CTTGCTGTTCTTTTG-3" (Reverse) en una reacciéon tinica de PCR que afiade la
secuencia de recombinacién, el lugar de corte por proteasa TEV (del inglés
Tobacco Etch Virus) y el espaciador entre el lugar de corte y el inicio de la

proteina. La temperatura utilizada para la hibridacion fue 54°C.

El fragmento amplificado y purificado con el kit GFX™ Band purification
(GE Healthcare) fue insertado en el vector de expresion pET-DEST-42-N112
(obtenido del Dr. Fran Fernandez, EMBL) mediante recombinacién con el
sistema Gateway® (Invitrogen). El producto de recombinaciéon fue secuenciado

para comprobar que la pauta de lectura no se habia modificado.
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Fig.12 Esquema de clonaje mediante el sistema Gateway. Después de realizar dos PCR sobre
el fragmento a clonar, se utilizan dos pasos de recombinacién para insertar el gen dentro del
vector. La reacciéon BP y la reacciéon LR. En verde AttBl, AttB2, AttP1 y AttP2, aparecen las
zonas de recombinacién de los fragmentos amplificados a clonar y del vector donador
respectivamente. Las zonas amarillas AttL1 y AttL2 representan las zonas de recombinacién
generadas después de la reaccion BP. Las zonas amarillas AttR1 y AttR2 son las regiones de

recombinacion del vector de expresion.

3.2.2 Mutagénesis de los residuos E302A, C206S, C243S y C206S/C243S

Los mutantes se ralizaron en la plataforma de proteinas dirigida por el Dr.
Nicholas Berrow (IRBBarcelona). Las PCR de los mutantes se realizaron con los
oligonucleétidos : E302A 5'-AGCAGGGACTCCAAGGGGTGGGCCTGGGA
ACATTCCTCATAAAGC-3" (Forward) 5- ATGGTCTAGAAAGCTTTAGAGCT
TGCTGTTCTTTTGAAACTGGGC-3" (Reverse), C206S 5'- CGGGTTACCTGGC
ATTCACCGAGCGAAGTGCTTCAGAAAATCAGTGAGGC-3 (Forward) 5'- G
CCTCACTGATTTTCTGAAGCACTTCGCTCGGTGAATGCCAGGTAACCCG-
3" (Reverse), C243S 5'- TACAGAAGGTGTTACTTCTTTTCTCACAGCTCGACC
CCTGGGGAGCCCCT (Forward) 5'- AGGGGCTCCCCAGGGGTCGAGCTGTG
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AGAAAAGAAGTAACACCTTCTGTA-3"  (Reverse),  C206S/C243S  5'-
AAGTTCTGTTTCAGGGCCCGATGGACGAGCTGCTGCGCCG-3"  (Forward)
(Producto de reacciéon de mutante C206S) 5 - AGGGGCTCCCCAGGGGTCGAG
CTGTGAGAAAAGAAGTAACACCTITCTGTA-3 (Reverse) (En rojo aparecen
las mutaciones). Los fragmentos obtenidos se clonanaron en pOPINM

previamente digerido con Kpnl i HindIll mediante el sistema InFusion®

(Clontech).

3.2.3 Expresion de MCD silvestre y mutantes

Los pruebas iniciales de expresion y solubilidad de MCD se realizaron a
37°C, 20°C y 17°C en células E.Coli BL21(DE3) recogiendo muestras a tiempo
inicial, 1h, 3h y O/N (del inglés overnight) después de inducir con 0.3mM IPTG
a ODeoo = 0.7.

Para la obtencion de MCD silvestre y sus variantes mutadas, se crecieron
cultivos de células E.Coli BL21(DE3) previamente transformadas con los
plasmido pET-DEST-42-N112-MCD, pOPINM-MCD-C206S, pOPINM-MCD-
C243S y pOPINM-MCD-C2065/C243S cada uno en 2 L de Superior Broth
(AthenaES) O/N a17 °Cy 0.3mM IPTG.

3.2.4 Preparacion de MCD con medios de Seleniometionina

La proteina recombinante MCD marcada con SeMet (Seleniometionina)
fue expresada en 1L de medio libre de metionina MD12-500-GF (Molecular
dimensions) enriquecido con 20mL OnEx solution 1 (Molecular dimensions),
50mL OnEx solution 2 (Molecular dimensions), 1 mL OnEx solution 3
(Molecular dimensions), 50 mL de SeMet glucose free nutrient mix (Molecular
dimensions), 90 mg L-Seleniometionina (Sigma-Aldrich), 100 mg de Lisina,
Treonina, Fenilalanina (Sigma-Aldrich), 50 mg de Leucina, Isoleucina, Valina
(Sigma-Aldrich), 100mg Ampicilina e inoculado con células E.Coli BL21(DE3),
transformadas previamente con el plasmido pET-DEST-42-N112-MCD. La

expresion de la proteina se inicié por autoinduccion (Studier, 2005) después de
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crecer los cultivos durante 6h a 37°C y cambiar la temperatura a 25°C durante

20h.

3.2.5 Purificacion de MCD silvestre y sus variantes

El cultivo celular obtenido de MCD silvestre fue centrifugado a 10000g y
el precipitado se resuspendi6é en tampon de lisis 1xPBS (del inglés phosphate
buffered Saline) (Sigma-Aldrich), 10 mM DTT, 0.5 mM EDTA y una mezcla de
inhibidores de proteasa (Complete free-EDTA,Roche). Se lisaron las células
mediante sonicador y el extracto celular fue centrifugado 30 min a 48000g, 4°C.
El sobrenadante se cargé en una columna MBP-trap 1mL previamente
equilibrada con tampoén 1xPBS, 10 mM DTT y se lavo la columna hasta que no
se apreciaron muestras de proteina a 280nm. La elucion se llevo a cargo con un
paso al 100% de tampoén 1xPBS, 10mM DTT, 10 mM Maltosa. Las fracciones de
0,5mL recogidas de MCD-MBP se unieron y se realiz6é una prueba de digestion
con diferentes relaciones de proteina:proteasa TEV ( del inglés, Tobacco Etch
Virus) a diferentes tiempos y temperaturas. Finalmente, la digestion se realiz6 a
una relaciéon 1:50 MCD y TEV respectivamente O/N (del inglés overnight) y
20°C. El resultado de la digestion se paso por una columna de exclusién
molecular SD200 10/300 GL (GE Healthcare) equilibrada en 1xPBS, 10 mM
DTT. Las fracciones obtenidas de la gel filtracion se concentraron en un
volumen de 500pL, se cargaron en una columna de intercambio iénico MonoS
equilibrada en 50 mM Bis-tris, 2 mM DTT, 20mM NaCl (Cloruro Sédico) y se
eluyeron con un gradiente lineal de 20mM NaCl a 1M NaCl.

Tanto las variantes mutadas como la preparacion de MCD con medios de
SeMet fueron purificados mediante el mismo protocolo que MCD, excepto que
en la digestion O/N para las mutantes se utiliz6 Prescission como proteasa

para el corte (GeHealthcare)
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3.2.6 Identificacion y caracterizacion de la estabilidad de MCD en solucién

Para el andlisis en soluciéon de MCD se utilizaron las técnicas DLS (del
inglés Dynamic Light Scattering), DSF (Differential scanning Fluorimetry) y los

geles de exclusion molecular.

La técnica DLS utiliza la dispersion de la luz para analizar el contenido de
las muestras en solucién segtn su tamafo. De este modo se puede comprobar si
una solucién esta compuesta de una sola especie (baja polidispersidad) o de una
mezcla de especies (alta polidispersidad). Ademds es una técnica no invasiva,
asi que se puede reaprovechar la muestra. Los ensayos de DLS se realizaron con
un volumen de muestra de 60 pL a concentracion de 0.5 mg/mL de MCD
silvestres en diferentes tampones, variando el pH (6.0-9.0) y la cantidad de

NaCl.

Mediante DSF se puede comprobar el grado de plegamiento de las
proteinas y la estabilidad que le confieren los cambios producidos por la
adiciéon de compuestos de bajo peso molecular. Hay varios parametros que
pueden afectar a la estabilidad de una proteina como la temperatura,
composicion del tampén y pH, sales, detergentes, y ligandos que pueden unir a
la proteina de forma especifica o inespecificamente, variando su energia de
Gibs. Este diferencial de energia de Gibs puede ser aprovechado para ver
cambios de estabilidad en la muestra debido a un cambio en la temperatura de
fusion Tm (del inglés Melting Temperature). Para ello, la técnica DSF utiliza
una sonda fluorescente que se une a las zonas hidrofébicas de la proteina. A
medida que se augmenta la temperatura, la proteina pierde estabilidad y se
desnaturaliza. La desnaturalizacion es seguida a través de fluorescencia
mostrada como funciéon de temperatura, mostrando asi una curva sigmoidea a
medida que la proteina se despliega. El punto de inflexién de la funciéon
sigmoidea corresponde a la Tm (Niesen et al., 2007). Las pruebas de DSF se
realizaron en placas de 96 pozos conteniendo cada uno de ellos la siguiente

mezcla por triplicado: 5 pL. de MCD a 5mg/ml en 50mM Tris pH 7.5, 150 mM
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NaCl + 7.5 pL SYPRO orange (preparado en el mismo tampoén que la proteina)
+12.5 pL 2x del compuesto a ser probado (tabla.1). Los cribados de reactivos se
realizaron con diferentes tampones, en el rango de pHs (3,5-8,0) con 150mM
NaCl y sin NaCl. El tampoén de la proteina fue utilizado como pozo control
negativo. La temperatura utilizada en el barrido de desnaturalizaciéon se

increment6 1°C/min desde los 25 °C hasta 85 °C.

Tabla.2 Condiciones y aditivos de los pozos para analisis mediante DSF

Pozillo Condiciéon
Al 50 mM Acido citrico pH 3.5
A2 50 mM Citrato sédico pH 4.5
A3 50 mM Bis tris pH6.5
A4 50mM Tris pH 7
A5 50 mM HEPES pH 7
Ab 50 mM BisTris pH 7
A7 50mM Tris pH 7.5
A8 50 mM BisTris pH 7.5
A9 50 mM HEPES pH 7.5
A10 50 mM BisTris pH 8
All 50 mM HEPES pH 8
Al2 50mM Tris pH 8
Bl 50 mM Acido citrico pH 3.5 + 50 mM NaCl
B2 50 mM Citrato sédico pH 4.5 + 50 mM NaCl
B3 50 mM Bis tris pH6.5 + 50 mM NaCl
B4 50mM Tris pH 7+ 50 mM NaCl
B5 50 mM HEPES pH 7 + 50 mM NaCl
B6 50 mM BisTris pH 7 + 50 mM NaCl
B7 50mM Tris pH 7.5 + 50 mM NaCl
B8 50 mM BisTris pH 7.5 + 50 mM NaCl
B9 50 mM HEPES pH 7.5 + 50 mM NaCl
B10 50 mM BisTris pH 8 + 50 mM NaCl
B11 50 mM HEPES pH 8 + 50 mM NaCl
B12 50mM Tris pH 8 + 50 mM NaCl
1 1 mM DTT
C2 5 mM DTT
C3 10 mM DTT
4 1 mM Malonil-CoA
C5 2,5 mM Malonil-CoA
Co 10 % Glicerol
<7 5% Glicerol
C8 5 mM Maltosa
&) 10 mM L-Cisteine
C10 20 mM L-Cisteine
C11 (Blanco) 50mM Tris pH7 + 150 mM NaCl
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3.2.7 Cristalizacion de MCD silvestre y marcada con SeMet

Los cribados iniciales de cristalizacion de MCD silvestre se hicieron en
placas MRC-2 Greiner a 20°C y 4°C con concentraciones entre 6-10 mg/mL. Las
gotas contenian 100nL de la proteina en tampén 50mM Bis-Tris pH 6.5, 150mM
NaCl + 100nL de la condicién de cristalizaciéon de los kits comerciales de
Hampton. Se probaron relaciones de gota 1:1, 1:2 y 2:1 proteina:condicién
respectivamente con la técnica de difusiéon de vapor en gota colgante. Los
primeros cristales (tipo I) (Fig.19) aparecieron en 1 semana y siguieron
creciendo durante los 4 dias siguientes. El escalado a placas Linbro de 24 pozos
se hizo con 1pL de la solucién de proteina + 1pL de la condicién de

cristalizacién a 20°C.

Para los ensayos iniciales de cristalizacion de MCD SeMet, se mezclaron
100 nL de proteina a 6 mg/mL en tampén 50mM BisTris pH 6.5, 150mM NaCl
con 100 nL de cada una de las condiciones de los kits comerciales de
cristalizacion de Hampton en placas MRC-2 Greiner de 96 pozos a 20°C. Al
igual que con MCD silvestre, se utiliz6 la técnica de difusiéon de vapor. En 4 dias
aparecieron los primeros cristales de tipo II (Fig.20) en la condicién D9 de la
PAC2. Para optimizar los cristales de MCD SeMet se escalé en placas de 24

pozos mezclando 1pL de MCD y 1pL de la condicion variando los precipitantes.

Con el objetivo de seguir optimizando los cristales tipo II, se hicieron
pruebas a diferentes relaciones de gota proteina:condiciéon de 1:2, 1:4, 1:6 y 1:8

respectivamente obteniendo un tercer tipo de cristal (tipo III) (Fig.21).

Malonil-CoA fue utilizado en la co-cristalizacion para intentar mejorar los
tres tipos de cristales. También se probaron inhibidores de MCD en fase de
experimentacion por la empresa Chugai Pharmaceutical Europe LTD con el fin

de optimizar los cristales.
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3.2.8 Recogida de datos, procesado y refinado de la estructura de MCD

Los tres tipos de cristales fueron congelados en nitrégeno liquido con 20%

glicerol como agente crioprotector.

Los cristales tipo I sirvieron para hacer experimentos iniciales de
difracciéon de rayos-x en la linea microfocus ID23-2 del ESRF de Grenoble,

Francia .

Se realizaron experimentos de difraccion de los cristales tipo II en la linea
ID29 del sincrotén ESRF. Se recogieron datos a 100K (Kelvin) hasta 3.29A
perteneciendo al grupo espacial triclinico. La longitud de onda utilizada para
experimentos de SAD (del inglés Single Anomalous Dispersion) fue la 6ptima
para el pico de absorcién del Selenio, 0.9786A, determinada experimentalmente
con un espectro de fluorescencia. Los datos fueron procesados mediante XDS
(Kabsch, 2010) y TRUNCATE (French and Wilson, 1978). La btasqueda inicial de
los atomos de seleniometionina se realiz6 con el programa SHELX (Sheldrick,

2010).

Se recogi6 un segundo conjunto de datos hasta 4.2A de los cristales tipo III
perteneciendo al grupo espacial hexagonal P6122. La linea utilizada fue
Proximal del sincrotén Soleil de Paris, Francia. La longitud de onda de la
recogida fue 0.9791A y la temperatura aproximada de 100K. Se procesaron los
datos con XDS (Kabsch, 2010) y TRUNCATE (French and Wilson, 1978) y se
realiz6 la busqueda de las posiciones de los dtomos de seleniometionina con el
programa SHELX. Se utiliz6 RESOLVE (Terwilliger and Berendzen, 1999) para
buscar simetria no cristalografica y aplicarlo en la construccién de la estructura
y mapa preliminar con un tetramero en la unidad asimétrica. Se utiliz6 el mapa
de densidad preliminar para crear una mascara y un mapa recortado cubriendo
la unidad asimétrica del cristal con grupo espacial P6122. Se utiliz6 el mapa
generado de la unidad asimétrica para realizar reemplazo molecular con Phaser

(McCoy, 2007) en el grupo espacial triclinico P1. Posteriormente se realiz6
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promediado de cristales entre P6122 y P1, extendiendo las fases de 42A a3.29A
utilizando DM vy las matrices de rotacién y traslacion de P6122 a P1 obtenidas
del reemplazo molecular. El mapa a 3.29A proporcion6 una estructura inicial
que fue refinada manualmente con ciclos de Coot (Emsley and Cowtan, 2004) y
REFMAC (Murshudov et al., 1997) utilizando TLS y restricciones de los factores
de temperatura para aprovechar la simetria no cristalogréfica. Finalmente se

realiz6é un ultimo ciclo de refinado con BUSTER (Blanc et al., 2004)

3.2.9 Validacion de MCD

Para la validacion de la estructura atémica de MCD se realizaron
diferentes anélisis con programas informaticos que comprueban la calidad de
los datos respecto al modelo construido, la estereoquimica de los &tomos y la
geometria de los enlaces. Para el andlisis de la calidad del modelo atémico
construido respecto a los factores de estructura se utiliz6 el programa
SFCHECK (Vaguin et al, 1999). También se comprobdé la distribucion
estereoquimica de la estructura proteica mediante el programa de validacion
PROCHECK (Laskowski et al., 1993). Finalmente, la geometria de los enlaces
entre atomos (distancia, &ngulo, torsién) se examinaron con mapas de
Ramachandran. Ademas de estos exhaustivos andlisis informaticos de
validacion de estructura se comprobé que el valor de Reree fuese menor del 25 %
o aproximado y que la diferencia entre Rfree-Rerist sSea menor de 5 %. También se

constaté que los factores de temperatura tuviesen valores razonables.

El modelo final de MCD se deposité en la base de datos del Protein data
Bank. El c6digo asignado para MCD fue 4F0X.

3.2.10 Analisis en gel SDS no reductor de MCD y sus variantes pre-tratadas
con H20;

Para los analisis en gel SDS no reductor se realizaron incubaciones de
MCD silvestre, los mutante C206S, C243S y C206S/C243S con 100mM HxO»
durante 3h a 4°C. La cantidad de proteina cargada en cada muestra fue

aproximadamente de 15pg en tampoén 1x PBS. El gel SDS 12% Acrilamida se
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cargd sin P-Mercaptoetanol en el tampén de carga de las muestras con la
intenciéon de no reducir los grupos tiol y que se pudiesen observar los puentes

formados por la accion del H2Oz (Fig.32A).

En un segundo gel, también se realizaron incubaciones de MCD con un
amplio rango de concentraciones de HxO2 que va desde 50mM a 1.6M para
analizar el comportamiento de los enlaces disulfuro entre las subunidades del
tetrdmero biolégico. El protocolo seguido fue idéntico al utilizado en el gel con

MCD y mutantes (Fig.32B).

