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FERREDOXINA NADP(H) REDUCTASAS: EL EXITO NO SIEMPRE VA ASOCIADO A LA EFICIENCIA

CECCARELLI, EDUARDO A.; CARRILLO, NESTOR; CATALANO DUPUY, DANIELA L.; RIAL, DANIELA V.; MUSUMECI,
MATIAS Y PALADINI, DARIO
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Las ferredoxinas (flavodoxinas)-NADP(H) reductasas
(FNR) son flavoenzimas cuyo grupo prostético es el FAD,
FMN o la riboflavina, el cual se encuentra firmemente o
covalentemente unido a la cadena polipeptidica. Estas
enzimas participan de un amplio espectro de procesos
de oxido-reduccion. Del total de flavoenzimas conocidas
hasta el presente, un 65% han sido clasificadas como
oxidoreductasas. Estas catalizan mas del 60% del total
de reacciones de este tipo en los seres vivos, exhibiendo
una versatilidad ausente en enzimas dependientes de
otros cofactores. La légica estructural, el mecanismo
catalitico y la regulacion de estas enzimas han desperta-
do la curiosidad de investigadores por afios y, Ultima-
mente, el interés biotecnolégico por la versatilidad de
compuestos naturales y artificiales que pueden ser sus
sustratos. La FNR de plantas, la cual participa de la ulti-
ma etapa del transporte fotosintético de electrones, se
ha convertido en el modelo estructural de esta amplia
familia de enzimas.

Sorprendentemente, la FNR cloroplastica posee una
preferencia de 32.000 veces mayor por NADP(H) que
por NAD(H), exhibiendo numeros de recambio entre 20
y 100 veces mas alto que FNRs de bacterias. Sin em-
bargo, ellas comparten una extensa similitud estructu-
ral. En las FNR de plantas, el FAD se encuentra
interaccionando con tres tirosinas altamente conserva-
das (Y89, Y114 e Y308 en FNR de arveja). Tyr89 posee
contactos de tipo van der Waals con la flavina y puente

hidrégeno con el ribitil 3'-hidroxilo. Del otro lado de la
isoaloxacina el aminoacido terminal Tyr308 se encuen-
tra en una posicién practicamente planar, participando
de una interaccion aromatica o tipo p-p. El estudio de-
tallado de un conjunto de mutantes aromaticos y no aro-
maticos de estos aminodcidos, la elucidacion de estruc-
turas cristalograficas de FNRs mutantes unidas a NADP*
y el andlisis de la filogenia de estas proteinas nos han
permitido observar los mecanismos por los cuales dis-
criminan a sus sustratos nucleotidicos como asi tam-
bién como modulan sus eficiencias cataliticas de ma-
nera de adaptarse a las demandas de las diferentes
rutas metabolicas en que se encuentran involucradas.
La interaccién a través del fostato 2°del NADP no es
suficiente para lograr la discriminacion contra el NAD*
por parte de la enzima. La tirosina Y308 actuaria
incrementando esta discriminacion mediante desesta-
bilizacién de la interaccién entre la nicotinamida y la
flavina (idéntica para ambos nucleoétidos). EI mecanis-
mo general puede explicarse de la siguiente forma: para
potenciar la discriminacion entre sustratos diferentes no
solo se utilizarian interacciones con las regiones distin-
tas, sino que se puede debilitar las interacciones con
aquellas regiones idénticas. Igualmente, la existencia
de la tirosina terminal, su movilidad, conjuntamente a
la adopcién de una conformacién extendida del grupo
prostético podrian ser las bases para la modulacion de
la eficiencia catalitica de estas enzimas.

NEW X-RAY CRYSTALLOGRAPHIC STRUCTURES OF ENZYMES FROM
GLUCOSYL HYDROLASE FAMILIES 27, 32 AND 35
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Here we report crystalographic determination and
structure anaysis of three glucosyl hydrolases from the
families 27, 32 and 35.

