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RESUM DE LA TES






INTRODUCCIO

1. LAFAMILIA CARNITINA ACILTRANSFERASA

La cel-lula compta amb €l sistema de les carnitina aciltransferases per regular les
limitades reserves d"acils-CoA que proporcionen substrats activats per a moltes rutes
metaboliques importants com €l cicle de Krebs, la sintes de lipids i colesterol, la
modificacid post-traduccional de proteines i per a mecanismes de detoxificacio. El
transport d'aquests acils-CoA té lloc durant I'entrada d'acids grassos per a I'obtencié
d'energia en els mitocondris de mamifers (Bremer, 1983) i en els peroxisomes de llevats
(van Roermund, 1999). Per tant, € sistema carnitina aciltransferasa connecta les
diferents reserves d acils-CoA i esmorteeix les fluctuacions en el seu estat acilat que

podrien ser perjudicials per al'homeostasi cel-lular.

Les carnitina aciltransferases son enzims que faciliten € transport d acils-CoA a
través de diversos organuls, mitjancant la seva conversio a acilcarnitines en presencia de

L-carniting, catalitzant la seglient reaccié reversible de transesterificacio.

L-carnitina + acil-COA <«——» &cilcarnitina + CoA

Els membres de la familia difereixen en la seva especificitat cap a grup acil,
localitzacié subcel-lular, i funcié fisiologica. Les carnitina palmitoiltransferases (CPTS)
es troben a la membrana mitocondrial externa (CPT 1) i associada a la membrana
mitocondrial interna (CPT 11); aquests enzims tenen preferencia per acilssCoA de
cadena llarga (14 i 16 atoms de carboni), i sOn necessaris per la p-oxidacié d'acids
grassos de cadena llarga en el mitocondri. A més, |'activitat CPT | esta inhibida per
malonil-CoA, un mecanisme regulador crucial per a l'oxidacié dacids grassos
(McGarry, 1997). La carnitina octanoiltransferasa (COT) actua sobre acilssCoA de
cadena mitja (6, 8 i 10 atoms de carboni), es troba en els peroxisomes, i facilita €
transport d'acids grassos de cadena mitja escurcats en la p-oxidacio peroxisomal cap al
mitocondri (Ferdinandusse, 1999). Finalment, la carnitina acetiltransferasa (CrAT)
actua sobre acilss=CoA de cadena curta (2 i 4 atoms de carboni), i es localitza als



peroxisomes i as mitocondris. CrAT esta involucrada en el transport d acetil-CoA a
través de les membranes intracel -lulars, en el manteniment del balang acetil-CoA/CoA
en els compartiments cel lulars, i en |”excrecié de molecules d"acil en excés en forma de
acilcarnitines (Colucci, 1988). CrAT juga un paper important en la salut humana. Shan
detectat casos aillats de deficiencia d'activitat carnitina acetiltransferasa en pacients amb
desordres en € sistema nervios (Kalaria, 1992), i en malalties vasculars (Brevetti,
1991).

2. ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LA CARNITINA
ACETILTRANSFERASA

Recentment shan cristal litzat les CrAT d'huma i ratoli (Wu, 2003; Jogl, 2003),
aixi com la COT de ratoli (Jogl, 2005). Aquest fet és molt important ja que, fins ara, no
shavia cristal -litzat cap proteina de la familiai no es coneixia la seva estructura; només
el nostre grup haviarealitzat una aproximacio al'estructura tridimensional mitjangant un
model bioinformatic del domini catalitic de COT i CPT | (Morillas, 2001). El cristall de
CrAT revela una proteina monomérica composta per dos dominis, interconnectats entre
si i que defineixen un tunel, que constitueix € centre actiu de la proteina. La histidina
catalitica (His**® en CrAT) estrobaa mig del centre actiu. Els substrats carnitinai CoA
suneixen en llocs oposats del residu catalitic d histidina. En I'estructura de la CrAT, €
lloc d'unié de I'acid gras es trobaria en una butxaca hidrofobica. La cadena lateral de la
Met™ esta posicionada en el centre d'aquesta butxaca, i aguest aminoacid podria
congtituir la base molecular que determina la preferencia de I'enzim per acils-CoA de
cadena curta. El residu equivalent en COT i CPTs és unaglicina, € que crearia un espai

addicional per alaunio d'acids grassos de cadena mésllarga.

L'estructura general dela COT és molt similar alade la CrAT, aixd concorda amb
el fet que ambdos enzims comparteixen un 36% didentitat en la seva sequéncia
d'aminoacids. No obstant aix0, sobserven diferéncies significatives en la zona d'unié a
I'acid gras, cosa que defineix la diferent especificitat pel substrat acil-CoA en ambdds
enzims. La informacié obtinguda de les estructures cristal-lines de CrAT i COT ha
permés aprofundir en la relaci6 estructura-funcié en la familia de les carnitina
aciltransferases.



3. C75-CoA, UN INHIBIDOR DE LA CARNITINA
PALMITOILTRANSFERASA

El C75 és un farmac potencial per al tractament de |'obesitat. Es va identificar
per primera vegada com un inhibidor de I'acid gras sintasa (FAS), i més recentment sha
descrit com un analeg de la molécula de malonil-CoA que antagonitza |'efecte inhibitori
produit pel malonil-CoA sobre la CPT | (Thupari, 2002). En un estudi dut a terme pel
nostre grup d'investigacio (Bentebibel, 2006) sha demostrat que el derivat CoA d'aquest
farmac, C75-CoA, és un potent inhibidor de la CPT I. EI C75-CoA ocuparia la mateixa
butxaca en CPT | que la molécula de palmitoil-CoA, cosa que suggeriria un mecanisme
d'inhibicié basat en una exclusié mitua. En aquest estudi ens vam proposar analitzar
I'efecte d'aquest inhibidor en I'activitat CrAT.