3.2.11 Ensayos de actividad de MCD silvestre y mutantes

La actividad de MCD silvestre y mutantes fue analizada
espectroscépicamente midiendo la cantidad de NADH formado en la reacciéon
acoplada con la Malato Deshidrogenasa y Citrato Sintasa (Kolattukudy et al.,
1981). La mezcla de reaccion contenia 20 mM Tris pH 8.5, 4mM malato, 4 mM
NAD*?, cantidades varias de malonil-CoA (0.05-4mM), 8.9 unidades de Malato
Deshidrogenasa, 3.1 unidades de Citrato Sintasa y 120ng de MCD en un
volumen total de 100pL. La reaccion se inici6 por la adicién de MCD, y se midi6
el incremento de absorbancia a 340nm . Las constantes cinéticas fueron
determinadas por ajuste de los datos en la ecuacion de Hill (Ec.1) mediante
regresion no linear de minimos cuadrados utilizando el programa Origin 5.0.
En la Ec.l la constante n es el coeficiente de Hill y la variable Sos es la

concentracién de substrato necesaria para llegar al 50% de la velocidad méxima.

Vinax ST’

max

v= [SO.S]n + [S]n Ec.1

La caracterizacion de las muestras de MCD silvestre y mutadas oxidadas
fue realizada mediante el mismo protocolo, aunque fueron oxidadas previo

analisis cinético incubdndolas con concentraciones diferentes de H>O2 (50-

58



200mM) 3h a 4°C seguido de una purificacion en gel filtracién para eliminar el

exceso de H2O»

3.2.12 Ensayos de interaccion de MCD con Pex5

Los ensayos de interaccion del dominio C-Terminal de MCD con el
receptor Pex5 fueron realizados con el software HADDOCK (del inglés High
Ambiguity Data-Driven biomolecular Docking) (de Vries et al.) utilizando las

coordenadas de los c6digos PDB 4F0X y de 1FCH, respectivamente.

Para el anélisis de interaccion, se realizé la superposiciéon de la secuencias
de transporte PTS1 (Ser491-Lys492-Leu493) encontrada en una de las
subunidades de MCD con el péptido encontrado en el complejo formado por
Pex5 y PTS1 (1FCH). Se {ij6 el residuo Ser4d91 y se lanz6 el programa
HADDOCK utilizando desde la Met40 hasta la Asn490 de MCD.
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4. Resultados

4.1 Obtencion de Malonil-CoA Descarboxilasa

4.1.1 Clonacién, Expresién y purificacion de MCD silvestre y mutantes

Inicialmente se probd el sistema de clonaje Gateway en un vector con
proteina de fusion MBP pET-DEST-42-N112 (del inglés, Maltose Binding
Protein) ya que trabajos anteriores habian constatado que le concedia
solubilidad y estabilidad a la proteina (Zhou et al.,, 2004). Sin embargo, la
amplificacion de cDNA de MCD silvestre mediante dos pasos de PCR no
funciond. La primera PCR produjo un fragmento correspondiente a los 1500kb
de DNA de MCD pero la segunda PCR no amplificé6 nada. Por consiguiente, se
planeé utilizar un oligonucleétido tnico incluyendo los dos pasos descritos en
el protocolo de clonacién por Gateway. En este caso, se solucion6 el problema
de la amplificacién del cDNA vy la clonacién no tuvo ningtin contratiempo mas.
La expresion en pequefia escala de MCD a 37°C y 20°C produjo un 95 % de
proteina en las fracciones insolubles. No obstante, la expresiéon a 17°C resulté en

la produccion aproximada de un 50% en la fraccion soluble (Fig.13).

0 HC 0L mMIFTG

378 0 3amM PTG

Oh 1h 3h

 vo— N ™
Ww F 5 W F & W F §

TRk +
8 kD =

250 kDa =
98 kD =

S0 kD w

5k Da =

17 *C 0 dmM LIFTG Fig.13 Geles SDS-PAGE 12% Acrilamida
a diferentes temperaturas de la expresién
de MCD silvestre en BL21(DE3). Los
rectingulos indican las bandas de la

FA T proteina de fusion MBP-MCD. Se puede
observar como la proteina se solubiliza
parcialmente al disminuir la temperatura
de 37°C a 17°C. W corresponde a extracto
total, P a fraccién precipitaday S a
fraccién soluble. 3h y O/N corresponden
al tiempo de expresiéon
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El peso tedrico de MCD calculado con ProtParam (Bairoch et al., 2005) es 50.9
kDa que sumado a los 43 kDa tedricos de MBP da una proteina de fusién de
93.9 kDa. Como se puede apreciar en la figura 13, la proteina de fusién unida a
MCD migra como una proteina de 95kDa aproximandose mucho al peso

teodrico.

Con las condiciones ideales de expresion (17°C, O/N y 0.3mM IPTG), se
procedi6é a la expresiéon y purificacién en gran escala con cultivos de 2L. El
extracto celular obtenido de la lisis, se cargd en una columna MBP y se
recogieron las fracciones de 0,5 mL del paso de elucién al 100% de maltosa
(Fig.14A). La proteina resultante contenia un alto grado de pureza segin gel
SDS, aunque se observan algunas bandas de degradacién de MBP confirmado

por PMF (del inglés Peptide Mass Fingerprinting) (Fig.14B).
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Fig.14 Purificacion de
MCDsilvestre mediante
columna MBP y
analisis en gel SDS-
PAGE A) En azul, el
valor de absorbancia a
280nm. En verde Ila
concentracion de
Maltosa B) Gel 12 %
Acrilamida con las
fracciones recogidas de
F T, la columna MBP
e A2,A3,A4,A5.

Las fracciones A2,A3,A4,A5 se mezclaron y se hicieron pruebas a pequefa
escala de la digestion. Se digiri6 con proteasa TEV a diferentes relaciones

proteina:proteasa a 20°C y 4°C de temperatura cogiendo muestras a 1h, 3h y
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O/N. La digestion O/N 1:50 a 20°C mostr6 un rendimiento superior a la O/N
1:50 a 4°C. Los demas tiempos no fueron suficientes para cortar la totalidad de

la proteina en ninguno de los casos, resultando en un rendimiento muy bajo

(Fig.15).
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Fig.15 Geles SDS-PAGE 12 % Acrilamida de la digestion de MCD-MBP silvestre con
proteasa TEV. La digestion se realizé a 20°C y 4°C. Los carriles 1h, 3h y O/N indican el tiempo
de la digestion. La relacién de proteasa esta indicada con 1/50 y 1/100 y los fragmentos de la
digestion MCD y MBP estan marcados con un triangulo negro a la derecha.

Con las condiciones 6ptimas de digestion (20°C O/N 1:50) se procesé toda la
muestra. El resultado de la digestién de las fracciones A2,A3,A4,A5 a 20°C O/N
se concentré hasta 500pL y se cargd en una gel filtracién para proceder a su
separacion de la proteina de fusién MBP y se analizaron las fracciones de la

cromatografia (Fig.16).
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Fig.16 Purificacion de MCD
mediante columna SD200 vy
analisis en gel SDS-PAGE. A)
Perfil de elucién de la SD200 con
dos picos

separados de MCD y MBP. B)
Andlisis en gel de las fracciones
17,18,1920 y 26 eluidas en la
cromatografia

La cromatografia muestra un volumen de eluciéon de MCD de 11.2 mL y de

15.11 mL para MBP. Aunque los resultados de purificacion de MCD mediante

columna MBP y gel filtracion SD200 resultaron en una muestra de al menos

95% pura segun andlisis en gel SDS-PAGE (Fig.16B), las fracciones de MCD

1819 y 20 de la gel filtracion contienen alguna pequefia banda de

contaminacion. Por ello se recurrié a un paso final de purificaciéon con columna

de intercambio i6nico monoS. El paso de purificacion final reporté una mejora

en la pureza de la muestra como se observa en el gel SDS de la figura 17. Las

fracciones 18,19 y 20 de la MonoS se concentraron a 6mg/mL y se utilizaron

para iniciar los cribados de cristalizacién a escala nanogotas.
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Fig.17 Cromatografia de
intercambio Idénico vy
gel SDS-PAGE A) En
azul se puede ver la
absorbancia a 280nm. En
verde la concentraciéon
de NaCl. B) Gel SDS-
PAGE de las fracciones
18,19y 20

MmN

Las variantes mutadas de MCD vy la proteina marcada con seleniometionina se
purificaron mediante el mismo protocolo, obteniendo los rendimientos que
tiguran en la tabla 2 (excepto que para la digestion de los mutantes se utilizo6 la
proteasa Prescission). Los rendimientos de los mutantes y de la proteina

marcada con selenometionina fueron ligeramente inferiores a la silvestre.

Tabla.Ill Expresion y purificacion de las
variantes de MCD

Variantes de MCD Rendimiento'
MCD Silvestre 2.2
C206S 1.0
C2438S 1.8
C206S/C2438S 1.6
E302A 0.9
SeMet 1.5

'Rendimiento en mg por litro de cultivo

4.1.1 Analisis en solucion de MCD

Para la cristalizaciéon de proteinas es muy importante tener una muestra
homogénea y estable en solucion. Es por ello que se analiz6 la estabilidad de

MCD en solucién mediante las técnicas de gel filtracion, DLS y DSF.
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El volumen de elucién de MCD en gel filtracion (11.2mL) muestra un
estado tetramérico (219 kDa) en solucién segun calibracién con recta patrén de
los volamenes de elucién de los pesos moleculares estdndares (Fig.18). Ademas,
la muestra se conserva estable durante 2 0 3 semanas a 4°C analizada en gel

SDS-Page y gel filtracion.
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Fig.18 Analisis del estado oligomérico de MCD. Representacién en gréfico semilogaritmico del
volumen de elucién en una SD200 10/300 respecto a las masas moleculares. Los tridngulos
corresponden a los patrones estindares. El cuadrado corresponde al volumen de elucién de
MCD (Peso tedrico de MCD segtin ProtParam: 50.9kDa)

Los resultados de gel filtraciéon son coherentes con los obtenidos en DLS,
que muestran un rango de tamafio de particula entre 175-243kDa para algunos
de los tampones en el rango de pH de 6 a 7.5 (Tabla.3 marcados en negrita).
Sin embargo, también se puede observar que algunos tampones en ese mismo
rango de pH tienen tamafios de particula bastante diferentes con el tamafio real.
Este efecto de agregacion quiza se haya producido durante la dialisis, ya que se
observaron pequefios precipitados después del proceso. La polidispersidad de
las muestras varia desde 0.85 del tampon 50mM Tris pH7 a 0.14 del tampén
50mM Tris ph7, 150mM NaCl (Tabla.IV). La polidispersidad es un indicador de

la diversidad de espécies en solucion. Para la cristalizacion, lo ideal es tener una

68



misma espécie homogénea, o sea una baja polidispersidad para favorecer la

formacion del cristal en el proceso de deshidratacién de la gota.

Tabla.IV Resultados de los analisis con DLS de MCD con diferentes tampones

Tampdn Peso molecular PDI’
Estimado (kDa)'

50 mM Tris ph7 34000 0.85

50 mM Tris ph7 + 150 mM NaCl 175 0.14
50 mM Tris ph7 + 400 mM NaCl + 10% glicerol ~ >10® 0.70
50 mM Tris ph7 + 400 mM NaCl >10’ 0.28
1x PBS ph7.4 243 0.29
50 mM Bistris ph6.5 + 150mM NacCl 234 0.22
50 mM Mes ph6.5 + 150mM NaCl 1702 0.25
50 mM Hepes ph7.5 + 150mM NaCl >10° 0.27
50 mM Caps ph9 + 150mM NaCl >10’ 0.37

"Peso obtenido de calculo estimado a partir del tamafio de particula > Dispersidad del
tamafo de particula

Adicionalmente, para comprobar el grado de plegamiento y estabilidad de
MCD , se realizaron ensayos de desnaturalizacién con la técnica DSF y las
condiciones descritas en metodologia (apartado 3.2.6). La temperatura de
desnaturalizacion de MCD en el tampén blanco (50mM Tris pH 7, 150mM
NaCl) es de 53.92°C. Parece una temperatura razonable de desnaturalizaciéon
para una proteina humana, ya que la temperatura corporal es 37°C
aproximadamente. En la basqueda de algin reactivo o aditivo que mejorase la
temperatura de fusion de MCD y en consecuencia aumentase su estabilidad,
ninguna de las condiciones probadas en el test de desnaturalizacién produjo

una temperatura significativa superior a la reportada por el blanco.

4.2 Cristalizacion de MCD y analisis preliminar de los datos

4.2.1 Cristales iniciales de MCD silvestre

Los ensayos iniciales de cristalizacion de MCD silvestre a 20°C en placa
Greiner dieron como resultado cristales en forma de aguja (tipo I) en la
condicion 1.8 M  Sulfato de litio, 50mM Hepes ph 7,5, 0.06M Sulfato de

Magnesio (Fig.19a). Sin embargo, la optimizacién en placas Linbro de 24
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pozillos con las diferentes técnicas actuales en cristalizaciéon de proteinas no
logré mejorar el tamafio de los cristales. La Formamida al 5% del kit de aditivos
si mejoro ligeramente el tamafio de los cristales (Fig.19b). Atn con la mejora,
no se pudo recoger ningtin set de datos completo para su posterior procesado,
ya que los cristales se dafiaban facilmente por la radiacion durante la recogida
en la linea microfocus ID23-2 del ESRF de Grenoble. El procesado de los pocos
datos que se recogieron revelaron un cristal monoclinico con celda unitaria a =

273.7,b=81.1, c=212.4 p=100.

Fig.19 Cristales de MCD silvestre. (A) Cristales obtenidos previos a la
optimizacion. (B) cristales de MCD después de afiadir 5% de Formamida con
grupo espacial C2.

4.2.2 Cristales con grupo espacial P1 de MCD SeMet

Después de los intentos frustrados en la cristalizacion de MCD silvestre
se procedi6 a hacer nuevos cribados de cristalizacion con proteina marcada con
SeMet. Los nuevos cribados reportaron los primeros cristales en forma de
agujas en la condicion D9 de la PAC2 17% PEG 3350, 0.1M sodium acetate pH
4.5 (Fig.20a). El cambio de precipitante a PEG2000 MME vy la adicién de citrato
sodico 10 mM produjeron cristales monoclinicos de tipo II con celda unitaria
a=79.55 A b=103.58 A ¢=134.23 A a=95.40 $=90.11 y=94.82 (Fig.20b-c). El cristal
contenia 8 subunidades en la unidad asimétrica y un contenido en volumen del

solvente de 55.58 %. Las reflexiones de los mejores cristales llegaron hasta una

resoluciéon de 3.29 A.

70



Fig.20 Cristales de MCD SeMet triclinicos. (A) Cristales iniciales de MCD SeMet. (B) y (C)
Cristales de MCD SeMet después de optimizar (Dimensiones aproximadas: 0.025x0.05x0.2 mm)

4.2.2 Cristales con grupo espacial P6:122 de MCD SeMet

Las relaciones de volimenes 1:2 y 1:4 en la misma condicién que los
cristales monoclinicos originaron un tercer tipo de cristal hexagonal de hasta
435 A de resolucion maxima en los experimentos de difraccion (Fig.21).
Después del andlisis preliminar de los datos, se determindé que el cristal
pertenecia a el grupo espacial P6122 con celda unitaria a=b=144.7 A ¢=493.0 A
conteniendo 4 subunidades en la unidad asimétrica y un contenido en volumen

de solvente de 67.01%

Fig21. Cristales de MCD SeMet con grupo espacial P6:22. Las tres imdgenes muestran cristales
obtenidos en placas Linbro de 24 pozos después de optimizar con las relaciones de volimenes
(Tamafio aproximado de los cristales: 0.07x0.07x0.1 mm).

4.3 Obtencion de fases iniciales

4.3.1 Procesado de datos

Los conjuntos de datos obtenidos del grupo triclinico se pudieron mezclar
para obtener el maximo de completitud y mejorar la redundancia. Finalmente

se logr6 un espectro a 3.29 A con 0.37 de Rsym, 84.7 % de completitud y 1.65 de
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redundancia en la dultima capa. La funcién de auto-rotacion muestra tres ejes
binarios perpendiculares a 90° indicando que el cristal posee simetria no
cristalogréafica D2. No obstante, aunque en la funcién de autorotacién solo se
ven tres picos, hay dos moléculas en la unidad asimétrica ya que no se encontré

ninguna pseudo-traslacion (Fig.22).

Chi = 180.0

N\
Il N

Fig.22 Funcién de auto-rotacion para MCD
SeMet P1 y Chi=180°. Los picos obtenidos sén
perpendiculares entre ellos mostrando simetria no
cristalografica D2.

RFmax=  3308.

De la misma forma, los datos mezclados del grupo hexagonal dieron unas
estadisticas con valores de 0.63 de Rsym, 99.9% de completitud y 11.3 de
redundancia en la dltima capa (mostrado en la tabla.VI). Para el grupo espacial
P6122 la funcién de auto-rotacién muestra un eje senario y tres ejes binarios
cristalogréficos (Fig.23). No obstante hay una molécula en la unidad asimétrica
y no se observan los picos correspondientes a la simetria no cristalografica,

probablemente porque estan enmascarados por los cristalograficos.
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Fig.23 Funcion de auto-rotaciéon para MCD SeMet P6,22. Chi=180 muestra tres ejes binarios
perpendiculares entre ellos y paralelos a x,y,z y otros dos generados a raiz de estos tres. Chi=60
y Chi=120 muestran un eje senario (caracteristico del grupo espacial P6) y uno terciario
respectivamente en el eje z.

4.3.2 Basqueda de atomos con SHELXC/D y obtencién del modelo inicial de
densidad electrénica

La btisqueda inicial de los &tomos de SeMet con los datos del experimento
SAD del cristal triclinico a 3.29 A no funcioné probablemente debido al bajo
poder de faseado d”/sig = 1.57 a 8.0 A (Tabla.V). El progama SHELXD no logré
encontrar ninguna solucién para la posicion de los &tomos de Seleniometionina

con suficiente contraste como para considerarla buena.

