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ABREVIATURAS

AADH: amina aromatica
deshidrogenasa

AMP: adenosin monofosfato

Amp: ampicilina

AP: presidon atmosférica

ATCC: Coleccidon Americana de Cultivos
Tipo

BLAST: Basic Local Alignment Search
Tool

BSA: albumina de suero bovino
CECT: Coleccién Espanola de Cultivos
Tipo

CIB: Centro de Investigaciones
Bioldgicas

Cm: cloranfenicol

COG: Clusters of Orthologous Groups
CSIC: Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas

CTQ: cisteina triptofilquinona

DAO: D-aminoacido oxidasa

DBM: motivo de unidn a dinucledtidos
DMSO: dimetil sulféxido

DNA: acido desoxirribonucleico

DO: dopa oxidasa

DOgoo: densidad éptica medida a 600
nm

DOE: Department of Energy (USA)
Dopa: 3,4-dihidroxifenilalanina

DTT: ditiotreitol

EC: Comisién de Enzimas

EDTA: etilen diamino tetracetato (sal
disddica)

ESI: ionizacion por electrospray

FAD: flavin dinucleétido

FMN: flavin mononucledtido

Gm: gentamicina

GoxA: glicina oxidasa

Ha: hemaglutinina

HPLC: cromatografia liquida de alta
resolucién

IPTG: isopropil-beta-D-
tiogalactopirandsido

IS: secuencia de insercion

JGI: Joint Genome Institute (USA)
Kb: kilobases de DNA o 1000 pb
kDa: kilodalton

Km: kanamicina

LAO: L-aminoacido oxidasa

LOD: actividad lisina oxidasa

LodA: lisina-épsilon-oxidasa

LTQ: lisina tirosilquinona

m/v: relacion masa/volumen

m/z: relacion masa/carga

MADH: metilamina deshidrogenasa
MALDI: ionizacion por desorcion laser
asistida por una matriz

mau: operdn de utilizacion de
metilamina

MBP: proteina de unién a maltosa
MCO: multicobreoxidasa

MCS: sitio de clonacion multiple
ML: Maxima verosimilitud (Maximum
likelihood)

MLodA: LodA multimérica

MM: masa molecular

mob: regidn de movilizacidén por
conjugacién del plasmido RP4.

MP: Mdaxima parsimonia (Maximum
parsimony)

MS/MS: espectrometria de masas en
tandem

MS: espectrometria de masas
NADH: nicotinamida adenina
dinucledtido

NBT: azul de nitrotetrazolio



Ni-NTA agarosa: agarosa con niquel
unido a nitrilotriacetato

NJ: Vecino mas cercano (Neighbor-
joining)

ori: origen de replicacion

P: promotor

PAGE: electroforesis en gel de
poliacrilamida

pb: pares de bases en una secuencia de
DNA.

PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa

PDB: Protein Data Base

pH: concentracion de protones
PHB: poli-B-hidroxibutirato
Poli-His: etiqueta de poli-histidinas
ppm: partes por millén

PPO: actividad polifenol oxidasa
Ppo: enzima polifenol oxidasa
PQQ: pirroloquinolin quinona
QHNDH: quinohemoproteina
deshidrogenasa

reb: genes que codifican los cuerpos R
Rif: rifampicina

ROS: especies reactivas de oxigeno
rpm: revoluciones por minuto

SAM: S-adenosil metionina

SDS: dodecil sulfato sddico

TEMED: N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamina

TFA: acido trifluoroacético

TH: actividad tirosina hidroxilasa
tnp: gen que codifica una transposasa
TOF: analizador de tiempo de vuelo
TPQ: topaquinona

Tris: Tris(hidroximetil)Jaminometano
TTQ: triptéfano triptofilquinona
URF: unidades relativas de
fluorescencia

UV: ultravioleta

V: voltio

A: delecidn (en la descripcién de
genotipos)
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I.INTRODUCCION

l.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE Marinomonas mediterranea.

I.1.1. El género Marinomonas.

El género Marinomonas engloba un grupo de bacterias marinas Gram-negativas que
pertenecen a la clase Gammaproteobacteria, familia Oceanospirillales con un
contenido en G+C del 41 al 50 mol% y que poseen un metabolismo estrictamente
aerobio. En relacidn a su morfologia, pueden ser tanto espirilos como bacilos, rectos o
curvos, y poseen flagelacién polar en uno o los dos extremos de la célula. Ademas,
todos los miembros de este género requieren Na* para poder crecer, lo que esta en
concordancia con su habitat, y no acumulan poli-B-hidroxibutirato (PHB) (Sanchez-
Amat et al., 2005).

Desde la descripcién inicial del género Marinomonas (van Landschoot and de Ley,
1983), el nimero de especies pertenecientes a este género ha aumentado, sobre todo
durante los ultimos afios, debido al incremento de estudios sobre microorganismos de
origen marino. El elevado nimero de especies descritas ha hecho necesaria una
modificacion de la descripcion del género para poder englobar las nuevas cepas
aisladas (Espinosa et al., 2010).

Hasta el momento, el género Marinomonas comprende 23 especies, principalmente
aisladas de aguas marinas localizadas en zonas geogréaficas y ambientes muy variados:
océano Pacifico (Baumann et al., 1972; van Landschoot and de Ley, 1983), mar Negro
(lvanova et al., 2005), mar Mediterraneo (Solano and Sanchez-Amat, 1999; Macian et
al., 2005; Espinosa et al., 2010; Lucas-Elio et al., 2010), mar de Japdén (Yoon et al.,
2005), mar Amarillo (Jung et al.,, 2012) y en regiones con ambientes con bajas
temperaturas y regiones subantarticas (Romanenko et al., 2003; Prabagaran et al.,
2005; Gupta et al., 2006; Zhang et al., 2008). Se han aislado también cepas a partir de
sedimentos y arenas (Chang et al., 2008; Romanenko et al., 2009). Asimismo, existen
cepas de Marinomonas asociadas a organismos superiores, tales como ostras (Macian
et al., 2005; Lau et al., 2006) y corales (Chimetto et al., 2011; Kumari et al., 2014).

En diversos estudios llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion, se ha
demostrado que la planta marina Posidonia oceanica, de gran importancia en los
ecosistemas del mar Mediterraneo, posee una microbiota asociada que contiene una
gran cantidad de cepas pertenecientes al género Marinomonas (Espinosa, 2007). En
este sentido, nuestro grupo ha descrito siete nuevas especies asociadas a esta planta:
M. pollencensis, M. balearica (Espinosa et al., 2010), M. alcarazii, M. aquiplantarum,
M. foliarum, M. posidonica y M. rhizomae (Lucas-Elio et al., 2010), y ha detectado que
M. mediterranea, previamente descrita (Solano et al., 1997; Solano and Sanchez-Amat,
1999), pertenece también a esta microflora (Espinosa et al., 2010).
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Como resultado de una colaboracién entre nuestro grupo de investigacion y el “Joint
Genome Institute” del Departamento de Energia de Estados Unidos, se han obtenido y
publicado las secuencias de los genomas de M. mediterranea (GenBank CP002583)
(Lucas-Elio et al., 2012b) y M. posidonica (GenBank CP002771) (Lucas-Elio et al.,
2012a). Recientemente, también se ha secuenciado el genoma de M. ushuaiensis
DSM15871 (GenBank JAMB00000000). Ademas de las cepas clasificadas a nivel de
especie, hay otras cuatro cepas pertenecientes al género Marinomonas, cuyos
genomas completos han sido secuenciados y estan disponibles. Una de ellas,
Marinomonas sp. MWYL1 (GenBank CP000749) ha sido estudiada por su papel en la
generacion del gas sulfuro de dimetilo (DMS) (Todd et al., 2007). Este gas, cuando se
libera a la atmodsfera se puede oxidar a compuestos que actian dispersando la
radiacion solar y como nucleos condensadores de nubes lo que puede afectar a los
procesos de cambio climatico. Las otras tres cepas secuenciadas son Marinomonas sp.
MED121 (GenBank AANE01000000) que es una cepa aislada del noroeste del mar
Mediterraneo; Marinomonas sp. GOBB3-320 (GenBank AF321017), aislada del norte
del mar Baltico y Marinomonas sp. D104 (GenBank AY0Z0100001) que se aislé del
océano Artico en un enriquecimiento de bacterias degradadoras de hidrocarburos
policiclicos aromaticos (Dong et al.,, 2014). Esta ultima cepa ha sido clasificada
posteriormente a nivel de especie recibiendo el nombre de M. profundimaris (Bai et
al., 2014).

Dentro de las distintas especies del género Marinomonas destacaremos a M.
mediterranea por ser la bacteria objeto de estudio en este trabajo. A continuacion se
hara una descripcidon mas detallada de sus principales caracteristicas y propiedades.

1.1.2. La bacteria marina M. mediterranea.
1.1.2.1. Caracteristicas generales.

Nuestro grupo de investigacion aislé6 Marinomonas mediterranea MMB-1 (ATCC
700492" y CECT 4803") a partir de muestras de agua marina de las costas murcianas del
mar Mediterraneo (Solano et al., 1997). En estudios posteriores se ha detectado que
esta especie forma parte de la microbiota de la planta marina P. oceanica, de donde se
aislo la cepa IVIA-P0186 (Espinosa et al., 2010). M. mediterranea es capaz de sintetizar
melaninas cuando se cultiva en medios conteniendo L-tirosina. Debido a la produccién
de este pigmento, tanto las colonias como el medio circundante se observan de color
oscuro (Solano et al., 1997) (figura I.1A).
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Figura I. 1. Caracteristicas generales de M. mediterranea. (A) Cultivo de M. mediterranea en una placa
de medio rico MMC incubado durante 4 dias a 25°C. Se puede observar la pigmentacién debida a la
produccion de melaninas. (B) Micrografia electronica de M. mediterranea IVIA-Po186 realizada
mediante tincién negativa con acido fosfotungstico (Barra = 1um).

M. mediterranea es un bacilo recto Gram-negativo y su movilidad se debe a la
presencia de un solo flagelo polar no envainado (fig. 1.1B). Ademads, es una bacteria
estrictamente aerobia, catalasa positiva y citocromo-c-oxidasa negativa. Presenta un
metabolismo quimioheterdtrofo y es capaz de utilizar diversos compuestos como
fuente de carbono y energia (Solano and Sanchez-Amat, 1999).

Atendiendo al requerimiento de factores organicos de crecimiento, M. mediterranea
es prototrdfica lo que significa que es capaz de crecer en medios minerales usando una
Unica fuente de carbono y energia. Se ha comprobado que tiene un mejor crecimiento
cuando se usan fuentes orgdnicas de nitrégeno como glutamato o extracto de
levadura. Al igual que ocurre con otras bacterias marinas, necesita Na* para crecer, lo
gue estd en concordancia con su habitat natural (Solano et al., 1997).

Por otra parte, M. mediterranea es gelatinasa y lipasa positiva, pero no produce las
enzimas amilasa y agarasa. Es capaz de reducir nitratos a nitritos, pero no es una
bacteria desnitrificante. No acumula PHB, ni siquiera en cultivos con fuente de
nitrogeno como factor limitante del crecimiento, y es capaz de crecer a temperaturas
comprendidas entre 8 y 30°C (Solano et al., 1997).

Una ultima caracteristica resefiable de M. mediterranea es que es la primera bacteria
marina en la que se ha descrito la sintesis de unas estructuras citoplasmaticas
denominadas cuerpos R (Hernandez-Romero et al., 2003). Este tipo de estructuras
sintetizadas por algunas cepas bacterianas fueron descritas por primera vez en
bacterias endosimbidticas obligadas de paramecios (Pond et al., 1989). Los cuerpos R
de M. mediterranea muestran una ultraestructura de capas enrolladas con una zona
central granular (Sanchez-Amat, 2006) (fig. 1.2.).
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Figura I. 2. Micrografias electrénicas de M. mediterranea. (A) Seccién ultrafina de M. mediterranea. La
flecha indica la estructura citoplasmatica denominada cuerpo R en la parte superior. (B) Seccién
transversal de un cuerpo R. oe: envoltura externa; ie: envoltura interna; ia: area interna. Barra = 0,2 um
(Hernandez-Romero et al., 2003).

Los cuerpos R estan codificados por los genes reb (rebA, rebB y rebC) (Heruth et al.,
1994). Recientemente se ha observado que estos genes estan ampliamente
distribuidos en proteobacterias y se ha propuesto que pueden participar en
interacciones de estos organismos con eucariotas. M. mediterranea es una de las
bacterias con mayor contenido en su genoma de genes reb que se encuentran en dos
loci diferentes (Raymann et al., 2013).

M. mediterranea sintetiza diversas oxidasas de interés biotecnoldgico que se describen
en los apartados siguientes y que se pueden dividir en dos grandes grupos: polifenol
oxidasas y aminoacido oxidasas.

1.1.3. Polifenol oxidasas en M. mediterranea.

Hay dos grandes grupos de polifenol oxidasas (PPOs): lacasas y tirosinasas. Las lacasas
son cuproproteinas azules que pertenecen al grupo de las multicobre oxidasas (MCO).
Estas enzimas (EC 1.10.3.2) tienen baja especificidad de sustrato, oxidan orto y para
difenoles y pueden oxidar también aminofenoles, ademas de otros compuestos. Su
mecanismo enzimatico implica cuatro transferencias monoelectrdnicas sucesivas con
la reduccion de oxigeno a agua (Thurston, 1994).

A diferencia de las lacasas, las tirosinasas son cuproproteinas no azules, ya que poseen
en su centro activo una pareja de iones cobre tipo Il unidos a seis residuos de histidina
y no poseen Cul, que es el que confiere la pigmentacidon azul a las lacasas. Las
tirosinasas (EC 1.14.18.1), oxidan monofenoles por lo que también se las denomina
como cresolasas, monofenol monooxigenasas o tirosina hidroxilasa (TH), y también
muestran actividad catecol oxidasa (EC 1.10.3.1). Esta ultima actividad permite oxidar
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el difenol L-dopa por lo que también es denominada dopa oxidasa (DO) (Garcia-Borron
and Solano, 2002).

La primera bacteria donde se describid la sintesis de dos cuproenzimas con actividad
polifenol oxidasa (PPO) fue M. mediterranea. La primera PPO, denominada PpoA, es
una MCO con actividad lacasa que se encuentra asociada a membrana (Fernandez et
al., 1999). PpoA muestra también actividad TH y DO, por lo que es capaz de oxidar un
amplio rango de fenoles aromaticos, incluyendo no solo los caracteristicos de lacasas
sino también aquellos caracteristicos para tirosinasas, como L-tirosina, por lo que se la
ha denominado también lacasa multipotente (Sanchez-Amat and Solano, 1997;
Sanchez-Amat et al., 2001).

La secuencia de PpoA revela la presencia de cuatro centros de unidn a cobre tipicos de
MCOs. Ademads, en su extremo N-terminal presenta otros dos motivos de unién a
cobre ricos en histidinas. La expresidn recombinante de diversos fragmentos de PpoA
en Escherichia coli ha permitido demostrar que la capacidad PPO de la enzima reside
en toda la molécula, y que los dos motivos de unién a cobre en el extremo N-terminal
son necesarios tanto para la actividad tirosinasa como para la actividad lacasa de esta
enzima (Sanchez-Amat et al., 2001).

La funcién bioldgica de PpoA es desconocida de momento. Se ha demostrado que en
M. mediterranea no participa en la melanogénesis, ya que mutantes en esta enzima
siguen siendo pigmentados (Solano et al., 2000). A diferencia de otras MCOs
bacterianas no parece estar implicada en la resistencia a cobre, puesto que no se
induce en presencia de este idn (Fernandez et al., 1999). Una posibilidad es que
participe en la resistencia a compuestos fendlicos, funcidon que se ha observado en el
caso de las PPOs de Ralstonia solanacearum (Hernandez-Romero et al., 2005). No
obstante, PpoA podria cumplir otras funciones relacionadas con la sintesis de
metabolitos secundarios o transferencias electrdénicas (Fernandez et al., 1999). La
versatilidad enzimatica de las MCOs se pone de manifiesto en el hecho de que una
proteina con 33% de identidad a PpoA, sintetizada por la gammaproteobacteria
Lysobacter sp. T-15 tiene actividad urato oxidasa (Tamaki et al., 2010).

La tirosinasa de M. mediterranea también llamada PpoB1, es una tirosinasa
fuertemente activada ‘in vitro’ por SDS a concentraciones por debajo de Ia
concentraciéon micelar critica (Solano et al., 1997), de la misma manera que la
tirosinasa de algunas plantas y anfibios (Wittenberg and Triplett, 1985; Moore and
Flurkey, 1990). Esta enzima presenta las actividades cresolasa y catecolasa tipicas de
las tirosinasas, pero no actividad lacasa (Solano et al., 1997; Lopez-Serrano et al.,
2002).
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La tirosinasa PpoB1 esta codificada por el gen ppoB1 que se encuentra localizado en un
operon junto al gen ppoB2 (Lopez-Serrano et al., 2004). Este ultimo gen codifica una
chaperona que participa en la transferencia de cobre a PpoA (Lopez-Serrano et al.,
2007). En los mutantes que carecen de ppoBl se observa como Unico cambio
fenotipico resefiable que son amelanogénicos, lo que indica que PpoB1 es la enzima de
M. mediterranea implicada en sintesis de melaninas (Lopez-Serrano et al., 2004; Lopez-
Serrano, 2005).

1.1.4. L-aminoacido oxidasas (LAOs).

Las L-aminodcido oxidasas (EC. 1.4.3.2) son un grupo de enzimas ampliamente
distribuidas en la naturaleza, que generalmente poseen un cofactor de tipo flavinico, y
catalizan la desaminacion oxidativa de L-aminoacidos, via iminodcido, generando el
cetodcido correspondiente y liberando amonio y perdxido de hidrégeno (Macheroux et
al., 2001; Pollegioni et al., 2013) (fig. 1.3). La liberacién de perdxido de hidrégeno en la
reaccion es responsable del efecto antimicrobiano descrito para algunas de estas
enzimas (Ehara et al., 2002; Tong et al., 2008; Yang et al., 2011b).

H202 02
5 FAD FADH, o) &
H,N ; / e 1O \\ >
LAO OH oo RH OH
OH 2 3
L-aminoacido Iminoacido a-cetoacido

Figura . 3. Reaccion catalizada por las L-aminoacido oxidasas (LAOs).

La mayoria de LAOs presentan en su extremo N-terminal el dominio de unién a FAD
caracteristico de oxidorreductasas que unen dinucledtidos (Dym and Eisenberg, 2001).
Estas enzimas poseen una estructura dimérica en la que cada subunidad une, de forma
no covalente, una molécula del cofactor FAD (Guo et al., 2012), aunque también se
han descrito LAOs de estructura monomérica (Yang et al.,, 2012). Las LAOs muestran
una masa molecular entre 50 y 300 kDa, y un punto isoeléctrico entre pH 4.0 y 9.4
(Hossain et al., 2014).

Las LAOs mejor estudiadas son las que se sintetizan formando parte del veneno de
serpientes. Estas LAOs oxidan preferentemente aminoacidos hidrofébicos (Du and
Clemetson, 2002). Sin embargo, hasta el momento estas enzimas no han podido ser
expresadas en un sistema de expresion recombinante con buen rendimiento
(Pollegioni et al., 2013). Ademas de en serpientes, también se han encontrado LAOs en
moluscos marinos como el caracol gigante Achatina fulica (Ehara et al.,, 2002) y la
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liebre de mar Aplysia californica (Yang et al., 2005); en peces como Myoxocephalus
polyacanthocephalus y Sebastes schlegeli (Endo et al., 2008; Nagashima et al., 2009) y
en insectos (Ahn et al., 2000).

En el caso de las LAOs microbianas, algunas muestran un amplio rango de sustratos
como es el caso de las producidas por Bacillus carotarum 2Pfa (Brearley et al., 1994) ,
Rhodococcus opacus DSM 43250 (Geueke and Hummel, 2002), Rhodococcus sp. AlU Z-
35-1 (Isobe and Nagasawa, 2007) y Pseudoalteromonas luteoviolacea (Gomez et al.,
2008). En microorganismos también se han descrito diversas LAOs que muestran un
cierto grado de especificidad para un aminoacido. Este seria el caso de la glicina
oxidasa de Bacillus subtilis (Nishiya and Imanaka, 1998), la L-glutamato oxidasa de
Streptomyces endus y Streptomyces sp. X-119-6 (Bohmer et al., 1989; Arima et al.,
2009), la L-lisina oxidasa de Trichoderma viride Y244-2 (Kusakabe et al., 1980; James et
al., 1996; Lukasheva and Berezov, 2002) y la L-triptéfano oxidasa de Chromobacterium
violaceum que parece intervenir en la sintesis del pigmento violaceina (Genet et al.,
1995).

Se han descrito diversas LAOs sintetizadas por hongos. Por ejemplo, Aspergillus
fumigatus sintetiza una LAO especifica para L-tirosina (Singh et al., 2009) y Aspergillus
carbonarius AlU 205 una LAO que cataliza la desaminacién del 4-aminobutanamida
(Sugawara et al., 2014). Trichoderma harzianum ETS 323 es un hongo utilizado como
agente de biocontrol que produce una LAO extracelular que muestra actividad
antimicrobiana debido a la permeabilizacion de membranas y a la produccion de
especies ROS (Yang et al., 2011a). En algunos hongos como Aspergillus nidulans y
Neurospora crassa la actividad LAO esta regulada en relacién con el catabolismo de
aminodcidos (Sikora and Marzluf, 1982; Calderon et al., 1997; Davis et al., 2005).
Recientemente se ha expresado de forma recombinante en E. coli BL21 (DE3) una LAO
de amplio espectro sintetizada por Hebeloma cylindrosporum (HeLAO), cuyo sustrato
preferido es el L-glutamato (Nuutinen et al., 2012).

Las LAOs producidas por bacterias pueden localizarse intracelularmente como en el
caso de las producidas por Pseudomonas putida y E. coli (Bossi et al., 2002; Leese et al.,
2012), asociadas a membrana como las sintetizadas por Proteus mirabilis y P. vulgaris
(Takahashi et al., 1999; Baek et al., 2008; Baek et al., 2011) o extracelularmente como
en Cellulomonas cellulans AMS8, Streptomyces sp. X-119-6 y Rhodococcus opacus
(Braun et al., 1992; Geueke and Hummel, 2003; Arima et al., 2003; Yang et al., 2011b).
En general, las LAOs procariotas secretadas como las LAOs producidas por
Rhodococcus opacus y Streptomyces sp. X-119-6 se sintetizan como proenzimas con un
péptido sefial que posteriormente sufre protedlisis lo que activa la enzima (Geueke
and Hummel, 2003; Arima et al., 2009). Se piensa que esta activacién proteolitica se
produce tras la secrecidn para evita el consumo de aminoacidos y la produccién de
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H,0, en el citoplasma que puede ser téxica para la célula (Pollegioni et al., 2013). La
primera LAO procariota expresada de forma recombinante fue la LAO de amplio
espectro de Rhodococcus opacus utilizando como huésped Streptomyces lividans
(Geueke and Hummel, 2003).