4. LA CARNITINA ACETILTRANSFERASA | EL SEU EFECTE EN LA
SINTESI D'ESTERS EN LLEVATS EN EL TRANSCURS DE LA
FERMENTACIO ALCOHOLICA

Laindustria alimentaria esta interessada en la producci6 d ésters per a seu Us com
aromatitzants. L'habilitat de crear grans quantitats d'un éster, o d'aterar genéticament un
organisme per a la producciéo d'un aroma modificat 0 més intens, tindria multiples
aplicacions industrials. Els ésters volatils son responsables del caracter frutal de begudes
fermentades com la cervesa i €l vi. Els ésters son produits durant la fermentacié
acoholica pels llevats en una reaccié enzimética catalitzada per les alcohol
acetiltransferases. La velocitat de la produccio dels ésters esta influida, entre altres
factors, per les concentracions dels dos substrats de la reaccio: un alcohol i una
molécula d’acetil-CoA (Verstrepen, 2003a). Donat que la carnitina acetiltransferasa
modula els nivells d"acetil-CoA/CoA intracel lulars, ens vam proposar estudiar |'efecte
que produiria la sobreexpressio d'aquest enzim en la formacié d'ésters durant la

fermentaci6 alcoholica en llevats.






OBJECTIUS

Els objectius de la present tesi son:

1 . Identificacié dels aminoacids responsables de la diferent especificitat de les

carnitina aciltransferases pel seu substrat acil-CoA.

2 . ldentificacid dels aminoacids involucrats en la discriminacié colina-carnitina

en lafamilia carnitina aciltransferasa.

3 . Estudi de I'efecte de la sobreexpressié de I'enzim carnitina acetiltransferasa en
la producci6 d ésters durant la fermentacié alcohdlica en llevats, i les seves

possi bles aplicacions biotecnol ogiques.






RESULTATS

1. AILLAMENT | CLONATGE DE LA CARNITINA ACETILTRANSFERASA
DE RATA

Per primera vegada es va aillar el cDNA corresponent a la CrAT de rata,
mitjancant RT-PCR a partir de mRNAs de testicle de rata. EI cDNA de la CrAT de rata
presenta un grau d'identitat del 90% amb la CrAT humanai del 96% amb la de ratoli, i

codifica per a una proteina de 626 aminoacids.

El cDNA de la CrAT de rata es va clonar en un plasmidi d'expressio en llevats
(PYES) per tal de caracteritzar cinéticament la proteina CrAT, i en un plasmidi
d'expressio en bacteris (pGEX-6P-1) per a la seva purificacio i posterior obtencio
d'anticossos. EI cDNA de la COT de rata havia estat préviament aillat i clonat en €l
plasmidi pYES en el nostre grup dinvestigacio (Morillas, 2000).

2. OBTENCIO DELSANTICOSSOSANTI-CrAT DE RATA

Per a |I'obtencié d'anticossos es va purificar a homogeneitat la proteina CrAT de
rata en Escherichia coli. Es va administrar a dos conills, per via subcutania, una dosi
inicial de 200 ug de la proteina i 3 records (cada 15 dies) de 150 ug. Finament, els
conills es van dessagnar obtenint-se el sérum amb els anticossos anti-CrAT de rata. Els
anticossos es van provar per Western-blot, i es va comprovar que reconeixen
especificament la CrAT de rata. Els anticossos reconeixen una Unica banda amb un pes
molecular aparent de 71 kDa, que correspon al pes esperat per ala CrAT derata. A més,
es va determinar la dilucié optima de treball dels anticossos, que va resultar ser de
1:10,000.



3. EXPRESSIO DE LA CrAT | COT DE RATA EN SACCHAROMYCES
CEREVISIAE

Per a I'expressio de la CrAT i COT es va utilitzar € llevat Saccharomyces
cerevisiae, organisme eucariota que no conté ni CPT ni COT, per0o que s compta amb
activitat CrAT endogena. Per eliminar les interferéncies endogenes, es va treballar amb
una soca deficient en activitat CrAT (FY23Acat2 (Mata trpl ura3 Acat2::LEU?2))
(Swiegers, 2001).

La CrAT de rata expressada en llevats és molt activa amb acils-CoA de cadena
curta (acetil- i butiril-CoA), i la seva activitat decreix rapidament a partir de hexanoil-
CoA. L'activitat de I'enzim és practicament nul-la per a lauroil-CoA, i acils-CoA de
cadena meés llarga. El seu perfil d'activitats és molt similar a de I'enzim purificat de
fetge de rata (Miyazawa, 19834). En canvi, la COT de rata expressada en |levats mostra
una preferencia per acils-CoA de cadena mitja, especiament pels substrats hexanaoil- i
decanoil-CoA. Com en el cas dela CrAT, e perfil d'activitats de la COT expressada en
llevats és molt semblant a de la proteina purificada en fetge de rata (Miyazawa, 1983Db).

3.1 Andlis cineticdelaCrAT derata expressada en llevats

A continuacié es van determinar els parametres cinetics K i Vimax de la CrAT
wild-type (wt) pels substrats acil-CoA i carnitina. Les dades obtingudes s gjustaren a
una equacio de Michaelis-Menten i presentaven cinétiques de saturacio hiperboliques.
Els valors de K, pels substrats acil-CoA assgjats (des d”acetil-CoA fins a octanoil-CoA)
varien molt poc amb la longitud de la cadena acilica, o sigui que I'afinitat de la CrAT
cap as acils-CoA no depén de lalongitud d'aquests. No obstant aixo, els valors de Viax
si que depenen de lalongitud de | acil-CoA, i son maxims per a C3-CoA i C4-CoA (780
i 685 nmolsmin™emg proteina®, respectivament); aixd queda reflectit en una major
eficiencia catalitica (Ke) de I'enzim per a aquests substrats. Els valors de K, per la
carnitina si que semblen dependre de I"acil-CoA assgjat. La K, de la carnitina augmenta
al'incrementar-se lalongitud de I"acil-CoA, indicant una perdua d'afinitat de |I'enzim per
aquest substrat a mesura que augmenta la longitud de | acil-CoA. D atra banda, Vi |
Keart SON maximes per Cs-CoA, i ambdos parametres cinétics disminueixen a

I'incrementar-se la longitud del substrat acil-CoA.