The crystal structures of a-galactosidase from the
mesophilic fungus Trichoderma reesei and its complex
with the competitive inhibitor, b-D-galactose, have been
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determined at 1.54 A and 2.0 A resolution, respectively.
The a-galactosidase structure was solved by the quick
cryo-soaking method using a single Cs derivative. The
refined crystallographic model of the a-galactosidase
consists of two domains, an N-terminal catalytic domain
of the (b/a), barrel topology and a C-terminal domain
which is formed by an antiparallel b-structure. The galac-
tose molecule binds to the active site pocket located in
the center of the barrel of the catalytic domain. The con-
servation of two catalytic Asp residues, identified for this
family (GHF 27), is consistent with a double-displacement
reaction mechanism for the a-galactosidase.
Exo-inulinases hydrolyze terminal, non-reducing 2,1-
and 2,6-linked b-D-fructofuranose residues in inulin, levan
and sucrose releasing b-D-fructose. Here we present the
X-ray structure of exo-inulinase from Aspergillus awamori,
a member of glycoside hydrolase family 32, solved by
SIRAS method using the heavy atom sites derived from
a quick cryo-soaking technique at 1.55 A resolution. The
tertiary structure of this enzyme folds into two domains:
the N-terminal catalytic domain of an unusual five-bladed
b-propeller fold and the C-terminal domain folded in a b-
sandwich-like structure. The X-ray structure of the
enzyme:fructose complex, at a resolution of 1.87 A, re-
veals two catalytically important residues: Asp4l and
Glu241, a nucleophile and a catalytic acid/base, respec-
tively. The distance between the side chains of these
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residues is consistent with a double displacement mecha-
nism of reaction. Asp189, which is part of the Arg-Asp-
Pro motif, provides hydrogen bonds important for
substrate recognition.

b-galactosidases catalyse the hydrolysis of b(1-3) and
b(1-4) galactosyl bonds in oligosaccharides as well as the
inverse reaction of enzymatic condensation and
transglycosylation. The crystallographic structures of Peni-
cillium sp. b-galactosidase and its complex with galactose
were solved by the SIRAS quick cryo-soaking technique
at 1.90 A and 2.10 A resolution, respectively. The amino
acid sequence of this 120 kDa protein was first putatively
assigned on the basis of inspection of the experimental
electron density maps and then determined by nucleotide
sequence analysis. Primary structure alignments reveal
that Penicillium sp. b-galactosidase belongs to family 35
of glycosy! hydrolases (GHF-35). This model is the first 3D
structure for a member of GHF-35. Five distinct domains
which comprise the structure are assembled in a way pre-
viously unobserved for b-galactosidases. Superposition of
this complex with other b-galactosidase complexes from
several hydrolase families allowed the identification of resi-
due Glu 200 as the proton donor and residue Glu 299 as
the nucleophile involved in catalysis. Penicillium sp. b-ga-
lactosidase is a glycoprotein containing seven N-linked
oligosaccharide chains and is the only structure of a
glycosylated b-galactosidase described to date.

ESTRUCTURA, FUNCION Y EVOLUCION DE METALO-BETA-LACTAMASAS, ENZIMAS
MODULARES DISENADAS PARA LA RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIBIOTICOS
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Las b-lactamasas representan el principal mecanis-
mo de resistencia bacteriana a antibidticos b-lactamicos.
Las metalo-b-lactamasas (MBLs) son la ultima genera-
cion de estas enzimas, siendo capaces de hidrolizar pe-
nicilinas, cefalosporinas y carbapenemes. Este amplio
espectro de sustrato, sumado a que su mecanismo
catalitico aun no ha sido dilucidado en detalle, ha impe-
dido el disefio de inhibidores de uso clinico para estas
enzimas.

En nuestro laboratorio hemos estudiado el papel de
distintos residuos localizados en el sitio activo de la enzi-
ma en su funcién y estructura, utilizando técnicas
espectroscopicas, cristalografia y estudios enzimolégicos.
También hemos estudiado el proceso de union de distin-
tos sustratos a las enzimas mediantes estudios de fluo-
rescencia en condiciones de estado pre-estacionario. En

todos los casos, se observa la acumulacién de un inter-
mediario de reacciéon quimicamente intacto. La
apoenzima fue incapaz de unir ningln sustrato, indican-
do que el Zn(ll) es esencial para la unién de los mismos.
Esta evidencia es coincidente con la falta de un sitio de
reconocimiento de sustrato en la enzima, que da lugar a
su amplio espectro hidrolitico.