73



Tabla.V

Resl . Inf - 80 - 6.0- 5.0- 4.7 - 45- 4.3-4.1- 3.9- 3.7- 3.5-3.29
N( dat a) 4500 6208 7822 3774 3083 3762 4493 5455 6532 8090 10266
<I/sig> 23.2 11.3 8.7 10.1 9.9 9.1 7.8 6.5 4.8 3.6 2.5
% onplete 99.8 99.9 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 98.0 97.6 90.9
<d"/sig> 1.57 1.20 1.09 1.10 1.09 1.10 1.08 1.02 1.00 0.95 O0.87

Sin embargo, si que se logré encontrar una solucién para la posiciéon de los
atomos con los datos del grupo espacial hexagonal 6,22 (Tabla.VI). Utilizando
SHELXD se encontraron 37 atomos de seleniometionina con ocupancias entre
0.48-1.00 y una figura de mérito de 0.37 a 4.35 A (Tabla.VII) (La figura de mérito

es un valor entre 0 y 1 que indica la calidad de la solucién encontrada para el

faseado).

Tabla.VI

Resl. Inf - 8.0- 6.0-56-54-52-50-48-46-4.4- 4.2 - 3.98
N( dat a) 3664 4700 1843 1134 1308 1523 1778 2105 2475 414 0
Chi -sq 0.94 1.18 1.10 1.17 1.19 1.08 1.15 1.12 1.07 1.00

<l/sig> 53.3 17.2 8.0 7.0 7.0 6.4 6.5 5.2 4.1 2.6 0.0
%Conplete 97.8 99.6 99.7 99.7 99.8 99.8 99.8 99.7 99.8 13.9 0.0
<d"/sig> 3.06 1.49 0.97 0.96 1.00 0.89 0.88 0.85 0.80 0.82
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Tabla.VII Posiciones de los atomos de Seleniometionina
REMARK TI TLE  good crystal

CRYST1 144.700 144.700 493.000 90.00 90.00 120.00 P 61 2 2 1
SCALE1 0.006911 0.003990 -0.000000 0. 00000

SCALE2 0. 000000 0.007980 -0.000000 0. 00000

SCALE3 0. 000000 0.000000 0.002028 0. 00000

REMARK Atons in chain A X y z oCcC

ATOM 1SE SWBA 1 61.634 93.870 20.420 1.012 17.61
ATOM 2SE SUBA 2 88.978 59.474 -2.767 0.912 17.32
ATOM 3 SE SUB A 3 100. 152 99.891 31.574 1.002 16. 99
ATOM 4 SE SUB A 4 80.907 96.945 -12.923 0.912 18. 00
ATOM 5SS SUBA 5 88.923 94.442 -8.369 1.002 18.78
ATOM 6 SE SUBA 6 81.206 77.715 50.038 0.762 18. 02
ATOM 7 SE SUB A 7 64.921 125.135 25.863 0.882 19. 23
ATOM 8 SE SUB A 8 91. 847 56.893 6.877 0.842 18. 05
ATOM 9 SE SUBA 9 78.729 87.164 42.951 0.972 17. 36
ATOM 10 SE SWB A 10 89.895 68.269 39.461 0.672 18. 47
ATOM 11 SE SUB A 11 91.664 90.924 44.460 0.822 18. 71
ATOM 12 SE SUB A 12 73. 646 107.952 -18.439 0.992 17. 67
ATOM 13 SE SWB A 13 87.840 63.030 28.259 1.002 17.72
ATOM 14 SE SUB A 14 72.646 116.001 -24.078 0.862 18. 42
ATOM 15 SE SUB A 15 62.823 91.754 30.860 0.652 18. 78
ATOM 16 SE SUB A 16 92.585 60.143 20.694 0.882 17.58
ATOM 17 SE SWB A 17 106. 585 105.396 22.120 0.822 18. 04
ATOM 18 SE SUB A 18 63.373 101.954 30.209 0.842 18. 28
ATOM 19 SE SUB A 19 98.404 99.674 21.484 0.672 18. 53
ATOM 20 SE SUB A 20 95.382 83.351 -6.645 0.862 18. 60
ATOM 21 SE SWB A 21 50.532 75.025 12.303 0.512 19. 37
ATOM 22 SE SUB A 22 88.730 81.500 38.818 0.812 18. 89
ATOM 23 SE SUB A 23 51.531 67.399 1.693 0.712 19. 30
ATOM 24 SE SUB A 24 52.887 36.216 2.205 0.742 19. 82
ATOM 25 SE SUB A 25 45.669 93.219 12.315 0.202 18. 96
ATOM 26 SE SUB A 26 121. 608 103.034 34.806 0.112 18.71
ATOM 27 SE  SUB A 27 89.838 73.317 9.964 0.162 18.59
ATOM 28 SE SUB A 28 65.459 93.472 -15.124 0.202 18. 47
ATOM 29 SE SUB A 29 105. 414 108. 265 -31.401 0.132 18. 68
ATOM 30 SE SUB A 30 -17.079 64.613 443.627 0.572 19. 56
ATOM 31 SE SUWB A 31 -9.529 68.956 91.897 0.672 19. 90
ATOM 32 SE SUB A 32 -15.077 72.467 232.700 0.552 19. 29
ATOM 33 SE SUB A 33 -17.183 68.718 84.533 0.542 18. 59
ATOM 34 SE SUB A 34 -10.695 55.437 486.179 0.522 19.59
ATOM 35 SE SUB A 35 -12.858 60.116 451.269 0.482 19. 75
ATOM 36 SE SUB A 36 -5.104 59.077 443.997 0.492 18. 80
ATOM 37 SE SUB A 37 -14.862 43.115 485.394 0.482 18. 36

Se refinaron las posiciones de los atomos con RESOLVE y se encontré que
estaban relacionados por operadores de simetria dentro de la unidad
asimétrica, resultando en un cristal con simetria no cristalografica D2 (tres ejes
binarios perpendiculares entre ellos). Finalmente se aplicaron los operadores de

simetria y se gener6 un mapa inicial a 4.35 A (Fig.24).
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Fig.24 Mapa preliminar experimental de 2Fc-Fo a 4.35 A
(1.00). En azul y verde se han modelado dos helices alfa con
Coot para tener una referencia del tamafio de los tubos de
densidad.

4.4 Extension de fases de 4.35 A a 3.29 A y construccion del modelo

inicial de proteina

4.4.1 Utilizacion de mascaras de densidad electronica

Los operadores de simetria no cristalogréfica nos proporcionaron una
herramienta ttil para encontrar el centro de masas de la molécula en el cristal
de grupo espacial P6122 (tetramero). Se refin6 el centro de masas con DM y se
utiliz6 para generar un mapa y una mascara de densidad electrénica cubriendo

la unidad asimétrica del cristal con maprot (Stein et al., 1994) (Fig.25).

Fig.25 Mascara y mapa de densidad electrénica del cristal P6:22. (A) Mapa de densidad
electréonica de la unidad asimétrica del cristal P6:22 a ol. (B) Mascara que cubre la unidad
asimétrica del cristal después de modificarla con maprot. El punto blanco indica el centro de
massasde la molécula.
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4.4.2 Basqueda de la solucién en P1 por reemplazo molecular y construccion

del modelo

Utilizando el mapa de densidad como modelo de busqueda, Phaser
encontré las matrices de rotacion y traslaciéon de P6122 a P1. Estas matrices,
junto a la mascara de densidad electrénica se utilizaron en DM-multi para el
promediado de cristales entre P6122 y P1 con unos valores finales de correlaciéon

de cristales alrededor de 0.8-0.9. Después de 100 ciclos de promediado, se

obtuvo el primer mapa de densidad a 3.29 A (Fig.26).

Fig.26 Mapa de
densidad electronica
inicial a 3.29 A (1.00)
obtenido del
promediado de
cristales con DM. Se
pueden ver las cadenas
laterales de los
aminoacidos.

La construccion del modelo se realizé con ciclos manuales de Coot y Refmac,
resultando en una estructura y mapa con valores de Rfree y Rfactor de 0.34 y
0.29 respectivamente. Llegados a este punto fue necesario disminuir las
restricciones de simetria no cristalogréfica para seguir mejorando el modelo con
Refmac ya que el programa se quedé clavado por problemas de asimetria
estructural entre las subunidades del heterodimero. Al disminuir las
restricciones los siguientes ciclos manuales de Coot y Refmac lograron dejar el
modelo en 0.28 y 0.26 (Rfree y Rfactor). Finalmente el ciclo realizado con el

programa Buster refin6 los valores de Rfree y Rfactor en 0.26 y 0.24 (Tabla.VIII).
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Table VIII
Data collection and Refinement Statistics

SAD SAD
Data collection
Space group P6,22 P1
Cell dimensions
a, b, c(A) 144.70, 144.70, 493.00 80.42,103.31, 134.24
a B,y (°) 90.00, 90.00, 120.00 95.32, 90.22, 94.46
Unique reflections 37728 (2787) 63973 (4164)
Resolution (A) 47.36-4.36 (4.47-4.36) 68.41-3.29 (3.48-3.29)
Wavelength (A) 0.9791 0.9786
Rsym (%)P 0.17 (0.63) 0.15 (0.37)
I/o1 12.42 (2.69) 7.87 (2.18)
Completeness (%) 99.90 (99.90) 98.20 (84.7)
Redundancy 12.35 (11.30) 1.93 (1.65)
<d”/sig> 3.070s (0.81)1s 1.570s (0.87)is
B-Model Refinement statistics
Resolution 68.41-3.29 (3.48-3.29)
No.reflections 63973 (4164)
Reryst (Y0) 24.44 (26.47)
Reree (%0)d 26.70 (31.44)
No. residues 3632
No. ligands 4
Solvent content (%) 55
Non-H atoms 28162
Av. B-factor (A2?) 48.02
Coor. Error (10&)e 0.56
Rms dev.bonds (A) 0.009
Rms dev.angles (°) 1.21

aValues in parentheses correspond to the highest resolution shell.

b Rsym = YpaZi | Li(hkl) - <I(hkl)> | / ZhaZ; i (hkl), where I;(hkl) is the intensity of an
observation and <I(hkl)> is the mean value of observations for a unique reflection.
¢Reryst = Xn|Fo(h) - Fe(h) | / Zn | Fo(h), where Fo and Fc are the observed and
calculated structure-factor amplitudes, respectively.

dR¢ree Was calculated with 5% of data, which was excluded from the refinement.
eBased on maximum likelihood.

<d”/sig> = | Fuu - F-hk1| / 6(| Fuwa - Fria|) :averaged of the anomalous difference
d" divided by its standard deviation.

os Quter shell is Inner shell

4.5 Descripcion general de la estructura de MCD vy

oligomerizacién

4.5.1 Nuevo plegamiento estructural en el dominio N-Terminal y dominio C-
Terminal de la superfamilia de las GCN5-Histona N-acetiltransferasas

La estructura cristalina de MCD humana incluye desde el residuo Met40
hasta la Leu493. A pesar de la relativa baja resolucion a 3.29 A, la mayoria de
los residuos se pudieron identificar y colocar en el cristal triclinico (Fig.27). Los

siguientes residuos no se colocaron debido a la ausencia de densidad
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electronica (Cadena B: 59-63, 345-352, 491-493 ; Cadena C: 59-63, 346-352, 492-
493; Cadena D: 346-352, 491-493; Cadena E: 59-63, 345-352, 491-493; Cadena F:
345-351, 493; Cadena G: 345-351, 491-493; Cadena H: 59-63, 348-351, 492-493.

Fig.27 Representacion
en estéreo de la
densidad electronica
del mapa 2Fo-Fc, a 1o,
del cristal triclinico de
MCD. Helices a7 y a8
del N-Terminal

Cada subunidad de MCD esta organizado con estructura todo-alfa en el
N-Terminal y un dominio catalitico en el C-Terminal exhibiendo un
plegamiento tipico de la familia de las GCNb5-Histona N-acetiltransferasas
(GNAT) (Fig.28a-b). En los dos cristales, las subunidades adoptan dos
conformaciones marcadamente diferentes (Fig.28c), que inicialmente
ocasionaron problemas con el refinado cuando se aplicaba simetria no

cristalogréfica.

Los mondémeros con conformaciones diferentes entre si estan unidos a
través de una larga superficie, produciendo lo que se denomina un
heterodimero estructural (Fig29a-c). La asociacion de un par de los
denominados heterodimeros estructurales produce un tetrdmero molecular. La
unidad asimétrica de las formas cristalinas triclinica y hexagonal contienen dos
y un tetramero de MCD, respectivamente. La estructura tetramérica estd de
acuerdo con los resultados en gel filtracién que muestran un estado tetramérico

para MCD en solucién (Fig.18). Los heterodimeros de cada tetrdmero estdn
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relacionados por un eje binario molecular (simetria molecular C2) con un
angulo de rotaciéon cercano a 180° (Tabla.IX) (representado como una flecha

negra continua y como una elipse negra en la figura 29).

A ' B ~| =
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Fig.28 Estructura de MCD. Representacion
en cintas (A) y en elementos de estructura
secundaria (B) de una subunidad de malonil-
CoA decarboxilasa, compuesta de un dominio
N-Terminal todo-hélice (Amarillo) y un
dominio catalitico en el C-Terminal (Marron).
Se indican las posiciones para los residuos
Cys206 y Cys243 que forman los enlaces
disulfuro inter-subunidades. (C) Se observan
diferentes conformaciones dependiendo si la
molécula substrato o producto estd presente
(subunidad verde) o si estd ausente (subunidad
amarilla/marréon).  Las  diferencias = mas
signivicativas se encuentran cerca del centro
activo y son debidas a cambios en la
reorientacion de los dominios N- y C-
Terminales.

Los demds ejes de rotacion de la superposicion de las diferentes
subunidades en el tetrdmero (representados con flechas discontinuas en la
tfigura 29a-c) presentan desviaciones significativas de 180° (Tabla.IX). Estos ejes
podrian convertirse en ejes binarios precisos si no existiesen las diferencias

estructurales entre las dos conformaciones de los monémeros que forman los
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heterodimeros. La simetria molecular del tetramero se incrementaria de un
grupo C2 (un eje binario) a un D2 (tres ejes binarios perpendiculares entre

ellos).

Fig.29 Estructura de MCD. (AB y C) A
Tres Vistas del tetrdmero molecular de
MCD rotadas 90° respecto a las otras. En
el panel (C) la estructura se visualiza
desde el eje binario molecular perfecto,
representado como una flecha negra
continua en los paneles (A) y (B) y como
una elipse negra en (C). Los ejes
marcados con flechas discontinuas
indican que estan desviados de 1807
(Tabla.VII). En el panel (C) Ilas
subunidades y conformaciones estan
indicadas para facilitar la descripcién
del sistema.

El dominio N-terminal de cada monémero, desde la Met40 al Trp189,
contiene ocho helices organizadas como un “bundle” de cuatro helices
antiparalelas (a1, a2, a3, a6) con dos pares de helices insertadas (04-a5 y a7-
08). Este tipo de organizacion puede ser la primera representacion de la

variante tipica del “bundle” de cuatro helices, ya que ningtin otro dominio de
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proteinas presenta una topologia equivalente segtin los resultados de biasqueda

en el servidor DALI (Holm et al., 2006).

El dominio C-terminal, compuesto del Phel90 a la Leu490, presenta una
topologia muy precisa del dominio GNAT de la famila de las Histonas N-acetil-
transferasas, ademas de incorporar un “cluster” de siete helices (a13-a17 y al19-
020) (Fig.28a). Las diferencias mds pronunciadas entre las dos conformaciones
adoptadas por las subunidades surgen de los reordenamientos de la cavidad
del centro activo (descrito mds abajo) y de cambios en las disposiciones
espaciales de los dominios N- y C-Terminales, que esencialmente consisten en
un desfase en la rotaciéon del angulo al superponer los dominios N- y C-

Terminales de ambas subunidades (Tabla.IX).
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Tabla IX
Superposicion de las subunidades y dominios de MCD (c6digo PDB 4F0X)

_ Unbound I Bound II Unbound III Bound IV

Unbound I 0.84/178.9 0.04/178.1" 0.83/176.5
Bound II 0.83/177.9 0.04/177.9%
Unbound 111 0.84/178.9
Bound IV
_ Unbound I Bound II Unbound III Bound IV
Unbound I 1.07/168.9 0.45/179.91 1.19/175.3
Bound II 1.03/176.1 0.35/179.2®
Unbound 111 0.89/169.6
Bound IV
_ Unbound I Bound II Unbound III Bound IV
Unbound I 2.21/177.2 0.63/179.71 2.01/175.0
Bound II 2.17/175.9 0.57/179.4%
Unbound 111 1.86/173.3
Bound IV
_ Unbound I (MCD) Bound II (MCD)
A 2YGW) 1.89 1.05
B 2YGW) 1.34 2.40
I/I1 (MCD) 11/1 (MCD)
2.85 1.58

B 2YGW)
A 2YGW) 1.97/178.6

(1) Monémeros I y III de MCD no unidos a sustrato estan relacionados por un eje binario
de rotacion
(2) Similarmente para los mondémeros unidos a sustrato Il y IV

Mientras el trabajo presente estaba en progreso, las coordenadas de la
estructura cristalina de malonil-CoA descarboxilasa mitocondrial humana (de
aqui en adelante referida mMCD) fueron liberadas en el PDB. La estructura de
mMCD se obtuvo a partir de los datos de un cristal ortorémbico con grupo
espacial C222;, y contiene dos subunidades en la wunidad asimétrica.
Similarmente a lo que se ha descrito en este trabajo, el dimero de mMCD es un
heterodimero estructural que puede superponerse sobre el heterodimero de
MCD exhibiendo unas desviaciones r.m.s.d (del inglés root mean square
deviation) de 1.6A y 2.9A para las dos posibles superposiciones (Tabla.IX). El

tetramero molecular lo completa un eje binario cristalino produciendo
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practicamente la misma organizacién que el tetramero de MCD, reforzando asi

los resultados de las peculiares caracteristicas estructurales del enzima.

4.6 El centro activo de MCD

4.6.1 Comparacion con la Histona N-acetiltransferasa GNAT, otra enzima con

actividad malonil-CoA descarboxilasa en cyanobacterium Lyngbya

La actividad descarboxilasa en un dominio GNAT fue inicialmente
descrito en una policétido sintasa (CurA GNAT) (c6digo PDB 2REE y 2REF),
mostrando actividad bifuncional descarboxilasa/S-acetiltransferasa (Gu et al.,
2007). Basados en esta observacion y teniendo en cuenta que no se ha descrito
ninguna GNAT con actividad tnicamente descarboxilasa, pareceria razonable
pensar que el sitio catalitico de MCD ha de parecerse al de CurA GNAT y
residir dentro del plegamiento exhibido por la familia GNAT. (Fig.30).