3.2 Anadlis cinétic dela COT derata expressada en llevats

Es van determinar els parametres cinétics Kn i Vimax de la COT wt pels substrats
acil-CoA i carnitina. Les dades es van gustar a una equacio de Michaelis-Menten
presentant cinétiques de saturacio hiperboliques. Com en €l cas de la CrAT, els valors
de K, per as substrats acil-CoA assgjats (de acetil-CoA a decanoil-CoA) no depenen de
la longitud de la cadena acilica. En canvi, €els valors de Vi Si que depenen de la
longitud de I"acil-CoA, essent maximes per a Cs-CoA i Cyo-CoA, la qual cosa es

reflecteix en unamajor eficiencia catalitica (Kea) dela COT per a aguests substrats.

4, MUTAGENESI DE QUATRE AMINOACIDS EN CrAT OBTINGUTS PER
ALINEAMENT DE SEQUENCIES

Per tal didentificar els aminoacids responsables de la diferent especificitat de les
carnitina aciltransferases per 1"acil-CoA, es va reditzar una primera aproximacio
mitjancant un estudi computacional de comparacié de seqiiencies proteiques de 37
carnitina (CPT, CrAT i COT) i colina (ChAT) aciltransferases de diferents organismes.
Els residus conservats entre les aciltransferases de cadena curta (ChAT i CrAT), i de
cadena mitja (COT) i llarga (CPT), es van andlitzar amb I'algoritme SequenceSpace,
utilitzant I'alineament multiple de la familia carnitina-colina aciltransferasa com a punt
de partida. Mitjancant aquesta analisi es van identificar quatre residus comuns en les
CrATs de tots els organismes, que eren diferents en les COTs i CPTs, i que podrien
estar relacionats amb el lloc d'unié del substrat acil-CoA. Aixi Ser'™®, Phe'*®, Gly** i
Ala™™ en coordenades CrAT de rata, estan substituides per Asn'®, Arg*, Ala®™® i
Gly>* respectivament, en la COT de rata. Amb I'objectiu de redissenyar I'especificitat
de substrat de CrAT d’acilssCoA de cadena curta a acils-CoA de cadena mitja, es va
procedir a la mutagenesi dirigida d'aquests quatre residus en € cDNA de la CrAT de
rata substituint-los pels presents en COT. ES van expressar en S cerevisiae tant els
quatre mutants simples com el mutant quadruple, i es va analitzar la seva activitat amb
el substrat de cadena mitja decanoil-CoA. Cap de les substitucions va mostrar un

augment en la seva activitat cap a acils-CoA de cadenamitjaen relacio al'enzim wt.



5. MUTAGENESI D'’AMINOACIDS EN CrAT OBTINGUTS A PARTIR DE
LES ESTRUCTURES CRISTAL-LINES

5.1 Mutagénes delsaminoacidsinvolucratsen |"activitat catalitica

Estudis cinetics, bioquimics i de mutagénesi dirigida (Brown, 1994; Morillas,
2000; Morillas 2001) havien identificat un residu d histidina, equivalent a la His**® en
CrAT de rata, com un dels residus catalitics en les carnitina aciltransferases. Els estudis
cristal -lografics de la CrAT humana i de ratoli (Wu, 2003; Jogl, 2003) confirmen la
rellevancia funciona d'aquest residu. Per aixo, vam decidir mutar la His**® a Alaen la
CrAT de rata. El mutant resultant, CrAT H343A, es va expressar en llevats, i la seva
activitat amb € substrat acetil-CoA va ser nul-la. A més, per analisi de Western-blot es
va comprovar que |'expressio del mutant H343A és equivalent ala de la proteinawt. En

*" interacciona amb la His*®, i

I'estructura de la CrAT humana, un glutamic (Glu
podria estar involucrat en la catalis enzimatica juntament amb la His**®. En gairebé tots
els membres de la familia un aspartic es troba en la mateixa posicio, e qual pot ser
funcionalment substituit per un glutdmic. Vam decidir mutar el Glu*’ aAla (E347A) en
la CrAT derata, i expressar aquest mutant en llevats. Igual que en € cas de la H343A,
I'activitat del mutant E347A va ser nul-la. L'expressié del mutant E347A va ser

equivalent aladelaproteinawt.

5.2 El mutant M564G converteix CrAT en COT

Basant-nos en I'estructura cristal-lina de la CrAT de ratoli es va identificar un

aminoéacid, Met®® en coordenades CrAT de rata, que podria determinar la preferéncia
de I'enzim pels acilssCoA de cadena curta. Aquest residu de metionina es troba
conservat en les diferents CrATSs, i esta substituit per una glicina tant en COT com en

CPTs. Per determinar e paper que jugaria aquesta Met™

en |'especificitat envers €l
substrat acil-CoA, vam decidir mutar-la a glicina en la CrAT de rata. EIl mutant
resultant, CrAT M564G, es va expressar en llevats, i es van determinar els seus
parametres cinetics. En primer lloc, es van assgjar les activitats del mutant M564G amb
diferents acils-CoA (des de C,- fins a Ci5-C0oA). Els resultats mostren que el mutant
M564G encara manté certa activitat pels acils-CoA de cadena curta, pero ha guanyat de

manera espectacular activitat pels acils-CoA de cadena més llarga (principalment Ce- i



C14-CoA). La seva activitat amb Cy4-CoA augmenta 1250 vegades en relacié al'enzim
wt, i e seu perfil d'activitats és molt semblant a de la COT wt. Aquests resultats
indiquen que la cadena lateral voluminosa de la Met™® impedeix el posicionament dels
acils-CoA de cadena mitja i llarga en la butxaca hidrofobica de I'enzim, perdo quan
aquesta cadena lateral s escurca (com en el mutant), els acils-CoA de cadena més llarga

entren en € lloc catalitici esdoénalacatalisi.