Se han propuesto diversas funciones fisioldgicas para las LAOs microbianas. Algunas de
estas enzimas se inducen cuando es necesario utilizar aminoacidos como fuente de
nitrégeno, como ocurre en Pseudomonas sp. AlU 813 (Isobe et al., 2012). En las LAOs
de membrana producidas por las enterobacterias de los géneros Proteus, Providencia y
Morganella se ha mostrado que los a-cetoacidos generados al oxidar los L-
aminodcidos, pueden actuar como siderdforos formando complejos con hierro
(Drechsel et al., 1993; Massad et al., 1995). En las bacterias marinas M. mediterranea y
Pseudoalteromonas tunicata, se ha mostrado que las LAOs producidas participan en la
diferenciacién de biopeliculas (Mai-Prochnow et al., 2008). La LAO sintetizada por
Streptococcus oligofermentas parece participar en la competencia microbiana debido a
la produccion de perdxido de hidrégeno, que podria tener un efecto citotdxico para
poblaciones microbianas competidoras (Tong et al, 2008). Sin embargo,
posteriormente se ha propuesto que en el microorganismo productor la LAO cumple
un papel protector frente al estrés oxidativo, ya que parecen reducir las especies ROS
in vivo (Zhou et al., 2012). Esta LAO ha sido recientemente reclasificada como una
aminoacetona oxidasa (Molla et al., 2014).

Las LAOs tienen un gran interés biotecnoldgico en muchos campos diferentes. En el
campo biomédico son atractivas por su gran cantidad de efectos bioldgicos, estudiados
particularmente en las enzimas de serpientes (Guo et al., 2012; Izidoro et al., 2014).
Entre sus propiedades se encuentran efectos citotdxicos por induccion de la apoptosis
(Ande et al., 2008), aunque los mecanismos por los que estas LAOs inducen la
apoptosis todavia no se conocen de manera exacta(Costa et al., 2014). Otros efectos
son antiviral, antimicrobiano y antiparasitario (Fernandez-Gomez et al., 1994; Zhang et
al., 2003; Vargas et al., 2013) e induccién de la agregacion plaquetaria (More et al.,
2010). Una L-lisina oxidasa del hongo Trichoderma se han ensayado in vivo frente al
cancer colorrectal con buenos resultados (Treshalina et al., 2000; Pokrovsky et al.,
2013).

La alta especificidad que muestran algunas de estas LAOs ha permitido el desarrollo de
biosensores utilizando LAOs bacterianas. Un ejemplo seria el uso de la L-lisina oxidasa
de M. mediterranea para la determinacion de L-lisina en plasma (Matsuda and Asano,
2010). También se han desarrollado biosensores en la industria alimentaria para la
determinacion de la calidad nutricional de los productos en cuanto a su contenido en
aminodcidos. Por ejemplo, la L-lisina en alimentos se puede detectar utilizando una
LAO secretada a través de la piel por el pez de roca Sebastes schlegeli (Endo et al.,
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2008). Recientemente se ha descrito el uso de una LAO purificada de rifién de cabra
para determinar los niveles de L-aminodcidos en zumos de frutas y bebidas alcohdlicas
(Lata and Pundir, 2013).

Las LAOs también pueden ser usada en biotransformaciones, por ejemplo en la
separacion de enantiomeros de mezcla racémicas de D- y L-aminodcidos (Qi et al.,
2009; Singh et al., 2009). Otra aplicacion es la produccién industrial de a-cetoglutarato
a partir de L-glutdmico (Liu et al., 2013) e incluso en la generacion de precursores de
antibioticos B-lactdmicos (Isobe et al., 2008). Ademas, las LAOs se pueden utilizar en
agricultura como agentes de biocontrol (Hossain et al., 2014).

Nuestro grupo de investigacion ha descrito en M. mediterranea las que hasta el
momento son las dos unicas LAOs que no son flavoproteinas: LodA, una L-lisina-
épsilon-oxidasa (Gomez et al., 2010) y GoxA una glicina oxidasa detectada de forma
paralela al desarrollo de este trabajo (Campillo-Brocal et al., 2013). Ambas enzimas
contienen un cofactor de tipo quindnico, en lugar de flavinico. Estas dos enzimas seran
descritas en los apartados siguientes.

1.1.4.1. LodA, L-lisina-épsilon-oxidasa de M. mediterranea.

La enzima con actividad L-lisina-épsilon-oxidasa fue descrita por primera vez en los
sobrenadantes de la bacteria marina M. mediterranea como una proteina con
actividad antimicrobiana a la que inicialmente se denomind marinocina (Lucas-Elio et
al., 2005). Esta proteina presenta accién bactericida de amplio espectro, incluyendo
microorganismos causantes de enfermedades nosocomiales como Staphylococcus
aureus y Pseudomonas sp., que presentan alta resistencia a antibidticos clasicos
(Lucas-Elio et al., 2005). Estudios posteriores indicaron que la actividad microbiana de
la marinocina era debido a la generacién de perdxido de hidrégeno que ocurre al
oxidar el aminoacido L-lisina (Lucas-Elio et al., 2006) (fig. 1.4).

11
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Figura I. 4. Actividad antimicrobiana de LodA (marinocina). (A) Efecto antimicrobiano de la marinocina
(M) sobre E. coli K-12 en medio complejo. Se observa que esta actividad es inhibida en presencia de 0,2
mg de catalasa (C). (B) Efecto positivo de la presencia de L-lisina (L: discos cargados con 20 ul de las
concentraciones milimolares crecientes indicadas) en la actividad inhibitoria frente a E. coli UM202 en
medio M9 (Lucas-Elio et al., 2006).

LodA es altamente especifica para L-lisina catalizando su desaminacidn oxidativa en
posicién épsilon en presencia de oxigeno, generando d4cido 6-semialdehido-2-
aminoadipico, amonio y perdxido de hidrégeno, responsable de la accién
antimicrobiana (Gomez et al.,, 2006). Dependiendo de las condiciones, el acido-6-
semialdehido-2-aminoadipico puede ciclarse a piperidina-6-carboxilato u oxidarse a
acido-2-aminoadipico (fig. 1.5).

"o /UYV\/NHz )H/\/\( — HOJY\/\EH/OH
202

NH, L-isina ¢-oxidasa ©
(LodA) Acido 6-semialdehido- Acido 2-aminoadipico
2-aminoadipico

!
e

Piperidina-6-carboxilato

L-lisina

Figura I. 5. Esquema de la reaccion catalizada por la L-lisina-épsilon-oxidasa (EC 1.4.3.20).

Esta actividad L-lisina-épsilon-oxidasa no habia sido descrita con anterioridad por lo
que recibié un nuevo numero por la comision de enzimas (EC 1.4.3.20). Las LAOs
cldsicas (EC 1.4.3.2) oxidan los aminodacidos en posicion alfa. Otra diferencia
importante con las LAOs es que la L-lisina-épsilon-oxidasa de M. mediterranea no

12



I.INTRODUCCION

posee un cofactor de tipo flavinico. Datos previos de nuestro grupo de investigacidn
indicaban que poseia un cofactor quinénico (Gomez et al., 2006; Gomez et al., 2010).

LodA estda codificada por el gen lodA que forma parte del operdn lod. Ademds del gen
lodA, en este operdn se encuentra un segundo gen, lodB, que codifica una
flavoproteina de funcidn desconocida que es requerida para la sintesis de LodA activa
(Gomez et al., 2010) (fig. 1.6).

lodA lodB
H
P— < > < >
2182 pb 1110 pb

Figura I. 6. Estructura del operdn lod. El gen lodA codifica la proteina LodA que posee actividad L-lisina-
épsilon-oxidasa. El gen lodB codifica una hipotética flavoproteina, LodB, de funcién desconocida.

En relaciéon a la localizacidon celular, se ha observado que LodA es una proteina
extracelular que presenta gran resistencia a diversos factores ambientales, como
elevadas temperaturas, y enzimas proteoliticas como la proteinasa K. Ademas es
precipitable con etanol, lo que sugiere que posee una estructura muy estable (Lucas-
Elio et al., 2005). Por su parte, LodB se detecta en los extractos celulares (Gomez et al.,
2010).

Se han detectado genes similares a lodA y lodB en el genoma de diversos grupos
microbianos y en los casos analizados se disponen organizados en un operdn (Lucas-
Elio et al., 2006). En el caso de la proteina AlpP de P. tunicata se ha demostrado que
también posee actividad lisina oxidasa (Mai-Prochnow et al., 2008). Desde el punto de
vista fisioldgico, en algunos de los microorganismos que sintetizan proteinas similares
a LodA se ha propuesto que juegan un papel determinante en procesos de desarrollo
de biopeliculas microbianas. A medida que las biopeliculas van desarrollandose, la
accién autolitica del perdxido de hidréogeno generado por la actividad L-lisina oxidasa
causa la muerte de una fraccién de la poblacién de células en el centro de las
microcolonias (Mai-Prochnow et al., 2008) (fig. 1.7). Este fendmeno facilita la liberacién
al medio circundante de las células microbianas supervivientes que muestran
variabilidad fenotipica lo que facilita su capacidad de colonizar nuevos ambientes (Mai-
Prochnow et al., 2008). La formacién de biopeliculas podria jugar un papel importante
en el ciclo de vida de M. mediterranea al crecer sobre la superficie de la planta marina
P. oceanica (Espinosa et al., 2010). Ademas, el elevado peso molecular de LodA
permitiria su retencién en la matriz polimérica de la biopelicula, lo que compensaria el
efecto de dilucion del agua, tal como se ha descrito para otras proteinas extracelulares
de gran tamafio (Burchard and Sorongon, 1998).

13
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Figura I. 7. Imagenes obtenidas por microscopia confocal de biopeliculas de M. mediterranea MMB-1R
(A) y del mutante SB1 afectado en la actividad lisina oxidasa (B). Se observa que la muerte celular
ocurre durante el desarrollo de la biopelicula en la cepa MMB-1R pero no en el mutante SB1. Las
biopeliculas han sido obtenidas mediante incubacién durante 72 horas en medio MN y tedidas
posteriormente con el kit de viabilidad celular BacLight LIVE/DEAD (Mai-Prochnow et al., 2008).

1.1.4.2. GoxA, glicina oxidasa de M. mediterranea.

La secuenciacién del genoma de M. mediterranea en colaboracién con el Departement
of Energy (DOE), Joint Genome Institute (JGI) (USA) permitié la deteccidon de dos
operones adicionales similares al operdon lod (Lucas-Elio et al.,, 2012b). De forma
paralela a este trabajo, en otra linea de investigacidon del grupo se estudiaron los
nuevos operones detectados para intentar determinar que tipo de actividad
codificaban. En este sentido, el mutante LD que tenia delecionado el operdn lod
carecia de actividad lisina oxidasa (Gomez et al., 2010). Estudios recientes han
revelado que uno de estos operones codifica una nueva quinoproteina con actividad
glicina oxidasa, que se ha denominado GoxA (Campillo-Brocal et al., 2013). GoxA
cataliza la desaminacién oxidativa de la glicina generando glioxilato, amonio y perdxido
de hidrégeno (fig. 1.8).

H
a Glicina oxidasa o/ o
H
OH OH
Glicina Glioxilato

Figura I. 8. Reaccion catalizada por la glicina oxidasa de M. mediterranea.
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GoxA muestra propiedades diferentes a las de otras glicinas oxidasa que tienen
cofactor flavinico y que han sido previamente descritas en los géneros Bacillus y
Geobacillus (Nishiya and Imanaka, 1998; Martinez-Martinez et al., 2008). Por ejemplo,
GoxA es mucho mas especifica para el aminoacido glicina que las otras enzimas
(Campillo-Brocal et al., 2013). Se ha propuesto que GoxA es una quinoproteina en base
a su sensibilidad a inhibidores de cofactores quindnicos (Campillo-Brocal et al., 2013).

La actividad glicina oxidasa de M. mediterranea se encuentra codificada por el gen
goxA que forma parte del operdn gox. Al igual que en el caso del operdn lod, en gox se
encuentra un segundo gen denominado goxB, que codifica una flavoproteina similar a
LodB (Campillo-Brocal et al., 2013).

1.1.4.3. Proteinas similares a LodA en otros organismos.

Estudios recientes de nuestro grupo han revelado la presencia de genes similares a
LodA en numerosos genomas microbianos (Campillo-Brocal et al., 2015). El analisis
filogenético de estas proteinas similares a LodA ha permitido subdividirlas en grupos
con similitud estadisticamente relevante de acuerdo a los métodos del “Vecino mas
cercano” (NJ) y de “Maxima verosimilitud” (ML) (Campillo-Brocal et al., 2015) (fig. IV.
9).
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Figura 1. 9. Relacion filogenética de proteinas similares a LodA. El arbol fue construido usando el
método del “Vecino mas cercano” (NJ) con el programa MEGA (Tamura et al., 2013). La distancia
evolutiva fue calculada como proporcidn de residuos diferentes (p-distance). En las ramas se indican
aquellos que muestran los valores estadisticos de probabilidad superiores al 70% (bootstrap > 70%) para
los arboles construidos por el método NJ y ML. Las gammaproteobacterias estan indicadas en rojo, las
alfaproteobacterias en azul claro, las betaproteobacterias en azul oscuro y los microorganismos
fotosintéticos en verde (Campillo-Brocal et al., 2015).

GoxA se incluye en el grupo Il del arbol anterior, mientras que LodA estd en el grupo
IA. El tercer gen similar a lod detectado en M. mediterranea se incluye en grupo lll. La
actividad enzimatica de esta proteina se desconoce, aunque por similitud con LodA y
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GoxA se puede pensar que codifica una oxidasa de aminoacidos o compuestos
similares.

1.2. COFACTORES ENZIMATICOS.

Muchas enzimas se sintetizan inicialmente en forma inactiva (apoproteina) por lo que
necesitan de un cofactor para obtener la holoenzima activa que es capaz de desarrollar
la actividad enzimatica. Estos cofactores pueden ser de naturaleza muy variada: un
metal (por ejemplo, cobre o hierro), un compuesto orgdnico (por ejemplo, flavina) o
compuestos organometalicos (por ejemplo, el grupo hemo) (Davidson, 2007). Estos
cofactores externos pueden ser disociables, o estar unidos covalentemente a la
enzima. Sin embargo, algunas enzimas han desarrollado un método alternativo para
introducir un nuevo grupo catalitico funcional en su centro activo, descartando asi la
necesidad de un cofactor exégeno. Este tipo de enzimas utilizan cofactores derivados
de proteinas, los cuales son centros cataliticos o redox que se forman por modificacién
post-traduccional en uno o mas residuos aminoacidicos de la proteina (Davidson,
2007). Los cofactores derivados de proteinas son modificaciones quimicas irreversibles
entre las que se incluyen oxigenacién de residuos aromaticos, ciclacién de péptidos,
deshidratacion de la cadena lateral, unidon covalente de residuos aminoacidicos o
procesamiento proteolitico interno (Davidson and Wilmot, 2013). A continuacion se
comentaran los cofactores de tipo flavinico y los cofactores quindnicos que son uno de
los tipos de cofactores generados por modificacion post-traduccional de proteinas, por
ser los mas relevantes para este trabajo.

1.2.1 Flavinas.

1.2.1.1. Estructura de las flavinas.

Las flavinas son compuestos heterociclicos que tienen en comun un anillo de
isoaloxacina, que les otorga propiedades redox, el resto de la cadena tiene funcién
estructural. Sufren procesos de oxido-reduccion, pudiendo transferir electrones y/o
protones, lo que les proporciona una gran versatilidad. Su nombre proviene del latin
flavus (amarillo), ya que su forma oxidada es amarilla. Las flavinas presentes en la
naturaleza son derivadas del 7,8-dimetil-isoaloxacina, y entre las mas importantes
estan la riboflavina o vitamina B2, el flavin mononucleétido (FMN) y el flavin adenin
dinucledtido (FAD). Todas ellas se producen por sustituciones en el nitrégeno de la
posicion 10 del anillo de isoaloxacina (fig. 1.10).
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Figura I. 10. Estructura quimica de la riboflavina, flavin mononucleétido (FMN) y flavin adenin
dinucleétido (FAD). Se muestra el anillo de isoaloxacina en su estado oxidado (rojo) y en su estado
reducido por dos electrones (azul). El esquema numerado para el anillo de isoaloxacina se indica en la
estructura oxidada de la izquierda. (Macheroux et al., 2011).

En el caso de la riboflavina, en el Nig de dicho anillo se encuentra una cadena lateral de
ribitol. Si se fosforila el grupo 5’-OH de la cadena lateral de ribitol de la riboflavina se
obtiene FMN. Si a este FMN se le une un AMP se obtiene FAD (fig. 1.10). Aunque
ambos cofactores estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, el FAD se presenta
mas a menudo como cofactor que el FMN (Macheroux et al., 2011). En el anillo de
isoaloxacina se producen ademas ganancias o pérdidas de electrones en los nitrégenos
de las posiciones 1 y 5 lo que da lugar a la formacién de las formas oxidadas y
reducidas de estos compuestos.

En el ciclo catalitico de las flavoproteinas se pueden distinguir dos semireacciones: una
primera semireaccion de reduccién, donde un sustrato organico es oxidado por la
transferencia de electrones a la flavina que da como resultado la flavina totalmente
reducida (hidroquinona) y el producto oxidado (Fraaije and Mattevi, 2000). La segunda
semireaccion de oxidacién consiste en la regeneracién del cofactor lo que permite
volver a iniciar el ciclo. En este proceso se utiliza un aceptor de electrones. En el caso
de que sea oxigeno, se produce perdxido de hidrégeno (Weber and Schleicher, 2014)
(fig. 1.11).
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Figura I. 11. Ciclo catalitico tipico de flavoproteinas. S: sustrato; P: producto; E: enzima; red: reducido,
ox: oxidado.

1.2.1.2. Propiedades de las flavinas.

El anillo de isoaloxacina proporciona a la flavina unas propiedades redox caracteristicas
basadas en sus diferentes estados de reduccién. Debido a la distinta distribucion
electrénica en el anillo de isoaloxacina el espectro de absorcidn es diferente para los
distintos estados de reduccién. El espectro de las flavinas oxidadas presenta dos
maximos de absorcion a longitudes de onda en torno a 370 y 450 nm. Por otra parte, la
flavina en su forma reducida por dos electrones, o hidroquinona, pierde los dos picos

de absorbancia del espectro UV visible lo que causa el blanqueamiento del croméforo
(fig. 1.12).

2.0

1.5

1.0

ABSORBANCIA

0.5

0.0 4 8 .
300 400 500 600

LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura I. 12. Espectro UV-visible del FMN en su forma oxidada y reducida. La reduccién de la flavina a
su estado reducido por dos electrones provoca la pérdida de los picos de absorbancia tipicos de flavinas.
(Chapman and Reid, 1999).
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La flavinas pueden adquirir los electrones de forma secuencial. En la figura 1.13A se
representan los tres estados redox diferentes en los que se puede encontrar el anillo
de isoaloxacina de la molécula de flavina: la forma totalmente oxidada o quinona, la
forma reducida por un Unico electrén o semiquinona y la forma reducida por dos
electrones o hidroquinona (Miller, 1991). Estos diferentes estados redox provocan
importantes cambios en la estructura electréonica de la flavina que determinara
distintos espectros de absorcidn (fig. 1.13B).

A 2e + 2H*

SE?I“I(]UII‘IOI‘IA neutra

(reduccion por 1e’)

R
N /N\fo
JOLX X
N
v (o} le + 1H* v

Oxidado A Hidroquinona
(reduccion por 2e)

R
N /NYO -~ Ry
N__N__O
D:/ BH \Y
N " NH
o H
o
v
e
oo e:
NH
N
o

Semiquinona anidnica
(reduccién por 1e’)

le +1H*

le + 2H*

18 ¢
i Semiquinona anidnica

14}

- Oxidada

¢ (mm~'-cm™!)
[+
1

6 -
Semiquinona neutra
JESd N ANl / q
2F
0 \‘--__4———— ad
300 400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura I. 13. Propiedades de las flavinas. (A) Esquema de los diferentes estados redox que puede
presentar el anillo de isoaloxacina en flavoproteinas. (B) Espectro de absorcidn UV-visible de los
radicales semiquinona y de la forma oxidada de las flavoproteinas ilustrado con la glucosa oxidasa
(Massey and Hemmerich, 1980).
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En el caso de la semiquinona cuando esta protonada, se la lama también semiquinona
azul o neutra. La forma desprotonada se conoce también como semiquinona roja o
anidnica. Estas dos especies radicales se distinguen perfectamente por sus
propiedades espectrales. La semiquinona neutra tiene un espectro de absorcién
caracteristico en torno a 580-620 nm mientras que la semiquinona roja posee un pico
caracteristico en la regién de 380 nm presentando un pico adicional a 400 nm (Massey
and Hemmerich, 1980) (fig. 1.13). La observacion de la absorbancia de las flavinas en el
rango de espectro UV-visible proporciona una serie ventajas a la hora de caracterizar
las flavoproteinas. Por ejemplo, los cambios observados en el espectro pueden
proporcionar informacidon sobre mecanismo de reaccidon enzimatica y el entorno
proteico (Chapman and Reid, 1999).

Las flavinas y los aminodcidos aromaticos (especialmente el grupo indol del triptdéfano)
son los principales grupos fluorescentes presentes en proteinas. El estudio de la
fluorescencia de las flavinas es una herramienta muy util en el estudio de las
flavoproteinas ya que permite por ejemplo, obtener informacién sobre la unién de la
proteina y la flavina. Mientras que las flavinas reducidas tienen una fluorescencia muy
baja, en su estado oxidado presentan alta fluorescencia y un maximo de emisién a 525
nm. Generalmente, el espectro de excitacion de las flavoproteinas suele ser idéntico al
espectro de absorciéon UV-visible de dicha flavina (Chapman and Reid, 1999).

Aungue la mayoria de las flavoproteinas tienen unida la flavina de forma no covalente,
también hay flavoproteinas que la unen de forma covalente. La unién covalente de la
flavina a la proteina es un proceso autocatalitico y post-traduccional, que aumenta el
potencial redox y parece ser necesaria para mantener la estabilidad de la proteina
(Heuts et al., 2009). No obstante, estudios de mutagénesis han demostrado que la
union covalente no es imprescindible para la actividad (Hiro et al., 1996). El tipo de
union se puede determinar mediante espectrometria de masas (Halada et al., 2003).