& W i % ]
CMAT-LIKE DOMAIN (MODY) CANAT-LIKE DOMEAIN (MO

DOMAIN (CurA) DOMAIN [(CurA)

Fig.30 Dominio C-Terminal de malonil-CoA descarboxilasa. (A) Vistas en
estéreo de la superposicion de MCD (Representado como en la figura 28c en
amarillo y marrén para el N- y C-Terminal respectivamente) sobre el dominio
GNAT de la policétido sintasa CurA (en azul). Aun y la baja identidad de
secuencia, los dos dominios GNAT se superponen con gran precision.
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Aunque la identidad de secuencia total de MCD respecto CurA GNAT es
solamente de un 13% y el r.m.s.d del alineamiento para los 181 atomos Ca es 3
A, la identidad y geometria estructural de los residuos esenciales para la
descaroboxilacion en CurA GNAT (en particular, Thr355 y His 389
interactuando con Tyr419) es muy similar a MCD (Ser329 y His423
interaccionando con Tyr456. (Fig.32).

La superposicién de la estructura de MCD con los complejos de GNAT y
substratos de CoA, en particular con el complejo formado entre CurA GNAT y
malonil-CoA (cédigo PDB 2REF), indica que el malonil-CoA (Fig.31) deberia
unirse en la apertura formada entre las hojas betas 4 y 5, interaccionando
mayoritariamente con los a&tomos de la cadena principal desde la hoja 34 hasta
la helice al2 (Fig.32). Las diferentes conformaciones observadas en los
heterodimeros estructurales parecen facilitar la unién del substrato malonil-
CoA a una de las subunidades (la conformacion B) y dificultar la unién a la otra

subunidad que forma el heterodimero (la conformacién U).

Malonyl-CoA

3 -Phosplhate
AP
FPantetheine - —
— —_— M,
' HO 2.
o ] PU ¥ iai il
O B . I L M oo a0 Il
w & i P N
i H |.o Ii'
o Q OH 0 O

Malonyl /‘ Hn; F A
Fyrophosphate R

Fig.31 Estructura quimica del malonil-CoA. El malonil-
CoA esta formado por una base Adenosina bifosfato
(ADP), un grupo pirofosfato, una zona central panteteina
y un malonil.
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Fig.32 Vistas estereo ampliada de los centros activos de MCD y CurA. La organizacién
de residuos que parece ser esencial para la actividad descarboxilasa en CurA (Thr355,
His389 interaccionando con Tyr 419) no presenta cambios significativos en MCD
(Ser329, His423 interaccionando con Tyr 456). La molécula de malonil-CoA del
complejo con CurA (cédigo PDB 2REF) sugiere que el lugar de unién para la base
nitrogenada del cofactor necesita algunos reordenamientos en la configuracion real para
eliminar problemas estéricos con el lazo que va de al2 a 4.

Se encontr6 densidad electrénica consistente con una ocupancia parcial
correspondiente a la parte central del CoA (panteteina pirofosfato) en los
conférmeros B (subunidades II y IV de la figura 29c), pero no en los
conférmeros U (subunidades I y III de la figura 29c). En mMCD se observé una
situacion similar, con una region de densidad electrénica bien definida aunque
no modelada en las coordenadas de 2YGW solo mostrada en las subunidades

con conformacién B (Fig.33).
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Fig.33 Vista estéreo del mapa de diferencia Fo-Fc (a 2.50) del centro activo de
mMCD (c6digo PDB 2YGW) correspondiente a la subunidad que presenta
conformacion B o bound. En marrén, estructura central del CoA
correspondiente a la panteteina pirofosfato modelado con Coot. En verde, mapa
de diferencia Fo-Fc observado solo en el conférmero B.

El fragmento de CoA modelado en MCD tiene una conformacién doblada
mostrando un angulo agudo entre los planos amida de la zona central de la
panteteina, similar a lo que se observa en los complejos CoA-GNAT (Fig.33).
Una caracteristica inusual del derivado de CoA unido a GNAT es la interacciéon
de los fosfatos con las amidas de la cadena principal del “P-loop” encontrado en
el motivo de unién de CoA (R/QXXGXG/ A, donde X indica cualquier residuo),
en lugar de encontrarse unidos a cadenas laterales cargadas positivamente

como Lys o Arg.

En MCD la secuencia correspondiente al motivo de unién de CoA
(Q299XXE302XG304), contiene un residuo glutdmico (Glu302) reemplazando la
glicina central en el motivo estdandar. El residuo Glu302 presenta diferentes
conformaciones para la cadena principal dependiendo si estd en la
conformaciéon B o U (del inglés bound o unbound). En la conformacién B, la
cadena principal del Glu302 presenta un dngulo de torsién caracteristico de
hélix levégira (© 060°, ¥ [120°), normalmente favorecida solo para las glicinas
segun el grafico de Ramachandran. Ademas, la cadena lateral del Glu302 esta

bien definida, tal vez por la rigidez que le confiere la interaccion con la Thr60

87



del loop Tyr54-Glu65 formado entre la hélice al y a2 del dominio N-Terminal

de la subunidad vecina en el heterodimero estructural (Fig.34a).

Sin embargo, en la conformaciéon U, el Glu302 adopta una conformaciéon
mas relajada para el angulo de torsion de la cadena principal (® 0O-75°, W [
180°) y la cadena lateral no presenta una densidad electrénica tan abundante,
aunque parece ocupar parcialmente el lugar de unién dénde se ubicaba el
pirofosfato del CoA en la subunidad con conformacién B. En otras palabras, la
cadena lateral del Glu302 podria interferir con la unién del substrato en la
conformacién U (Fig.34b). Ademas, al dejar de interaccionar los residuos Glu302
y Thr60 se libera el lazo Tyr54-Glu65 y se desordena parcialmente, lo que
provoca que otra regiéon de la proteina tenga dos conformaciones diferentes,
dependiendo de si el substrato estd presente o no el centro activo. El lugar de
union para la porcion adenosina del CoA en MCD ha de ser bastante diferente a CurA
GNAT ya que una disposicion similar ocasiona problemas estéricos con el lazo que va
de la hélice a12 hasta la hoja 4 (Fig. 32). Desafortunadamente, los mapas de densidad
electronica de ambas estructuras cristalinas MCD y mMCD no proporcionan ninguna
pista sobre la posible conformacion alternativa para la disposicion de la adenosina en la
interaccion con el lazo anteriormente comentado. Ademads, los intentos para producir
complejos de cristales de MCD incubados con diferentes derivados de CoA no han

reportado ningln cristal adecuado para los experimentos de difraccion.

*Fig.34 Interacciones inter-subunidades en malonil-Coa descarboxilasa. El lazo de uniéon del
pirofosfato (P-loop) en MCD presenta diferencias importantes entre las subunidades con la conformacion
B o U (cajas A y B, respectivamente). El motivo de unién estandar de CoA R/QXXGXG/A en el P-loop,
corresponde al motivo de union Q99 XXE;30,XG304 en MCD humana. Parece que el reemplazo de la glicina
central del motivo estandar por el Glu302 en MCD humana ocasiona cambios en el funcionamiento de el
P-loop. En el conférmero B, la cadena principal del Glu302 adopta una conformacion desfavorable
estabilizada por las interacciones con el lazo Tyr54-Glu65 de la subunidad vecina. En el conformero U, el
Glu302 exhibe una conformacion de la cadena principal mas estabilizada. El lazo Tyr54-Gly65 esta
desordenado y la cadena lateral del Glu302 ocupa parcialmente, el mismo sitio que estaria ocupado por el
pirofosfato, contribuyendo a la liberacion del cofactor. Cajas C y D muestran los entornos de los residuos
Cys206 y C243 respectivamente, los cuales dan lugar a los enlaces disulfuro Cys206-Cys206 y Cys243-
Cys243
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4.7 Interacciones entre subunidades y enlaces disulfuro en MCD

4.7.1 Interacciones tipo I-II y interacciones tipo I-IV

Las subunidades de MCD en el tetrdmero no interactuan a través del eje
binario (Fig.29c), pero si que lo hacen a través de los otros ejes como resultado
de una simetria molecular pseudo D2. Las interacciones tipo I-II (entre
subunidades I y II y también entre IIl y IV) estabilizan la formaciéon del
heterodimero estructural y consisten en una extensa (3964 A) superficie

interfase hidrofébica que involucra principalmente los dominios N-terminales.

Por el contrario, las interacciones tipo I-IV (entre subunidades I y IV y
subunidades II-III) consisten en una bastante mas pequefia superficie interfase
(1051 A) involucrando exclusivamente los dominios C-Terminales (Fig.29a-c y
34c-d). La proximidad de los residuos cisteina en ambas interfases sugieren la
posibilidad de la formaciéon de puentes disulfuro (Cys206-Cys206 entre la
interfase tipo I-IV y Cys243-Cys243 entre la interfase tipo I-II) uniendo asi
covalentemente los cuatro monémeros en el tetramero (Fig.29¢c y 34c-d). Las
condiciones que se han utilizado para la expresion de SeMet requerian
reductores para prevenir la oxidacion de SeMet, probablemente la consecuencia
directa de este protocolo es que los puentes disulfuro no estdn formados en la
estructura de MCD. Sin embargo, si hay evidencia de una formacion parcial de
los puentes disulfuro en la estructura de mMCD. Los puentes disulfuro en
mMCD no parecen ocasionar grandes cambios estructurales, y los atomos de la
cadena principal mantienen las posiciones relativas intactas tanto en la zona de

puente disulfuro formado como en la que no se ha formado.

4.7.2 Andlisis de la formaciéon de puentes disulfuro con la incubacién de H20>

Se analiz6 la formaciéon de puentes disulfuro en MCD utilizando geles
SDS no reductores para MCD silvestre, los dos mutantes simples (C206S, C243S)
y el doble mutante (C2065/C243S) afiadiendo diferentes concentraciones de

peroxido de hidrégeno (Fig.35a-b). La forma silvestre monomérica de la
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proteina se convirtié rdpidamente, aunque de forma parcial, hacia tetrdmero sin
la formacién intermedia de los dimeros, similar a lo que le ocurrié a la variante
mutada C243S en menor medida. Mientras la variante mutada simple C206C y
la doble permanecian sin aparecer los tetrameros. Por lo tanto, la formacién de
la unién disulfuro entre subunidades parece ser un proceso de todo (tetramero)
o nada involucrando los residuos Cys206 y C243. La formacion de los
tetrdmeros en C243S podria ser debido a la gran superficie de contacto entre la

interfase tipo I-II.
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Fig.35 Formacién de puentes disulfuro en malonil-CoA descarboxilasa. SDS PAGE 12%
Acrilamida sin B-mercaptoethanol. (A) Muestras de MCD Silvestre incubadas con diferentes
concentraciones de H»O,, sin HxO» y con DTT para comparar. Se observa un proceso
cooperativo de todo o nada en la formacién de los tetrameros. (B) Muestras de MCD silvestre y
variantes mutadas incubadas de la misma forma que en A. Se observa el mismo
comportamiento para el doble mutante y para el mutante simple C206S que para MCD silvestre.
La presencia de tetrameros en el mutante simple C243S es dificil de interpretar. Cys206 esta
conservado en todos los vertebrados mientras que C243 solo entre mamiferos (Fig.36)
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Fig.36 Alineamiento de un conjunto de secuencias de malonil-CoA descarboxilasa. Los
elementos de estructura secundaria estan indicados. Los residuos correspondientes al motivo de
union de CoA vy las cisteinas que forman los puentes disulfuro en el enzima humano estan
marcados con * y # respectivamente.
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4.8 Caracterizacion cinética de MCD y variantes mutadas

4.8.1 Ensayos de velocidad inicial con y sin pretratamiento de H>O>

Para los ensayos de caracterizaciéon cinética de MCD silvestre y las

variantes mutadas simples y doble se utiliz6 un ensayo de actividad acoplado

ya descrito (Kim and Kolattukudy, 1978) (Tabla.VIII).

Tanto MCD silvestre como el mutante doble C206S/C243S exhiben
cinéticas de saturacion tipicas Michaelis-Menten (coeficiente de hill, n, préximo
a la unidad, Tabla.VIIl) con algunas pequefias variaciones en la constante
catalitica ket (constante catalitica) y So5 (concentracion de sustrato que da1/2 de
la Vi), aunque practicamente con las mismas eficiencias cataliticas (Keat/ So.5).
Sin embargo, mientras que los parametros cinéticos se comportan de forma
similar para el mutante doble incubado con H>O, la eficiencia catalitica para la
variante silvestre del enzima es de casi el doble para una concentraciéon de 0.2
M HzOz. De forma maés significativa, los datos experimentales fueron ajustados
a la ecuacién de hill (Ec.1) en la cual el valor de n incrementa gradualmente

hasta alcanzar el valor 1.4 a 0.2 M H2O; (Tabla.VIII) (Fig.37).
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Fig37 Analisis cinético de la actividad de MCD silvestre en presencia de H20.. Velocidades
de descarboxilaciéon de malonil-CoA y coeficientes de Hill ajustadas a la Ec.1. (A) Sin incubacién
de H>O;, (B), (C) y (D) Incubado en 50mM H>O,, 100mM H>O, y 200mM H>O: respectivamente.
El coeficiente de Hill aumenta de 1.04 a 1.43 al pasar de 0 a 200mM H>O».

En este aspecto, los mutantes simples también exhiben comportamientos
diferentes. El mutante C206S tiene un comportamiento mas parecido al mutante
doble ya que su eficiencia catalitica no varia significativamente con el
tratamiento de HxO, y los coeficientes de Hill se mantienen en todos los
experimentos cercanos a la unidad. En contraste con la situacion anterior, el
valor de (ket/Sos) para el mutante C243S es mas del doble y el coeficiente de

Hill, n, se eleva hasta 1.37 cuando es incubado con 0.2 M H>O:x.

Teniendo en cuenta los diferentes comportamientos observados por la
forma silvestre y los mutantes, los resultados sugieren que la formacién del
puente disulfuro Cys206-Cys206 imparte cooperatividad positiva al

comportamiento cinético del enzima.
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Tabla.VIII
Parametros cinéticos de MCD silvestre y las variantes C206S/C243S, C206S, C243S y

E302G oxidadas y no oxidadas

MCD Kinetic parameters
Oxidant Variant Keat * So.5 n Kea/Sos
(H20,) (s?) Malonyl- Hill M1s1)
Concentration CoA coefficient
M) (mM)
0 WT 141.2+21 0.83 £0.03 1.04 £0.02 0.17
0.05 WT 1283+ 4.6 0.46 £ 0.04 1.14 £ 0.08 0.28
0.1 WT 135.0+4.2 0.42 £0.03 1.28 £0.09 0.32
0.2 WT 109.2 £ 3.8 0.35+0.03 1.43+£0.12 0.31
0 C2065/C243S | 162575 1.16 £0.13 1.04 £ 0.06 0.14
0.1 C2065/C243S | 1754+9.2 0.99 £0.13 1.06 £ 0.07 0.18
0.2 C2065/C243S | 167.1+7.1 0.81£0.09 0.98 £ 0.05 0.20
0 C206S 1171+£1.7 0.73£0.02 1.17 £0.02 0.16
0.1 C206S 141.2 £ 8.8 1.04£0.16 1.11 £ 0.09 0.14
0.2 C206S 114.2£4.2 0.79 £ 0.08 1.04 £0.06 0.15
0 C243S 94.6+2.1 0.58 £ 0.03 1.19 £ 0.05 0.16
0.1 C243S 137.5+54 0.68 £ 0.07 1.25+£0.09 0.20
0.2 C243S 208.3 £2.5 0.56 £ 0.02 1.37 £0.04 0.37
0 E302G 13.3+£8.8 0.22£0.13 0.43 £0.07 0.06

* keat calculada para monémeros

4.8.2 Implicaciones cinéticas del mutante E302G

El residuo que reemplaza la glicina central en el motivo consenso de

GNAT (R/QXXGXG/A) en MCD es el Glu302. Este residuo presenta diferentes

disposiciones espaciales dependiendo de si la conformacién adoptada es con

sustrato, o libre de sustrato. Se investigo la influencia de la cadena lateral del

Glu302 en la velocidad de recambio catalitica con el mutante E302G.

Este variante de MCD exhibi6é una ligera reduccion del valor Sps5 y una

disminucién de diez veces el valor de ke, consistente con una marcada pérdida

de eficiencia catalitica (Tabla.VIII)
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Sin embargo, podria decirse que el mayor cambio reside en el bajo valor
obtenido para el coeficiente de Hill (n= 0.43), el cual sugiere cooperatividad
negativa en el modo de unién de sustrato cuando la cadena lateral del Glu302

esta ausente.

4.8.3 Modelo de catalisis

Los resultados de la superposiciéon del centro activo de MCD sobre el de
GNAT han sido reveladores para poder describir el modelo de catalisis para la
descarboxilaciéon de malonil-CoA por Malonil-CoA descarboxilasa. Basandonos
en los resultados de (Gu et al., 2007) los mutantes de ambos residuos H389A
(His423 en MCD) y T355V (Ser329 en MCD) muestran valores de Kcat
disminuidos 100 veces. Como la Ser329 sirve de anclaje al sustrato, nos lleva a
suponer que la His423 en MCD es el candidato ideal para la desprotonacion del

hidrégeno del carboxilico final de malonil-CoA. (Fig.35).

Malonil-CoA
@} 8]
@0)\)\ CoA ® o 0
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Fig.35 Modelo de mecanismo de catalisis de MCD peroxisomal humana. La His423 parece ser
el candidato ideal para la desprotonacién del hidrégeno del grupo carboxilato del malonil-CoA.
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4.9 Modelo de interaccion de MCD con Pex5

4.9.1 Interaccién de la parte C-Terminal de MCD con el receptor Pex5

El enzima MCD puede encontrarse en diferentes compartimentos
celulares tales como citoplasma, mitocondria y peroxisomas, los cuales

representan distintos ambientes en términos de potenciales redox.

En el transporte de MCD hacia el peroxisoma, es necesaria la interacciéon
con la peroxina 5 (Pex5). Esta interaccion se ha investigado superponiendo la
secuencia sefial PTS1 Ser491-Lys492-Leu493 (SKL) encontrada en una de las
subunidades de MCD (Fig.38), al péptido Ser491-Lys492-Leud93 (SKL) del
complejo formado con Pex5 (c6digo PDB 1FCH) (Fig.39b).