Posteriorment, es van determinar els parametres cinetics del mutant M564G, tant
per cadascun dels substrats acil-CoA com per la carnitina. Els parametres cinetics
indiquen que & mutant CrAT M564G prefereix €ls acilssCoA de cadena mitja com
substrats. A diferéencia de la CrAT wt, els valors deficiencia catalitica, tant per |"acil-
CoA com per la carnitina, augmenten amb la longitud de I"acil-CoA i sin maxims per

als substrats hexanoil- i octanoil-CoA.
5.3 Redisseny del especificitat de COT pelsacils-CoA de cadena curta

En el's experiments descrits en la seccid 5.2, haviem convertit la CrAT de rata en
una pseudo-COT mutant un Unic aminoacid (CrAT M564G). A continuacié ens vam
proposar €l contrari: transformar la COT de rata en una pseudo-CrAT, mutant també un
tnic aminoacid. Vam decidir mutar la Gly®® en COT (ortologa de laMet™® en CrAT) a
metionina. El mutant resultant (COT G553M) es va expressar en llevats, i es va
determinar la seva activitat amb diferents acils-CoA, des d acetil-CoA fins a palmitoil-

CoA. La mutacié de la Gly*®

aMet en COT vadisminuir la seva activitat cap als seus
substrats naturals, els acils-CoA de cadena mitja, i vaincrementar la seva activitat cap a
acils-CoA de cadena curta. El perfil d'activitats del mutant COT G553M sassembla a

delaCrAT wit.

6. MODELSPER A LA LOCALITZACIO DE LA MOLECULA D’ACIL-CoA
EN CrAT | COT BASATSEN EL CRISTALL DE LA CrAT

Es va proposar un model per alalocalitzacio de | acil-CoA en € lloc actiu de les
proteines CrAT i COT. Els models tridimensionals es van generar a partir de les
estructures cristal-lines de les CrAT de ratoli i humana. En el model per laCrAT wti la



seva interaccio amb acetil-CoA, € grup acetil esta situat en una cavitat poc profunda.
Sorprenentment, la forma de la cavitat és molt diferent en I'estructura del mutant CrAT
M564G. La petita grandaria de la cadena lateral de la glicina revela una butxaca
hidrofobica profunda, que ara és accessible a acils-CoA de cadena més llarga. Aquesta
cavitat estaria preformada en CrAT i la Met™ actuaria com una tapa, impedint I'accés
dels acils-CoA de cadena mitjai llarga a agquesta butxaca hidrofobica. Quan seliminala
cadena lateral delaMet®™, labutxaca es fa accessible, i Sextén la sensibilitat de l'enzim
cap aacils-CoA de cadenamésllarga

El model de la COT wt i la seva interaccio amb decanoil-CoA és molt similar a
del mutant CrAT M564G i e miristoil-CoA. En canvi, e model del mutant COT
G553M és molt similar a de la CrAT wt: la cadena lateral de la Met™® ara tanca
I'entrada a la butxaca i defineix una cavitat estreta, estructuralment equivalent alade la
CrAT wt. Aquest model correlaciona amb I'activitat del mutant G553M cap a acils-CoA
de cadena curta.

Després d'un examen minucios de la localitzacié de la molécula de miristoil-CoA
en el model tridimensional del mutant M564G, vam identificar un aminoacid carregat,
Asp®®, que podria interferir amb e correcte posicionament d acils-CoA més llargs que
el miristoil-CoA. La preséncia d'un aminoacid polar en aguesta posicié explicaria per
que el mutant M564G era tan actiu amb miristoil-CoA pero la seva activitat disminuia

drasticament amb palmitoil-CoA. Vam decidir mutar I'Asp®*®

aAla, jaque estractad'un
residu petit i sense carrega. El doble mutant CrAT D356A/M564G es va expressar en
llevats, i es va determinar la seva activitat enzimatica amb diferents acils-CoA, des de
Co- A fins a Cy-CoA. Igua que e mutant ssmple M564G, e doble mutant D356A/
M564G és molt actiu amb acils-CoA de cadena mitja, perd mostra un augment de 6
vegades en |la seva activitat cap a palmitoil-CoA i una nova activitat amb estearoil-
CoA, quan es compara amb e mutant M564G. Les constants cinetiques K, i Key del
mutant D356A/M564G confirmen la seva preferencia catalitica cap a acilssCoA de
cadena llarga. Es va construir un model per a posicionament dels acils-CoA de cadena
llarga en el centre actiu del doble mutant D356A/M564G. La substitucié de I'Asp®® per
Ala revela una cavitat més profunda que la del mutant simple M564G, en la qua té
cabuda una molecula d estearoil-CoA, €l que concorda amb I'activitat enzimatica del

doble mutant.



7. EFECTE DEL C75-CoA EN L'ACTIVITAT CrAT

En un estudi previ en el nostre grup dinvestigacié (Bentebibel, 2006) es va
demostrar que el C75-CoA és un inhibidor competitiu de l'activitat CPT |. A més,
mitjancant models bioinformatics es va comprovar que aquest inhibidor ocupa la
mateixa butxaca en CPT | que € substrat palmitoil-CoA. A partir d'aguests resultats
experimentals, es va postular que si aquest inhibidor ocupa €l lloc d'uni6 al'acid gras en
CPT I, també podria entrar en la butxaca hidrofobica dels mutants M564G i D356A/
M564G, pero no en la cavitat poc profundade la CrAT wt. Aixi, e C75-CoA competiria
amb el substrat acil-CoA per la unié ala butxaca de I'acid gras en els mutants M564G i
D356A/M564G i actuaria com un inhibidor competitiu.