Con fines de explorar la potencialidad funcional de
estas enzimas, realizamos experimentos de evolucién
dirigida sobre la enzima Bcll de B.cereus frente a
cefalexina, un sustrato pobremente hidrolizado por ésta.
Como resultado, se obtuvo una biblioteca de mutantes
capaces de conferir una resistencia 64 veces mayor a
este antibiotico. Este efecto se correlaciond con muta-
ciones especificas, y se observo que era debido a un
aumento en la eficiencia catalitica de la enzima.
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MULTIFUNCIONALIDAD EN LA REGULACION ENZIMATICA. ACTIVACION DE LA FRUCTOSA-1,6-
BISFOSFATASA DE LOS CLOROPLASTOS DE COLZA POR TIORREDOXINA Y 2-CYS
PEROXIRREDOXINA

R.A. WOLOSIUK, D. CAPORALETTI, M. ARAN, A. SENN, F. STOLOWICZ y S. MORA-GARCIA
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En los cloroplastos de las plantas superiores, el sis-
tema ferredoxina tiorredoxina [ferredoxina, ferredoxina-
tiorredoxina reductasa, tiorredoxina (Trx)] vincula la ca-
dena fotosintética de transporte de electrones ubicada
en los tilacoides con la regulacion enzimatica situada
en el estroma. La estimulaciéon de una de estas enzimas,
la fructosa-1,6-bisfosfatasa (CFBPasa), requiere la es-
cisién de un puente disulfuro especifico por la Trx redu-
cida y es maxima por la accién concertada de
metabolitos cloroplasticos. Las cisteinas de la CFBPasa
funcionales en la activacion no sélo estan ausentes en
las contrapartes insensibles a la estimulacion luminica
sino también residen en una secuencia interna del
polipéptido que emerge como una regién expuesta al
solvente en la estructura terciaria conteniendo una alta
densidad de cargas negativas superficiales («170’s
loop»). Este rasgo estructural determina una importan-
te contribucion de las interacciones electrostaticas en
la modulacién de la CFBPasa por las Trx por cuanto el
aumento y la disminucidn de las cargas positivas en las
Trx, via mutagénesis sitio-dirigida, aumenta y disminu-
ye, respectivamente, la afinidad por la CFBPasa. Los
resultados obtenidos apoyaban la participacion del
«170’'s loop» exclusivamente en la activacion reductiva

porque mecanismos paralelos para la modulacion
enzimatica eran desconocidos en los cloroplastos. Sin
embargo, los estudios de nuestro laboratorio mostra-
ron que, en presencia de fructosa 1,6-bisfosfato y Ca?,
la 2-Cys peroxirredoxina cloroplastica (2-Cys Prx), tam-
bién estimula la actividad de la CFBPasa en un proce-
so independiente de la actividad peroxidatica. Aunque
presenta caracteristicas que la diferencian claramente
del sistema ferredoxina-tiorredoxina; la estimulacién
enzimatica con la 2-Cys Prx requiere estrictamente que
la CFBPasa mantenga tanto el puente disulfuro intrin-
seco como las tres cisteinas en el «170’s loop». Estos
resultados muestran una nueva funcién para el «170’s
loop» y, ademas, introducen a la 2-Cys Prx, una
peroxidasa ubicua desprovista de grupos hemo, como
un nuevo modulador en el concierto de la regulacion
enzimatica de los cloroplastos. Pero, mas importante,
esta nueva funcion de la 2-Cys Prx que no utiliza la ac-
tividad peroxidasa en la interaccion con otros compo-
nentes celulares (i.e. moonlighting protein) permea en
otros aspectos de la biologia porque revela que la ca-
pacidad para el control del estrés oxidativo no estaria
circunscripta exclusivamente al ajuste del tenor
intracelular de H,O,,.