La conformacién extendida mostrada por el tripéptido SKL en ambas
estructuras es muy similar, sugiriendo que esta es una conformacién estable.
Sin embargo, se supone una cierta flexibilidad en la orientacién del tripéptido
con respecto a la helice a20 del C-Terminal de MCD, la cual termina en en
residuo Asn490 (Fig.36), ya que el tripéptido no se ha podido localizar en la
mayoria de las subunidades de MCD.

Asi pues, utilizando el tripéptido SKL como punto de anclaje para la
optimizacién de la orientaciéon de MCD con respecto a Pex5 e intentando evitar
los impedimentos estéricos, da como resultado un reducido abanico de

opciones posibles.
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Fig.38 Vistas estéreo del mapa de densidad electrénica de 2Fo-FC,a 10, del cristal
triclinico correspondiente al motivo de reconocimiento PTS1 Serg-Lysao-Leuos
(SKL) observado en C-Terminal de una de las subunidades de MCD. El péptido
SKL muestra una conformaciéon extendida de los aminodcidos que forman la
secuencia de reconocimento para Pex5

En todos los casos, la cercania de las superficies moleculares de MCD y
Pex5 sugieren que la interaccion especifica para el reconocimiento y unién debe
incluir regiones que se extienden més alla del motivo SKL. Todas estas
supuestas regiones de contacto estdn localizadas en el ndcleo saliente del
dominio C-terminal formado por las hélices al3- al7 y al9- a20 (Fig.28b). Por
otro lado, las regiones de interaccion para Pex5 no estdin muy bien definidas por
el ensayo de interacciéon y podrian envolver entre cuatro y seis helices alfa

diferentes.

Los resultados obtenidos por el estudio de interacciéon en el cudl se
aprecia que participan regiones especificas diferentes a la secuencia de
importacion SKL estd reforzado con estudios que indican que las proteinas
transportadas hacia el peroxisoma a través del sistema PTS1 presentan
caracteristicas estructurales adicionales y diferentes a las mostradas por el

tripéptido SKL (Brocard and Hartig, 2006)
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Fig.39 Estudios de interaccién entre malonil-CoA descarboxilasa
y Peroxina5. (A) Estructura de la interaccién de una subunidad
de MCD (verde) con Peroxina 5 (marrén). (B) Representaciéon en
estéreo de la superposicién de la secuencia sefial de importacion
(SKL) determinada en este trabajo en una de las subunidades de
MCD vy de la encontrada en el complejo entre Peroxina 5 y el
tripéptido SKL. Los fuertes contactos entre ambas proteinas
parecen sugerir que las interacciones se extienden mas alla del
tripéptido SKL. En MCD se presume que estos contactos hacen
participe a algunos residuos del niicleo de helices al4- al6 y a20
encontrado en el dominio C-Terminal de la proteina.
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5. Discusion

Cada subunidad de MCD contiene un dominio todo-alfa N-Terminal y un
dominio catalitico C-Terminal organizado con un plegamiento tipo GNAT. Los
miembros de la superfamilia GNAT, con algunos miles de representantes
dentro de todos los reinos de seres vivos, normalmente actiian como N-acetil
transferasas, transfiriendo grupos acetil a aminas primarias. Habitualmente, los
dominios GNATs tienen asignados lugares diferentes para el aceptor y donador
del grupo acetil y catalizan la reaccién sin ningtn tipo de participaciéon de

intermediaros del sustrato para el enzima.

La estructura Dbésica del plegamiento tipo GNAT esta
extraordinariamente conservado, y sirve para desarrollar dos funciones casi

universales:

1) Unién del grupo panteteina del acetil-CoA
2) Polarizar el grupo carbonilo del tioéster a través de interacciones

del tipo enlace de hidrégeno.

Estas caracteristicas generales de las GNATSs so6n aplicables a CurA GNAT (Gu
et al, 2007), pero solo la primera se puede aplicar a MCD, porque la
polarizacién del grupo carbonilo del tioéster no es necesaria en la conversién de
malonil-CoA a acetil-CoA. Ademas, ya que la descarboxilacién no requiere
ningun aceptor del grupo acetil, el lugar de unién para el aceptor en MCD esté

ausente a diferencia de la mayoria de GNATs.

El tetrdmero de MCD se puede describir de una forma més adecuada
como la asociaciéon de dos heterodimeros estructurales, cada uno compuesto de
dos subunidades con conformaciones alternadas, alojindo una el substrato y
otra impidiéndoselo. Esta disposiciéon conformacional es consistente con el

mecanismo cinético “half-of-the-sites”, en el cudl en un instante dado, s6lo una
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de las dos cavidades para el substrato en el heterodimero es activa. Este
mecanismo de catélisis es perfectamente compatible con las cinéticas de
saturaciéon tipo Michaelis-Menten observadas para MCD silvestre que no ha

sido pretratada con agente oxidante.

La ocupancia parcial de la porciéon panteteina del malonil-CoA muestra
que aunque no se han afadido ni el substrato ni el producto a los cristales de
MCD para hacer cocristalizacién, una fraccion de substrato/producto se ha
arrastrado durante los pasos de purificacién, lo que sugiere una unioén fuerte y
estable. La evidencia de que las dos subunidades del heterodimero estructural
presentan dos conformaciones diferentes atin presentando una baja ocupancia
de los lugares de unién a substrato sugiere que la asimetria estructural es
intrinseca de MCD e independiente de la presencia de sustrato. Ademas, todas
las estructuras que se han obtenido de MCD presentan la asimetria descrita
anteriormente, lo que refuerza la hipé6tesis de que no se ha generado
artefactualmente debido a los contactos cristalinos, y que las diferentes

subunidades estructurales estan presentes en solucion.

El mecanismo “half-of-the-sites” presenta un aparente gasto de energia
catalitica, ya que solo la mitad de los centros activos potenciales pueden
funcionar a la misma vez. Sin embargo, se ha especulado que los enzimas que
catalizan reacciones que provocan pequefios cambios en la estructura del
sustrato, tales como la descarboxilaciéon de malonil-CoA a acetil-CoA, el
producto tiene una afinidad similar al sustrato original por el enzima (Fersht,
1975). Asi pues, la velocidad de liberacion del producto puede interferir en la
entrada del siguiente sustrato, provocando que el paso limitante de la velocidad

de reaccion sea la liberacion del producto.

No obstante, el cambio conformacional producido en una subunidad al
pasar del estado B (del inglés bound) al estado U (unbound), y que provoca la

salida del producto del centro activo, coincide con la formacién de un nuevo
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lugar de unién en el centro activo de la subunidad vecina al cambiar del estado
U a B. De esta manera, los cambios conformacionales sincronizados en la pareja
de subunidades facilita la catélisis a pesar de la reduccién en el namero de

centros activos disponibles.

En este sentido, el rol que desarrolla la cadena lateral del Glu302 en los
cambios sincronizados en los dos centros activos es evidente. La interacciéon del
carboxilato de la cadena lateral del Glu302 con el grupo hidroxilo de la cadena
lateral de la Thr60 del lazo Tyr54-Glu65 de la subunidad adyacente estabiliza la
conformacion activa B, mientras que en la subunidad con conformacién U esta
interaccion no estd formada, permitiendo asi la transicién B a U y colocando la
cadena lateral del Glu302 en la cavidad de unién del sustrato/producto
(Fig.32a-b). En la transiciéon de B a U, el Glu302 pasa de un conformacién tensa
(asociada a Thr60) a una conformacién mas relajada situada en la zona de unién
del grupo panteteina-pirofosfato del malonil-CoA. Produciendo que el lazo

Tyr54-Glu65 se desestructura parcialmente.

Asi pues, MCD parece utilizar el Glu302 como una especie de palanca
molecular, accionando el movimiento desde fuera hacia dentro del centro
activo, coordinado con el movimiento del lazo Tyr54-Glu65, facilitando la
liberacién del producto de reaccion en una subunidad y permitiendo la unién
de un nuevo sustrato en la otra subunidad después de cada ciclo catalitico. De
forma coherente con esta hipétesis, la variante mutada E302G exhibe
propiedades cataliticas sustancialmente alteradas, con wuna afinidad
marginalmente superior al sustrato, pero eficiencia catalitica reducida en diez
veces y una marcada cooperatividad negativa. La interpretacion de este
resultado sugiere que al eliminar la cadena lateral del Glu302 en el mutante
E302G se produce un enzima en el cual la unién del sustrato en una de las
subunidades reduce drasticamente la afinidad de unién para la segunda
subunidad, pero no elimina completamente la posibilidad de unir el sustrato en

el segundo centro activo como ocurria en el enzima silvestre. Teniendo en
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cuenta estos resultados, el mutante Glu302 proporciona una nueva perspectiva
en el disefio de nuevos inhibidores para disminuir la actividad de MCD como

los disefiados en la actualidad (Dyck et al., 2004; Zhou et al., 2009).

La proximidad y relativa orientacion de las parejas de residuos Cys206 y
Cys243 a través de las interfases I-IV/II-IIl y I-II/II-IV del tetramero,
respectivamente, suguieren que, bajo condiciones oxidantes, las cuatro
subunidades del tetrdmero molecular estan conectadas a través de puentes
disulfuro. Esta hipoétesis estd confirmada por la existencia de los tetrameros
obtenidos en geles en condiciones no desnaturalizantes (Fig.32a) y en la
estructura de MCD mitocondrial donde los enlaces disulfuro estan

parcialmente formados.

Ademas, los parametros cinéticos de MCD también se ven afectados por
la formacién de los puentes disulfuro, mostrando un incremento aparente en la
cooperatividad positiva (coeficientes de Hill méas elevados de 1) relacionado con
el aumento del agente oxidante. Como la estructura cristalina mostré que la
unién simultdnea de los sustratos a las dos subunidades del heterodimero no
estd permitido, la interpretacion mds obvia de estos coeficientes de Hill es que,
cuando los puentes disulfuro estan formados, la uniéon del sustrato a una
subunidad eleva la afinidad de la subunidad del tetrdmero relacionada por un
eje binario molecular. Es interesante observar que las subunidades relacionadas
por la cooperatividad no presenta ninguna interaccién en la estructura de MCD,
y por lo tanto los cambios inducidos por unién/liberaciéon del sustrato se
transmiten a través de las demds subunidades del tetrdmero. La evidencia de
que solo se ha observado cooperatividad positiva en el enzima silvestre y la
variante mutada C243S, y no en los mutantes C206S y C206S/C243S, sugiere
que el enlace disulfuro Cys206-Cys206 entre las interfases I-IV y II-III es el mas
importante de todos los enlaces disulfuro posibles para impartir el efecto de

cooperatividad.
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A pesar del éxito obtenido intentando demostrar la cooperatividad
positiva utilizando peréxido de hidrégeno, la oxidacion inespecifica aparente
del H>Oz ha dejado abiertas algunas preguntas. Por ejemplo, no se entiende el
porque de la oxidacién cooperativa para la formaciéon del tetrdAmero con
preferencia al dimero y porque los dimeros de las variantes individuales
mutadas C206S y C243S no se forman. Asimismo, atn con la preferencia
mostrada por la formacién de tetrdmeros unidos por puente disulfuro, no hay
una conversion cuantitativa total hacia el tetramero, incluso a concentraciones
elevadas de H:O2 (1.6M) (Fig.32a), posiblemente como resultado de la
oxidacion del grupo sulthidrilo a derivados sulfinicos y/o sulfénicos. La
formacioén parcial del tetramero es consistente con la formacion parcial de los
puentes disulfuro en la estructura de mMCD vy sugiere que el valor obtenido
para el coeficiente de Hill (n) de 1.4 determinado posteriormente a la incubacién
con 0.2 M H>O», podria estar por debajo del valor real. El significado in vivo que
se le puede atribuir al efecto de cooperatividad inducido por los puentes
disulfuro, que de esta forma modularian el comportamiento de MCD en los
compartimentos celulares con diferentes ambientes redox, no esta del todo
elucidado, asi como tampoco lo estd si el mecanismo real in vivo de regulacion

de MCD es la oxidacién y reducciéon del enzima.

Malonil-CoA descarboxilasa es un enzima muy importante en el
metabolismo de los acidos grasos. La estructura de MCD humana peroxisomal
muestra un tetrdmero descrito mejor como un dimero de heterodimeros
estructurales, en el cual las subunidades adoptan diferentes conformaciones. El
complejo mecanismo regulador presentado por la actuacion de la reactividad
por half-of-the-sites y la cooperatividad positiva entre las subunidades de los
heterodimeros es consistente para un enzima que ha de modular Ia
concentraciéon de un metabolito tan importante como el malonil-CoA presente
en los diferentes compartimentos celulares con ambientes redox variados. Por
ejemplo, en general se cree que los peroxisomas tienen un ambiente reductor

originado principalmente por la actividad de la catalasa (Schrader and Fahimi,
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2006; Willekens et al., 1997), sin embargo la proximidad de los grupos tioles de
las proteinas mitocondriales con las espécies reactivas producidas por la cadena
de transporte electrénico hacen del ambiente mitocondrial un lugar mds

oxidante para las proteinas que el del citosol o peroxisoma (Lin et al., 2002).
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6. Conclusiones

1. Se ha determinado la estructura tridimensional de Malonil-CoA
Descarboxilasa (MCD) obteniendo las fases del cristal hexagonal P6122
mediante el método SAD y extendiendo fases hasta 3.29A utilizando el

cristal triclinico P1

2. Cada monémero de MCD presenta un dominio N-Terminal todo hélice
alfa y un dominio C-Terminal catalitico exhibiendo un plegamiento

tipico de la familia de las GCN5-Histona N-acetiltransferasas (GNAT)

3. La formacién del tetramero estd compuesto por un dimero de
heterodimeros relacionados por un eje de simetria binario. La fuerte
asimetria estructural entre los monémeros del heterodimero sugiere un
mecanismo de reacciéon half-of-the-sites en el cudl solo la mitad de los

centros activos s6n funcionales al mismo tiempo.

4. El centro activo ha sido caracterizado mediante modelaje con la
estructura homoéloga de CurA GNAT. Descifrando los residuos His423 y
Thr329 en MCD como de vital importancia para la unién y catélisis del

malonil-CoA.

5. Cada heterodimero contiene dos conformaciones estructuralmente
diferentes, la conformacion B, en la que el sustrato estd unido, y la
conformaciéon U, dénde la unién del sustrato no esta permitida por
problemas estéricos. La liberacion del producto de la reacciéon produce
un cambio conformacional que permite la entrada del sustrato en la
subunidad adyacente formada en el heterodimero. Este cambio
conformacional se transmite a todas las subunidades mediante las

interfases de interaccion.
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10.

El mutante E302G presenta una eficiencia catalitica disminuida 100
veces respecto a MCD silvestre, que unido a las diferencias estructurales
observadas en los mondémeros que forman el heterodimero, sugieren
que actua como palanca accionadora de la liberacion del sustrato en la
conformacién B, mientras que en la conformacién U impide la unién del

sustrato al centro activo.

Los ensayos de actividad de MCD silvestre muestran un
comportamiento tipico Michaelis-Menten consistente con el mecanismo
de cooperacién negativa total “half-of-the-sites” entre subunidades del

heterodimero.

La incubacion de MCD silvestre con peréxido de hidrégeno resulta en
un incremento en el coeficiente de Hill y un aumento de la eficiencia
catalitica a medida que aumenta la concentracion de peréxido de

hidrégeno.

Los coeficientes de Hill mostrados por los mutantes C243S y C206S en
presencia de perdxido de hidrégeno indican que la cooperatividad
impartida entre heterodimeros proviene mayoritariamente del enlace

disulfuro Cys206-Cys206.

Las pruebas de “docking” sugieren que el dominio C-terminal de MCD
podria estar implicado, ademads de la secuencia de interaccion SKL en el

reconocimiento y union a Pex5
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7. Anexo

Durante la realizaciéon de esta tesis en el grupo del Prof. Ignacio Fita en
colaboracion con el laboratorio del Prof. Peter C. Loewen , se ha publicado un
articulo en el cudl aparezco como primer autor en Acta Cryst Section F:

“Structure of glycerol-3-phosphate  dehydrogenase (GPD1) from
Saccharomyces cerevisiae at 2.45 resolution”

David Aparicio, Munmun Nandi, Xavi Carpena, Ignacio Fita and Peter C.
Loewen

Ademas, hay otro articulo en proceso de revisiéon en la revista Journal of
Biological Chemistry en el que también aparezco como primer autor:

“Structural asymmetry and disulfide bounds among subunits modulates the
activity of human Malonyl-CoA Decarboxylase”

David Aparicio, Rosa Pérez, Xavier Carpena, Mireia Didz, Joan C. Ferrer, Peter
C. Loewen and Ignacio Fita
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Structure of glycerol-3-phosphate dehydrogenase
(GPD1) from Saccharomyces cerevisiae at 2.45 A

resolution

The interconversion of glycerol 3-phosphate and dibyvdroxyacetone phosphate
by glycerol-3-phosphate dehvdropenases provides a link between carbohyvdrate
and lipid metabolism and provides Sacoligrosmyces cerevistae with protection
agninst osmaodic and anoxic siress. The first strecture of a glyeerol-3-phosphate
dehydrogenase from & cevevistoe. GPLL., is reported ai 245 A resolution. The
asymmelric unil contains two monamers, ench of which is organized with N- and
Ceterminal domains The N-terminal domakn eontains a classke Rossmann fold
with the {fo-fom-f): motil typical of many MAD -dependent enzymes, while
the C-lerminal domain s mainly o-hebeal. Struciural and  phylogenete
comparisans reveal four main structure types among the Bve families of
glyoerol-1-phosphate and glveeral-1-phosphate dehydrogenases and reveal that
the Clostridinne acetpfuciylicans profein with PDB code 3ce® is o glycerol-

1-phosphate dehvdrogenase.