Per confirmar aquesta hipotesi es van realitzar experiments dinhibicié amb la
CrAT wt i els mutants amb concentracions creixents de C75-CoA. A una concentracio
de 60 uM de l'inhibidor, I'activitat remanent va ser del 83% per a l'enzim wt, del 45%
per a mutant M564G i només del 21% per al mutant D356A/M564G. Els valors de I Cs
per a C75-CoA van ser de 44.41 12.8 uM per als mutants M564G i D356A/M564G,
respectivament. No es va poder calcular la 1Csp per a la proteina wt a causa de la seva
insensibilitat cap a C75-CoA. Aquests resultats indiquen que e C75-CoA és un potent
inhibidor dels mutants M564G i D356A/M564G pero no aixi de la proteina wt. També
es va comprovar |'efecte que tindria e malonil-CoA, inhibidor fisiologic de CPT | i
COT, en l'activitat dels mutants de CrAT M564G i D356A/M564G. A una concentracio
de 100 uM de malonil-CoA, suficient per a inhibir gairebé completament a la CPT |,
I'activitat remanent va ser del 84% per al'enzim CrAT wt, 83% per al mutant M564G, i
72% per a mutant D365A/M564G. Aquests resultats indiquen que el malonil-CoA no
produeix cap efecte en |"activitat dels mutants assgjats.

8. NOU MODEL PER AL POSICIONAMENT DELS ACIDS GRASSOS

BASAT EN EL CRISTALL DE LA COT

Després de lapublicacio del cristall dela COT deratoli (Jogl, 2005), es va generar
un nou model per ala COT de rata usant com amotllo I'estructura cristal-lina de la COT



de ratoli. Es va modelar per docking la molécula de octanoilcarnitina en el centre actiu
del model de la COT derata, i aix0 ens va permetre identificar dos residus que podrien
interferir amb el correcte posicionament dacilssCoA de cadena més llarga de 8

e i Asp*®. Per determinar la rellevancia funcional d'aguests amino&cids,

carbonis: I
ambdos residus es van mutar individualment a Ala i es van expressar en llevat. Es va
assgjar la seva activitat amb diferents acils-CoA, des de Cs- fins a C15-COA, perd cap
dels mutants va mostrar una activitat augmentada per acilss=CoA de cadena llarga
Aquests resultats indiqguen que cap daquests dos aminoacids esta involucrat en

I'especificitat cap el substrat acil-CoA en COT.

9. DISCRIMINACIO COLINA-CARNITINA EN CrAT

Amb I'objectiu de canviar I'especificitat de substrat de CrAT de carnitina a colina,
es van realitzar experiments de mutagenesi dirigidaen el cDNA dela CrAT derata. En
primer lloc, es van mutar tres aminoacids en CrAT (Thr*® aVal, Thr*®” aAsn, i Arg™®
a Asn) per tal deliminar la magor part de les interaccions entre I'enzim i e grup
carboxilat de la carnitina. Els resultats cinétics amb €l triple mutant van mostrar que la
seva eficiencia catalitica per la colina sincrementa 5 vegades pel que faal'enziimwt, i a
més es va produir una disminucié de la seva eficiéncia catalitica per la carnitina de
quatre ordres de magnitud. A més, es va preparar un quadruple mutant que incorpora la
substitucié addicional de I'Ala'® per Met. Amb aguesta mutacié Sintenta reduir el
volum del lloc dunié a la carnitina, i daquesta manera afavorir € correcte
posicionament de la molécula de colina de menor grandaria. EI quadruple mutant va
mostrar un augment de 9 vegades en |la seva eficiéncia catalitica cap a colina respecte a
I'enzim wt, i una preferéncia cap a colina en comptes del seu substrat natural carnitina
per un factor de 128 vegades. Al contrari dels resultats amb colina, la mutacié d'aguests
guatre aminoacids va disminuir I'eficiencia catalitica de I'enzim per la carnitina en més

de cinc ordres de magnitud.

10. APLICACIONS BIOTECNOL OGIQUES DE LA CARNITINA
ACETILTRANSFERASA

Amb I'objectiu de modificar els nivells dels ésters produits durant la fermentacio

alcohdlica en llevats, vam decidir sobrexpressar la carnitina acetiltransferasa. Dels tres



gens que codifiquen per una activitat carnitina acetiltransferasa en S cerevisiae, vam
sobreexpressar €l gen CAT2 ja que és € més estudiat dels tres, i la proteina codificada
per aquest gen (Cat2p) contribueix majoritariament al'activitat CrAT total en llevats. Es
va clonar CAT2 en un plasmidi d'expressido en llevats, i es va confirmar la seva
sobreexpressié mitjancant un assaig d'activitat en extractes proteics obtinguts de llevats
transformats. A continuacid, es va analitzar la produccié d ésters volatils durant la
fermentacié alcoholica en una soca de llevats que sobreexpressava CAT2, i es va
comparar amb una soca transformada amb el vector buit. Els resultats indiquen que la
sobreexpressié del gen CAT2 redueix significativament els nivells d'alguns ésters
volatils com |"acetat d'etil o |"acetat d"isoamil. Al mateix temps, la sobreexpressio del

gen CAT2 causa un increment en els nivells de 2-metil propanol.