1.2.1.3. Clasificacion de las flavoproteinas.

Las flavoproteinas constituyen un grupo amplio de proteinas con diversas actividades
enzimaticas. Mas del 90% de ellas son oxidorreductasas, incluyendo monooxigenasas,
hidroxilasas, oxidasas, etc. De las restantes, aproximadamente el 4,3% son transferasas
y el resto incluye liasas, isomerasas y ligasas. El 75% de ellas tienen FAD como cofactor
y en la mayoria de éstas (50%) el principal motivo de unién es el llamado motivo de
Rossmann. El 25% de las flavoproteinas utilizan FMN generalmente unido mediante
otros motivos como son el barril TIM o flavodoxina (Macheroux et al., 2011).
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Las flavoproteinas también se pueden clasificar atendiendo a los motivos conservados
qgue presentan. Un ejemplo de este tipo de clasificacion fue propuesta por Dym y
Eisenberg (2001), en la que proponen los siguientes grupos: (1) grupo glutation
reductasa (GR): que se subdivide en dos grupos: GR1 y GR2; (2) grupo de la ferredoxina
reductasa (FR); (3) grupo de la p-cresol metilhidroxilasa (PCMH) y (4) grupo de la
piruvato oxidasa (PO) (Dym and Eisenberg, 2001).

Recientemente también se ha propuesto una clasificacidn para las flavoproteinas de
tipo oxidasa que se basa en la homologia de secuencia y los datos estructurales
disponibles hasta el momento. Este tipo de flavoenzimas se agrupan en siete familias:
(1) familia glucosa-metanol-colina oxidorreductasa (GMC), (2) familia vainilil alcohol
oxidasa (VAOQ), (3) familia aminoacido oxidasa (AO), (4) familia sulfidril oxidasa, (5)
familia Acil-CoA oxidasa (ACO), (6) familia 2-hidroxiacido oxidasa (HAO) y (7)
flavoproteinas oxidasas Unicas (Dijkman et al., 2013).

1.2.1.4. Motivos estructurales conservados en flavoproteinas.

En las proteinas que utilizan nucledtidos como cofactores se han descrito motivos
estructurales conservados que participan en la unién del cofactor a la apoproteina. En
flavoproteinas, el motivo conservado mejor estudiado es el motivo de Rossmann que
fue descubierto en deshidrogenasas dependientes de NADH por Michael Rossmann en
1974 (Rossmann et al., 1974). Este motivo posee una estructura secundaria simétrica
basica que consiste en dos hojas compuestas por laminas B paralelas que tienen
intercaladas entre ellas hélices a (Blalf2a2B3 y B4a4B5a5p6). Las dos hojas estan
conectadas entre si por la hélice a3 entre las laminas B3 y B4 (Rossmann et al., 1974)
(fig 1.14).

C

4 foalpshas)p6

Figura I. 14. Topologia tipica del motivo de Rossmann. Las flechas corresponden a las laminas B y los
rectangulos a las hélices a. Los circulos representan los residuos de glicina conservados del motivo de
unién a dinucledtidos (DBM) (Bottoms et al., 2002).
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Tipicamente este motivo de Rossmann estd localizado en el extremo N-terminal, y
posee una secuencia consenso de union a fosfato conocida como motivo de unién a
dinucledtidos (DBM, por sus siglas en inglés “Dinucleotide binding motif”). La mayoria
presenta la secuencia consenso xhxhGxGxxGxxxhxxh(x)s hxhE(D) (donde x es
cualquier residuo y h es un residuo hidrofébico) (Vallon, 2000). La hoja B1 llega hasta la
primera G. La tercera G forma parte de la hélice al, mientras que los 5 ultimos
residuos incluyendo el residuo acido forma parte de la hoja B2 (Dym and Eisenberg,
2001; Bottoms et al., 2002). La importancia de estos residuos conservados de glicina es
bien conocida, la primera glicina permite el giro de la cadena principal de proteina que
es importante para la posicion de la segunda glicina la cual permite un contacto de la
cadena principal de la proteina con el pirofosfato del cofactor debido a que este
aminodcido carece de cadena lateral (Wierenga et al., 1986). Por ultimo, la tercera
glicina permite un empaquetamiento cercano de la hélice al con la primera hoja B,
contacto favorecido por los aminoacidos hidrofébicos que siguen a esta glicina
(Wierenga et al., 1986). En la cuarta hoja B a veces se puede encontrar la secuencia
0ohhhATG (donde o es un residuos con carga), denominada motivo ATG que es
importante para la interaccién con dinucleétidos (Vallon, 2000).

Se han encontrado diferentes variaciones de esta estructura basica del motivo de
Rossmann describiendose en otras proteinas que contienen como cofactor otros
nucledtidos tales como FMN, FAD o NADP (Dym and Eisenberg, 2001). De hecho, este
motivo es el mdas abundantemente distribuido en enzimas (Toth-Petroczy and Tawfik,
2014).

Ademads del motivo de Rossmann, en flavoproteinas se pueden encontrar otros
motivos conservados que participan en la unidn del cofactor. Por ejemplo, el motivo
GD, identificado por primera vez en la rubredoxina reductasa (Eggink et al., 1990). Este
motivo presenta la secuencia consenso T(S)(X)sF(Y)hhGD (Eggink et al, 1990) y se
encuentra presente en las flavoproteinas incluidas en el grupo GR; de la clasificacion
realizada por Dym y Eisenberg (2001). Otro motivo descrito es el motivo DG que se
localiza detrds del motivo GD, y que presenta la secuencia consenso chhhssDGxcSxhR
(donde c es un residuo con carga y s es un residuo pequeiio) (Eppink et al., 1997;
Vallon, 2000). El motivo DG se ha descrito como altamente especifico para
flavoproteinas hidroxilasas que son capaces de unir tanto FAD como NAD(P)H (Eppink
et al., 1997). En la NADH oxidasa NoxE producida por Lactococcus lactis se han
identificado dos secuencias conservadas (D(x)sGxxP y LAxxAxxxG) que parecen
participar en la unién a FAD (Dym and Eisenberg, 2001; Tachon et al., 2011).
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En flavoproteinas que poseen dos dominios de union a nucleétidos se puede encontrar
el motivo estructural GG (RxGGxx(S/T)) que aparece tras el primer DBM, ademas de
los motivos GD y ATG que siguen al segundo DBM (Vallon, 2000). Al realizar
alineamientos de secuencias entre flavoproteinas con dos DBM se observan los
motivos estructurales conservados siguiendo un orden general: DBMgap)-(GG)-
ATG(FAD)-DBM(NAD(p)H)-ATG(NAD(p)H)-GXXP-GD (VaIIon, 2000; tha et al, 2007). No
obstante, hay que tener en cuenta que no todas las flavoproteinas poseen todos los
motivos conservados aqui descritos.

1.2.2. Cofactores quinodnicos.

Las quinoproteinas son enzimas redox que poseen quinonas en su centro activo. Estas
quinonas se han generado por modificaciones post-traduccionales en uno o mas
residuos proteicos (Davidson, 2011). Los cofactores quindnicos conocidos son el
cofactor disociable PQQ, y los cofactores derivados de tirosina (TTQ y LTQ) (Mure,
2004) y de triptéfano (TTQy CTQ) (Davidson, 2005) (fig. 1.15).
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Figura I. 15. Estructura quimica de los cofactores quinénicos conocidos. PQQ: pirroloquinolin quinona.
Cofactores derivados de tirosina: topaquinona (TPQ) vy lisina tirosilquinona (LTQ). Cofactores derivados
de triptofano: triptéfano triptofilquinona (TTQ) y cisteina triptofilquinona (CTQ) (Klinman and Bonnot,
2014).
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1.2.2.1. Pirroloquinolin quinona (PQQ).

El cofactor quindnico pirroloquinolin quinona (PQQ) (fig. 1.15) es un cofactor disociable
que fue descrito por primera vez en la enzima metanol deshidrogenasa sintetizada por
bacterias metilotrofas (Salisbury et al., 1979). También es el cofactor de algunas
glucosa deshidrogenasas (Duine and Frank, 1979). Es un cofactor que se presenta
tipicamente en bacterias Gram negativas como Acinetobacter calcoaceticus (Olsthoorn
and Duine, 1996), Gluconobacter oxydans (Holscher et al., 2007), Klebsiella
pneumoniae (Meulenberg et al., 1992), Methylobacterium extorquens (Toyama et al.,
1997) y Enterobacterium intermedium (Kim et al., 2003). La presencia de PQQ en
eucariotas ha sido objeto de controversia. Recientemente se ha descrito su presencia
en hongos (Matsumura et al, 2014). La sintesis de PQQ ha sido obtenida
recombinantemente clonando el operdn completo de G. oxydans en E. coli (Yang et al.,
2010).

Los genes que participan en la sintesis de PQQ se encuentran organizados en un
operdn (pggABCDEF/G) y presentan un numero variable de genes, por ejemplo A.
calcoaceticus tiene 4 genes y en el caso de G. oxydans el operdn presenta 7 (Misra et
al., 2012). La biosintesis de PQQ comienza con la generacién de un péptido precursor
denominado PggA de unos 24 aminodcidos que contiene L-tirosina y L-glutamico
(Goosen et al., 1992). El gen pgqE codifica una enzima dependiente de S-adenosil
metionina (SAM) que parece ser la primera enzima que participa en la biosintesis de
PQQ catalizando la formacion del enlace C-C entre los aminoacidos L-tirosina y L-
glutdmico (Yukl and Wilmot, 2012). PqqE podria orientar su sitio activo mediante la
interaccion con PqqD (Wecksler et al., 2009). Por su parte, el gen pgqF parece codificar
una proteasa que participaria en la escision del intermediario tirosina-glutamico del
péptido precursor PggA (Yukl and Wilmot, 2012). PqqC es una oxidasa que participa en
la ultima etapa de la ruta de biosintesis de PQQ catalizando cuatro pasos de oxidacién,
en tres de ellos se utiliza el oxigeno como aceptor de electrones y en uno se utiliza el
H,0, producido en los pasos previos generando H,0 (Bonnot et al., 2013) (fig. 1.16).

Péptido precursor

PqgA quA
Gly o H2N
Interaccmn Pq g 2 Ho PqqC HO.
Q PqqE/P D- 7'?
qq / qq .
Escnsmn Hzo
PqqA

Figura I. 16. Biosintesis del cofactor PQQ. Las modificaciones post-traduccionales que ocurren en cada
paso son mostradas en rojo (Yukl and Wilmot, 2012).
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En cuanto a aplicaciones biotecnoldgicas, algunas enzimas dependientes de PQQ,
como la glucosa deshidrogenasa se puede usar como biosensores (Stredansky et al.,
2013). Por otra parte, se ha observado que la produccién de acido glucénico mediado
por la glucosa deshidrogenasa que contiene PQQ, solubiliza el fosfato en el suelo
favoreciendo el crecimiento y el desarrollo de las cosechas, incrementando también la
productividad (Wagh et al., 2014). En cuanto a posibles aplicaciones farmacéuticas,
PQQ puede actuar como anti-neurodegenerativo (Kim et al., 2010a; Kim et al., 2010b)
y neuroprotector (Wang et al., 2014; Zhang et al., 2014). Es también capaz de inducir la
apoptosis en células cancerigenas (Min et al., 2014) y ademas se ha visto que podria
participa en la modulacién de la respuesta frente al estrés oxidativo en bacterias y
mamiferos (Misra et al., 2012).

1.2.2.2. Cofactores quindnicos derivados de tirosina: TPQy LTQ.

Se conocen dos cofactores quindnicos derivados de tirosina: topaquinona (TPQ) (Janes
et al., 1990) y lisina tirosilquinona (LTQ) (Wang et al., 1996) (fig. 1.15). Estos cofactores
son no disociables ya que se generan por modificacion de residuos de la propia
proteina. Estan presentes en amino oxidasas que contienen cobre y que oxidan una
amplio rango de sustratos participando en diversas actividades biolégicas (Mure, 2004;
Davidson, 2011).

Las enzimas que contienen TPQ como cofactor estan ampliamente distribuidas en la
naturaleza (Mure, 2004). En microorganismos juegan un papel nutricional ya que
permiten el uso de aminas primarias como fuente de carbono y nitrégeno para el
crecimiento. En plantas participan en la biosintesis de hormonas y de la pared celular
(Cona et al., 2006). En animales se han descrito funciones fisiolégicas muy variadas
para las enzimas con TPQ entre las que se encuentran la regulacién de la homeostasis
de la glucosa, la adhesién de linfocitos y la maduracion de adipocitos (Yu et al., 2003;
Stolen et al., 2004; Airenne et al., 2005).

El cofactor TPQ se genera por una modificacién post-traduccional en la que dos
oxigenos se introducen en las posiciones 2 y 5 del anillo aromatico de una tirosina
(Davidson, 2011). Este residuo de tirosina esta dentro de la secuencia conservada
TxxNYD/Q (Mu et al., 1992). Ademds de esta tirosina, son necesarios tres residuos de
histidinas que estdn estrictamente conservados y una segunda tirosina que esta
localizada en el sitio activo (Li et al., 1998). También se ha descrito un residuo
aspartico cerca del centro activo que es importante en la sintesis de TPQ (Moore et al.,
2007). La formacion de TPQ ocurre por autoprocesamiento que requiere la presencia
de cobre (Cai and Klinman, 1994; Matsuzaki et al., 1994). Durante la biogénesis del
cofactor se forma un intermediario aminoquinol (Wilmot et al, 1999) vy
posteriormente un intermediario L-dopaquinona. En este ultimo se introduce un
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atomo de oxigeno generando un TPQ reducido que se oxida reduciendo O, a H,0, para
formar el cofactor TPQ maduro (Klema and Wilmot, 2012). La L-dopaquinona es un
intermediario comun propuesto en la generacién de los dos cofactores quindnicos
derivados de tirosina: TPQy LTQ (Klinman, 2001).

El cofactor LTQ se ha descrito en lisil-oxidasas (LOX) (Wang et al., 1996). Estas enzimas
participan en la maduracidn del coldgeno y la elastina en mamiferos, y también se
asocian con la proliferacion y supresién de células tumorales (Erler et al., 2006). Este
cofactor se genera por modificaciones post-traduccionales en las que un residuo de
lisina de la proteina precursora se une de forma covalente al anillo aromatico de una
tirosina modificada a L-dopaquinona por incorporacién de un oxigeno (Wang et al,,
1996). La modificacién ocurre mediante autoprocesamiento en el que participan cobre
y oxigeno (Bollinger et al., 2005).

La posicion del enlace formado entre la lisina y la tirosina, parecen indicar un
mecanismo de biosintesis similar al de TPQ, asumiéndose que las etapas iniciales de
ambos son muy parecidas pero con la diferencia de la unién del nitréogeno de la lisina al
intermediario L-dopaquinona (Moore et al., 2007; Davidson, 2011). Por analogia con
TPQ, se ha propuesto la formacién de un intermediario lisilquinol que luego sera
oxidado por una segunda molécula de oxigeno para formar peréxido de hidrégeno y el
cofactor LTQ oxidado (Davidson, 2011).

1.2.2.3. Cofactores quindnicos derivados de triptéfano.

Hasta la fecha se han descrito dos tipos de cofactores derivados de triptéfano:
triptoéfano triptofilquinona (TTQ) y cisteina triptofilquinona (CTQ) (fig. 1.15). TTQ esta
presente en la metilamina deshidrogenasa (MADH) de Paracoccus denitrificans
(Mclntire et al., 1991) y en la amina aromatica deshidrogenasa (AADH) de Alcaligenes
faecalis (Govindaraj et al., 1994; Chistoserdov, 2001). Por su parte, CTQ es el cofactor
de quinohemoproteinas amino deshidrogenasas (QHNDH) de bacterias como P.
denitrificans (Datta et al., 2001).

1.2.2.3.1. Triptéfano triptofilquinona (TTQ).

El cofactor TTQ se forma por modificaciones post-traduccionales de dos residuos de
triptéfano de la propia proteina. Se insertan dos oxigenos en las posiciones 6 y 7 del
anillo inddlico de uno de los triptéfanos para generar una quinona, y se forma un
enlace covalente entre los anillos inddlicos de ambos triptéfanos (fig. 1.15). El ejemplo
de cofactor TTQ mejor estudiado es el de la MADH de P. denitrificans (Wilmot and
Davidson, 2009). MADH cataliza la desaminacion oxidativa de metilamina a
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formaldehido y amonio usando como aceptor de electrones la amicianina
(cobreproteina azul) (fig. 1.17).

MADH
H,C-NH > H,C=0
3 2 2
Metilamina Formaldehido
amicianina,, amicianina 4
+H,0 + NH,

Figura I. 17. Reaccion catalizada por MADH.

MADH estd implicada en la utilizacién de metilamina como Unica fuente de carbono,
nitrégeno y energia (Davidson, 2001; Davidson and Liu, 2012). MADH posee una
estructura tetramérica a,B, de 119 kDa, en la que cada una de las subunidades B
poseen un cofactor de tipo TTQ (Chen et al., 1998). En P. denitrificans todos los genes
gue participan en la utilizacién de metilamina se encuentran localizados en el locus
mau, que consta de 11 genes agrupados en el orden mauRFBEDACIJGMN (van der
Palen et al., 1995; van der Palen et al., 1997). La subunidad a y B estan codificadas por
mauB y mauA respectivamente, y el gen mauC codifica el aceptor de electrones
amicianina (van Spanning et al., 1990). mauD codifica una proteina homdloga a una
disulfuro isomerasa que probablemente participa en la generacién de los seis puentes
disulfuro presentes en la subunidad B (van der Palen et al.,, 1997). Otro gen de este
locus codifica la enzima MauG que participa en la generacién del cofactor de la MADH
(Wang et al., 2003; Wang et al., 2005). Por tanto, a diferencia de los cofactores
derivados de tirosina, la formacion de TTQ no es un proceso autocatalitico pues
requiere de la participacién de otras enzimas (Davidson, 2011).

MauG es una enzima monomérica de 42 kDa que une dos grupos hemo de tipo ¢
mediante las secuencias de unién a hemo (CXXCH) (Wilmot and Yukl, 2013). MauG
presenta similitud de secuencia con citocromo c peroxidasas bacterianas. Sin embargo,
sus propiedades cataliticas y redox son muy distintas (Wilmot and Yukl, 2013). La
expresion recombinante en Rhodobacter sphaeroides de algunos genes del operdn
mau (Graichen et al., 1999) revelé que MauG es necesaria en el proceso de sintesis de
TTQ (Pearson et al., 2003). En ausencia de MauG, se genera un precursor de MADH
(preMADH) monohidroxilado en el residuo BTrp57 que forma parte del cofactor,
aunque el mecanismo de generacién de este precursor es todavia desconocido
(Pearson et al., 2003; Wilmot and Yukl, 2013). Posteriormente se forma un enlace
covalente entre los residuos BTrp57 y BTrp108. Esta modificacién no ocurre de manera
espontanea sino que necesita la participacion de MauG que completa la generacién
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del cofactor TTQ usando preMADH como sustrato (Pearson et al., 2004; Yukl et al.,
2013) (fig. 1.18).

Trp108
[0] %
N\ _NH | N\ __NH
MauG
\ B
N
” Trp57 ” N
OH )
preMADH MADH madura (TTQ)

Figura I. 18. Biosintesis del cofactor TTQ. Estructura quimica del precursor de MADH (preMADH) y del
cofactor TTQ en MADH madura (Davidson and Wilmot, 2013).

La reaccidon general catalizada por MauG es una oxidacidon de seis electrones, de
manera que MauG en su estado redox bis-Fe(IV) necesita tres ciclos de dos electrones
cada uno, para completar la biosintesis de TTQ (Li et al., 2008; Wilmot and Yukl, 2013).
Recientemente se han sugerido el orden para los tres ciclos de dos electrones. Primero
se produce la formacion del enlace PBTrp57-OH y PTrpl08 (fig. 1.19.1-2).
Posteriormente, se introduce un segundo dtomo de oxigeno en BTrp57 formando un
quinol (fig. 1.19.3). El ultimo ciclo consiste en la oxidacidn del quinol a quinona lo que
da lugar a MADH con el cofactor TTQ (fig. 1.19) (Yukl et al., 2013).

o« ©
y—a () )

H,0
N\_NH N\ . NH
2e 2H* O 2e” 2H* O
N O N e HO N
OH ol N H H
‘.,1(9 S HO HO
preMADH 1 2 3 MADH (TTQ)

Figura I. 19. Oxidacion por seis electrones de preMADH. Se muestra el mecanismo propuesto para la
oxidacién por seis electrones de preMADH hasta la formacion de TTQ en MADH madura por MauG (Yukl
etal., 2013).

La oxidacion de preMADH por MauG tiene lugar mediante un mecanismo de “electron
hopping” en el que participan algunos residuos de Trp de esta proteina que son
oxidados de forma reversible (Abu Tarboush et al., 2011; Abu Tarboush et al., 2013a).
Este tipo de mecanismo hace que no sea necesario el contacto directo entre la enzima
gue cataliza la oxidacién y el residuo modificado. Algunos de los Trp que participan de
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intermediarios se encuentran alejados de los grupos hemo a distancias de 40.1 A y
19.4 A (Abu Tarboush et al., 2011; Shin and Davidson, 2014).

Estudios de mutagénesis han determinado varios residuos importantes en MauG. La
GIn103 participa en la estabilidad y en las propiedades redox de MauG (Shin et al.,
2014). La mutacion del Trp93 causa la pérdida de la unién de Ca®' y altera el
mecanismo cinético de biosintesis del cofactor (Shin et al., 2013). Trp294 participa en
la unién al grupo hemo (Davidson and Wilmot, 2013). Trp199 interacciona con
preMADH durante la sintesis de TTQ (Davidson and Wilmot, 2013; Abu Tarboush et al.,
2013a). Finalmente, la mutacion de Glull3 afecta a las propiedades redox de MauG
(Abu Tarboush et al., 2013b).

1.2.2.3.2. Cisteina triptofilquinona (CTQ).

CTQ es el cofactor de quinohemoproteina amino deshidrogenasa (QHNDH) de
Paracoccus denitrificans (Datta et al., 2001) y de Pseudomonas putida (Vandenberghe
et al., 2001). QHNDH cataliza la desaminacion oxidativa de aminas primarias alifaticas
permitiendo que la bacteria los utilice como fuente de energia, carbono y nitrégeno
(Nakai et al., 2014). A diferencia de lo que ocurre con TTQ, el aceptor de electrones no
es una cobreproteina exdgena sino dos grupos hemo presentes en la subunidad a
(Datta et al., 2001).