1. Introdudction

The intercomversion of glycerol snd dibydmoxyacelone, gither phos-
phorylated or unphosphorylaied, ts a key step in the integration ol
carhohydrate and lipid metabolizm and in glycerod meinbolism { Linn,
1976). The impartance of this metabolic ransitson is ovident fraom
the evalution of af least five phvlogenctically unrelaied or distanily
related families of enrymes thal cadakzee this reaction. The Tamily
with the widest metabobic impact includes the glycerol-3-phosphaic
dehyilrogenases (GMDHs), which are at the core of carbohydraie
and lipid catabolmm and anabolism, Glycerol 3-phosphate from the
break down of phosplyolipids and triglyeerides (via glveerol kinase) is
converted info the glycolvsis inlermediate dilvdroxyacetone phos-
phate, while the reverse reaction prodisces glycerol 3-phosphaie,
which is required for the symihesis of irigycerides and phosphodipsds
(Fig 1. In sddition, the concened sction of eylosolic (NAD-
dependeni) GEPDHs and membrane-bound  [FAD-dependend)
CEPDHs tranafers reducing oquivalams from eytosolic NADH into
the elecinon-trarspart chain of otk bacieria and mitochondria (Fig. 1
Larssom ef il I':'F}H:Ehlnﬁm’ Iy, 'l'hc }'nn:lqimul::ﬂ]l"l]l'h
CGiPD1 and GPOI2 con fencisonally q 1 one another bat are
differentally regulated, with l"l'l]l responiding 1o csmotic stress
for clevated glyoensd prodection amd GPD2 responding fo anoie
conditions, presumably to convert excess WA DH 1o NAD® {Amell o
al, 197) In sddition, the reduction of dildrosyacetone phosphate
by GAFDH prevents i convession ialo the poeniially noxie
meethylghoxalate {Richard, 1984: Lo o al, 1994: Martins af ol , 2000 )

Gilhveeralipids are most commonly based on glycensd 3-phosphate,
bt some species, particalardy amaong 1be archacbhactieria, utilice the
crantiomerse ghveerol  1-phosphate.  Comsequenilly, GIPDHs are
supplemented in some organisms with NAD{F)" -de pendent glyoered-
1-phosphate debydrogensses (GIPDHs: Koga o al, 1998; Nishihara
& Koga, 1), which surpesingly show lower sequence similarity o
GIPDHs than to baclerial and eukaryotic ghoool dehydrogenases
(GIXHs L The GIHs are primadly responsibe Tor the oxilation of
glycerol io dihydroxyscetione, which musé be phosphorylated before
amering the gheolytic pathway, making thom less versalile mola-
balically ithan the GIFDHs (Line, 19%). Exnmples ol ik enzyme

Aeta Cryst, (2007). FeB, 12701280
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can be found amosp e brosd-subsirabe-range polvol deby-
drogenases. { Ruzheinikov o al, 2001) and the aldo-keto redoctases
(Rachiter of af, J010),

Structures are avadlable for ot lemst one member of each of these
Earallies af Cf PRDHs excepd the GLFDH For example, the GIFDHs
from Archacoglobdy firlgidis (PDB eoiry lixg: Sakosegaws e al,
20M ). Thermosogr smaritin (PDB entry 1282 Leskey of o, 2002),
Contella hurnerd (PDB emiry Sk Comler for Stractaral Geenasies
of Infections Disenses, unpublished work), Plasmodiem frloipomum
(PDB enry 1yjE Sinsctural Genomies of Pathogenie Protosoa
Cormoninm, unpublished work), Lefihmania menlons (FDB esiry
Inle; Choe ef al., 2003 and Hiovae sapiem {POB entry 130w Ow el
) mre MAD -dependent and cytosolic, while ihe enzymes from
Escherichia coli (PDB entry Jgow: Yeh et al, HH8) and Hacilluy
falodurmay (PDE eniry 3dal; Mombesst Siuciural  Genonsies

UQH, ug

o
Lipids FAD FADM, Ghyoohysia
imemdwanc|
NAD]
Gilyserol e s
3-phosphate ﬂl‘>m" phasphase
G“T HAD MADH - H TD“M'{
1

Figure 1

Selematic vanline of 1be firkes riﬂ.'-ﬂ'!lll-rdﬁl’!l'l--uhh T cytumnbic
CHPFDH {hioc) micronvern gl i 3 ani phan-
ki depenting on the caisbol i -hud-:r-l'll-rnll The memirans-baund
AP 1|'H|l ﬂﬂtnﬂluﬂ\' okl wral ihe
e [T m-u1ﬂwmmwmmrwm?
production. GO (greenl pﬂmu.u-q- okidise ghyeerul s dibgilissyaceione.
Eroeth gy rod el abibyd brcerylaind at the enpermss o ATF
by ghecemd Lingss (1K) and Mﬂrﬂmﬁw Liree (DHEAK ), respostively

Caomsortiam, unpuhlished work ) are FAD-dependent and membramse.
amacisted. The NAD dependent GIHs from B srearmihermaphius
(PIXE entry Mjpa; Rasheinikoy er ml, 2000}, Soorhizoblo melion
(PD¥B entry Juhp New York Structaral Genomses Rescanch Consor-
tium, unpublished work), Clodridiv secarbaylicam (FOB eniry
Sce® Joint Center for Structural Genomics, mnpublished work),
Sehizompccharomyers pomde (FOB emtry Dla% A, M. Mubchak,
umpublished woerk) amd T maritien (PDB entry 1kg3; Lesley o al,
2007 wre members of the diverse group of polvol debydrogenases,
while the MADP -dependent GIDH from Gleconobacrer avydans
(PDE entry 3n2t; Richter e al, 2010) is a member of the aldo-keto
reducinse family, To date, the siruciure of a GIPDH bas nod boen
reporied

In light of the physsological information perainiag 1o the GIPDHs
from Sacchurmmyers cerevisioe, the absence of o siructure of a
represcofakive ensyme from thie species s nodable. To Gl this void,
we report hefe the srsctuse of GPDI from 8. eereviniar nefised
10 245 A resolution and compare ihe structures and phylogenetic
groupings of ihe GIFDH and GDH fumilsesy, which reveals that &
GIPFDH structure has been reported but incomectly anmotated.

2. Maleriale and methods
1.1, Expression and purification of GPDE

The clome for GPDL, YDLOZXW (Gelperin of ml, 2005), wns
purchased lrom Open Basystems. The ope reading framse was
amplified using the primers 5 AGCAGAATTOCATATGTOTGE:
TGOTOE (forward) and 5 -AAGAAGGATCCTTAATCTTCAT G-
TALG (reverse) and 1ransferred into pkSe for sequence confirmation
and then into pET28b msing the restriction enrymes SaanHI and Nae]
0 gonerate pETIE-GIDL. Expression i £ coff BL21 was induced
with L) mA PTG amd the cells were incubated @1 MO K for 16 b
The cells were Iysed using & French press anid the crude eximet was
iractionased with amemoniam sliaie followed by bom-exchange
chromatography on DEAE cellulose. The parified protein was judged
10 be =95% pure by SDE-PAGE, with a specific sctivity of (003 pmol
dihydroayacetone phosphate redoced per minute per milligram of
prolein ai mom iemperature, which s slightly kower than the specific
wctivily of the enxyme from chicken liver {(White & Kaplan, 1%64%),

2.1 Crystallization snd refinement of GPDI

GPD] was orystallized by the hanging-drop sapoar-diffosion
melbod uiing & reservidr solution consisting of 12% palyethylene
ghycol SO00, 1,1 M Tris-HC1 pH 85, 0.8 M MgCl,. The fird cryseals
appearcd on the scoond day amal continoed gromamg to dimensions
of 150 = 30 pen. Crysials lash-cooled using 2% glycerol & & eryo-
protectant were used for data collection 16 245 A resolution on the
I beamline @ the ESRF, Gremoble (Table 1L Dala were
processed with the XOF package (Kahsch, 3000 amd & moleculnar-
replacement solutbon was found with Phaser (MeCoy o el 2007)
using ihe N-termimal and C-ierminal domaien of 8 mopomer of the
homan enryme (FDB entry Ixih; sequence identity of 456%) & the
search model. The profein struciuse was refined using REFMAC
(Murshudow e o, 2001 ) and manually modelled with the mobecular-
graphics program Com (| Emaley & Cowtan, 2040, A final refinement
cycle with BUSTER (Brcogne ef af, 2001} produced B and R,..
valocs of 200M% and J08%, respectively (Tablg 1), The coordinates
have been depondied in the PIXE as eniry 4fgw.

1280  Alarcen ot i, + GPDE
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21 Phwlogenetic analysis

The sequences listed in Table 2 were aligned wsing ClitaW and
phylogenstic inferences were determined wsing programs from the
PHYLIF 359 package (Felenstoin, 1989), inclisding SEQRENT,
PROTIET, FITCH snd CONSENSE, The quality of the brasching
patterns was msscssed by bootstrap resampling of the data sels using
TUME e plicat kv

3. Ressults and discussion
L1, Cloniag, expresion and crystallization of GPDY

A clone of 5 cerevivine YOLOZIW encoding GPD was purchased
from Open Hiosysienis snd transferred into pKS+ and pET2ED fos
sequence verification amd expresion, respectively. The purified
protein was erystallized and its sirscture was determined a1 245 A
resaluison (Tabde 1) The homodimeric structure of ihe enzyme is
reflected by the presence of fwo wibunils in the asymmetric undl
relaied by an exncl moncrysinllographic iwofoll axis (Fig. 2} The
clectron-demily maps defined o nearly coatinuoas backbone from
resichise 15 8o the C-ermanal residue 385 in both subaniis. However, in
ome of the sabunils electron density was poor for the protein region
from CluT+ 10 (in9l, which was hkely o be @ result of coaforma-
tiomal vorishility s suggesied by the relatively high tempemire-

factor values, which nevertheless did not affect the overall quality of
the refined model [Table 1)

The struciure determined corresponids 1o the apoenzyme and s
very similar 10 those of other oosolsc GIFOHs with the sabanis
oaganized in two domadns The N-ierminal domasin comains a classae
Rimsmann fold { S fo-J): (Roo & Howsmanm, 1975) with pamaliel
strands comenon o NAD-binding proteins and s extended by an
(=A== 1) motif but with the two additional Sstrands onented ami-
parallel 1o the fimst six. The C-terminal domain conisting of residues
256385 is largely er-helical. The crevasse formed in the waist of the
subumit belween the iwo domains harboars the NAD -binding sile
along the Fossmane ol (Fig 2). The humsn and veast enrvmes
differ primanly in two extended loops in the haman enecyme that
protriide o the binding pockel, making i somewhsl smaller.

3.2, Comparison wilh other ghoerd delydrogensse sirucisnes

GPFD] supenimposes well ondo the struderes of the six olosolic
cnzymes (PDH entres Inlg, Lo, Dnv, Ix)8, 1282 and Sk96) with
roob-mean-square deviafions of 1LE-27 A for 2000330 O atoms.
However, altempls 1o superimpose GPDN onlo either of the two
membrane-boend GIPTHE or any of the dx GDHs sevealed three
ilmtinel grouprings of substantially dilferent structures that procluded
superimposaion (Fig. 31 The membrane-bound GIFDHs (rom £ ool
(PDB entry 2geu) and 8. hafodurans (PDE entry 3dsl ) contain three
{far- ) matifs in the N-terminal 170 residises that are nod anganized
in & classic Rossmann fold and the remainder of the protein i rich in
f-sheets, mainly with an antiparallel organiratson {Fig. 35). The GDH
from . auyidars (PO entry Inti) shares the repeaiing {er- @), motil
cammaon 1o the aldo-keto reductase family that is organiced with the
festranids formeng o contral bareel surrousded by the belical segmens
(Fg Ack Lastly, the GIDHs from B stearotiermaopiiie (PDB entry
ljpu). Stoorhizatdusm mefifon (FDH entry 3ubg), Schizossccharo-
ayoes porabe (PO entry Din®), Thermotoge auninmae (FOB eniry

Figure

Strecteng of £ arswviuer D, Ledt: the dimer lvmnd in the ssymmeiric asi and
ihe hialopeally activg lorm il ihe raryme. The A subenii s shown in Blug sad ihe
i subumii b shown in green. The Ndcomime] domain (% om) and Coacrming

domain (Caeom) sre labellal NAD® molecules are i red el wheit
et bodns e deduced from el Pesding wie (0 the huomes caryme (DB ealry
Buvy, Rigghit: (e A sulnired polsted by 500 4o provide s benler view of e subsinsse -
bamaling £l
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lkqd) and CTosridiun aceroburriicam (FDB entry Rce; but see
Below ) contam a modefied Rossmonn fokd with the s | o fao-8)
matif (residues 11-67) followed by an (oSar-f) motif |residues
T-118) (Fig. Xfj

1.0 POBE entry Joe? in a ghoerol-1-phosphate dehydrogenase
PP 1LFE

In am atlempd to gain imsighl mte bow the family of GIPDHs
may bhe related io these different structarl grougs, represemiative
sequences from each family were aligned and subjected to phylo-
pemeths analysis (Fig 4 The resulting tree contains the expecied five
groups or clides fhe ofosolic GIPDHx (dade A in Fig. 4), the
mcmbranc-bosind GIFDHs (dade B), the aldo-keto roducasc-fike

GDHs (clade C), the polvol dehydrogennse-fike GOHS (clade D and
the GIPDHs {chade E) The sarprise in this amalysi is the location af
the supposed GIVH of C. acesshingylici (protein 41 in Fg. 4) among
the CGIFDH-family scquences, suggesting that the prosein with FDE
conle 3ced should be re-anmidaied &s 0 GEIFDH, Serendipiiows]y, ihis
vatcome fills the hole created by the lnck of & GIFDH structure;
there s an fact af keast one representalive siruclane from each of the
live clades ol glycerol (phosphaic) debydrogenases. The close relas-
liomship beltween the polyol dehydrogenmse-like GDHs amd the
GIFDHs on the same branch of ibhe tree in Fig. 4 s farther
substantialed by the structure Joe® being very similar 1o (e structure
ljpu in Fig. 3d). C scebigylicam GIPFDH shares 21% sequence
similarity with 8. stearadhermopfifies GOH and the rood-mean-sguare
devaation (ramad,) on 295 O aoms alter superinposation s Lo A

Figiire 3

Ciempartan of monomer sinuctunes of represemiateoes of cach of ibe e lamilies of gloerol {phoaphaie b debyvilrogensses. (@) N, ormabiee GO (PD8 eniry digs
represcn the vtk GEPDML () E cold Glpld (DB entry 2gou) reprcesn the membeane hound GAPDHL () G onvdes AKE1IBY (PO emry 38710 repiescst
CElHH pesembling abdo-kito eductne, () B inarcibermopiiio GIOH (PO catry 1jga) regecsents GO from e polnsl delivdrogenme Py and alio the GIFDHL
The classie Risamann Bolid is posilioned 51 the boivom (o) The bigh f-ahesl conten m GlpD is cvidem at the (op and botios of (51 Modied Rossssn folds aie evidesi

in the core of AKMITH i () mal 88 the Boitom of G n (df)
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Figure 4
Fiplagonctic samah

of the g i {phonph
was oomstrucicd using FITCH from the 41 profcin sequences lnted in Tahde T
aligned wing Chissi W, The percemtage of replicaies i the bootsmp resamphng
thiik ool 1hee Bifch sl are indcaled dd PO oodes b ieliskod b i
prodcies. for which sireciwes have been repuwial. Group A contsim the cytosles
CAFDH (uruciures i Fig. M, group B costaimi B memivanc-bound O3 FT R
{Fig. M), proup € contain ihe sklo-keto peducisme-blie proteims (P, o) groop [

I debrpdrog famaly. The trec

oonuains the podyol delydrogonase:like G (g 500 md group E conlains the
CRIPTINHE Tr alvorirkd B ke Wl proiein 40, which was aamdaied in PDB esmy
Roe® an Being & GO and hes & alrsslnie very wmilar b thal of B e
Vrvrsieyyhiion CEVH (PIE entry Hjpul in Fig, 30af), chearby groups with the GIPDH

This can he compared with ihe greater similarity among ihe four
GDOHs, with 45=-50% sequence similarity and r.msd. values of L0-
1.2 A on 330-350 £ atoens for superimposition of 1jpu on Mg, 19
and b,

4. Conclusions

The structure of £ cerevisine GPDE has been refined 1o 245 A
resalulion. Each monomer is organiaed wilh dsstine N-ferminal and

Caterminal domaims, with the N-terminal domasin containing a classsc
Revsmann-fold (fr- S motil The fshoel element is extended
v an acdiditional {or-feor- ) motil, albeit with the sdded two fstrmmds
arscnted antiparalie] 1o the stranids in the main fodd. The stredurne of
GiPI31 s very similar o thase of ather cyiosolic GAIPEHS, bai daffers
substantially from the cight other reporied GAPDH and GDH
structures. Phylogenetsc analyen of glycerod {phosphaich dehadeo-
genase probeins confirmeed the existence of five fmilies or clades and
revealed that ome protein previemsly annotated as o GIDH with s
structure reporied as FOH entry 3ce wos aciually o GIFOH. Thes,
there is one representative strudare for each of the five famikies and
the close relationship between GOHs and G1PDHS s chearly evident
from the structures of the polvel dehydrogenase-like GIDHs being
vory similar to the GIPDH structsire,

This work was sapporied by o Discovery Grant 96800 from the
Matural Sciences amd Engincering Hescarch Counal of Cansda,
by the Cansdn Research Chair Program (1o PCLY and by grant
BFL200R09258 fram the Ministerio de Educacidn v Cencia (MEC)
Spain (1o IF)

References

Ansell B, Granath, K., Hobmann, &, Thevelem 1 M. & Adler, L. (1997)
EAIRCY . 16, 2179-208T,

Bricogne, (i, Blansc, E., Brasdl, M., Flomburg, C, Keller, . Packorek, W,
Roeversi, P, Sharfl, A Smart. O 5. Vonrheim, C & Womack, T. O (2001
BUSTER. Cambradge: Glohal Phang Led.

Choe, 1, Geserra, D0, Whchels A M. & Mol WG L (20000 . Aol Rl 309,
35-M9

Emidcy, It & Costan, K. {J0H), Acs Crod. D68, 2136-2132

Fekenstoin, L {1995 Clafsnc, 5 1d-160,

Crelperin, [ ML, While, ML A, Wilkinson, M, |, Kon, Y. Kung. L. A, Wie K.
L Lopes-Hova, N, Jung. L, Paecirillio. §. Yu, H., Gervean, M., Dumonl, L
E. Phincky, E. ML Seyder, M. & Groyhack, E L (2005), Gewes Dye. 19,
IRIA-2RG

Kalwch, W, (2000 Arta Crme Thi, 125130

Koga. Y. Kyuragl, T, Nishiham, M. & Scee, N (1995), £ Mol Seodd b, 3-03

Larsson, . Pihlman. | L, Ansll. B Riposden, M., Adler, L & Gustalvam,
L 1R Yieamr, T4 347-357.