DISCUSSIO

1. ELS AMINOACIDS IDENTIFICATS PER METODES BIOINFORMATICS
NO PARTICIPEN EN L ESPECIFICITAT PEL SUBSTRAT ACIL-CoA EN
CrAT

Mitjancant una anadlis de comparacié de sequencies proteiques dels diferents
membres de la familia colina-carnitina aciltransferasa, vam identificar quatre
aminoacids en CrAT que podrien jugar un paper important en I'especificitat pel substrat
acil-CoA en I'enzim. La mutacié d'aquests aminoacids als seus equivalents en COT i
CPT, i e seu andlis cinétic ens indica que cap d'aquests aminoacids és important en la
selectivitat pel substrat acil-CoA en CrAT. Posteriorment a l'analisi d'aquests mutants,
es van publicar els cristalls de la CrAT humanai de ratoli (Wu, 2003; Jogl, 2003). En
localitzar aguests aminoacids en el cristall sobserva que només la Ser''® esta localitzada
relativament a prop de la histidina catalitica (a 9.5 A); els altres aminoacids es troben a
més de 15 A del centre actiu de l'enzim. Aixo explicaria per que cap daguests

aminoacids estainvolucrat en |'especificitat pel substrat acil-CoA en CrAT.
2. CrAT His*® | GIu**" JUGUEN UN PAPER IMPORTANT EN LA CATALISI

Els resultats experimentals confirmen el paper de la His**® com | histidina
catalitica en CrAT, ja que la seva mutacié a Ala (H343A) produeix una pérdua total
d'activitat de I'enzim. Els nostres resultats experimentals també confirmen el paper
important del GIU** en la catdlisi, ja que la seva mutacié a Ala en CrAT (E347A)
elimina completament I'activitat de I'enzim. Per tant, el Glu**, juntament amb la His**,
estarien involucrats en la catdlisi. En e mecanisme de catdlis enzimdtica, la His
catalitica actuaria com una base general extraient un prot6é del grup 3-hidroxil de la
carniting, i el residu Glu**’ potenciaria l'activitat catalitica de la His**? i al mateix temps
estabilitzaria la carrega positiva que es desenvolupa en l'anell de la His. La
desprotonacié de la carnitina facilitaria I'atac nucleofilic a grup carbonil de I'enllag
tioéster de la molecula dacetil-CoA, resultant en la formacié d'un intermediari
tetraédric. En e lloc actiu, la Ser™ gjuda a estabilitzar la carrega negativa de

I'intermediari. Per tant, aquests resultats confirmen la hipotesi que CrAT, igual que les



altres carnitina aciltransferases, utilitzen una diada catalitica His-Glu/Asp per la catalis,

mentre que I'estat de transicio esta estabilitzat per un residu de Ser.

3. CrAT Met®™ | COT Gly**® DETERMINEN L°ESPECIFICITAT PEL
SUBSTRAT ACIL-CoA

L'aminoéacid responsable de controlar 'accés dels acils-CoA a lloc catdlitic de la
CrAT es va identificar mitjancant un examen minuciés del cristall de la CrAT (Jogl,
2003). L'estructura tridimensional de la CrAT de ratoli suggereix la Met®® com a
candidat, ja que la seva cadena lateral voluminosa es projecta cap a la cavitat on I'acid
gras entraria, i només permetria I'accés d acils-CoA de cadena curta tals com |"acetil- i
el butiril-CoA. Per alineament de sequiiencies vam identificar que el residu ortoleg a la
Met™* és una glicina en COT i CPT. Aixd va suggerir que la glicina, per ser petita, es
probablement el residu que permet I'accés lliure als acils-CoA de cadena mitjai llarga,
mentre que la cadena lateral gran de la Met®® impedeix |'accés d'aquests substrats. Els
resultats experimentals obtinguts amb el mutant CrAT M564G van confirmar aguesta
hipotesi, ja que es comporta com s els seus substrats naturals fossin acils-CoA de
cadena mitja. Aguesta hipotesi es va confirmar amb I'experiment invers. varem mutar
COT Gly>™*® a Met, i e nou mutant es va comportar com la CrAT wt. L'activitat
catalitica del mutant COT G553M amb diferents acils-CoA és molt semblant ala de la
CrAT wt. El mateix es va observar amb € mutant CrAT M564G i la COT wt: € perfil
d'activitats pels acils-CoA de diferents longituds de cadena és molt similar. En ambdos
casos els enzims que contenen glicina (CrAT M564G i COT wt) presenten una ata
activitat envers acils-CoA de cadena mitjai llarga, mentre que la seva activitat cap als

acils-CoA de cadena curta és baixa.

Els models tridimensionals de la CrAT i COT wt i dels mutants confirmen les
nostres hipotesis. Els models dels enzims que contenen Met (CrAT wt i COT G553M)
son estructuralment equivalents i revelen una cavitat poc profunda que és només
accessible a acils-CoA de cadena curta. En canvi, e model del mutant CrAT M564G i
la seva interaccié amb miristoil-CoA és molt similar a de COT i el decanoil-CoA. En
ambdds models, la petita grandaria de la cadena lateral de la Gly (Gly564 en CrAT, i
Gly553 en COT) revela una cavitat hidrofobica profunda que és accessible a acils-CoA

de cadena més llarga, i correlaciona bé amb la preferencia d'ambdds enzims cap als



acils-CoA de cadena mitja. La butxaca hidrofobica descrita en aquest estudi és molt
similar ala proposada per ala CPT | (Morillas, 2004). Recentment, sha cristal-litzat el
mutant CrAT M564G (Hsiao, 2004), i I'estructura d'aguest mutant confirma el nostre
model bioinformatic, ja que revela una butxaca hidrofobica profunda en la que es poden

acomodar acils-CoA de cadena mitja.