QHNDH es un heterotrimero afy, donde la subunidad y de 82 aminoacidos contiene el
cofactor CTQ (Datta et al., 2001). Este cofactor se forma por una serie de
modificaciones post-traduccionales en las que un residuo de triptéfano incorpora dos
oxigenos a su anillo inddlico y posteriormente se forma un enlace tioéter entre el
triptofano modificado y el grupo tiol de una cisteina (Davidson, 2007) (fig. 1.15). En la
sintesis de QHNDH participan diversas proteinas codificadas por una serie de genes
gue se localizan en el locus ghp y que se organizan siguiendo el orden ghpGADCBEFR
(Ono et al., 2006; Nakai et al., 2014). Las subunidades a, B y y de QHNDH son
codificadas por los genes ghpA, ghpB y ghpC respectivamente. Los genes ghpD y ghpE
codifican proteinas esenciales para que se lleve a cabo la modificacién post-
traduccional en la subunidad y (Nakai et al., 2012). Entre los genes que participan en la
generacion de QHNDH no se detecta ninguno que codifique alguna proteina homdloga
a MauG (Ono et al., 2006). Sin embargo, la subunidad a contiene dos grupos hemos
tipo ¢, lo que sugiere que esta subunidad podria realizar en la formaciéon de CTQ un
papel similar a MauG en la generacién de TTQ (Ono et al., 2006) (fig. 1.20).
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Figura I. 20. Estructura del operdn ghp. Organizacion de los genes ghp en el genoma de Paracoccus
denitrificans PD1222 (Nakai et al., 2014).

Se ha propuesto un mecanismo para la formacién de QHNDH que constaria de 8 pasos.
El proceso comenzaria con la induccion del operdn ghp por la presencia de n-
butilamina activandose la transcripcion de ghpADCBEF y qghpG por QhpR, que es un
regulador transcripcional de la familia AraC (Nakai et al., 2014) (fig. 1.21 PASOS 1-2). En
la generacién de QHNDH activa, primero se forman los enlaces tioéter intrapeptidicos
de la subunidad y naciente (QhpC) por la enzima radical-SAM (QhpD) (Ono et al., 2006)
(fig. 1.21 PASO 3). Una hipotética flavoproteina con actividad monooxigenasa (QhpG)
catalizaria la hidroxilacién del Trp43 (precursor de CTQ) (fig. 1.21 PASO 4).
Posteriormente, la serin proteasa QhpE eliminaria el péptido lider de 28 aminoacidos
presente en el extremo N-terminal de la subunidad y (Nakai et al., 2012) (fig. 1.21
PASO 5). Hasta el momento no se tienen datos que indiquen que realmente el paso 4
ocurra antes que el 5. Las tres subunidades de QHNDH (QhpA, QhpB y QhpC) serian
translocadas al espacio peripldsmico. Las subunidades a y B lo serian a través del
translocdn Sec o Tat. La subunidad y seria translocada con la participacion de QhpF un
transportador ABC (fig. .21 PASO 6). Una vez que todas las subunidades se encuentran
en el periplasma, se produce la insercién de dos grupos hemo en la subunidad a (fig.
1.21 PASO 7). Finalmente, se ha propuesto que tras la formacién del heterotrimero se
termina de generar el cofactor con la ayuda de los grupos hemo presentes en la
subunidad a (fig. 1.21 PASO 8) (Nakai et al., 2014).
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Figura I. 21. Mecanismo propuesto para la formacién de QHNDH. Se muestran las proteinas codificadas
por los genes ghp. Los nimeros entre paréntesis indican la prediccién del orden de los eventos. n-BA: n-

butilamina. Adaptado de Nakai et al., (2014).
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ILOBJETIVOS

Il. OBJETIVOS.

Los objetivos generales de este trabajo son dos. En primer lugar, se abordaran por
primera vez estudios de relacion estructura/funcion en la lisina-épsilon-oxidasa LodA
determinando la naturaleza de su cofactor quindnico y los residuos implicados en la
generaciéon de dicho cofactor y en la actividad enzimatica. En segundo lugar, se
estudiara la funcién de LodB en la generacion de la forma activa de LodA.

Estos objetivos generales se dividen en los siguientes objetivos particulares:

1. Expresion recombinante de las proteinas del operdn lod fusionadas a etiquetas
de poli-His.

2. Andlisis de la forma activa de LodA y determinacion de la naturaleza de su
cofactor.

3. Analisis mediante experimentos de mutagénesis de los residuos conservados

de LodA importantes para la sintesis del cofactor y en su actividad enzimatica.

Analisis de los posibles precursores en la sintesis de LodA.

Determinacion del efecto de LodB sobre la expresion de LodA.

Caracterizacién molecular y analisis bioinformatico de LodB.

N o wve

Analisis comparativo de las proteinas de los operones lod y gox.
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II.MATERIALES Y METODOS

ll.1. CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS.

Todas las cepas bacterianas utilizadas en este estudio se conservaron mediante
congelacion. Para la preparacidon de los stocks se afiadid glicerol a una concentracién
final de 20% a un cultivo en fase estacionaria y se guardé inmediatamente a -75 °C.

ll.1.1. Cepas de M. mediterranea.

En la presente memoria se ha trabajado con la bacteria marina M. mediterranea y con
diversos mutantes generados a partir de la misma (tabla Ill.1). Asi, muchas de las
cepas empleadas derivan de la cepa silvestre MMB-1" (CECT 4803), aislada de aguas
del mar Mediterraneo. La cepa MMB-1R es una variante espontanea de MMB-1" (CECT
4803) resistente al antibidtico rifampicina (Rif'). La resistencia a este antibidtico la hace
especialmente Util en los ensayos de transferencia génica por conjugacion.

Cepa Descripcion y genotipo relevante Fuente o referencia
M. mediterranea
MMB1-R MMB-1, Rif’ esponténea (Solano et al., 2000)
LDB MMB-1R, A lodAB Q mini-Tn10 Gm' lodB (Gomez et al., 2010)
LDAHa/B LDB Q mini-Tn10 Gm" Km' lodA-Ha-Ha-6His (Gomez et al., 2010)
HLDA/B LDB Q mini-Tn10 Gm" Km' 6His-lodA Este estudio
HLDACT/B LDB Q mini-Tn10 Gm'Km' 6His-lodACT Este estudio
LDACT2/B LDB Q mini-Tn10 Gm" Km' lodACT2 Este estudio
LDACT/B LDB Q mini-Tn10 Gm'Km' lodACT Este estudio

Tabla lll. 1. Cepas de M. mediterranea utilizadas en este trabajo. En la columna central se indica en
primer lugar la cepa a partir de la que deriva seguido del genotipo. Otras abreviaturas utilizadas: Q (se
obtuvo por mutagénesis con el transposdn que se indica a continuacion), A (delecion del gen que se
indica).
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111.1.2. Cepas de E. coli.

Las cepas de E. coli empleadas en este trabajo se describen en la tabla Ill.2. La cepa
S17-1 (Apir) es lisogénica para un fago que contiene el gen pir. Esta proteina es
necesaria para la replicaciéon de plasmidos que contienen el origen de replicacién ori-
R6K, como es el caso de pBSL182 y sus derivados. Adicionalmente, contiene integradas
en el cromosoma funciones RP4 de transferencia por conjugacién que permiten la
transferencia directa de los plasmidos a la cepa receptora. La cepa Rosetta (DE3)
(pRARE) se empled en la mayoria de los ensayos de expresidon recombinante aunque
en ocasiones se utilizé la cepa CD03 (pRARE) que estd mutada en una catalasa. Por
ultimo, la cepa DH5a fue usada para la construccién de los plasmidos.

Cepa Descripcion y genotipo relevante Fuente o referencia

E. coli

Rosetta (DE3) F ompT hsdSg(rs mg) gal dem (DE3) pRARE® (Cm') Novagen

$17-1 (Apir) Tp' Sm', recA thi hsdRM®, lisogenizada con el fago Apir (de Lorenzo and
RP4:Mu::Km Tn7 Timmis, 1994)

DH5a sup E44 Alac U 169 (¢ 80 lacZ AM5) hsd R17 rec A end (Hanahan, 1983)
A gyr A96 thi-1rel A

CDO03 pRARE® F ompT hsdSB(rB” mB’) gal dcm (DE3) pRARE® (Cm') (Kishishita et al.,
katE12::Tn10 katG::Tn5 2003)

Tabla lll. 2. Cepas de E. coli utilizadas en este trabajo.
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111.1.3. Plasmidos.

Los diferentes plasmidos construidos y utilizados en este estudio se enumeran en la

tabla lll.3, indicando sus descripciones y fuente o referencia.

Plasmidos Descripcion Fuente o referencia
pET11b oriColE1, Amp', T7-promoter Novagen
pETLODA11 pET11b, lodA (Gomez, 2010)
pETLODB11 pET11b, lodB (Gomez, 2010)
pETLODAB11 pET11b, lodAB (Gomez, 2010)
pETGOXB11 pET11b, goxB Este estudio
pET15-b oriColE1, Amp', T7-promoter Novagen
pETLODA15 pET15-b, lodA Este estudio
pETLODB15 pET15-b, lodB Este estudio
pETLODAB15 pET15-b, lodAB Este estudio
pPETC516A pET15-b, lodA-C516A, lodB Este estudio
pETW581A pET15-b, lodA-W581A, lodB Este estudio
pETE101A pET15-b, lodA-E101A, lodB Este estudio
pPETR100A pET15-b, lodA-R100A, lodB Este estudio
pETY211A pET15-b, lodA-Y211A, lodB Este estudio
pETC488A pET15-b, lodA-C448A, lodB Este estudio
pETD512A pET15-b, lodA-D512A, lodB Este estudio
pPETLODACT15 pET15-b, lodACT Este estudio
pETLODACT2-15 pET15-b, lodACT2 Este estudio
pETGOXA15 pET15-b, goxA Este estudio

Campillo-Brocal (Tesis
pETGOXAB15 pET15-b, goxAB .
Doctoral en preparacidn)
. . Donacién del Dr. Fco.
pETMBP28 oriColE1l, Km', T7-promoter ]

Javier Medrano
pETMBPLODB28 pETMBP28, lodB Este estudio
pETMBPGOXB28 pETMBP28, goxB Este estudio
pCOLADuet-1 oriColA, Km', T7-promoter-1 Novagen
pLODADuet pCOLADuet, lodA Este estudio
pMBPLODBDuet pCOLADuet, MPBlodB Este estudio
pGOXADuet pCOLADuet, 6His-goxA Este estudio
pBLODAII ori R6K, mob RP4, Amp"; mini-Tn10 Km', lodA (Gomez, 2010)

ori R6K, mob RP4, Amp'; mini-Tn10 Km', lodA-Ha-Ha-
pBLODA-Ha . (Gomez et al., 2010)
6His
pBLODBII ori R6K, mob RP4, Amp'; mini-Tn10 Km', lodB (Gomez et al., 2010)
pBHisLODA ori R6K, mob RP4, Amp'; mini-Tn10 Km', HislodA Este estudio
pBHisLODACT ori R6K, mob RP4, Amp"; mini-Tn10 Km", HislodACT Este estudio
pBLODACT ori R6K, mob RP4, Amp'; mini-Tn10 Km', lodACT Este estudio
pBLODACT2 ori R6K, mob RP4, Amp'; mini-Tn10 Km', lodACT2 Este estudio

Tabla lll. 3. Plasmidos utilizados en este trabajo.
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111.2. MEDIOS DE CULTIVO Y TAMPONES.

A continuacidn se detallan los medios de cultivo y tampones utilizados en este trabajo.
A la composicién de los medios descritos a continuacion se les adiciond 13 g/L de agar,
en el caso de que fuera necesario preparar medios sélidos. El pH de cada medio se
ajustd con HCl o NaOH segun su requerimiento. Cuando fue preciso, los medios de
cultivo se suplementaron con los antibiéticos apropiados (Sigma-Aldrich) a la
concentracion adecuada.

111.2.1. Medios para M. mediterranea.
e MM2216.

Medio Marino 2216 (Pronadisa). Se trata de un medio complejo para el cultivo de
bacterias heterdtrofas marinas.

e MMC.
NACH o e e 20 g/L
MES04-7 HaO v eeeeeseeeees e see e 7 g/L
MEC15:6 HaO oo eeeesseeeeeseee s 5,30 g/L
Kl eevvveee e seeeseeseenesseeeeseesesensessseeses s 0,70 g/L
CaCly2 HyO e 1,25 g/L
=Y o1 (o] o - TSRS 5g/L
Extracto de levadura ......ccoevvveveccenecennnnn. 1g/L
Citrato de hierro ....uveveeeeee e 0,1g/L
KoHP O coveorevese oo eeeeeseeeeseeesseesess s eeeens 0,075 g/L

El fosfato dipotdsico y el citrato de hierro se adicionaron tras autoclavar el medio, a
partir de una solucidn mas concentrada para evitar precipitaciones con otras sales
durante la esterilizacién. El pH del medio se ajustd a 7,4 con NaOH.
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e SST.
Soluciéon salina tamponada (Sanchez-Amat and Torrella, 1990). Reproduce las sales
mayoritarias presentes en aguas marinas.

NACH oot 20 g/L
MgS04:7 HaO et 7 g/L
MEC12-6 HaO ovveeoree e eeeeee e ees e 5,30 g/L
O [ 0,70 g/L
CaClyr2 HyO e 1,25 g/L
TriS DASE et 6,10 g/L

El pH del medio se ajusta a 7,4 con HCl.

e [MN.
Medio minimo nuevo (Hernandez-Romero et al., 2003). Se prepara adicionandole a la
SST (una vez autoclavada) los siguientes compuestos:

FESO47 HoO e 2,50 mg/L
KoHPO 4 covoieiiriece e 75 mg/L
L-glutamato monosddico ..........cccceeeeuennneee. 2g/L

e MNGL.
Medio minimo nuevo con D-glucosa y L-lisina. Deriva del medio minimo nuevo. La
fuente de carbono principal es glucosa, y contiene L-glutamico y L-lisina como fuentes
de nitrégeno. En este medio se obtienen altos niveles de actividad lisina oxidasa. Se
prepara adiciondndole a la SST (una vez autoclavada) los siguientes compuestos:

FeS047 HyO e, 2,50 mg/L
KaHP O «evve e cer et eee e eeeese e 75 mg/L
D-lUCOSA oeveveveeeeeecteceeeteree e e 5,40 g/L
L-glutamato monosodico ............u........ 0,50 g/L
L-lisina monoclorhidrato ..........cceeeeeeune... 0,54 g/L

111.2.2. Medios para E. coli.

e LB.
Medio Luria-Bertani es un medio rico tipico para el cultivo de E. coli.

TriPLONA oot 10 g/L
Extracto de levadura.......cccceeeeeevvcvvenenenee. 5g/L
NGCT e eee e 10 g/L
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e LB 1% de glucosa.

LB
GlUCOSA ceeeeeeeieeeeee e 1%

e LB2216.
Este medio fue utilizado en experimentos de conjugacion. Se obtuvo mezclando, tras
autoclavar por separado, volumenes iguales de LB con 15 g/L de NaCl y medio 2216.
Para inducir la transposasa, se adicioné ademas IPTG 0,5 mM (Sigma-Aldrich). En este
tipo de medio complejo son capaces de crecer tanto E. coli como M. mediterranea.

e MEDIO SOB.

TriptoNa o 20 g/L
Extracto de levadura .......ccceeeveceecneiennnnn. 5g/L
NACH e 0,58 g/L

e MEDIO SOC.
Medio usado para la recuperacién de células tras la electroporacion.

SOB .. e e 1ml
IMEZ" 2 M oot 10 pl
GluCOSA 2 M ..o 10 pl

111.2.3. Tampones utilizados.

A continuacion se muestra un listado con los tampones utilizados mas
frecuentemente.

111.2.3.1. Tampones para electroforesis de ADN.

e Tampdn TAE (50X) (tris-acético-EDTA).
Usado en electroforesis de ADN en agarosa.

TriS BASCaiviieeeeieeieveeeees e et 242,28 g/L
Acido acético glacial .......ccccoeeuveveernnee. 57 ml/L
EDTA. e e s 14,6 g/L

El pH se ajusta a 7,7

Se diluye hasta una concentracion 1X para utilizarse en la electroforesis.
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e Tampodn de carga para electroforesis de ADN (10X).

GlCEIOI v 5ml
Azul de bromofenol .......cccccvveeceivieirceiireennn. 25 mg
Xileno Cianol ... 25 mg
EDTA20 MM PH 8,0 ..o 5ml

Para electroforesis de plasmidos obtenidos por el método del STET, el tampdn de carga
contiene 37,5 ul de RNAsa (10 mg/ml) por ml de tampdn de carga.

111.2.3.2. Tampones para geles de poliacrilamida SDS-PAGE.

e Tampon de recorrido (10X).

TIIS vttt et s e 30g/L
GlICING v 144 g/L
SDS 1% oo 10 g/L

e Tampodn de carga para electroforesis de geles de poliacrilamida (3X).

Tris-HCI 1,5 M pH 6,8 .....ocveeecececeeeee 0,6 ml
GlCErol 75% uuveeee e 1ml
SDS 20% ..cueeeeererieere st 2,25 ml
Azul de bromofenol 10% ......cccccvvevvveevene. 37,5 ul
B-mercaptoetanol 14 M ........cccccveuenneen. 1,112 ml

111.2.3.3. Tampones para Western Blot.

e Tampon de transferencia (10X).

THIS e et eee e e eeeeeee e e eeeeeee 58,20 g/L
GlCING et 29,30 g/L
SDS e 3,50 g/L

El pH se ajusta a 9,2

Para su uso se diluyd hasta una concentracion 1Xy se le afiadié 20% de metanol.
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e Tampon fosfato salino (PBS) (10X).

KH2PO 4 ..ot 10 mM
NazHPO, oo 100 mM
NACT e e 1,37 M
KCl e 27 mM

El pH se ajustaa 7,4

e Tampon PBST.
Este tampdn se uso para la disolucidon de anticuerpos y el lavado de las membranas de
la técnica Western Blot.

PBS 1X
Tween 20 .. 0,1%

e Tampon de bloqueo PBSTB.
Tampon utilizado para bloquear las membranas en la técnica Western Blot.

PBST 1X
Leche en polVo ....ccveieevieneceiececee e 5%

111.2.3.4. Tampones para purificacion de proteinas.

111.2.3.4.1. Tampones para purificacidon en resina Ni-NTA agarosa.

e Tampon de unién y lavado.
Usado para la purificacidén de proteinas con etiqueta de poli-histidinas.

NaH2PO4 e 50 mM
[N R 500 mM
IMIdAzol .o 20 mM

El pH se ajusta a 7,4 con NaOH.
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e Tampdn de elucion.
Usado para la purificacidn de proteinas con etiqueta de poli-histidinas.

NAHPO4 v, 50 mM
NAC et veeeeeseneees 500 mM
Imidazol *.....ccccovvevvneene 300 mM 6 500 mM

El pH se ajusta a 7,4 con NaOH.

*Dependiendo de la proteina a purificar el tampdén de eluciéon se usdé con una

concentracion determinada de imidazol que se indicard para cada experimento en
concreto.

111.2.3.4.2. Tampones para purificacion en resina de amilosa.

e Tampon de unidn y lavado.

TEIS-HCI e 20 mM
NACH oo 200 mM
EDTA oottt esevee e 1 mM

El pH se ajustaa 7,4

e Tampodn de elucidn.

Tris-HCl oo, 20 mM
NACl e 200 mM
EDTA oo 1 mM
1Y/ o Y- 1R 10 mM

El pH se ajustaa 7,4

111.2.3.5. Otros tampones utilizados.

e Tampdn para medida de actividad oxidasa.

El pH se ajusta a 7,4 con NaOH.
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e Tampon STET.
Utilizado en las minipreparaciones de plasmidos mediante el método rapido del
hervido (Holmes and Quigley, 1981).

Y- [of- | fo 1Y PRSPPI 8%
TritOn X-100......cicoiveerrereriieenee e creeeeeen 0,5%
EDTAPH 8. 50 mM
Tris-HCI pH 8. 50 mM

111.3. CULTIVO DE CEPAS MICROBIANAS.

Las cepas de Marinomonas utilizadas en este estudio se sembraron a partir del stock
glicerol en placas Petri con el medio de cultivo correspondiente, las cuales se dejaban
incubando a 25 °C durante 2-3 dias. Tras este tiempo, las placas se conservaban a 15 °C
siendo utilizadas durante un periodo siempre inferior a siete dias. Transcurrido este
periodo de tiempo, el cultivo se mantenia viable mediante transferencias sucesivas en
placas con medio MM2216 o MMC. Tras 2 6 3 resiembras se volvia a utilizar la cepa
congelada a -75 °C. Los cultivos liquidos se incubaron rutinariamente a 25 °C con
agitacion orbital a 130 rpm.

Por otra parte, las cepas de E. coli utilizadas en este trabajo se incubaron en medio LB
a 37 °C durante 16 horas. Transcurrido este tiempo, las cepas se conservaban a 4 °C
durante un periodo de tiempo inferior a siete dias. Los cultivos liquidos de manera
rutinaria se incubaron a 37 °C con agitacion orbital a 150 rpm, salvo que se indique
expresamente otra cosa. En el caso de que fuera necesario, los cultivos liquidos se
suplementaron con los antibidticos adecuados cuando las cepas contenian vectores de
clonacién o transposones.

En general, los cultivos en medio liquido se realizaron mediante inoculacién de una
colonia en un matraz de 100 ml con 10 ml de medio, mientras que para los cultivos a
mayor escala se utilizaron normalmente matraces de 1 litro con 100 ml de medio. Con
el fin de trabajar con cultivos homogéneos (en los cuales todas las células estuvieran
en la misma fase de crecimiento) y mantener la reproducibilidad, un medio de cultivo
fresco se reinoculaba a partir de un precultivo anterior en medio liquido y en fase
estacionaria (16-24 horas), con el fin de obtener una densidad dptica (DQgg) inicial de
0.05.

En el caso de Marinomonas, las células de los precultivos se recogian mediante
centrifugacién, se lavaban dos veces con SST (previamente a la inoculacién) y se
reinoculaban a una DOgqg inicial de 0,05. Estos lavados se realizaron con el fin de evitar

48



II.MATERIALES Y METODOS

gue cualquier producto secretado al medio en el precultivo fuera inoculado en el
cultivo a gran escala y pudiera producir un efecto negativo.

111.4. OBTENCION DE LAS FRACCIONES CELULARES EN M. mediterranea.

La obtencion de las fracciones extracelular e intracelular para su posterior andlisis,
fueron realizados como se describe a continuacién.