A o el (XO2) Peoc Nad Acsd, Sol DA, | I60d- 0 R,

Linn, E. ., (1U76). Amau Rev. Microdid, 3, 535570

Las, T, W, Wesiminnd, M. E MeLellan, A O Selwind, T & Thainalliey, It 1
(1R A Biod Chem. 269 NE300-T2WE,

Marting, A, M. T. B 5. Cordeirn, . A. A, & Ponces Frowe, A, ML L (2061)
FERS fey 499, 41-44.

SloCow, A, L, Crosse-Kunsifove, B W, Adama, @ T, Wine, M. [0, Ssorom,
L C & Read B, 1 (2007), 4 Appl Crynd, M8, A58-674,

Mmshudoy, G S Skubdl. P, Lebedev, A A, Pannu, N 5. Stelner, B AL
Nicholls, B AL Winn, M. [0 Long, I & Viagin, A A (21} Aow Crest
DT, 355-347,

Ninhihara, M. & Koga, Y. (193] L Miovkess. 117, 953805

Ou, X, 5. C, Han, X.. Fhao, X., Li, X.. Mao, Y. Wong. L-L Rasilam, ML &
Ren, ¥ (M04). 1 Mol Hiol 357, K58-R60,

Rao, S T & Howmann, M G (1973) 1 Mol ilied, T, 200-240,

Riachard, I P {19841, 2 Am Cheme Sov, 10 49304006,

n?;rﬁmx..umlw.ammmmmn.xm Mol 404,

Rmrheinikow, & M. Burke, L, Sodebsiova. . Baker. P L Taylor, B. Bullough,
P& Muir, N, Gaore, ML 0L & Rice, 00 W (300 | Sruciuer, 8, TH-S02.

Sakasrg S0 Hagrmaier, C. J., Thaner. K. K. Essen, L0 & Shima, S
{00, Froiiw 5ol 13, 3181-317]

Shen, W, Wei, Y. Dauk, M., Zheng, £ & Fou, | (2005 FERS Ler 534,
L=t

White, H. B & Kaplan, 300 (1969), J. Bdodl Clwan, TR0, S-S0,
Ve, LI, Chinte, 1L & Du, S (2008), Proe. Nl Acad, Sl G54, 105, 1350
Ak

Arta Cryat, (2007). PeB, 1X75-12183

121

1283

Alarcos ot al. « GPOI



122



BIBLIOGRAFIA

123



124



8. Bibliografia

Albertini, M., Rehling, P., Erdmann, R., Girzalsky, W., Kiel, J.A., Veenhuis, M.,
and Kunau, W.H. (1997). Pex14, a peroxisomal membrane protein binding both
receptors of the two PTS-dependent import pathways. Cell 89, 83-92.

An, ]., Muoio, D.M., Shiota, M., Fujimoto, Y., Cline, G.W., Shulman, G.I., Koves,
T.R., Stevens, R., Millington, D., and Newgard, C.B. (2004). Hepatic expression
of malonyl-CoA decarboxylase reverses muscle, liver and whole-animal insulin
resistance. Nat Med 10, 268-274.

Antonenkov, V.D., Grunau, S. Ohlmeier, S., and Hiltunen, J.K. (2009).
Peroxisomes are oxidative organellesAntioxid Redox Signal 13, 525-537.

Antonenkov, V.D., and Hiltunen, J.K. (2006). Peroxisomal membrane
permeability and solute transfer. Biochim Biophys Acta 1763, 1697-1706.

Antonenkov, V.D., Van Veldhoven, P.P., Waelkens, E., and Mannaerts, G.P.
(1999). Comparison of the stability and substrate specificity of purified

peroxisomal 3-oxoacyl-CoA thiolases A and B from rat liver. Biochim Biophys
Acta 1437, 136-141.

Bairoch, A., Apweiler, R.,, Wu, C.H., Barker, W.C., Boeckmann, B., Ferro, S,,
Gasteiger, E., Huang, H., Lopez, R., Magrane, M., et al. (2005). The Universal
Protein Resource (UniProt). Nucleic Acids Res 33, D154-159.

Baldwin, J.E., and Krebs, H. (1981). The evolution of metabolic cycles. Nature
291, 381-382.

Baumgart, E., Vanhooren, ]J.C., Fransen, M., Marynen, P. Puype, M.,
Vandekerckhove, J., Leunissen, J.A., Fahimi, H.D., Mannaerts, G.P., and van
Veldhoven, P.P. (1996). Molecular characterization of the human peroxisomal
branched-chain acyl-CoA oxidase: cDNA cloning, chromosomal assignment,
tissue distribution, and evidence for the absence of the protein in Zellweger
syndrome. Proc Natl Acad Sci U S A 93, 13748-13753.

Biermann, J., Just, W.W., Wanders, R.J., and Van Den Bosch, H. (1999). Alkyl-
dihydroxyacetone phosphate synthase and dihydroxyacetone phosphate
acyltransferase form a protein complex in peroxisomes. Eur ] Biochem 261, 492-
499.

Birschmann, I., Stroobants, A.K., van den Berg, M., Schafer, A., Rosenkranz, K.,
Kunau, W.H., and Tabak, H.F. (2003). Pex15p of Saccharomyces cerevisiae
provides a molecular basis for recruitment of the AAA peroxin Pex6p to
peroxisomal membranes. Mol Biol Cell 14, 2226-2236.

125



Blanc, E., Roversi, P., Vonrhein, C., Flensburg, C., Lea, S.M., and Bricogne, G.
(2004). Refinement of severely incomplete structures with maximum likelihood
in BUSTER-TNT. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr 60, 2210-2221.

Bouzakri, K., Austin, R., Rune, A., Lassman, M.E., Garcia-Roves, P.M., Berger,
J.P., Krook, A., Chibalin, A.V., Zhang, B.B., and Zierath, J.R. (2008). Malonyl
CoenzymeA decarboxylase regulates lipid and glucose metabolism in human
skeletal muscle. Diabetes 57, 1508-1516.

Brocard, C., and Hartig, A. (2006). Peroxisome targeting signal 1: is it really a
simple tripeptide? Biochim Biophys Acta 1763, 1565-1573.

Clevers, H. (2006). Wnt/beta-catenin signaling in development and disease.
Cell 127, 469-480.

Cline, G.W., Petersen, K.F., Krssak, M., Shen, J., Hundal, R.S., Trajanoski, Z.,
Inzucchi, S., Dresner, A., Rothman, D.L., and Shulman, G.I. (1999). Impaired

glucose transport as a cause of decreased insulin-stimulated muscle glycogen
synthesis in type 2 diabetes. N Engl ] Med 341, 240-246.

Collins, C.S., Kalish, J.E., Morrell, ]J.C., McCaffery, ].M., and Gould, S.J. (2000).
The peroxisome biogenesis factors pex4p, pex22p, pexlp, and pex6p act in the
terminal steps of peroxisomal matrix protein import. Mol Cell Biol 20, 7516-
7526.

Costa-Rodrigues, J., Carvalho, A.F., Gouveia, A.M., Fransen, M., Sa-Miranda,
C., and Azevedo, J.E. (2004). The N terminus of the peroxisomal cycling

receptor, Pex5p, is required for redirecting the peroxisome-associated peroxin
back to the cytosol. ] Biol Chem 279, 46573-46579.

Covarrubias, L., Hernandez-Garcia, D., Schnabel, D., Salas-Vidal, E., and
Castro-Obregon, S. (2008). Function of reactive oxygen species during animal
development: passive or active? Dev Biol 320, 1-11.

Cozzone, D., Debard, C., Dif, N., Ricard, N., Disse, E., Vouillarmet, J., Rabasa-
Lhoret, R., Laville, M., Pruneau, D., Rieusset, J., et al. (2006). Activation of liver
X receptors promotes lipid accumulation but does not alter insulin action in
human skeletal muscle cells. Diabetologia 49, 990-999.

Chang, C.C., Warren, D.S., Sacksteder, K.A., and Gould, S.J. (1999). Pex12
Interacts with Pex5 and Pex10 and acts down-stream of receptor docking in
peroxisomal matrix protein import. ] Cell Biol 147, 761-774.

Chen, JY.,, and Martin, N.C. (1988). Biosynthesis of tRNA in yeast

mitochondria. An endonuclease is responsible for the 3'-processing of tRNA
precursors. | Biol Chem 263, 13677-13682.

126



Chibalin, A.V., Leng, Y., Vieira, E.,, Krook, A., Bjornholm, M., Long, Y.C,
Kotova, O., Zhong, Z., Sakane, F., Steiler, T., et al. (2008). Downregulation of
diacylglycerol kinase delta contributes to hyperglycemia-induced insulin
resistance. Cell 132, 375-386.

Dalle-Donne, I., Rossi, R., Colombo, G., Giustarini, D., and Milzani, A. (2009).
Protein S-glutathionylation: a regulatory device from bacteria to humans.
Trends Biochem Sci 34, 85-96.

Dammai, V., and Subramani, S. (2001). The human peroxisomal targeting signal
receptor, Pex5p, is translocated into the peroxisomal matrix and recycled to the
cytosol. Cell 105, 187-196.

Datta, S.C., Ghosh, M.K., and Hajra, A.K. (1990). Purification and properties of
acyl/alkyl dihydroxyacetone-phosphate reductase from guinea pig liver
peroxisomes. ] Biol Chem 265, 8268-8274.

De Duve, C., and Baudhuin, P. (1966). Peroxisomes (microbodies and related
particles). Physiol Rev 46, 323-357.

de Vries, S.J., van Dijk, M., and Bonvin, A.M. The HADDOCK web server for
data-driven biomolecular docking. Nat Protoc 5, 883-897.

Debard, C., Cozzone, D., Ricard, N., Vouillarmet, J., Disse, E., Husson, B.,
Laville, M., and Vidal, H. (2006). Short-term activation of peroxysome
proliferator-activated receptor beta/delta increases fatty acid oxidation but
does not restore insulin action in muscle cells from type 2 diabetic patients. ]

Mol Med (Berl) 84, 747-752.

Dodt, G., and Gould, S.J. (1996). Multiple Pex genes are required for proper
subcellular distribution and stability of pex5p,the PTS1 receptor: evidence that
PTS1 protein import is mediated by a cycling receptor. J Cell Biol 135, 1763-
1774.

Dresner, A., Laurent, D., Marcucci, M., Griffin, M.E., Dufour, S., Cline, G.W.,
Slezak, L.A., Andersen, D.K., Hundal, R.S., Rothman, D.L., et al. (1999). Effects
of free fatty acids on glucose transport and IRS-l-associated
phosphatidylinositol 3-kinase activity. ] Clin Invest 103, 253-259.

Dyck, J.R., Cheng, J.F., Stanley, W.C., Barr, R.,, Chandler, M.P., Brown, S.,
Wallace, D., Arrhenius, T., Harmon, C., Yang, G., et al. (2004). Malonyl
coenzyme a decarboxylase inhibition protects the ischemic heart by inhibiting
fatty acid oxidation and stimulating glucose oxidation. Circ Res 94, e78-84.

Emsley, P., and Cowtan, K. (2004). Coot: model-building tools for molecular
graphics. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr 60, 2126-2132.

127



Erdmann, I.H.a.R. (2005). Biogenesis of peroxisomes: Topogenesis of the
peroxisomal membrane and matrix proteins. FEBS ] 272, 2362-2372.

Fersht, A.R. (1975). Demonstration of two active sites on a monomeric
aminoacyl-tRNA synthetase. Possible roles of negative cooperativity and half-
of-the-sites reactivity in oligomeric enzymes. Biochemistry 14, 5-12.

Finck, B.N. (2007). The PPAR regulatory system in cardiac physiology and
disease. Cardiovasc Res 73, 269-277.

Footitt, E.J., Stafford, J., Dixon, M., Burch, M., Jakobs, C., Salomons, G.S., and
Cleary, M.A. (2010). Use of a long-chain triglyceride-restricted/ medium-chain
triglyceride-supplemented diet in a case of malonyl-CoA decarboxylase
deficiency with cardiomyopathy J Inherit Metab Dis

French, W.L., and Wilson, C.R. (1978). Genetic and Phenogenetic Studies on the
Dynamic Nature of the Cytoplasmic Inheritance System in CULEX PIPIENS.
Genetics 88, 447-455.

Funato, Y., Michiue, T., Asashima, M., and Miki, H. (2006). The thioredoxin-
related redox-regulating protein nucleoredoxin inhibits Wnt-beta-catenin
signalling through dishevelled. Nat Cell Biol 8, 501-508.

Geuze, H.J.,, Murk, J.L., Stroobants, A.K., Griffith, ].M., Kleijmeer, M.]., Koster,
AlJ., Verkleij, A]., Distel, B.,, and Tabak, H.F. (2003). Involvement of the
endoplasmic reticulum in peroxisome formation. Mol Biol Cell 14, 2900-2907.

Goodwin, G.W., and Taegtmeyer, H. (1999). Regulation of fatty acid oxidation
of the heart by MCD and ACC during contractile stimulation. Am ] Physiol 277,
E772-777.

Grou, C.P.,, Carvalho, A.F., Pinto, M.P., Wiese, S., Piechura, H., Meyer, H.E,,
Warscheid, B., Sa-Miranda, C., and Azevedo, J.E. (2008). Members of the E2D
(UbcH5) family mediate the ubiquitination of the conserved cysteine of Pex5p,
the peroxisomal import receptor. J Biol Chem 283, 14190-14197.

Gu, L., Geders, T.W., Wang, B., Gerwick, W.H., Hakansson, K., Smith, J.L., and
Sherman, D.H. (2007). GNAT-like strategy for polyketide chain initiation.
Science 318, 970-974.

Harmancey, R., Wilson, C.R.,, and Taegtmeyer, H. (2008). Adaptation and
maladaptation of the heart in obesity. Hypertension 52, 181-187.

Hayaishi, O. (1955). Enzymatic decarboxylation of malonic acid. ] Biol Chem
215, 125-136.

128



Hernandez-Garcia, D., Wood, C.D., Castro-Obregon, S., and Covarrubias, L.
Reactive oxygen species: A radical role in development? Free Radic Biol Med
49, 130-143.

Hiltunen, J.K., Schonauer, M.S., Autio, K.]J., Mittelmeier, T.M., Kastaniotis, A.].,
and Dieckmann, C.L. (2009). Mitochondrial fatty acid synthesis type II: more
than just fatty acids. ] Biol Chem 284, 9011-9015.

Holm, L., Kaariainen, S., Wilton, C., and Plewczynski, D. (2006). Using Dali for
structural comparison of proteins. Curr Protoc Bioinformatics Chapter 5, Unit 5
5.

Hollingsworth, M.J., and Martin, N.C. (1987). Alteration of a mitochondrial
tRNA precursor 5' leader abolishes its cleavage by yeast mitochondrial RNase
P. Nucleic Acids Res 15, 8845-8860.

Hopkins, T.A., Dyck, J.R., and Lopaschuk, G.D. (2003). AMP-activated protein
kinase regulation of fatty acid oxidation in the ischaemic heart. Biochem Soc
Trans 31, 207-212.

Hue, L., and Taegtmeyer, H. (2009). The Randle cycle revisited: a new head for
an old hat. Am J Physiol Endocrinol Metab 297, E578-591.

Jang, S.H., Cheesbrough, T.M., and Kolattukudy, P.E. (1989). Molecular cloning,
nucleotide sequence, and tissue distribution of malonyl-CoA decarboxylase. ]
Biol Chem 264, 3500-3505.

Joly, E., Bendayan, M., Roduit, R., Saha, A.K., Ruderman, N.B., and Prentki, M.
(2005). Malonyl-CoA decarboxylase is present in the cytosolic, mitochondrial
and peroxisomal compartments of rat hepatocytes. FEBS Lett 579, 6581-6586.

Kabsch, W. (2010). XDS. Acta Crystallogr A 66, 125-132.

Kelley, D.E., Goodpaster, B., Wing, R.R., and Simoneau, J.A. (1999). Skeletal
muscle fatty acid metabolism in association with insulin resistance, obesity, and
weight loss. Am ] Physiol 277, E1130-1141.

Kelley, D.E., Goodpaster, B.H., and Storlien, L. (2002a). Muscle triglyceride and
insulin resistance. Annu Rev Nutr 22, 325-346.

Kelley, D.E., He, J., Menshikova, E.V., and Ritov, V.B. (2002b). Dysfunction of
mitochondria in human skeletal muscle in type 2 diabetes. Diabetes 51, 2944-
2950.

Kiel, J.A., Emmrich, K., Meyer, H.E., and Kunau, W.H. (2005). Ubiquitination of
the peroxisomal targeting signal type 1 receptor, Pex5p, suggests the presence

129



of a quality control mechanism during peroxisomal matrix protein import. J
Biol Chem 280, 1921-1930.

Kim, Y.S., and Kolattukudy, P.E. (1978). Purification and properties of malonyl-
CoA decarboxylase from rat liver mitochondria and its immunological

comparison with the enzymes from rat brain, heart, and mammary gland. Arch
Biochem Biophys 190, 234-246.

Koepke, ].I., Wood, CS., Terlecky, L.J., Walton, P.A., and Terlecky, S.R. (2008).
Progeric effects of catalase inactivation in human cells. Toxicol Appl Pharmacol
232, 99-108.

Kolattukudy, P.E., Poulose, A.J., and Kim, Y.S. (1981). Malonyl-CoA
decarboxylase from avian, mammalian, and microbial sources. Methods
Enzymol 71 Pt C, 150-163.

Koller, A., Snyder, W.B., Faber, K.N., Wenzel, T.J., Rangell, L., Keller, G.A., and
Subramani, S. (1999). Pex22p of Pichia pastoris, essential for peroxisomal matrix
protein import, anchors the ubiquitin-conjugating enzyme, Pex4p, on the
peroxisomal membrane. ] Cell Biol 146, 99-112.

Kregel, K.C., and Zhang, H.]J. (2007). An integrated view of oxidative stress in
aging: basic mechanisms, functional effects, and pathological considerations.
Am ] Physiol Regul Integr Comp Physiol 292, R18-36.

Kunau, W.H. (2005). Peroxisome biogenesis: end of the debate. Curr Biol 15,
R774-776.