4. PAPER DE L'Asp®™® EN L'ESPECIFICITAT CAP AL SUBSTRAT ACIL-
CoA EN CrAT

El model tridimensional per alalocalitzacio del miristoil-CoA en el mutant CrAT
M564G va mostrar la preséncia d'un aminoacid carregat, Asp>>°, en la part inferior de la
butxaca hidrofobica, que podria impedir e correcte posicionament d acilss=CoA més
llargs que e miristoil-CoA. La substitucié de I'Asp®™® per Ala, juntament amb la
mutacié de laMet® a Gly, permet a CrAT catalitzar acils-CoA de cadena llarga com el
palmitoil- i |I"estearoil-CoA. El mutant CrAT D356A M564G es comporta com una CPT
en termes d'especificitat cap a | acil-CoA. El model per la localitzacié d acils-CoA de
cadena llarga en e doble mutant confirma els nostres resultats experimentals, ja que
revela una cavitat encara més profunda que la del mutant simple M564G, que permet el
correcte posicionament del palmitoil- i |"estearoil-CoA. Aquesta cavitat esta gairebé
completament ocupada amb I'entrada de la molécula d’estearoil-CoA. Tot i permetent
unarotacio lliure dels enllacos de la cadena acilica, va ser impossible obtenir un model
compatible amb un enzim actiu per a substrats més llargs, € que correlaciona amb la

nul -la activitat del doble mutant amb araquidoil-CoA (Cy-CoA).

5. MODEL GENERAL DE DISCRIMINACIO DE LA LONGITUD DE LA
CADENA DE L"ACIL-CoA EN LESCARNITINA ACILTRANSFERASES

Tenint en compte els resultats obtinguts en aguest estudi, proposem un model per
explicar la discriminacié de la longitud de la cadena dels acils-=CoA en CrAT. Aquest
model esta basat en la preséncia de dos aminoacids, Met™® i Asp®™®, que actuen com
punts de control a diferents nivells de I'entrada dels acils-CoA en €l lloc d'uni6 a l'acid
gras. La cadena lateral voluminosa de la Met™ impedeix I'entrada dacils-CoA de

cadena mitjai llarga a la butxaca d'unio de I'acid gras de I'enzim, i explicala selectivitat



de CrAT cap als acils-CoA de cadena curta. La substitucié d'aguesta Met per la més
petita Gly (M564G) revela una butxaca profunda on es poden acomodar acids grassos
de fins a 14 carbonis. AcilssCoA de cadena més llarga no caben en la butxaca en
preséncia de la cadena lateral carregada de I'Asp™®, i per tant no poden ser catalitzats
per I'enzim. La substitucié d'aquest Asp®® per Ala, juntament amb la mutacié M564G,
obre completament |a butxaca i permet |'entrada d”acils-CoA de cadena més llarga, com
el palmitoil-CoA o |"estearoil-CoA.

La substitucié de la Met®® per Gly esta basada en consideracions estructurals i
també en un alineament de sequencies proteiques, i es pot considerar com una
substitucié que ha estat seleccionada durant I'evolucié amb la finalitat de permetre ales
proteines de la familia carnitina aciltransferasa la catalisi d"acils-CoA de cadena llarga.

® a Ala esta només basada en consideracions

En canvi, la substitucié de I'Asp™
estructurals. Un alineament de les proteines de la familia mostra una gran variabilitat en
la zona propera a I'Asp®™®, i els residus ortolegs son His/Tyr en COT, Asn en CPT I1, i
Glu en CPT I. Lamutacié d'Asp®™® per Ala, juntament amb la mutacié M564G, creen un
enzim artificial que es comporta com una CPT en termes d'especificitat cap a | acil-
CoA, encara que esta clar que aguesta no ha estat I'estratégia seguida per la naturalesa
per a utilitzar substrats de cadena llarga en les CPTs. Els nostres estudis de mutagéenesi
dirigida en COT, indiquen que la selectivitat cap as acilss=CoA de cadena llarga ha
d'estar determinada per factors més complexes que variacions especifiques d'aminoacids
entre els diferents membres de la familia. Possiblement estiguin implicades interaccions
entre diferents residus, i a mateix temps variacions en elements de |'estructura
secundaria. La diferencia més notoria en els enzims CPT | és la preséncia d'unainsercié
de 13 aminoacids entre dos fulls beta de I'enzim, la qual formaria una butxaca més

flexible que permetria acomodar acils-CoA de cadenallarga.
6. DISCRIMINACIO COLINA-CARNITINA EN CrAT

Els nostres resultats indiquen que hi ha dos factors que contribueixen a la

discriminacié entre colina i carnitina en CrAT. En primer lloc, la interaccio

465 ; 518

electrostatica entre els aminoacids Thr™ i Arg
quan aquesta interaccio selimina en e mutant triple de CrAT (T465V/T467N/R518N),

amb el grup carboxilat de la carniting;

la seva eficiencia catalitica cap a la carnitina disminueix drasticament i sobserva un



increment de 5 vegades de I'eficiencia catalitica cap a la colina. El segon factor és €l
volum de les cadenes laterals al voltant de la carnitina en el lloc actiu de CrAT. La
substitucié addicional de I'Ala'® per Met en el mutant quadruple redueix e volum del
lloc dunié a la carnitina, i es bloquga gairebé completament |'activitat carnitina
acetiltransferasa i s'incrementa I'eficiéncia catalitica cap a la colina unes 9 vegades,

gairebé duplicant I'efecte de I'eliminacié de les interaccions el ectrostatiques.