111.4.1. Fraccion extracelular.

Para la obtencidén de la fraccidon extracelular, M. mediterranea se cultivd en medio
liguido MNGL a 25 °C y 130 rpm. Dependiendo del experimento se recogieron
muestras de estos cultivos a diferentes tiempos de incubacién (8, 10, 12, 24, 48 y 72
horas). Las muestras se centrifugaron a 30000 xg durante 5 minutos en una centrifuga
Hettich Universal 32R. El sobrenadante obtenido se considerd la fraccion extracelular,
que contiene las proteinas secretadas por la bacteria.

111.4.2. Fraccion intracelular.

En el caso de la fraccidn intracelular, el sedimento obtenido tras la centrifugacién de
los cultivos para obtener la fraccion extracelular descrito en el apartado anterior, se
resuspendid en tampon fosfato 50 mM NaCl 500 mM pH 7,4 y se sonicd con un
sonicador Braun Labsonic U con una potencia relativa de 0,5 durante 4 minutos en
ciclos de conexidén/desconexién de 0,7/0,3 segundos. Ademds, los tubos se
mantuvieron durante todo el proceso de sonicacién sumergidos en hielo con el fin de
evitar el calentamiento de las proteinas y su desnaturalizacion.

Por ultimo, las muestras se centrifugaron a 30000 xg durante 5 minutos a 4 °C con el
fin de eliminar los restos celulares y obtener el extracto celular. En este extracto se
encuentran tanto las proteinas citoplasmaticas como las peripldsmicas. Para medir las
actividades aminoacido oxidasa en estas muestras intracelulares se precipitaron como
se describe en el apartado siguiente.

111.5. PRECIPITACION ETANOLICA DE LodA.

Puesto que las medidas de actividad enzimatica estdn basadas en la deteccién del
perdxido de hidrégeno generado en la reaccidn, se tuvieron que eliminar las catalasas
enddgenas presentes en las muestras intracelulares por precipitacion etandlica, tanto
en M. mediterranea (Gomez, 2010) como en E. coli. Tanto los extractos intracelulares
de M. mediterranea como la fraccion soluble obtenida de E. coli, fueron precipitados
por adicion de dos volimenes de etanol absoluto a la muestra. La precipitacién fue
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llevada a cabo a -20 °C durante 16 horas. Después, las muestras fueron centrifugadas a
13000 xg durante 15 minutos a 4 °C. Los sobrenadantes se eliminaron, y el pellet fue
secado durante una hora para eliminar el etanol residual. Una vez seco el pellet fue
resuspendido en tampédn fosfato 50 mM NaCl 500 mM pH 7,4 y centrifugado a 13000
xg durante 5 minutos a 4 °C, el sobrenadante obtenido se utilizé en las medidas de
actividad aminodcido oxidasa.

111.6. DETERMINACION DE PROTEINAS.

La determinacidén de proteinas en las muestras se llevd a cabo mediante el método
colorimétrico descrito por Bradford (Bradford, 1976); basado en la interacciéon de un
colorante hidrofébico (Azul de Coomassie G-250) con las proteinas. Este test no
presenta interferencias por otros compuestos presentes en los medios de cultivo como
la glucosa o la L-lisina, por lo que fue preferido a otros métodos frecuentemente
utilizados como el Biuret, Lowry o Bicinconinico. El modo de utilizacidn consistié en la
adicion del reactivo Bradford (Sigma-Aldrich) a una disolucién de la proteina problema
asi como a una serie de disoluciones de concentraciones crecientes y conocidas de BSA
(Sigma-Aldrich) que se utilizaron como recta patréon. Las reacciones se incubaron a
temperatura ambiente durante 10-15 minutos, tras los cuales se procedio a la lectura
de la absorcién del color azul desarrollado a 595 nm. Se usé un espectrofotometro
Thermo Multiskan Spectrum.

11.7. MEDIDAS FLUORIMETRICAS.

111.7.1. Medida de actividad aminoacido oxidasa.

Para estimar la actividades oxidasas mediante la deteccion de perdxido de hidrégeno
generado, se utilizé el ensayo fluorimétrico del Amplex Red Hydrogen
Peroxide/Peroxidase assay (Invitrogen). Este método estd basado en la determinacion
del perdxido de hidrégeno generado por la oxidasa. La peroxidasa utiliza el perdxido de
hidrégeno para oxidar con una estequiometria 1:1 el compuesto reducido Amplex red
(10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina) generando la resorfurina, la cual tiene una
excitacidon y una emision maxima de fluorescencia de aproximadamente 571 y 585 nm
respectivamente. La sensibilidad de este ensayo permite detectar hasta 10 picomoles
de perodxido de hidrégeno en 100 ul (100 nM). Este método se ha descrito para la
determinaciéon de la actividad lisina oxidasa empleando L-lisina como sustrato
(Palamakumbura and Trackman, 2002) y para la determinacion de la actividad glicina
oxidasa en M. mediterranea utilizando glicina como sustrato (Campillo-Brocal et al.,
2013).
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Las reacciones se llevaron a cabo en placas de ELISA para fluorescencia de 96 pocillos
(Nunc) en volimenes finales de 100 pl. La mezcla de reaccién contenia rutinariamente
2 mM de L-lisina o de glicina en tampdn fosfato 50 mM NaCl 500 mM pH 7,4, 0,05 mM
Amplex red, 0,1 U/ml de peroxidasa y 10 pl de muestra. Las reacciones se midieron a
25 °C durante 15 min en un fluorimetro FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech). La oxidacion
del Amplex red se siguio utilizando un filtro de excitacion de 550 nm y de emisidén a 590
nm. La fluorescencia residual debida a la baja oxidacidn espontdnea en ausencia del
sustrato, se resto para cada ensayo realizando los controles apropiados. Las
actividades especificas se normalizaron en funcidon de los miligramos de proteina
presentes en cada ensayo, expresandose como Unidades Relativas de Fluorescencia
(URF x min x mg'l):

Pendiente/min

URFx mintxmg?l= -
V muestra (ml) x Factor x Proteinas

dilucion  (mg/ml)

I11.7.2. Medidas de fluorescencia: flavinas y proteinas.

La fluorescencia intrinseca de las proteinas se usa comunmente para detectar y seguir
cambios conformacionales y mas concretamente cambios en el ambiente de los
fluoréforos. Las flavinas junto a los aminodcidos aromaticos son los responsables
principales de la fluorescencia en proteinas. Hay tres aminodacidos aromaticos que son
capaces de generar fluorescencia: fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) y triptéfano (Trp)
aunque la fluorescencia de proteinas se suele estudiar siguiendo la fluorescencia del
triptéfano a 280 nm. Por su parte, las flavinas poseen en su estado oxidado un maximo
de emisién a 525 nm. La longitud de onda de la absorbancia maxima de la flavina esta
en 440 nm, aunque puede variar cuando la proteina estd unida a flavinas dependiendo
de la naturaleza de la unién de la flavina con la proteina (Chapman and Reid, 1999).

Para las medidas de fluorescencia se utilizé una concentracién de proteina de 0,3 uM
en tampon fosfato 50 mM NaCl 500 mM pH 7,4. Las muestras estudiadas se midieron a
25 °Cy tras calentar a 50 °C durante 5 minutos. Como controles se utilizaron FAD y BSA
(ambos de Sigma-Aldrich) a una concentracién de 0,3 uM.
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La fluorescencia de las muestras se midié en un fluorimetro FLUOstar OPTIMA (BMG
Labtech) usando diferentes longitudes de onda para medir proteinas o flavinas (tabla
4).

FLUORESCENCIA TIPO DE FILTRO LONGITUD DE ONDA (nm)
EXCITACION 440
FLAVINAS .
EMISION 526
. EXCITACION 280
PROTEINAS .
EMISION 340

Tabla lll. 4. Longitudes de onda utilizadas para las medidas de fluorescencia de proteinas y flavinas.

111.8. ELECTROFORESIS ANALITICA EN GELES DE ACRILAMIDA.

111.8.1. SDS-PAGE.

Las electroforesis en geles de acrilamida en presencia de dodecil sulfato sédico (SDS-
PAGE), se realizaron utilizando el sistema discontinuo descrito por Laemmli (Laemmli,
1970) donde las proteinas corren a través de dos geles de diferente densidad: el gel
hacinador o concentrador, que es lo suficientemente laxo como para permitir la
formacién de un frente homogéneo vy el gel inferior o separador, que al ser mas denso
permite que cada proteina tenga una velocidad diferente en funcién de su masa
molecular. Para el desarrollo de estas electroforesis se utilizé una cubeta Mini Protean
Il'y una fuente de alimentaciéon PowerPac Basic de BioRad.

Los geles se prepararon a partir de una disolucion al 30% de la mezcla
acrilamida/bisacrilamida (29,2% de acrilamida y 0,8% de N,N’-bis-metilen-acrilamida).
El gel hacinador, se prepard rutinariamente al 3% con una longitud aproximada de 2
cm y una concentracion final de 0,1% de SDS y 0,375 M de Tris-HCl pH 6,8. Por su
parte, el gel separador se prepard al 8% con una composicién final de 0,1% de SDS y
0,125 M de Tris-HCl pH 8,8. Tanto el gel hacinador como el separador se polimerizaron
por adicién de un 0,025% de TEMED y 2 ul de una disolucion de persulfato amdnico al
0,5%. La composicion del tampdn de recorrido de electroforesis se muestra en el
apartado 11l.2.3.2.

Las muestras aplicadas se diluian previamente en proporcién 2:1 (v/v) con tampdn de
carga (apartado 111.2.3.2), hasta un volumen final maximo de 30 ul por calle del gel (20
ul de muestra y 10 pl de tampoén de carga). En las electroforesis desnaturalizantes
(inactivantes), la muestra diluida con tampdn de carga se incubaba a 95 °C durante 5
min antes de cargarla en el gel, lo cual implicaba la desnaturalizacién de las proteinas,
segln el protocolo descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). Las electroforesis no
desnaturalizantes (no inactivantes), sin tratamiento térmico, se utilizaron cuando se
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requeria mantener la forma activa de LodA para su localizacién y deteccion. En este
caso se continud utilizando el mismo tampdén de carga, ya que ninguno de sus
componentes altera la actividad lisina oxidasa sino que permite una mejor definicién
de las bandas proteicas (Lucas-Elio, 2003).

El voltaje aplicado fue entre 60-70 V. Una vez finalizada las electroforesis, se procedid
a desmontar la cubeta para recuperar el gel y someterlo a procedimientos de tincién o
de transferencia a membrana, segln el caso.

111.8.2. Tincidn de proteinas con azul de Coomassie.

La tincidon inespecifica de proteinas con azul de Coomassie, se realizé incubando el gel,
una vez finalizada la electroforesis, con una disolucion filtrada de azul Coomassie
Brilliant R-250 al 0,05% en una mezcla hidroalcohdlica con 25% isopropanol y 10% de
acido acético glacial. La incubacién se llevé a cabo a temperatura ambiente durante un
periodo variable de 2 horas a toda la noche segln la cantidad de proteina aplicadas a
las calles. Tras este periodo de tincidn se realizaron varios lavados con una disolucidn
de destefiido de metanol/acético/agua en proporciones volumétricas 45:10:45. Los
geles asi destefiidos fueron después fijados con una disolucién de acido acético al 10%
durante al menos 15 minutos y guardados en agua destilada a 4 °C.

111.9. DETECCION DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT.

La técnica de Western Blot (Towbin et al., 1979; Burnette, 1981) combina la resolucidn
de las técnicas electroforéticas con la especificidad de los anticuerpos. Las proteinas
separadas por SDS-PAGE se transfieren a un soporte sélido cuando se aplica un campo
eléctrico perpendicular a ambos, para posteriormente ser detectadas utilizando
anticuerpos que reconocen los epitopos que llevan fusionadas las proteinas a estudiar.
Las proteinas detectadas llevaban fusionado un epitopo de poli-His.

111.9.1. Transferencia de proteinas a membranas.

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de difluoruro
polivinilideno (PVDF) (Immobilion-P, Millipore) mediante un sistema de transferencia
semiseco y utilizando el equipo Semy-dry transfer cell (BioRad). Esta membrana se
manipuld siempre usando guantes para evitar la contaminacidn con las queratinas de
la piel y se corté con el mismo tamano del gel. Debido a la hidrofobicidad de la
membrana, previamente a la transferencia, se sumergio en etanol al 95% durante un
minuto, se lavé con agua durante 2-3 minutos y se mantuvo en tampdn de
transferencia (apartado 111.2.3.3) durante aproximadamente 10 minutos. Por otra
parte, una vez acabada la electroforesis, el gel se mantuvo también unos 10 minutos
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en tampon de transferencia. La torre de transferencia se construyd, siguiendo el
sentido de la transferencia, con 2 filtros absorbentes (Extra thick blot paper, BioRad), la
membrana de PVDF, el gel y otros dos filtros mas. Dicha torre se empapd con tampdn
de transferencia evitando la formacién de burbujas entre las distintas capas. La
transferencia se llevé a cabo durante 60 minutos a 22 V. Con el fin de seguir dicha
transferencia visualmente, se utilizé el marcador coloreado PageRulerTM Prestained
(Thermo Scientific).

111.9.2. Revelado de la membrana.

Una vez realizada la transferencia, la membrana se bloqueé sumergiéndola en tampdn
PBST (apartado 111.2.3.3) con 5% de leche desnatada como agente bloqueante (PBSTB;
apartado 11l.2.3.3) en agitacidon suave durante 1 hora a temperatura ambiente. A
continuacion, se realizaron tres lavados de 10 minutos en tampén PBST. Después, la
membrana se incubd con el anticuerpo primario His-Probe H15 (Santa Cruz
Biotechnology) diluido 1:400 en PBST durante dos horas. La incubacién con el
anticuerpo primario también se llevd a cabo durante toda la noche a 4 °C.

Tras eliminar el exceso de anticuerpo, aplicando tres nuevos lavados con PBST, la
membrana se incubd durante una hora en una dilucién 1:4000 del anticuerpo
secundario IgG-HRP anti conejo de cabra SC-2004 (Santa Cruz Biotechnology) que estd
conjugado con una peroxidasa de rdbano. El exceso de anticuerpo secundario se
elimind mediante tres lavados con PBST. Los lavados y la incubacién con el anticuerpo
secundario se realizaron a temperatura ambiente y con agitacién constante y suave.

Para el revelado se utilizd el sistema ECL Prime Western Blotting detection reagent
(Amersham Bioscience) que aumenta la sensibilidad hasta niveles de picogramos. Tras
afadir el reactivo que contiene el luminol que es el sustrato quimioluminiscente para
la peroxidasa conjugada al anticuerpo, la membrana se expuso a una pelicula
Hyperfilm™ ECL (Amersham Bioscience) durante un periodo de tiempo variable entre
30 segundos a un 1 minuto como maximo.
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11.10. MANIPULACION DE ADN.

111.10.1. Aislamiento de ADN.

e Gendmico.

El aislamiento de ADN gendmico de las cepas bacterianas se llevé a cabo mediante el
kit de purificacion de ADN gendmico de Wizard ® de Promega, obteniéndose 100 pl de
una concentracion de ADN purificado de aproximadamente 100 ng/ul. El protocolo de
este kit estd basado en un proceso de eliminacion de proteinas, restos celulares y ARN
del extracto celular y una posterior preparacion y rehidratacién del ADN bacteriano.

¢ Plasmidico.

Cuando era necesario obtener ADN de plasmido en grandes cantidades para clonacion,
se realizé la purificacion utilizando el método de la lisis alcalina descrito por Sambrock
y Rusell (Sambrock and Rusell, 2001) con pequefias modificaciones. Para confirmar
construcciones, la extraccion de ADN de plasmido a pequeia escala se realizod
empleando el kit de purificacidon de plasmidos de la casa comercial PROMEGA.

111.10.2. Tratamiento enzimatico del ADN.

Los tratamientos enzimaticos mas usuales realizados al ADN fueron:

e Digestion.

La digestion de muestras de ADN con enzimas de restriccidn se realizd siguiendo las
instrucciones del suministrador de estas enzimas (Thermo Scientific) y las indicaciones
generales descritas por Sambrock y Rusell (Sambrock and Rusell, 2001). Es importante
gue la cantidad de enzima no supere el 10% del volumen total de la reaccidn, ya que
van conservadas en glicerol y una concentracién alta en el medio elimina Ia
especificidad de reconocimiento del enzima.

e Ligacion.

La ligacién de fragmentos de ADN se llevé a cabo usando la ligasa del fago T4 (New
England Biolabs, NEB) incubando las muestras a 25 °C durante una hora. La cantidad de
inserto y vector en la mezcla de ligacidn varié segln el experimento y el tamafio
relativo entre ellos, aunque generalmente se empled una relacién vector:inserto de
1:3.
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111.10.3. Amplificacion de ADN por PCR.

Las reacciones de amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR se realizd con las
enzimas KOD Hot Start Master Mix (Novagen) y Pfu polimerasa (Promega). Las
reacciones se realizaron en un termociclador Tc-312 Techne® sometiendo las muestras
a un programa que varié segun el tamafio del ADN a amplificar y la temperatura de
fusién (Tm) de los oligonucledtidos.

Generalmente, las reacciones de amplificacion para la creacién de construcciones
mediante PCR se realizaron con la enzima KOD Hot Start Master Mix (Novagen), ya que
asegura la maxima fidelidad del producto amplificado. Esta Master Mix lleva incluida
ademas de la polimerasa los desoxinucledtidos con lo que a la mezcla de reaccién
solamente hay que adicionarle 0,3 uM de cada cebador. El primer paso fue siempre
una desnaturalizacién a 95 °C durante 2 minutos y luego se realizé un nidmero variable
de ciclos (30-35) cada uno con un paso de desnaturalizacién (20 segundos a 95 °C),
hibridacién (10 segundos a la temperatura de fusién de los cebadores) vy
polimerizacién (a 70 °C durante un tiempo variable entre 10-25 segundos por cada Kb
segln el tamano de ADN a amplificar). Tras el ultimo ciclo, se aplicd un paso final de
extension a 70 °C durante 1 minuto.

Por otra parte, las reacciones de amplificacién de fragmentos de ADN para la creacion
de construcciones mediante mutagénesis dirigida por PCR se realizé con la enzima Pfu.
A la mezcla de reaccidn se le afiadieron 0,25 uM de cada cebador y 0,2 mM de cada
desoxinucledtido. El inicio de la reaccién consisti6 siempre en un paso de
desnaturalizacion a 95 °C durante 1 minuto. Posteriormente, se realizaron 35 ciclos en
los que habia un paso de desnaturalizacién (30 segundos a 95 °C), hibridacién (57 °C
durante 30 segundos) y polimerizacién (a 74 °C durante un tiempo variable segun el
tamafio de ADN a amplificar). Tras el ultimo ciclo, se aplicd un paso final de extensién a
72 °C durante 5 minutos.
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Los oligonucledtidos utilizados como cebadores en las distintas amplificaciones
realizadas a lo largo de esta memoria se muestras en la tabla lll.5.

Cebadores Secuencia
MARDIRNndel 5’-CAACAAAGGAGTAACATATGGCGCTT-3’
MARDIRsacl 5’-CTCTGGTGAGCTCCTACAG-3’

MARDIRSmal 5’-AACCCGGGATGGGCAGCAGCATCATCATCATCATCACAGCAGC-3’
MARDIRPETREV 5'-TCGGGCTTTGTTAGCAGCC-3’

MARDIRKpn 5’-TAGCATCGGTACCCGTTTCTGC-3’

MARDIR6 5’- CAACAAAGGAGTAACATATGGCGCTT -3’
DESDIRNdel 5'-GAGGTTAGCATATGGAATCTTAC-3’

MAREXrXho 5’-GAATTCGCCTCGAGCCAATAACAAC-3’
MAREVeco2 5’-GTGCTTGGGAGAATTCGCCTC-3’

MAREVeco3 5’- GGATCTTAGAATTCGATTAGGGC-3’
MAREVHisBamHI 5’-GACCAGTCTGCCTGTCTTCTAGGATCCGCCC-3’
MAREVnNrbs (Stul) | 5’-AAGGCCTCTCCTTTGTTGATAACTA-3’
MAREVCT2Bam 5’-GCAACATTCGCTAGCGTTCAGGATCCCGGCCC-3’
GOXBndel 5’-GACCTGCCCATATGATTAGCTCGACCC-3’
GOREVsmal 5’-GTTTTGACCTACACCCGGGTTAATTGATG-3’
GODIRndel 5’-GATAGGACGATCATATGCAAAATGACGG-3’
GOXAREVXho1 5’-GTATAGGCTCGAGCTAATCAATTAG-3’
GODIRSacl 5’-AATGGATAGAGCTCGGACGATACGATG-3’
GOXARevPst 5’-CCGACAATCCTGCAGCGTATAGGG-3’
GODIRnde2 5’-GACCTGCCCATATGATTAGCTCGACCC-3’
GoxBRevXho 5’-CAAAATTAGGCAATGTCTCGAGATTCGGTCC-3’
C516ADIR 5’-GACTTCTTTAACGCCACGATTCAGAC-3’
C516AREV 5’-GTCTGAATCGTGGCGTTAAAGAAGTC-3’
W581ADIR2 5’-CAGCTACTGGGCGCCACCGCAAAGC-3’
W581AREV2 5’-GCTTTGCGGTGGCGCCCAGTAGCTG-3’

E101ADIR 5’-GGTATGAGTTTCGAGCACTAAATGGCAACCTTC-3’
E101AREV 5'-GAAGGTTGCCATTTAGTGCTCGAAACTCATACC-3’
R100ADIR 5'-GCTTGGTATGAGTTTGCAGAACTAAATGGCAAC-3’
R100AREV 5’-GTTGCCATTTAGTTCTGCAAACTCATACCAAGC-3’
Y211ADIR 5’-CAGATCTCAGCGGTGCTGGTGGTGGAGATGA-3’
Y211AREV 5’-TCATCTCCACCACCAGCACCGCTGAGATCTG-3’
C488ADIR 5’-GTTGGATTGCCTATGGCTCCAGGAATAGAAATG-3’
CA88AREV 5’-CATTTCTATTCCTGGAGCCATAGGCAATCCACC-3’
D512ADIR 5’-GTCCTTGGCAGGCTGCCTTCTTTAACTGCACG-3’
D512AREV 5’-CGTGCAGTTAAAGAAGGCAGCCTGCCAAGGAC-3’

Tabla lll. 5. Cebadores utilizados en esta memoria. Subrayado y resaltado en rojo se muestran los sitios
de restriccion.
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111.10.4. Electroforesis en geles de agarosa y purificacion de fragmentos.