Laskowski, R.A., MacArthur, M.W., Moss, D.S., and Thornton, J.M. (1993).
PROCHECK: A program to check the stereochemical quality of protein
structures. J. Appl. Cryst. 26, 283-291.

Lazarow, P.B. (2003). Peroxisome biogenesis: advances and conundrums. Curr
Opin Cell Biol 15, 489-497.

Leon, S., Zhang, L., McDonald, W.H., Yates, J., 3rd, Cregg, ].M., and Subramani,
S. (2006). Dynamics of the peroxisomal import cycle of PpPex20p: ubiquitin-
dependent localization and regulation. J Cell Biol 172, 67-78.

Lin, T.K., Hughes, G., Muratovska, A., Blaikie, F.H., Brookes, P.S., Darley-
Usmar, V., Smith, R.A., and Murphy, M.P. (2002). Specific modification of
mitochondrial protein thiols in response to oxidative stress: a proteomics
approach. ] Biol Chem 277, 17048-17056.

Lopaschuk, G. (2004). The role of fatty acid oxidation in cardiac ischemia and
reperfusion. Advanced studies in medicine 4, 803-807.

130



Ma, C., Agrawal, G., and Subramani, S. (2011). Peroxisome assembly: matrix
and membrane protein biogenesis. ] Cell Biol 193, 7-16.

Ma, C., and Subramani, S. (2009). Peroxisome matrix and membrane protein
biogenesis. IUBMB Life 61, 713-722.

Madrid, K.P., De Crescenzo, G., Want, S., and Jardim, A. (2004). A modulation
of the Leishmania donovani peroxin 5 quaternary structure by peroxisomal
targeting signal 1 ligands. Mol cell Biol 24.

McCoy, A.J. (2007). Solving structures of protein complexes by molecular
replacement with Phaser. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr 63, 32-41.

McGarry, J.D. (1998). Glucose-fatty acid interactions in health and disease. Am ]
Clin Nutr 67, 5005-504S.

McGarry, J.D., Mills, S.E., Long, C.S., and Foster, D.W. (1983). Observations on
the affinity for carnitine, and malonyl-CoA sensitivity, of carnitine
palmitoyltransferase I in animal and human tissues. Demonstration of the
presence of malonyl-CoA in non-hepatic tissues of the rat. Biochem ] 214, 21-28.
Meinecke, M., Cizmowski , C., Schliebs, W., Krtiger, V., Beck, S., Wagner, R.,
and Erdmann, R. (2010). The peroxisomal importomer constitutes a large and
highly dynamic pore. Nat Cell Biol 12, 273-277.

Mihalik, S.J.,, McGuinness, M., and Watkins, P.A. (1991). Purification and
characterization of peroxisomal L-pipecolic acid oxidase from monkey liver. ]
Biol Chem 266, 4822-4830.

Morino, K., Petersen, K.F., and Shulman, G.I. (2006). Molecular mechanisms of
insulin resistance in humans and their potential links with mitochondrial
dysfunction. Diabetes 55 Suppl 2, S9-5S15.

Mukai, S., and Fujiki, Y. (2006). Molecular mechanisms of import of
peroxisome-targeting signal type 2 (PTS2) proteins by PTS2 receptor Pex7p and
PTS1 receptor Pex5pL. ] Biol Chem 281, 37311-37320.

Muoio, D.M., and Newgard, C.B. (2006). Obesity-related derangements in
metabolic regulation. Annu Rev Biochem 75, 367-401.

Muoio, D.M., and Newgard, C.B. (2008). Mechanisms of disease: molecular and
metabolic mechanisms of insulin resistance and beta-cell failure in type 2
diabetes. Nat Rev Mol Cell Biol 9, 193-205.

Murshudov, G.N., Vagin, A.A., and Dodson, E.J. (1997). Refinement of

macromolecular structures by the maximum-likelihood method. Acta
Crystallogr D Biol Crystallogr 53, 240-255.

131



Nagan, N., and Zoeller, R.A. (2001). Plasmalogens: biosynthesis and functions.
Prog Lipid Res 40, 199-229.

Neuberger, G., Maurer-Stroh, S., Eisenhaber, B., Hartig, A., and Eisenhaber, F.
(2003). Motif refinement of the peroxisomal targeting signal 1 and evaluation of
taxon-specific differences. ] Mol Biol 328, 567-579.

Niesen, F.H., Berglund, H., and Vedadi, M. (2007). The use of differential
scanning fluorimetry to detect ligand interactions that promote protein stability.
Nat Protoc 2, 2212-2221.

Ofman, R., and Wanders, R.]J. (1994). Purification of peroxisomal acyl-CoA:
dihydroxyacetonephosphate acyltransferase from human placenta. Biochim
Biophys Acta 1206, 27-34.

Oliveira, M.E., Gouveia, A.M., Pinto, R.A., Sa-Miranda, C., and Azevedo, J.E.
(2003). The energetics of Pex5p-mediated peroxisomal protein import. J Biol
Chem 278, 39483-39488.

Otera, H., Setoguchi, K., Hamasaki, M., Kumishiro, T., Shimizu, N., and Fujiki,
Y. (2002). Peroxisomal targeting signal receptor Pex5p interacts with cargoes
and import machinery components in a spatiotemporally differentiated
manner: conserved Pex5 p WxxxF/Y motifs are critical for matrix protein

import. Mol Biol Cell 22, 1639-1655.

Park, H., Kaushik, V.K., Constant, S, Prentki, M., Przybytkowski, E.,
Ruderman, N.B., and Saha, A.K. (2002). Coordinate regulation of malonyl-CoA
decarboxylase, sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase, and acetyl-CoA

carboxylase by AMP-activated protein kinase in rat tissues in response to
exercise. ] Biol Chem 277, 32571-32577.

Paulsen, C.E., and Carroll, K.S. (2009). Orchestrating redox signaling networks
through regulatory cysteine switches ACS Chem Biol 5, 47-62.

Pires, ].R., Hong, X., Brockmann, C., Volkmer-Engert, R., Schneider-Mergener,
J., Oschkinat, H., and Erdmann, R. (2003). The ScPex13p SH3 domain exposes
two distinct binding sites for Pex5p and Pex14p. ] Mol Biol 326, 1427-1435.

Platta, HW., and Erdmann, R. (2007). The peroxisomal protein import
machinery. FEBS Lett 581, 2811-28109.

Platta, HW., Girzalsky, W., and Erdmann, R. (2004). Ubiquitination of the
peroxisomal import receptor Pex5p. Biochem J 384, 37-45.

132



Platta, HW., Grunau, S., Rosenkranz, K., Girzalsky, W., and Erdmann, R.
(2005). Functional role of the AAA peroxins in dislocation of the cycling PTS1
receptor back to the cytosol. Nat Cell Biol 7, 817-822.

Powers, J.M., and Moser, HW. (1998). Peroxisomal disorders: genotype,
phenotype, major neuropathologic lesions, and pathogenesis. Brain Pathol 8,
101-120.

Purdue, P.E., and Lazarow, P.B. (2001). Peroxisome biogenesis. Annu Rev Cell
Dev Biol 17, 701-752.

Qin, Y.M., Poutanen, M.H., Helander, H.M., Kvist, A.P., Siivari, K.M., Schmitz,
W., Conzelmann, E., Hellman, U., and Hiltunen, J.K. (1997). Peroxisomal
multifunctional enzyme of beta-oxidation metabolizing D-3-hydroxyacyl-CoA

esters in rat liver: molecular cloning, expression and characterization. Biochem J
321 (Pt1),21-28.

Rasmussen, B.B., and Wolfe, R.R. (1999). Regulation of fatty acid oxidation in
skeletal muscle. Annu Rev Nutr 19, 463-484.

Rayapuram, N., and Subramani, S. (2006). The importomer--a peroxisomal
membrane complex involved in protein translocation into the peroxisome
matrix. Biochim Biophys Acta 1763, 1613-1619.

Ruderman, N., and Prentki, M. (2004). AMP kinase and malonyl-CoA: targets
for therapy of the metabolic syndrome. Nat Rev Drug Discov 3, 340-351.

Ruderman, N.B., Saha, A.K., Vavvas, D., Heydrick, S.J., and Kurowski, T.G.
(1997). Lipid abnormalities in muscle of insulin-resistant rodents. The malonyl
CoA hypothesis. Ann N'Y Acad Sci 827, 221-230.

Ruderman, N.B., Saha, A K., Vavvas, D., and Witters, L.A. (1999). Malonyl-CoA,
fuel sensing, and insulin resistance. Am J Physiol 276, E1-E18.

Sablina, A.A., Budanov, A.V,, llyinskaya, G.V., Agapova, L.S., Kravchenko, J.E.,
and Chumakov, P.M. (2005). The antioxidant function of the p53 tumor
suppressor. Nat Med 11, 1306-1313.

Sacksteder, K.A., Morrell, J.C., Wanders, R.J., Matalon, R., and Gould, S.J.
(1999). MCD encodes peroxisomal and cytoplasmic forms of malonyl-CoA

decarboxylase and is mutated in malonyl-CoA decarboxylase deficiency. ] Biol
Chem 274, 24461-24468.

Saddik, M., Gamble, J., Witters, L.A., and Lopaschuk, G.D. (1993). Acetyl-CoA

carboxylase regulation of fatty acid oxidation in the heart. ] Biol Chem 268,
25836-25845.

133



Saggerson, D. (2008). Malonyl-CoA, a key signaling molecule in mammalian
cells. Annu Rev Nutr 28, 253-272.

Saha, AK., and Ruderman, N.B. (2003). Malonyl-CoA and AMP-activated
protein kinase: an expanding partnership. Mol Cell Biochem 253, 65-70.

Schluter, A., Fourcade, S., Ripp, R., Mandel, J.L., Poch, O., and Pujol, A. (2006).
The evolutionary origin of peroxisomes: an ER-peroxisome connection. Mol Biol
Evol 23, 838-845.

Scholem, R.D., and Brown, G.K. (1983). Metabolism of malonic semialdehyde in
man. Biochem J 216, 81-85.

Schrader, M., and Fahimi, H.D. (2006). Peroxisomes and oxidative stress.
Biochim Biophys Acta 1763, 1755-1766.

Seedorf, U., Brysch, P., Engel, T., Schrage, K., and Assmann, G. (1994). Sterol
carrier protein X is peroxisomal 3-oxoacyl coenzyme A thiolase with intrinsic
sterol carrier and lipid transfer activity. ] Biol Chem 269, 21277-21283.

Sheldrick, G.M. (2010). Experimental phasing with SHELXC/D/E: combining
chain tracing with density modification. Acta Crystallogr A 66, 479-485.

Shiozawa, K., Maita, N., Tomii, K., Seto, A., Goda, N., Akiyama, Y., Shimizu, T.,
Shirakawa, M., and Hiroaki, H. (2004). Structure of the N-terminal domain of

PEX1 AAA-ATPase. Characterization of a putative adaptor-binding domain. J
Biol Chem 279, 50060-50068.

Singh, I. (1996). Mammalian peroxisomes: metabolism of oxygen and reactive
oxygen species. Ann N 'Y Acad Sci 804, 612-627.

Stanley, W.A.,, and Wilmanns, M. (2006). Dynamic architecture of the
peroxisomal import receptor Pex5p. Biochem Biophy Acta 1763, 1592-1598.

Stein, P.E., Boodhoo, A., Armstrong, G.D., Cockle, S.A., Klein, M.H., and Read,
R.J. (1994). The crystal structure of pertussis toxin. Structure 2, 45-57.

Studier, F.W. (2005). Protein production by auto-induction in high density
shaking cultures. Protein Expr Purif 41, 207-234.

Swinkels, B.W., Gould, S.J., Bodnar, A.G., Rachubinski, R.A., and Subramani, S.
(1991). A novel, cleavable peroxisomal targeting signal at the amino-terminus of
the rat-3ketoacyl-CoA thiolase. EMBO ] 10, 3255-3262.

Tam, Y.Y., Fagarasanu, A., Fagarasanu, M., and Rachubinski, R.A. (2005). Pex3p

initiates the formation of a preperoxisomal compartment from a subdomain of

134



the endoplasmic reticulum in Saccharomyces cerevisiae. ] Biol Chem 280, 34933-
34939.

Terwilliger, T.C., and Berendzen, J. (1999). Automated MAD and MIR structure
solution. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr 55, 849-861.

Thai, T.P., Heid, H., Rackwitz, H.R., Hunziker, A., Gorgas, K., and Just, W.W.
(1997). Ether lipid biosynthesis: isolation and molecular characterization of
human dihydroxyacetonephosphate acyltransferase. FEBS Lett 420, 205-211.

Titorenko, V.I., and Rachubinski, R.A. (2001). The life cycle of the peroxisome.
Nature reviews Molecular cell biology 2, 357-368.

Titorenko, V.1, and Rachubinski, R.A. (2004). The peroxisome: orchestrating
important developmental decisions from inside the cell. ] Cell Biol 164, 641-645.

Titorenko, V.I., Smith, J.J., Szilard, R.K., and Rachubinski, R.A. (1998). Pex20p of
the yeast Yarrowia lipolytica is required for the oligomerization of thiolase in
the cytosol and for its targeting to the peroxisome. ] Cell Biol 142, 403-420.

Vagelos, P.R. (1960). Propionic acid metabolism. IV. Synthesis of malonyl
coenzyme A. ] Biol Chem 235, 346-350.

Vaguin, A.A., Richelle, J., and Wodak, S.J. (1999). SFCHECK: a unified set of
procedures for evaluating the quality of macromolecular structure-factor data
and their agreement with the atomic model. Acta Crystallogr D 55, 191.

van der Zand, A., Braakman, I., and Tabak, H.F. (2010). Peroxisomal membrane
proteins insert into the endoplasmic reticulum mol Biol Cell 21, 2057-2065.

van Grunsven, E.G., van Berkel, E., [jlst, L., Vreken, P., de Klerk, J.B., Adamski,
J., Lemonde, H., Clayton, P.T., Cuebas, D.A., and Wanders, R.J. (1998).
Peroxisomal D-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase deficiency: resolution of the

enzyme defect and its molecular basis in bifunctional protein deficiency. Proc
Natl Acad Sci U S A 95, 2128-2133.

Van Veldhoven, P.P.,, Brees, C., and Mannaerts, G.P. (1991). D-aspartate
oxidase, a peroxisomal enzyme in liver of rat and man. Biochim Biophys Acta
1073, 203-208.

Van Veldhoven, P.P.,, Vanhove, G., Assselberghs, S., Eyssen, H.., and
Mannaerts, G.P. (1992). Substrate specificities of rat liver peroxisomal acyl-CoA
oxidases: palmitoyl-CoA oxidase (inducible acyl-CoA oxidase), pristanoyl-CoA

oxidase (non-inducible acyl-CoA oxidase), and trihydroxycoprostanoyl-CoA
oxidase. ] Biol Chem 267, 20065-20074.

135



Voilley, N., Roduit, R., Vicaretti, R.,, Bonny, C., Waeber, G., Dyck, J.R,
Lopaschuk, G.D., and Prentki, M. (1999). Cloning and expression of rat
pancreatic beta-cell malonyl-CoA decarboxylase. Biochem ] 340 ( Pt 1), 213-217.

Voorn-Brouwer, T., Kragt, A., Tabak, H.F., and Distel, B. (2001). Peroxisomal
membrane proteins are properly targeted to peroxisomes in the absence of
COPI- and COPII-mediated vesicular transport. ] Cell Sci 114, 2199-2204.

Wanders, R.J. (2004). Metabolic and molecular basis of peroxisomal disorders: a
review. Am | Med Genet A 126A, 355-375.

Wanders, R.J., Romeyn, G.J., Schutgens, R.B.,, and Tager, ].M. (1989). L-
pipecolate oxidase: a distinct peroxisomal enzyme in man. Biochem Biophys
Res Commun 164, 550-555.

Wanders, R.J., and Waterham, H.R. (2006). Biochemistry of mammalian
peroxisomes revisited. Annu Rev Biochem 75, 295-332.

Wang, D., Visser, N.V., Veenhuis, M., and van der Klei, L]. (2003). Physical
interactions of the peroxisomal targeting signal 1 receptor pex5p, studied by
fluorescence correlation spectroscopy. ] Biol Chem 278, 43340-43345.

Waris, G., and Ahsan, H. (2006). Reactive oxygen species: role in the
development of cancer and various chronic conditions. ] Carcinog 5, 14.

Willekens, H., Chamnongpol, S., Davey, M., Schraudner, M., Langebartels, C.,
Van Montagu, M., Inze, D., and Van Camp, W. (1997). Catalase is a sink for
H202 and is indispensable for stress defence in C3 plants. EMBO ] 16, 4806-
4816.

Williams, C., van den Berg, M., Geers, E., and Distel, B. (2008). Pex10p functions
as an E3 ligase for the Ubc4p-dependent ubiquitination of Pex5p. Biochem
Biophys Res Commun 374, 620-624.

Williams, C., Van den Berg, M., Sprenger, R.R., and Distel, B.A. (2007). A
conserved cysteine is essential for Pex4p dependent ubiquitination of the
peroxisomal import receptor Pex5. ] Biol Chem 282, 22534-22543.

Witkowski, A., Thweatt, J., and Smith, S. Mammalian ACSF3 protein is a
malonyl-CoA synthetase that supplies the chain extender wunits for
mitochondrial fatty acid synthesis. ] Biol Chem 286, 33729-33736.

Yamada, E.W. and Jakoby, W.B. (1960). Aldehyde oxidation. V. Direct

conversion of malonic semialdehyde to acetyl-coenzyme A. ] Biol Chem 235,
589-594.

136



Zhou, D., Yuen, P., Chu, D., Thon, V., McConnell, S., Brown, S., Tsang, A., Pena,
M., Russell, A., Cheng, J.F., et al. (2004). Expression, purification, and
characterization of human malonyl-CoA decarboxylase. Protein Expr Purif 34,
261-269.

Zhou, W., Tu, Y., Simpson, P.J.,, and Kuhajda, F.P. (2009). Malonyl-CoA
decarboxylase inhibition is selectively cytotoxic to human breast cancer cells.
Oncogene 28, 2979-2987.

Zoeller, R.A.,, Morand, O.H., and Raetz, C.R. (1988). A possible role for

plasmalogens in protecting animal cells against photosensitized killing. J Biol
Chem 263, 11590-11596.

137