7. C75-CoA ES UN INHIBIDOR DELS MUTANTS DE CrAT M564G |
D356A/M 564G

Els nostres resultats experimentals mostren que C75-CoA és un inhibidor potent
dels mutants de CrAT M564G i D356A/M564G, perd en canvi no té cap efecte
inhibitori sobre la CrAT wt. Aquests resultats indiquen que només en el cas que la
butxaca hidrofobica de CrAT es trobi oberta i accessible a acils-CoA de cadena llarga,
com passa en ambdos mutants, la proteina és sensible a la inhibici6 per C75-CoA. Aixo
suggereix que l'inhibidor podria ocupar la mateixa butxaca en els mutants que el
substrat acil-CoA, i e mecanisme dinhibicié estaria basat en una exclusio mutua, tal
com shavist en la CPT |. Els valors de |Cs indiquen que el doble mutant de CrAT és
més sensible a la inhibicio per C75-CoA que & mutant simple. Aixo pot ésser degut a
fet que e posicionament de la cadena hidrocarbonada de la molécula del C75-CoA
estaria afavorit en la cavitat més profunda i meés hidrofobica del doble mutant. No
obstant aix0, cap dels dos mutants de CrAT mostra una sensibilitat similar a la de la
CPT | pel C75-CoA. Aixo indica que existeixen altres factors, a part de la presencia
d'una butxaca hidrofobica per ala unié de la cadena hidrocarbonada del C75-CoA, que

contribueixen ala poténcia de I'inhibidor cap ales seves dianes.

8. SOBREEXPRESSIO DE LA CrAT | FORMACIO D'ESTERSEN LLEVAT

Les andlisis dels productes de fermentacio obtinguts amb soques de llevats que
sobreexpressen CAT2 indiquen que la sobreexpressié d'aquest gen té un efecte limitat en
la produccié d ésters durant la fermentacio. La sobreexpressié de CAT2 va causar una
reduccié significativa dels nivells d'aguns ésters, com |"acetat d'etil o |"acetat d’
isoamil, quan es va comparar amb el control. Al mateix temps, es va produir un

increment en els nivells de 2-metil propanol. Encara que la carnitina acetiltransferasa



catalitza una reaccio reversible, la suplementacio del medi de fermentacié amb L-
carnitina hauria afavorit la reaccio directa, és a dir, la formacio d acilcarnitina i CoA.
Aix0 comportaria una disminucié del ratio acetil-CoA/CoA, i conseguentment una
disminucio dels nivells dels ésters, la qual cosa concorda amb els nostres resultats
experimentals. En aquestes condicions, la sobreexpressio de CAT2 produeix un efecte
similar, encara que més modest, a |'observat en una soca deficient en activitat alcohol
acetiltransferasa (Verstrepen, 2003b). El fet que la sobreexpressio de CAT2 tingui un
efecte limitat en laformacio d’ ésters pot ésser degut al's seglients factors. En primer lloc,
vam usar una soca de laboratori (FY 23) pels experiments de fermentacio, i aquesta soca
produeix entre 5 i 10 vegades menys ésters que la que sutilitza especificament per a la
produccio de vins, com és lasoca VIN13. Aixo dificultala quantificacid d'alguns ésters,
els quals es produeixen en petites quantitats. En segon lloc, per observar un major efecte
de la sobreexpressio de CAT2, aquest gen hauria d'haver-se expressat conjuntament amb
els gens involucrats en la sintesi d"ésters (ATF1 o ATF2) i/o el gen pantotenat quinasa

(panK), que regulalabiosintesi de CoA.



CONCLUSIONS

1. L'Gs de Saccharomyces cerevisae com a sistema d'expressié proporciona un
model valid per I'estudi de larelacié estructura-funcié en CrAT i COT.

2. Experiments de mutagénesi dirigida en CrAT mostren que cap dels quatre
aminoacids identificats per meétodes bioinformatics esta involucrat en la
selectivitat cap al substrat acil-CoA en CrAT.

3. La mutacio de la Met™®

a Gly en CrAT amplia I'especificitat de I'enzim cap a
acils-CoA de cadena mitja. Amb la modificacio d'un Unic aminoacid (mutant

M564G) sha convertit laCrAT de rata en una pseudo-COT.

4 . En € casinvers, lamutacié de la Gly ortdloga (Gly*®) aMet en COT disminueix
I'activitat de I'enzim cap als seus substrats naturals, els acids grassos de cadena

mitja, i incrementa |'activitat cap als acils-CoA de cadena curta.

5 . Models tridimensionals mostren que la cadena lateral de la Met®®* actua com una
tapa, impedint I'entrada d"acils-CoA de cadena mitja, perd quan aquesta cadena
lateral voluminosa és eliminada en el mutant CrAT M564G, la butxaca és llavors

accessible, i I'enzim pot catalitzar acils-CoA mésllargs.

6. Asp®™® també esta involucrat en I'especificitat cap a substrat acil-CoA en CrAT.
La seva mutacié a Ala, juntament amb la mutacié de la Met®®* a Gly, crea un
enzim artificial amb una especificitat cap al substrat acil-CoA similar a la de la
CPT.

7 . Els nostres experiments cinétics indiquen que la His**® i & Glu*’ son critics per a
lacatdlisi en CrAT.

8. La selectivitat cap as acilssCoA de cadena llarga en COT esta determinada per
factors més complicats que variacions especifiques d'aminoacids entre els

diferents membres de lafamilia.



9. Factors electrostatics i estérics contribueixen en la discriminacié entre colina i
carnitina en CrAT. La mutaci0 de quatre aminoacids en CrAT
(A106M/T465V/T467N/R518N) modifica la discriminacié catalitica entre

carnitinai colinaafavor del'Ultim substrat.

10. C75-CoA no té cap efecte sobre I'enzim CrAT wt, perd en canvi si que és un
potent inhibidor dels mutants CrAT M564G i D356A/M564G. La inhibicio del

C75-CoA correlaciona amb la preséncia d'una butxaca hidrofobica profunda en
I'enzim.

11. La sobreexpressié de CAT2 produeix una reduccié significativa en els nivells
d'aguns ésters volatils durant la fermentacié en llevats.
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