De forma general, la separacidon electroforética de fragmentos de ADN se realizd
mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa D1-LOW EEO (Pronadisa) al 1%
en tampodn TAE, adicionando a la muestra tampdn de carga (apartado 111.2.3.1). Tras
tefiir con el colorante de acidos nucleicos GelRed™ entre 15-30 minutos se observaron
las bandas con radiacion UV utilizando el transiluminador microDOC. El tamafio de los
fragmentos obtenidos se compard con patrones de ADN de doble hebra de peso
molecular conocido obtenidos al utilizar el marcador GeneRuler™ 1Kb DNA ladder
(Thermo Scientific).

Cuando se pretendia extraer algun fragmento de ADN separado durante la
electroforesis, se utilizé agarosa de bajo punto de fusion LM-Sieve (Pronadisa) al 1% en
tampdn TAE al que se le adiciond bromuro de etidio a una concentracién final de 0,5
pgr/ml. Posteriormente, la bandas separadas se visualizaron con radiacion UV
(Sambrock and Rusell, 2001) y se cortaron las de interés. Para extraer el ADN de la
agarosa se utilizé el kit comercial QlAquick de extracciéon de ADN de la casa QIAGEN.

111.10.5. Secuenciacion del ADN.

Los fragmentos de ADN a secuenciar fueron obtenidos por PCR y clonados en los
pldsmidos correspondientes. Posteriormente dichos pldsmidos se purificaron con el kit
Wizard® Plus SV Minipreps ADN purification System de Promega y se enviaron a
secuenciar. La secuenciacion fue realizada por la Secciéon de Biologia Molecular del
Servicio de Apoyo a la Investigacion (SAl) de la Universidad de Murcia.

111.10.6. Transformacion de E. coli con ADN plasmidico.

La introduccion de vectores plasmidicos en células de E. coli se realiz6 mediante
transformacién de células competentes utilizando la técnica de la electroporacion
(Dower et al., 1988).

11.10.6.1. Preparacion de células electrocompetentes.

Para la preparacion de células electrocompetentes se partio de un cultivo de 16 horas
de E. coli en LB. A partir de este cultivo, se reinoculd en el mismo medio dejandolo
crecer hasta mitad de fase exponencial (DOgg 0,4-0,6). A continuacion se realizaron 5
lavados sucesivos con glicerol 10% resuspendiendo las células en glicerol en las
siguientes proporciones volumen inicial cultivo/glicerol (v:v): 1:1, 1:20, 1:50, 1:100 y
1:500. Finalmente, las células resuspendidas del ultimo lavado se distribuyeron en
tubos (40 pl) e inmediatamente se guardaron a -75 °C.
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111.10.6.2. Transformacion de E. coli.

Las células competentes fueron transformadas con ADN procedente de una ligacion o
de una minipreparacién plasmidica. Las cepas de E. coli utilizadas estan descritas en la
tabla lll.2.

En la transformacién de E. coli se usaron células competentes preparadas como se
explica en el apartado anterior. A estas células se les afiadié 1 ul de ADN, tanto si la
muestra a transformar era una mezcla de ligacion como si era un plasmido diluido.
Para la electroporacion se utilizo el equipo Eppendorf/Electroporator 2510 aplicando
1700 V, 25 pF y 400 Q. Tras el choque eléctrico, las células se recuperaron durante 1
hora en 1 ml de medio SOC (apartado 111.2.2). Tras este tiempo se sembraron en placas
de LB con el antibiético correspondiente para su seleccion.

111.10.7. Herramientas bioinformaticas utilizadas.
Para la comprobacion de las secuencias de ADN secuenciadas por el SAl se uso la

pagina del Institut National de la Recherche Agronomic que posee el servicio MultAlin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) (Corpet, 1988), que es muy util para el

alineamiento y la comparacién de secuencias. Cuando fue necesario obtener la
secuencia reversa y complementaria de una secuencia de ADN se uso la pagina
http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_comp.html (Stothard, 2000). Para la

busqueda en secuencias de ADN de lugares de restriccion fue usada la herramienta
NEBcutter V2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) (Vincze et al., 2003).

El portal de herramientas bioinformaticas Expasy (http://www.expasy.org/) fue

utilizado para diversos fines. Se usé principalmente para realizar la transformacion de
las secuencias de DNA a proteina en formato FASTA
(http://web.expasy.org/translate/). Para la prediccidon de diferentes caracteristicas de

una proteina a partir de su secuencia proteica se utilizaron las herramientas ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/) y Compute pl/MW
(http://web.expasy.org/compute pi/) proporcionadas en ese portal. Ademas, se hizo

uso de la herramienta Peptide Mass que predice a partir de una secuencia proteica
dada el tamafio del fragmento digerido por diferentes proteasas
(http://web.expasy.org/peptide _mass/).

La herramienta JPred3 (http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/) se empled

para predecir la estructura secundaria de una proteina a partir de su secuencia de
aminodacidos. Para la prediccion de la localizacién celular de una proteina se usaron las
herramientas (http://www.psort.org/psortb/index.html) (Yu et al., 2010) y Gneg-

mPLoc (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/cgi-bin/GnegmPLoc.cgi) (Hong-Bin and Kuo-
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Chen, 2010). El servidor SignalP 4.1 se usd para predecir la posible presencia de un
péptido sefial (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Petersen et al., 2011).

La pdagina del National Center of Biotecnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) se usé de forma rutinaria para la busqueda de

secuencias de proteinas o de genes, asi como de bibliografia acerca de las mismas.
111.10.8. Analisis bioinformatico de secuencias.
La deteccidn de genes similares a lodB se realizd usando las herramientas disponibles

en la pdgina Integrated Microbial Genomes Expert Review (IMG/MER)
(https://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/er/main.cgi) (Markowitz et al., 2014). Se realiz6 una

busqueda BLASTP frente a la secuencia de LodB, con un limite de corte para el valor E
1-10™° de los genomas que contenian genes similares a LodA. Los alineamientos de
secuencias de proteinas tanto de LodA como de LodB se realizaron usando el programa
Clustal Omega (Sievers et al., 2014) disponible en
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/. Una vez alineadas las secuencias fueron

incorporadas al programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013).

Para realizar los andlisis filogenéticos de las proteinas similares a LodA del grupo Al se
utilizaron los métodos del “Vecino mas cercano” (Neighbor-Joining, NJ) y “Maxima
verosimilitud” (Maximum Likehood, ML). En el método NJ, las distancias entre
secuencias fueron calculadas como la proporcion de diferencia (p-distancia), y la
exactitud de cada nodo en el drbol construido fue estimada usando analisis estadistico
de Bootstrap con 500 réplicas. En el analisis con el método ML para seleccionar el
modelo de sustitucion mas adecuado en la construccion del arbol, se uso la
herramienta “Find Best DNA/Protein Mode” que posee el programa MEGA (Hall,
2013).
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111.11. EXPRESION RECOMBINANTE DE PROTEINAS EN E. coli.

111.11.1. Crecimiento e induccion de la expresion.

Para inducir la expresion de proteinas en E. coli, colonias recién transformadas con los
vectores que contienen los genes lodAB, lodA, lodB, goxA o goxB descritos en la tabla
lll.3, se inocularon en medio LB liquido (suplementado con los correspondientes
antibidticos) y se incubaron a 37 °C con agitacién a 250 rpm hasta alcanzar una DOggg
de aproximadamente 0,5. Alcanzada dicha densidad 6ptica, 3 ml de los cultivos
anteriores se inocularon en 100 ml del mismo medio y se incubaron en las condiciones
previamente descritas hasta alcanzar una DOgg de aproximadamente 0,6. Una vez
alcanzada dicha densidad 6ptica, se llevd a cabo la induccién mediante la adicién del
inductor IPTG. Dependiendo del experimento los cultivos fueron incubados a
diferentes temperaturas, o se ensayaron diferentes concentraciones de IPTG por lo
que las condiciones se especificaran para cada caso concreto.

111.11.2. Aislamiento de fracciones celulares en sistema recombinante.

Para estudiar la expresion de las proteinas expresadas recombinantemente, y su
localizacion en las cepas de E. coli ensayadas, se analizaron las siguientes fracciones
celulares:

e Fraccion soluble.

La fraccién soluble comprende las proteinas que se encuentran solubles tanto en la
fraccién citoplasmdtica como en el periplasma bacteriano. Para analizar la expresion
de proteinas en esta fraccidn se recogieron alicuotas de los cultivos inducidos y se
centrifugaron a 30000 xg durante 2 minutos. El sedimento se resuspendié en tampdn
fosfato 50 mM NaCl 500 mM pH 7,4 y se le adiciond el cocktail de inhibidores de
proteasas para extractos celulares bacterianos de Sigma-Aldrich. Tras sonicar durante
4 minutos las muestras se volvieron a centrifugar a 30000 xg durante 2 minutos. El
sobrenadante obtenido se precipité con etanol para medir actividad aminoacido
oxidasa tal como se describié en el apartado lIl.5 para M. mediterranea.

e Fraccion de cuerpos de inclusion.

Para solubilizar las proteinas que se encuentran formando parte de los cuerpos de
inclusion, el sedimento obtenido en la ultima centrifugacién para la obtencién de la
fraccién soluble se resuspendié en Tris-HCI 50 mM pH 8 con 8 M de urea. Tras
centrifugar a 30000 xg para eliminar restos no solubilizados, el sobrenadante se
analizé mediante SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes.
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11.12. PURIFICACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES.

Para la purificacion de proteinas expresadas de manera recombinante, se usaron
diferentes tipos de matriz segun la etiqueta que llevara fusionada la proteina a
purificar. Si no se especifica lo contrario, para llevar a cabo la purificacion se partieron
de cultivos de E. coli inducidos durante 16 horas. Los sedimentos de células se
resuspendieron en tampon de unién a resina correspondiente en cada caso y se
purificd la fraccion soluble obtenida tras su procesamiento (apartado 111.11.2). La
purificacion se realizé en columnas de cromatografia de afinidad dejando pasar la
muestra por gravedad (fig. l1l.1).
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Figura lll. 1. Esquema del proceso de purificacion de proteinas fusionadas a una etiqueta por gravedad
mediante columna de cromatografia.
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111.12.1. Matriz de afinidad de niquel.

Las proteinas con fusidon a una etiqueta de poli-His, se purificaron mediante el uso de
una matriz de alta afinidad con Ni** (Ni-NTA agarosa de la casa comercial QIAGEN). Se
adiciond a una columna de cromatografia el mismo volumen de resina que de muestra
a purificar. La resina se equilibré usando 5 volimenes de tampdn de lavado (apartado
111.2.3.4.1). Tras el equilibrado de la columna se pasé la muestra entre 3 y 5 veces para
mejorar la unién de la proteina a la resina. A continuacién, se afiadieron 10 voliumenes
de tampdn de lavado para eliminar las proteinas que no se hubiesen unido. La eluciéon
de las proteinas adsorbidas a la matriz se realizé mediante la adicién de 3 volumenes
de tampdn de elucién (apartado 111.2.4.4.1) con 300 mM 6 500 mM de imidazol segln
el experimento.

La resina se pudo reutilizar hasta cinco veces obteniendo un buen rendimiento, cuando
se regenerd la columna tras su uso. Esta regeneracién se hizo adicionando 5
volimenes de NaOH 0,5 M que se dejo en la columna durante 30 minutos. Tras este
periodo de tiempo, se afiadieron 10 volimenes de tampdn de lavado, seguidos de 5
volumenes de agua destilada. Por ultimo, la resina se guardé en etanol al 20% a 4 °C.

111.12.2. Matriz de amilosa.

Las proteinas a las que se les habia fusionado en N-terminal una etiqueta MBP
(Proteina de unidn a maltosa) se purificaron usando una matriz de amilosa (New
England Biolabs). En primer lugar, se adiciond a una columna de cromatografia el
mismo volumen de resina que de muestra a purificar. La resina se equilibré usando 10
volimenes de tampdn de lavado (apartado 11l.2.3.4.2). Tras el equilibrado de la
columna se pasé la muestra entre 3 y 5 veces para mejorar la unién de la proteina a la
resina. A continuacién, se afadieron 10 volimenes de tampdn de lavado para eliminar
las proteinas que no se hubiesen unido. La elucion de las proteinas adsorbidas a la
matriz se realizd mediante la adicidon de 3 volumenes de tampdn de elucion (apartado
111.2.3.4.2) con 10 mM de maltosa. Los tampones usados se encontraban previamente
enfriados a 4 °C.

La resina se pudo reutilizar hasta cinco veces obteniendo un buen rendimiento cuando
se regenero tras su uso. Esta regeneracion se realizd adicionando secuencialmente 3
volumenes de agua destilada, 3 voliumenes de 0,1% SDS, 1 volumen de agua destilada
y 5 volumenes de tampdn de unidn. Por ultimo, la resina se guardo en etanol al 20% a
4 °C.
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111.13. DIALISIS.

La dialisis es un procedimiento que se utiliza para eliminar sales y cambiar Ia
composicion de los tampones de las disoluciones. Las membranas utilizadas fueron de
la casa Spectra/Por® Biotech CE (ester de celulosa) de medida de exclusién de 30 kDa.
Antes de comenzar la didlisis de la muestra, las membranas se incubaron en agua
destilada durante 30 minutos para eliminar la azida sdédica en la que estan
conservadas.

Las proteinas que se dializaron se encontraban disueltas en el tampdn de elucidn
utilizado para purificarlas. Con ayuda de una pipeta Pasteur se introdujo la muestra en
la membrana preparada previamente con cuidado de no tocarla con las manos. La
membrana se cerré6 mediante pinzas especiales de Spectrum Medical Industries
dejando una pequeiia camara de aire entre la pinza y la muestra. Finalmente, se
introdujeron en un recipiente con tampon de dialisis que se puso en agitacion suave
durante 1 hora a temperatura ambiente haciendo un cambio de tampdn a los 30
minutos. El tampdn de dialisis utilizado fue generalmente fosfato 50 mM NaCl 500 mM
pH 7,4.

111.14. ESPECTROMETRIA DE MASAS (MS).

Los ensayos de espectrometria de masas (MS) para el estudio de las diferentes formas
moleculares de LodA y GoxA se realizaron en la Seccidon de Biologia Molecular del
Servicio de Apoyo a la Investigacion (SAl) de la Universidad de Murcia.

111.14.1. Determinacién de peso molecular por HPLC-ESI-TOF.

Para determinar la masa molecular de la proteina completa de las diferentes formas
moleculares de LodA, se usd el sistema HPLC-ESI-MS-TOF. Consiste en un cromatégrafo
liquido HPLC Agilent 1100 (Agilent Technologies) equipado con un automuestreador y
una bomba capilar acoplado a un espectrometro de masas TOF Agilent 6100 (Agilent
Technologies) que usa una interfase de ionizacién de tipo electrospray (ESI).

Las muestras fueron inyectadas en una columna de HPLC Agilent Zorbax Poroshell SB-
C8 (5um, 150 x 0,5 mm, Agilent Technologies) que se recomienda en el andlisis de
moléculas bioldogicas de elevado peso molecular. La columna se encontraba
termostatizada a 60 °C para optimizar la resolucidon, segin las recomendaciones del
fabricante. La inyeccion de las muestras se realizé con un flujo de 0,2 ml/min. Tras la
inyecciéon de la muestra, la columna fue lavada con tampdn A (compuesto por
agua/acetonitrilo/acido formico, en proporcion 95:4.9:0.1) durante 10 minutos y luego
las proteinas fueron eluidas usando un gradiente lineal 0-90% durante 30 minutos de
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tampon B (compuesto por agua/acetonitrilo/ acido férmico, en proporcion
10:89.9:0.1). Después se mantuvo en tampon B al 90% durante 10 minutos. La
columna fue lavada con tampdn A durante 10 minutos antes de cada inyeccion. La
separacion de proteinas fue monitorizada a 210 y 280 nm usando un detector de
longitud de onda multiple. La columna se acopld on line al espectrémetro de masas
TOF Agilent usando una interfase de ionizacidn de tipo electrospray (ESI).

El espectrometro de masas funciond en el rango de medida de 100-2200 m/z. La
presién del gas nebulizador fue establecida a 20 psi, mientras que el gas secante se
aplicé a un flujo de 8 L/min y a una temperatura de 350 °C. Los parametros de MS-TOF
fueron establecidos con los siguientes valores: voltaje del capilar 3500 V, voltaje de
fragmentaciéon 215 V, voltaje skimmer 60 V, voltaje octopolo DC1 34,4 V, voltaje
octopolo DC2 34,2 V, voltaje octopolo RF 250 V.

La calibracién externa del espectrémetro de masas fue realizada con el kit de
calibracién ProteoMass™ peptide MALDI-MS (Sigma-Aldrich) usando el pico
monoisotépico de dos péptidos estandar (bradiquinina, 757,3997 m/z, y ACTH,
2465,1989 m/z). Como controles se usaron dos proteinas puras comerciales
(citocromo C y anhidrasa carbodnica, ambas de Sigma-Aldrich). Los datos fueron
recogidos y procesados con el software de Andlisis cualitativo Workstation Agilent
MassHunter (B.03.01) con el que se obtuvo el peso molecular de cada proteina intacta
utilizando el algoritmo de deconvolucién de este software.

111.14.2. Digestion de proteinas para analisis por MS.

Las proteinas fueron digeridas con diferentes proteasas. En cada caso, las muestras
fueron reducidas en el tampdn de digestidén por adicion de 20 mM DTT a 56 °C durante
20 minutos. Luego, las muestras fueron modificadas por el agente alquilante
iodoacetamida 100 mM durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

Para la digestidn con tripsina se adiciond 50-100 ul de tampdn bicarbonato amédnico 50
mM pH 8 y ProteaseMax (Promega) al 0,01%. ProteaseMax es un surfactante favorece
la digestidn con tripsina. La digestidn se realizé adicionando entre 0,5-1 microgramos
de Trypsin Gold Proteomics Grade (Promega) (aprox. 1:100 p/p) durante 1 hora a 50
°C. La reaccién se pard con acido férmico al 0,1%. Para las muestras digeridas con
quimiotripsina se utilizaron 50-100 ul de tampdn Tris-HCl 100 mM CaCl, 10 mM pH 8 y
ProteaseMax (Promega) al 0,01%. La digestion se realizd adicionando 0,5-1
microgramos de Chymotrypsin Sequencing Grade (Promega) e incubando durante 18
horas a 25 °C. La reaccidén se paré con acido férmico al 0,5%. En el caso de la digestidon
con pepsina, las muestras fueron resuspendidas en 50-100 pl de tampodn Tris-HCI 50
mM pH 7,5 con ProteasaMax (Promega) al 0,01%. Después de la alquilacién y la
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reduccion, se adiciond HCl a una concentracién final de 40 mM, y la digestion fue
realizada adicionando 0,5-1 microgramos de pepsina (Promega) e incubando durante
18 horas a 37 °C. La reaccién se pard calentando la muestra a 95°C. Después de las
digestiones, todas las muestras fueron filtradas a través de un filtro de 0,2 um y
secadas usando un Vacuum Concentrator de Eppendorf modelo 5301.

111.14.3. Analisis por HPLC-MS/MS.

La separacion y el andlisis de las muestras de proteinas digeridas fue realizada con un
sistema HPLC-MS que consiste en un cromatégrafo liquido HPLC Agilent 1100 (Agilent
Technologies) equipado con un automuestreador y una bomba capilar acoplado a un
espectrometro de masas Agilent lon Trap XCT Plus (Agilent Technologies) que usa una
interfase de ionizacién de tipo electrospray (ESI). Los parametros experimentales para
el HPLC fueron establecidos con el software Chemstation (Agilent Technologies, Rev.
B.01.03), mientras que los pardmetros para la trampa de iones fueron establecidos con
el software LC/MSD Trap Control (Bruker Daltonik, v5.3).

Las muestras secas procedentes de las digestiones fueron resuspendidas en 10 ul de
tampodn A, compuesto por agua/acetonitrilo/acido férmico (en proporcion 94.9:5:0.1).
Posteriormente, las muestras fueron inyectadas en una columna de HPLC Zorbax SB-
C18 (5 um, 150 x 0,5 mm, Agilent Technologies), termostatizada a una temperatura de
40 °C, a un flujo de 10 ul/min. Después de la inyeccién la columna fue lavada con
tampon A durante 30 minutos y los péptidos digeridos fueron eluidos usando un
gradiente lineal 0-80% durante 120 minutos de tampdén B (compuesto por
agua/acetonitrilo/acido férmico en proporcion 10:89.9:0.1). Antes de la siguiente
inyeccion de muestra, la columna fue lavada con las condiciones iniciales (tampdn A)
durante 30 minutos. La columna se acopld al espectrometro de masas Agilent lon Trap
XCT Plus usando una interfase de ionizacién de tipo electrospray.

La presidn del gas nebulizador fue establecida a 15 psi, mientras que el del gas secante
se aplicé a un flujo de 8 L/min y a una temperatura de 350 °C. El voltaje del capilar fue
establecido en 3500 V, mientras que la velocidad de scan fue establecida a 8100
(m/z)/seg, en el rango de 200 a 2200 m/z, con la optimizacion de la sefial centrada en
1000 m/z, y promediando tres espectros para cada dato. Para la adquisicién de cada
espectro se fijé una acumulacién maxima de 150000 iones o bien un tiempo de medida
de 50 ms para evitar la saturacién por defecto. Los datos MS/MS fueron recogidos en
modo automatico (AutoMSn mode). Los tres iones mas intensos de cada ciclo fueron
subsecuentemente fragmentados usando la disociacién inducida por colisién con helio
(CID) con una anchura de la ventana de aislamiento de 2 uma (unidades de masa
atémica) y una energia relativa de colision del 35%. El mismo idn fue descartado
después de dos scans consecutivos.
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El procesamiento de los datos se realizd con los programas DataAnalysis para LC/MSD
Trap Versién 3.3 (Bruker Daltonik) y Spectrum Mill MS Proteomics Workbench (Rev
A.03.02.060B, Agilent Technologies). Los datos brutos experimentales fueron
procesados bajo las condiciones por defecto como sigue: sin modificar o con cisteinas
carbamidometiladas; longitud de la secuencia >1; [MH]+ 50-7000 m/z; carga maxima
+7; relacion sefial/ruido minima (S/N) 25; busqueda de sefiales 12C.

La busqueda MS/MS frente a la secuencia de la proteinas de interés fue realizada con
los siguiente criterios: modo busqueda de identidad, digestién con tripsina (o la
proteasa utilizada) con 3 puntos de corte seguidos perdidos como maximo; cisteinas
carbamidometiladas opcionalmente; carga del péptido +1, +2, +3; tolerancia de masa
del péptido precursor 2,5 Da; tolerancia de masa del idn de masa producido 0,7 uma;
instrumento trampa de iones ESI; minima intensidad de pico coincidente 50%.

111.14.4. Analisis ionizacion por laser asistida por matriz (MALDI) presidon atmosférica
(AP).

Las muestras de proteinas digeridas fueron disueltas en 5 pl 0,1% TFA (v/v), y
mezcladas con un volumen igual de solucién matriz saturada, a-ciano-4-acido
hidroxicinamico al 0,1% TFA en H,O/ACN (1:1). Estas muestras se aplican a la placa AP-
MALDI en gotas de 2 ul, y se deja secar a temperatura ambiente para la co-
cristalizacién. Los experimentos fueron llevados a cabo en una espectrometro de
masas Agilent TOF Serie 6100 (Agilent Technologies), equipado con una fuente de
iones AP-MALDI con un laser de N, (337 nm). El espectro de masas fue obtenido por
acumulacién de 200 disparos de laser en modo reflectrén con polaridad positivay en el
rango de 100-10000 m/z. Los principales parametros TOF-MS fueron como sigue:
temperatura capilar 350 °C; voltaje capilar 3500 V; voltaje de fragmentacién 215 V;
voltaje skimmer 60 V; voltaje octopolo DC1 y DC2 34.4 and 34,2 V, respectivamente y
voltaje octopole RF 250 V.

La calibracién externa del espectrodmetro de masas fue realizada con el kit de
calibracion ProteoMass™ peptide MALDI-MS (Sigma-Aldrich) usando el pico
monoisotdpico de dos péptidos estandar (bradiquinina, 757,3997 m/z, y ACTH,
2465,1989 m/z). Los datos fueron recogidos y procesados con el software de Analisis
cualitativo Workstation Agilent MassHunter para la obtencién de la llamada “huella
peptidica” (Peptide Mass Fingerprint, PMF). Los resultados de espectrometria de
masas fueron analizados frente a la secuencia de la proteina de interés. La tolerancia
de masas de los péptidos fue establecida a 50 ppm.
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111.15. CONSTRUCCION DE PLASMIDOS.

111.15.1. Clonacion de genes en plasmidos de la serie pET.

Para crear el plasmido pETGOXB11, el gen goxB se amplifico por PCR a partir de ADN
gendmico de la cepa MMB-1R usando los cebadores GODIRnde2 (directo) y
GOREVsmal (reverso) (tabla Ill.5). Posteriormente fue clonado usando las enzimas
Ndel y Smal en el plasmido pET11 (fig. I1l.2A).

Ndel Ndel

Smal / Xhol
A ! / B
IEEEN - res -acoperado ~ s Mes1 = T7lac ~
[ \
pETGOXB11 ] % pLODADuet
6,8 Kb | 6 Kb

(
l ) - |

N oriColEl — — —Placl— —~ - ColAori = mmm =
Sacl
Pstl
C \ u j /
e bogoa —fwmesz
-+
ig pGOXADuet

5,8 Kb

| )

\ — — COIAOr = w— w—

Figura Ill. 2. Esquemas de los plasmidos creados usando vectores de la serie pET. (A) pETGOXB11; (B)
pLODADuet y (C) pGOXADuet.

El plasmido pCOLADuet™ (Novagen) tiene el origen de replicacién ColA que lo hace
compatible con la serie de plasmidos pET (Novagen). Ademas tiene dos sitios de
clonacién multiple para la coexpresion de dos genes diferentes con el mismo plasmido.
A partir del plasmido pCOLADuet™ (Novagen) se construyeron dos plasmidos
distintos. Por una parte, se construyé el plasmido pLODADuet amplificando el gen lodA
usando como molde el plasmido pBLODAB (Gomez et al., 2010) y los oligonucleétidos
MARDIRndel (directo) y MAREXrXho (reverso) (tabla Il1.5) que llevan, respectivamente,
los sitios de corte de las enzimas Ndel y Xhol. Tras digerir el ADN con estas enzimas,
lodA fue clonado en el MCS2 (fig. 11l.2B). Por otra parte, goxA se amplificd a partir de
ADN gendmico de la cepa MMB-1R usando los cebadores GODIRSacl (directo) y
GOXARevVPst (reverso) (tabla Il.5). Las enzimas Pstl y Sacl fueron usadas para clonar
goxA en el MCS1 de pCOLADuet y crear asi el plasmido pGOXADuet (fig. 111.2C).
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A partir del plasmido pET15 se crearon dos plasmidos que llevaban lodA delecionada
en su extremo C-terminal: pETLODACT15 y pETLODACT2-15. lodA se amplificé por PCR
a partir de ADN gendémico de la cepa MMB-1R usando el cebador directo MARDIRNndel
(comun para ambos genes) y los cebadores reversos MAREVHISBamHI vy
MAREVCT2Bam (tabla 1I.5), respectivamente, para cada uno de los genes en
particular. Posteriormente, usando los sitios de corte Ndel y BamHI se clonaron estos
genes por separado en el plasmido pET15 (fig. lll.3A y B).

Neol Ndel BamHI

Neol Ndel BamHI

A \ 3 \ / : B \
- - - visroe |GG ~ T — st S
[ \ I \
| .
pETLODACT15 PETLODACT2-15
7,7 Kb 7,9 Kb
l ' ! '
A _ ] \, ) . //
| T7 promotor M_ oriColEl -~ ' T7 promotor - m% - oriColE1

Neol Ndel Xhol

C \

Vs i — HisTag goxA ™~
I

pETGOXA15
7,8 Kb

S T7 promotor - m - oriColEl —

Figura Ill. 3. Esquemas de los plasmidos creados usando el vector pET15. (A) pETLODACT15; (B)
pPETLODACT2-15y (C) pETGOXA15.

Por otra parte, goxA fue amplificado a partir de ADN gendmico de la cepa MMB-1R
usando el cebador directo GODIRndel y reverso GOXAREVxho1l (tabla IlI.5). Una vez
digerido el fragmento amplificado con las enzimas Ndel y Xhol se cloné en pET15 para
obtener el plasmido pETGOXA15 (fig. 111.3C).

Por ultimo, los plasmidos pETLODA15, pETLODB15 y pETLODAB15 se generaron a
partir de los plasmidos pETLODA11, pETLODB11 y pETLODAB11 construidos
previamente (Gomez, 2010) usando los sitios de corte reconocidos por las enzimas
Ndel y BamHI. Se extrajeron los genes de interés de la serie de plasmidos pET11
correspondientes y se clonaron en el plasmido pET15 generando una serie de
plasmidos equivalentes pero con fusiones a etiquetas de poli-His (fig. 111.4).
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Figura Ill. 4. Esquemas de los plasmidos conteniendo genes del operdon lodAB creados a partir de los
plasmidos previamente construidos en pET11. (A) pETLODA15; (B) pETLODB15 y (C) pETLODAB15.

111.15.2. Creacion de fusiones a MBP usando el plasmido pETMBP28.

Para fusionar LodB y GoxB a MBP, se usé el plasmido pETMBP28 proporcionado por el
Dr. Francisco Javier Medrano del CIB-CSIC (Madrid). Este plasmido permite una fusién
His-MBP en el extremo N-terminal de la proteina clonada. Ademas, lleva un sitio de
corte para la proteasa 3C entre His-MBP y dicha proteina.

Se amplificé por PCR el gen lodB a partir de ADN genémico de la cepa MMB-1R usando
los oligonucledtidos DESDIRNdel (directo) y MAREVeco3 (reverso) (tabla 111.5). Una vez
digerido el producto con las enzimas Ndel y EcoRl, lodB se cloné en pETMBP28 para
crear el pldasmido pETMBPLODB28 (fig. lll.5A). Posteriormente, se usaron las enzimas
Ncol y EcoRl para digerir este vector y obtener el gen MBPlodB y subclonarlo en el
plasmido pCOLADuet™, generando de esta forma el pldsmido pMBPLODBDuet (fig.
111.5B).
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Figura lll. 5. Esquema de plasmidos con proteinas fusionadas a MBP para aumentar la solubilidad de la
proteina fusionada. (A) pETMBPLODB28; (B) pMBPLODBDuet y (C) pETMBPGOXB28.

S |

Para crear el plasmido pETMBPGOXB28, goxB se amplificd por PCR a partir de ADN
gendmico de la cepa MMB-1R usando los cebadores GODIRnde2 (directo) y
GOXBRevXho (reverso) (tabla 11l.5). Usando los sitios de restriccion Ndel y Xhol se
clond goxB en el plasmido pETMBP28 (fig. 111.5C).

111.15.3. Clonacion de los genes HislodA, HislodACT, lodACT y lodACT2 en el vector
pBLODAII.

Con el fin de introducir en M. mediterranea una Unica copia de los genes HislodA,
HislodACT, lodACT y lodACT2 se utilizé el vector pBLODAII. Este vector deriva de
pBLODA (Gomez et al., 2010) por sustitucién del marcador de resistencia de
gentamicina (Gm') presente en el transposdn mini-Tn10 por el de kanamicina (Km').
Este vector es ademds Amp'. La transposasa que controla el transposdn se encuentra
fuera del mismo y esta bajo el control del promotor Ptac. Dentro del transposén se
encuentra un sitio de clonacion multiple (MCS) que permite clonar genes con
orientacién contraria al del gen de resistencia a Km. Mediante transposicion se puede
conseguir la insercion del ADN clonado en el cromosoma bacteriano (Alexeyev and
Shokolenko, 1995). Esta técnica ya ha sido utilizada por nuestro grupo de investigacion
en M. mediterranea como mecanismo de clonacidon de genes (Lopez-Serrano et al.,
2007).
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Para estudiar el efecto de las deleciones en la zona C-terminal de la proteina LodA se
construyeron cuatro versiones diferentes de LodA: HisLodACT, HisLodA, LodACT y
LodACT2. En las dos primeras construcciones en las que hay una etiqueta de poli-His
en N-terminal, el gen lodA con la etiqueta de poli-His se amplific6 por PCR usando
como molde el pldsmido pETLODA15 con el cebador directo MARDIRSmal (tabla Il1.5).
El cebador reverso dependié del objetivo que se persiguiera. Para crear el gen
HislodACT con un coddn stop que elimina los ultimos 46 aminodcidos del extremo C-
terminal, se usd el oligonucledtido reverso MAREVHISBamHI (tabla 11I.5). El vector
pBHisLODA, que contiene el gen HislodA sin delecion en C-terminal fue amplificado de
una manera equivalente utilizando en este caso el cebador reverso MARDIRPETREV
(tabla 111.5) en conjuncidon con MARDIRSmal (tabla 111.5) para amplificar el gen HisLodA
sin delecidon en C-terminal.

Los cebadores usados contienen las secuencias reconocidas por las enzimas de
restriccion Smal y BamHI. Adicionalmente, la regidn promotora del operén lod se
amplificé a partir del plasmido pBLODAB (Gomez et al., 2010) usando los cebadores
MARDIRkpn (directo) y MAREVnrbs (reverso) (tabla 1Il.5) que contienen
respectivamente, los sitios de restriccion para las enzimas Kpnl y Stul.

Los dos fragmentos de PCR obtenidos de 2,1 Kb para HislodACT y 470 pb para Plod se
digirieron con las enzimas de restriccion adecuadas: Smal y BamHI| para HislodACT y
Kpnl y Stul para la region promotora, y se clonaron en el pldsmido pBLODAII que
previamente se habia linearizado con las enzimas Kpnl y BamHI. De esta forma se creé
el vector pBHisLODACT (fig. 1l11.6). La triple ligacion supuso la inserciéon de cinco
nucledtidos adicionales AACCC entre las secuencias de Shine-Dalgarno y el gen clonado
(fig. 111.6B).
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Figura lll. 6. Esquema de las fusiones traduccionales de lodA con la etiqueta de poli-His en N-terminal.
(A) Plasmido pBHisLODA (izq.) y plasmido pBHisLODACT (dcha.). (B) Detalle de la construccién de las
fusiones en la zona del promotor. En rojo el codén de inicio del gen lodA. En rosa la primera histidina de

las 6 que conforman la etiqueta de poli-His. En destacada en naranja la secuencia Shine-Dalgarno.

Para construir el pldsmido pBLODACT (fig. 1ll.7A) que contiene la delecién de 46
aminodcidos en el extremo C-terminal pero carece de etiqueta de poli-His en N-

terminal, lodACT se amplificd por PCR a partir de ADN gendmico de la cepa MMB-1R
utilizando los cebadores MARDIR6 directo y MAREVHisBamHI reverso (tabla IlI1.5). El
fragmento obtenido por PCR se digirié con las enzimas Ndel y BamHI y se clond en el

plasmido pBLODAII previamente digerido con ambas enzimas.
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Figura lll. 7. Esquema de los plasmidos para conjugacion construidos con deleciones en C-terminal. (A)
pBLODACT y (B) pBLODACT?2.

En la construccion lodACT2 solamente los ultimos 9 aminodacidos del extremo C-
terminal son eliminados mediante la introducciéon de un codén de terminacién. Para
generar lodACT2, se amplificd el gen lodA por PCR a partir de ADN gendmico de la cepa
MMB-1R empleando los oligonucleétidos directo MARDIR6 y reverso MAREVCT2Bam
(tabla 111.5). Tras la PCR, el producto se digirié con las enzimas de restriccién EcoRl y
Pstl y se cloné en el plasmido pBLODAII creando asi el plasmido pBLODACT2 (fig.
111.7B).

Los plasmidos creados se transformaron en la estirpe E. coli S17-Apir por
electroporacioén, y a continuacion se seleccionaron los transformantes resistentes a
kanamicina mediante siembra en placas de LB suplementado con dicho antibiético.
Estos plasmidos seran movilizados posteriormente por conjugacién a E. coli.

74



II.MATERIALES Y METODOS

111.16. CONJUGACION Y MOVILIZACION DE TRANSPOSONES A M. mediterranea.

La introduccion de genes mutados en M. mediterranea se realiz6 mediante el uso de
transposones con dichos genes. La movilizacidn de transposones a M. mediterranea se
llevd a cabo mediante vectores plasmidicos conjugativos (Solano et al., 2000). Los
vectores utilizados contienen el origen de replicacién R6K, de manera que se replican
Unicamente en cepas bacterianas que sintetizan la proteina m, como S17-1 (Apir)
(Miller and Mekalanos, 1988). En M. mediterranea, que no sintetiza la proteina m, los
plasmidos anteriores se comportan como suicidas. Los vectores utilizados contienen
un transposon con un marcador de resistencia a antibidticos que sélo se mantiene en
la cepa receptora de M. mediterranea si tras la conjugaciéon ha tenido lugar
transposicién al cromosoma bacteriano.

Para realizar la conjugacion, se partié de cultivos de 16 horas de las cepas de M.
mediterranea y de E. coli en medio MMC y LB, respectivamente, suplementados con
los antibidticos correspondientes. A partir de estos cultivos, se reinocularon en los
mismos medios liquidos pero sin adicionar antibidticos, y se dejaron crecer hasta
alcanzar la fase exponencial (aproximadamente 4 horas). La ausencia de antibidtico en
estos cultivos evita su presencia en la etapa de conjugacion, lo que podria inhibir el
crecimiento de la cepa receptora (de Lorenzo and Timmis, 1994). Asimismo, la
agitacion de los cultivos de E. coli debe ser suave (unas 50 rpm) para no romper los pili
que median la transferencia de material génico. A continuacion, se depositaron 40 pl
del cultivo M. mediterranea en una placa de medio LB2216 (apartado 111.2.2). Cuando
la gota anterior se hubo absorbido por el medio (generalmente 1 hora), se depositaron
otros 40 ul del cultivo de E. coli con el plasmido a transferir en el mismo punto de la
placa. Una vez secas, las placas se incubaron a 25 °C durante 24 horas. Como controles,
ambas cepas se sembraron también por separado. Transcurrido dicho tiempo, la masa
celular se resuspendié en 1 ml de MMC procediendo seguidamente a su plaqueo en
medio MMC suplementado con Rif 50 pgr/ml y con el marcador de seleccién
codificado por el transposon en cada conjugacion. De esta manera sélo crecen los
mutantes de M. mediterranea en los que haya tenido lugar la insercidon del transposén
ya que E. coli no crece en estos medios por ser Rif°.

Dado que la insercién del transposon es al azar, se crea una mutacion en la cepa
receptora. De las distintas cepas generadas en cada experimento se seleccionaron
varias a las que se les mididé la expresion del gen de interés. Por ejemplo, actividad
lisina oxidasa en el caso de que el gen movilizado fuera lodA. De entre estas cepas se
seleccion6 una con actividad representativa para estudios posteriores.
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111.17. MUTAGENESIS DIRIGIDA DE LodA POR PCR.

La técnica de la PCR permite realizar mutagénesis dirigida sobre secuencias de ADN. En
este trabajo, los genes con las mutaciones puntuales de LodA (C516A, W581A, D512A,
R100A, C448A, Y211A, E101A) fueron construidos usando el método de la extension
por solapamiento (Ho et al., 1989) (fig. 111.8).
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PCR con
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cebadores C+D

5t 3
& N A 4
5" 3
3’ 57
PCR3
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cebadores A+D

ADN amplificado con la mutacion

Figura lll. 8. Esquema del proceso de mutagénesis dirigida por solapamiento. Las flechas azules y
verdes indican los cebadores y su direccion. En rojo la localizacidn de la mutacién introducida.

Los cebadores usados para las amplificaciones de cada mutacién se indican en la tabla
1.5 y las condicones de amplificacién en el apartado 111.10.3. En todos los casos como
molde para la amplificacién de lodA por PCR se uso el plasmido pETLODAB15. Para
realizar las PCRs se utilizd la enzima Pfu ADN polimerasa (Promega) amplificando de
manera independiente dos segmentos solapantes del gen lodA que se uniran en una
segunda reaccién de PCR. En los cebadores centrales, B y C en la figura 1ll.8, se
introducen los mismos cambios en la secuencia para generar la mutacion de interés. Es
importante un buen disefio de cebadores teniendo en cuenta la temperatura de fusion
gue es necesaria, para obtener una buena hibridacién del ADN molde. Los fragmentos
amplificados se corren en un gel de agarosa y se purifican. En una segunda fase, los
productos purificados de la fase anterior se mezclan para que hibriden entre si. Los
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cebadores externos que se utilizaron para realizar el Ultimo paso de PCR cuando el gen
ya contenia la mutacién fueron MARDIRsacl y MAREVeco2 (tabla IIl.5). Tras esta ultima
amplificacién por PCR, los fragmentos obtenidos fueron clonados usando los sitios de
restriccion Sacl y Sacll en el pldsmido pETLODAB15, con lo que se sustituia la copia
silvestre de lodA. Las mutaciones fueron confirmadas por secuenciacion del ADN.
Todos los pasos de clonacién fueron realizados usando la cepa E. coli DH5a vy los
plasmidos obtenidos fueron electroporados en E. coli Rosetta justo antes de la
induccion.
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IV.1 EXPRESION RECOMBINANTE DE LodA y LodB FUSIONADAS A ETIQUETAS DE
POLI-HISTIDINAS.

Resultados previos de nuestro grupo habian mostrado que era posible obtener la
expresion recombinante de LodA en E. coli Rosetta (DE3) (Gomez, 2010). En cultivos de
esta cepa inducidos a 25 °C conteniendo pETLODAB11, un plasmido con el operén
completo en los que ni LodA ni LodB estaban fusionadas a un epitopo, LodA se
detectaba en la fraccidén soluble como una banda de aproximadamente 95 kDa. Por el
contrario, no se detectaba ninguna banda proteica que pudiera ser claramente
asignada a LodB (Gomez, 2010). Partiendo de estos datos previos, se crearon
pldsmidos en los que se fusiond LodA y LodB a etiquetas de poli-His para facilitar su
deteccién y aislamiento.

IV.1.1. Fusion de LodA y LodB a etiquetas de poli-His y detecciéon por Western Blot.

Con el fin de detectar LodA y LodB solubles, incluso si se encontrasen en bajas
concentraciones, se cred una serie de plasmidos en los que se fusionaron estas
proteinas a etiquetas de poli-His facilitando su deteccién mediante la técnica de
Western Blot, asi como su aislamiento.

En primer lugar se fusioné LodA a la etiqueta de poli-His. Para ello se creé el vector
pPETLODAB15 (construido como se describe en el apartado 111.15.1), que contiene el
operdn lod completo y en el que LodA se encuentra fusionada a una etiqueta de poli-
His en el extremo N-terminal (HisLodA). La comparacion de cultivos recombinantes de
E. coli con pETLODAB11 y con pETLODAB15, en los que la unica diferencia es la
presencia de la etiqueta de poli-His en el segundo caso, reveld que los niveles de
actividad eran muy parecidos en ambos casos (datos no mostrados). Estos resultados
sugieren que esta etiqueta no afecta a la actividad de LodA.

A continuacién, para generar la fusién de poli-His a LodB se creé un sistema de
pldsmidos compatibles. Por una parte, se construyé (como se describe en el apartado
111.15.1) el pldsmido pLODADuet que contiene el gen lodA. Este vector es compatible
con plasmidos de la serie pET, por lo que lodB se clond en el vector pETLODB15
(construido como se describe en el apartado 111.15.1) en el que LodB estd fusionado
con una etiqueta de poli-His en el extremo N-terminal (HisLodB). Ademds de estos
vectores, se disponian como controles del vector pETLODB11, en el que LodB no se
encuentra fusionado a ninguna etiqueta, y el vector original pET15, que no contiene
lodB.
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Cultivos de E. coli conteniendo los diferentes vectores anteriormente mencionados
fueron inducidos a 15 °C con IPTG y se recogieron muestras a diferentes tiempos (1
hora, 2 horas, 3 horas y 4 horas). A continuaciéon se aplicé la técnica de Western Blot
utilizando anticuerpos frente a la etiqueta de poli-His. Aunque se detectaron algunas
bandas inespecificas en todos los cultivos, las bandas que corresponden a HisLodA y
HisLodB se pudieron observar claramente en torno a los 95 kDa y los 43 kDa,
respectivamente (fig. IV.1). Por ejemplo, la banda de LodB con la etiqueta de poli-His
fue observada en cultivos que contenian pLODADuet junto a pETLODB15, pero no en
los controles en los que este ultimo plasmido fue sustituido por pETLODB11 que
contenia lodB sin la fusion (fig. IV.1). En el resto de cultivos inducidos no se detectaron
bandas que pudieran corresponder a LodB. Es de destacar también que la observacion
de las bandas fue muy temprana. Asi LodA se detecta muy claramente ya en el primer
Western Blot realizado transcurrida 1 h. En el caso de LodB la banda se observo
también a 1 hora aunque mas débilmente (fig. IV.1A).
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Figura IV. 1. Deteccion por Western Blot de LodA (flecha roja) y LodB (flecha amarilla) fusionadas a
una etiqueta de poli-His. Cultivos de E. coli Rosetta (DE3) con diferentes plasmidos fueron inducidos con
1 mM de IPTG a 15 °C. Las muestras fueron recogidas a diferentes tiempos (1 hora, 2 horas, 3 horasy 4
horas): (1) pLODADuet [LodA]; (2) pLODADuet + pETLODB11 [LodA + LodB]; (3) pLODADuet +
pPETLODB15 [LodA + HisLodB]; (4) pLODADuet + pET15 [LodA]; (5) pETLODAB15 [HisLodA + LodB]. SDS-
PAGE en condiciones desnaturalizantes.
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IV.1.2. Efecto de la temperatura en la expresion de LodA y LodB.

Para estudiar el efecto de la temperatura en la expresién de LodA y LodB, cultivos de E.
coli Rosetta (DE3) conteniendo pLODADuet y pETLODB15 fueron inducidos a diferentes
temperaturas (15 °C, 25 °Cy 37 °C) durante diferentes periodos de tiempo (1 hora, 2
horas y 16 horas) a una concentracion de 1 mM de IPTG. Se observé que la actividad L-
lisina oxidasa podia ser detectada tempranamente (1 hora) en los cultivos inducidos a
15 °C mientras que en los cultivos a 25 °C se detectd a las 2 horas. Por otra parte, a 37
°C no se detect6 actividad (fig. 2A). Los niveles de actividad L-lisina oxidasa detectados
parecen estar en concordancia con los niveles de HisLodB que mostraron los Western
Blot realizados donde se observaron mayores niveles de HisLodB a 15 °C que a 25 °C
(fig. IV.2B), mientras que a 37 °C no fue detectada (datos no mostrados).
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Figura IV. 2. Expresion recombinante de LodA y LodB a diferentes temperaturas. Cultivos de E. coli
Rosetta (DE3) conteniendo los plasmidos compatibles pLODADuet + pETLODB15 [LodA + HisLodB]
fueron inducidos a 15 °C (e), 25 °C (M) y 37 °C (4 ). (A) Actividad L-lisina oxidasa a diferentes tiempos de
induccion. (B). Deteccion de HisLodB por Western a diferentes tiempos de induccién.

La baja cantidad de LodB sintetizada en los cultivos inducidos a 25 °C podria explicar
por qué en cultivos a esta temperatura LodB no se observa directamente en geles SDS-
PAGE, ni con los pldasmidos construidos en esta memoria (datos no mostrados) ni con
el plasmido pETLODAB11 (Gomez, 2010). Los resultados obtenidos con la técnica de
Western Blot indican que LodB se encuentra en la fraccién soluble de todos los cultivos
gue muestran actividad L-lisina oxidasa, incluso cuando no se detecta por SDS-PAGE, lo
gue indica su requerimiento para la generacion de la forma activa de LodA en el
sistema recombinante. Este requerimiento de LodB ha sido también demostrado en el
sistema nativo (Gomez et al., 2010).
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IV.2. EFECTO DE LodB SOBRE LA EXPRESION DE LodA.

IV.2.1. Expresiéon recombinante de LodA en presencia y ausencia de LodB.

Con el fin de estudiar el papel de LodB en la expresion de LodA, se utilizaron los
vectores pETLODAB15, que contiene el operdn completo, y pETLODA15 que contiene
lodA, pero no lodB. LodA expresada a partir de ambos vectores posee fusionada una
etiqueta de poli-His en N-terminal. Cultivos de E. coli Rosetta (DE3) transformados con
estos vectores fueron inducidos a 15 °C durante 16 horas a una concentracion de IPTG
de 1 mM. En estas condiciones, se confirmdé de nuevo que la actividad L-lisina oxidasa
solamente podia ser detectada cuando se inducia el operén completo (fig. IV.3A).
Asimismo, en SDS-PAGE no desnaturalizante fue posible observar una forma
multimérica de LodA (MLodA) con un tamafio aproximado de 200 kDa que es la que
presenta actividad enzimatica (Gomez et al., 2010) (fig. IV.3B). Por otra parte,
generalmente se detectd una banda que podria corresponder a LodB, aunque no
siempre fue observada (fig. IV.3B). Estos datos confirman de nuevo que LodB es
requerida para obtener LodA funcional en el sistema recombinante.

<€—— MLodA
(Aprox. 200 kDa)
108+
i) ] PreLodA —> &——LodA monémero
=3 1073 (Aprox. 95 kDa)
1S
x
o 106 +
=
E 105+
-]
£ 10%y
108 Y .
o 3
& &
N &
& &

Figura IV. 3. Expresidon recombinante de LodA en E. coli Rosetta (DE3) con los plasmidos pETLODA15
[HisLodA] o pETLODAB15 [HisLodA + LodB]. Los cultivos fueron inducidos a 15 °C durante 16 h con 1
mM IPTG. (A) Actividad lisina oxidasa. (B) SDS-PAGE en condiciones no desnaturalizantes. Las flechas
indican las proteinas recombinantes. MLodA: LodA multimérica.

LodA expresada en ausencia de LodB a 15 °C fue detectada en la fraccidén soluble,
aunqgue en forma inactiva. Esta forma molecular serd denominada a partir de ahora
como PreLodA. PreLodA se observé como un mondmero en torno a los 95 kDa en geles
SDS-PAGE bajo condiciones no desnaturalizantes. En concordancia con la ausencia de
la actividad, no se detectd la forma multimérica en estos extractos (fig. IV.3B).
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VI.2.2. Aislamiento de diferentes formas moleculares de LodA.

A partir de los cultivos de E. coli Rosetta (DE3) conteniendo pETLODAB15 o pETLODA15
inducidos a 15 °C durante 16 horas con 1 mM de IPTG se aislaron tres formas
moleculares de LodA como se detalla a continuacion.

IV.2.2.1. Purificacién de LodA activa y soluble.

LodA soluble y activa fue aislada de cultivos que contenian el vector pETLODAB15
utilizando la etiqueta de poli-His fusionada a su extremo N-terminal (apartado 111.15.1
de Materiales y métodos). Cuando LodA purificada se analizdé en geles SDS-PAGE en

condiciones no desnaturalizantes, se detectd tanto la forma multimérica (MLodA, 200
kDa) como la monomérica (95 kDa) (fig. IV.4).

MLodA

LodA monémero

Figura IV. 4. Purificacion de LodA activa en resina Ni-NTA. SDS-PAGE en condiciones no
desnaturalizantes de HisLodA activa purificada a partir de cultivos de E. coli Rosetta (DE3) pETLODAB15
[HisLodA + LodB]. 1: Muestra de partida; 2: Fraccion no retenida por la resina; 3, 4 y 5: lavados; M:
marcador; 7, 8 y 9: eluciones. MLodA: LodA multimérica.

1V.2.2.2. Purificacion de PreLodA.

Como se ha indicado previamente, en los cultivos de E. coli Rosetta (DE3) que
contenian el plasmido pETLODA15, LodA fue detectada en la fraccion soluble como
una forma monomérica (PreLodA) que carecia de actividad enzimatica (apartado
IV.2.1). Esta forma molecular de LodA que lleva fusionada en su extremo N-terminal
una etiqueta de poli-His se purificdé usando la resina Ni-NTA (apartado 111.12.1 de
Materiales y métodos). En este caso, sélo se observé en geles SDS-PAGE una banda de
95 kDa correspondiente a LodA (fig. IV.5).
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Figura IV. 5. Purificacion de PreLodA en resina Ni-NTA. SDS-PAGE en condiciones no desnaturalizantes
de LodA purificada a partir de la fraccién soluble de cultivos de E. coli Rosetta (DE3) conteniendo
pETLODA15 [HisLodA]. 1: Muestra de partida; 2: Fraccion no retenida por la resina; 3, 4 y 5: lavados; M:
marcador; 7, 8 y 9: eluciones.

1IV.2.2.3. Aislamiento de LodA a partir de los cuerpos de inclusion.

Por ultimo, una tercera forma molecular de LodA fue obtenida a partir de los cuerpos
de inclusién de cultivos que contenian el vector pETLODA15 (HisLodA). Los cuerpos de
inclusién fueron obtenidos aplicando el protocolo que se explica en el apartado 111.11.2
de Materiales y métodos. La forma obtenida de LodA en este caso, es una forma
monomeérica inactiva sintetizada en ausencia de LodB.

1.V.2.3. Caracterizacion de las diferentes formas moleculares de LodA.

1V.2.3.1. Anadlisis de las diferentes formas moleculares de LodA mediante HPLC-ESI
MS TOF.

Las tres formas moleculares de LodA aisladas se analizaron por HPLC-ESI MS TOF con el
fin de comprobar si poseian diferentes masas moleculares (MM), ya que la
modificacion post-traduccional que genera un cofactor quindnico implica cambios en
la masa total de la proteina. Se observé que LodA procedente de los cuerpos de
inclusion tenia una masa molecular de 83042,93 + 0,72. Esta MM corresponde a la
esperada de la proteina recombinante sin ninguna modificacién post-traduccional
(83042,91 de acuerdo a http://web.expasy.org/compute_pi/). Es importante tener en
cuenta que la masa molecular de LodA nativa sin ningun tipo de etiqueta seria
80879,59, pero la proteina recombinante posee fusionada una etiqueta de poli-His en
N-terminal, por lo que su masa molecular es mayor.
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Por otra parte, la masa molecular de LodA activa fue de 83070,95 + 0,66. Esto
representa un aumento de +28 Da que estaria de acuerdo con la presencia de un
cofactor quindnico derivado del triptéfano, que podria ser de tipo TTQ o CTQ (Mure,
2004). Finalmente, la masa molecular de la PreLodA (soluble pero inactiva) purificada a
partir de cultivos con pETLODA15 fue 83058,79 + 0,82. Esta masa indica un incremento
de +16 Da, que seria compatible con la modificacién de LodA por adiciéon de un dtomo
de oxigeno extra. Los resultados expuestos hasta ahora indican que LodB es necesaria
para la sintesis completa del cofactor de LodA, pero que hay etapas previas que son
independientes de esta proteina. En ausencia de LodB, LodA sufre una modificacion
post-traduccional parcial que no es suficiente para generar la forma activa de la
enzima. De acuerdo con estos datos, se puede proponer que PreLodA seria sustrato de
LodB.

1V.2.3.2. Caracterizacion de LodA activa.

Como ya se ha descrito en el apartado anterior, la forma de LodA soluble y activa
muestra una modificacién post-traduccional que supone un incremento de MM de +28
compatible con un cofactor quindnico derivado del triptéfano (TTQ o CTQ).

1V.2.3.2.1 Estructura cristalina de LodA.

En colaboraciéon con los doctores Francisco Javier Medrano y Antonio Romero del
Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB-CSIC) de Madrid se ha cristalizado la forma
recombinante de LodA de M. mediterranea expresada a partir del plasmido
pETLODAB15. Este plasmido codifica LodA fusionada a una cola de poli-His en su
extremo N-terminal. La estructura cristalina obtenida de la forma recombinante de la
enzima estd depositada en la base de datos del PDB (ID 2YMW).

La unidad estructural de LodA es un monémero que presenta un dominio central y dos
extensiones que sobresalen fuera de él (fig. IV.6A). En la unidad asimétrica del cristal
de LodA estan presentes dos mondmeros que contactan ligeramente entre ellos a
través de las dos extensiones mencionadas anteriormente (fig. IV.6B). Sin embargo, la
forma presente en solucidén es un tetramero (fig. IV.6C). Esta organizacion se adapta
mejor que el mondmero a las propiedades de estabilidad de la proteina. Este
tetrdmero presenta una forma de mancuerna. El mango estda formado por las
interacciones de las extensiones de los cuatro mondmeros y los discos de la pesa por el
domino central de los mondédmeros (fig. IV.6C).
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Figura IV. 6. Estructura de LodA. (A) Mondmero de LodA. (B) Ensamblaje del dimero presente en la
unidad asimétrica de la estructura cristalina. (C) Ensamblaje del tetrdmero mostrando la forma de
mancuerna.

El mapa de densidad electrénica indica que el centro activo estd formado por un
residuo de triptéfano modificado (Trp581) unido covalentemente a un atomo de
azufre de la cisteina 516 dando lugar a un cofactor CTQ (fig. IV.7A). Este cofactor habia
sido descrito previamente en la QHNDH de Paracoccus denitrificans (Datta et al., 2001)
y Pseudomonas putida (Satoh et al., 2002). Este resultado concuerda con datos previos
de nuestro grupo de investigacidon que indicaban la presencia de un cofactor quindnico
en el centro activo de LodA. Esta proteina era inhibida por B-aminopropionitrilo y
ademas se tefiia con nitroazul de tetrazolio (NBT) (Gomez et al., 2006), un reactivo
utilizado para la deteccion de quinoproteinas (Paz et al., 1991). Estos datos también se
encuentran apoyados por el espectro de absorcidn de la proteina pura (fig. IV.7B) que
es similar a la de QHNDH de P. denitrificans (Datta et al., 2001). Durante la realizacién
de este trabajo se ha publicado la estructura de LodA obtenida en el sistema nativo y
se ha mostrado que el cofactor es cisteina triptofilquinona (CTQ) (Okazaki et al., 2013).

El analisis de la estructura de LodA ha revelado algunos residuos que estan situados
cerca del centro activo (fig. IV.7C). Algunos de ellos Arg100, Glu101 y Tyr211 parecen
disponerse en el canal de entrada al centro activo. En el Ultimo caso parece tratarse de
un lazo flexible que no se detecta en la estructura de la proteina obtenida de cultivos
de M. mediterranea (PDB 3WEU).
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Figura IV. 7. Sitio activo de LodA. (A) Mapa de densidad electrénica del cofactor CTQ. (B) Espectro de
absorcién de LodA en el rango de cofactor quindnico. (C) Residuos de LodA en el entorno del centro
activo y el canal de entrada al centro activo.

IV.2.3.2.2. Andlisis de LodA activa por espectrometria de masas (MS).

Como se ha indicado previamente (apartado IV.2.3.1), la forma de LodA soluble y
activa que contiene el cofactor CTQ muestra una masa molecular (MM) de 83070,95 +
0,86 que corresponde a un incremento de +28 debido a la modificacion post-
traduccional que tiene lugar durante la sintesis del cofactor.

Cuando LodA activa purificada se sometié a digestion con tripsina y posterior analisis
por HPLC MS/MS, se obtuvieron 20 péptidos no modificados que cubren un total de
356 aminoacidos (tabla IV.1). Adicionalmente se realizd una busqueda no
automatizada de péptidos modificados que permitié detectar una sefial débil
compatible con la presencia de un dipéptido en el que se localizaria el cofactor CTQ
(fig. 1V.8).
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. m/z
Secuencia .
experimental

(R)YQGQVFK(V) 706,38

(K)DAYQIK(H) 737,38

(K)AAWYEFR(E) 942,45

(R)NHELFDFK(E) 1049,51

(K)HFESLGTLR(T) 1059,56

(R)QSLIIDLGPR(S) 1111,65
(R)SSNIRPRSGTR(M) 1230,67
(R)DGSAANKANRMK(Y) 1262,63
(K)NIEWTVHLANK(K) 1324,70
(K)GTKKGKLMASYFEER(A) 1744,91
(R)DNSYSARGVPWRNASK(T) 1807,88
(K)VFGASNEELTLDSPNVK(N) 1819,91
(RINFDLVPDMYDSATGHYK(S) 1972,87
(K)SDYVANFDRDILPIIQR(I) 2035,06
(R)DRNQNNDGFPFFTETER(N) 2086,92
(K)EVLVGQVTGNSEDNETSLPVFFINANK(E) 2921,45
(K)AYFDVNGLTPERDECEEETGCEPGDLTK(R) 3231,37
(R)SVSGVMATVEISINNIPETYLHPSYPSGELLQGSK(H) 3717,87
(R)LGNANTDNFVLNPMEIGGLPYEHDVDLKPTTTVVNFK(D) 4073,03
(K)VIGDYDQPQQVLMSSEVEGDILPLMPMNSGSNSVSSSNFYDLTDNVVEK(F) 5348,48
(R)MACPWQADFFNETIQTVNFSEPSVNK(A) + 1766.8*

(K)NVDEKVPLPPAYYSYWWPPQSPWDVLTGELDTEGQLHSHLPAGQQINYAR(G)* !

Tabla IV. 1. Péptidos de LodA recombinante activa detectados por digestion con tripsina y analisis por
HPLC MS/MS. En rojo se indican péptidos mas pequefios que también fueron detectados. Los residuos
que forman parte del cofactor quindnico estan destacados en verde. *Péptido detectado con un
incremento en la MM de +28, que es compatible con la presencia de un cofactor quindnico de tipo CTQ
uniendo ambos péptidos.

1621.8 19469

1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900 1950 2000 2050 2100

Figura IV. 8. LodA recombinante activa digerida con tripsina y analizada por HPLC-MS/MS. La flecha
roja indica un pico compatible con la presencia de un péptido que incluiria el cofactor quindnico. El pico
corresponde al péptido que posee una MM de 8828,9 con una carga de +5, relacién m/z = 1766,8.
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Por otra parte, cuando LodA activa purificada fue sometida de nuevo a digestiéon con
tripsina y el andlisis posterior se realizé con MALDI-TOF se obtuvieron un total de 18
péptidos que cubrian el 33,3% de la proteina (tabla 1V.2). Estos péptidos fueron
automaticamente detectados porque no tenian ninguna modificacion post-
traduccional. La busqueda manual de péptidos que contuvieran residuos modificados
revelé de nuevo (al igual que con el andlisis MS/MS) una sefial compatible con la
presencia de un dipéptido conteniendo el cofactor quindnico CTQ. El dipéptido
detectado posee una relacion m/z de 8181,85, lo que supone un aumento de +28 con
respecto al valor tedrico de la suma de los dos péptidos por separado (tabla 1V.2).

Tedrico Experimental
Secuencia m/z m/z
(monoisotopico) | (monoisotdpico)
(R)QLDNK(V) 617,33 617,33
(K)DAYQIK(H) 737,38 737,38
(R)SSNIRPR(S) 829,46 829,46
(K)ESLEGKGTK(K) 948,50 948,50
(R)NASKTASSER(Q) 1050,52 1050,52
(K)HFESLGTLR(T) 1059,56 1059,56
(R)QSLIIDLGPR(S) 1111,65 1111,65
(R)ELNGNLLYGR(D) 1148,61 1148,61
(K)NIEWTVHLANK(K) 1324,70 1324,70
(K)ANRMKYYNYFR(Q) 1525,74 1525,74
(K)DEAGCIRRQGQVFK(V) 1663,83 1663,83
(R)DECEEETGCEPGDLTK(R) 1754,67 1754,67
(K)VFGASNEELTLDSPNVK(N) 1819,91 1819,91
(K)SDYVANFDRDILPIIQR(I) 2035,06 2035,06
(R)GINSYSQMVEHWSALAFIR(D) 2209,09 2209,09
(R)RQGQVFKVFGASNEELTLDSPNVK(N) 2663,38 2663,38
(K)AYFDVNGLTPERDECEEETGCEPGDLTK(R) 3117,33 3117,33
(R)SVSGVMATVEISINNIPETYLHPSYPSGELLQGSK(H) 3717,87 3717,87
(RYIMACPWQADFFNETIQTVNFSEPSVNK(A) + 2977,33 + 8181 85*
(K)VPLPPAYYSYWMIPPQSPWDVLTGELDTEGQLHSHLPAGQQINYAR(G) 5177,52 !

Tabla IV. 2. Péptidos de LodA recombinante activa detectados por digestion con tripsina y analisis por
MALDI-TOF. Los residuos que forman parte del cofactor quindnico estan resaltados en verde. Las
cisteinas en minuscula fueron detectadas modificadas por carbamidometilacion (+57). *MM del
dipéptido que corresponde a un incremento de +28, compatible con la presencia de un cofactor
quindnico de tipo CTQ uniendo los péptidos.

Los resultados en este apartado revelan que el incremento de MM de la proteina
completa detectado en el apartado IV.2.3.1 es debido a la generacidén del cofactor
CTQ. Los dos residuos que forman parte del cofactor estdn en diferentes péptidos que
se mantienen unidos mediante el cofactor. Es importante destacar que en estos
estudios no se detectaron péptidos que contuvieran los residuos que forman parte del
cofactor, Cys516 and Trp581, sin modificar.
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IV.2.3.3. Analisis de la forma precursora de LodA (PreLodA) por espectrometria de
masas (MS).

Cuando PrelLodA fue analizada por espectrometria de masas para determinar su masa
molecular total, mostré un incremento de MM de +16 lo que sugiere que podria
corresponder a una forma intermedia de la enzima. Con el fin de caracterizar esta
posible forma intermedia en la formacidn de LodA activa, se realizaron andlisis
adicionales de espectrometria de masas.

PreLodA purificada se sometid a digestién con tripsina y a analisis por MS/MS, en el
cual se detectaron 12 péptidos que cubrian el 26% de la proteina completa (tabla
IV.3). Con esta técnica no se detectd ningun péptido que contuviera la Cys516, residuo
gue forma parte del cofactor quindnico. Por el contrario, se detecté un péptido de 45
aminodcidos que muestra un aumento de MM de +16 y que contiene el Trp581 que
forma parte del cofactor CTQ.

Secuencia n.\/z

experimental
(RYMACPWQADFFNCTIQTVNFSEPSVNK(A) 1545,74
(K)EVLVGQVTGNSEDNETSLPVFFINANK(E) 1461,85
(R)NFDLVPDMYDSATGHYK(S) 988,15
(K)VFGASNEELTLDSPNVK(N) 1819,02
(K)NIEWTVHLANK(K) 1325,55
(R)NHELFDFK(E) 1049,20
(R)QSLIIDLGPR(S) 1113,19
(K)NIEWTVHLANK(K) 1326,52
(R)DILPIIQR(1) 968,31
(R)ELNGNLLYGR(D) 1149,12
(K)HFESLGTLR(T) 530,10
(K)VPLPPAYYSYWWPPQSPWDVLTGELDTEGQLHSHLPAGQQINYAR(G)* 1732,9

Tabla IV. 3. Péptidos de PreLodA detectados tras digestion con tripsina y su analisis por MS/MS.
Residuos que forman parte del cofactor quindnico resaltados en verde. *Péptido con +16.

Con el fin de profundizar en el andlisis e intentar detectar el péptido que contiene la
Cys516, PreLodA purificada se sometid a digestidn con tripsina y analisis por MALDI-
TOF. Se detectaron 19 péptidos que cubrian el 41,5% del total de la proteina (tabla
IV.4). En este nuevo andlisis, se detectaron dos péptidos que contenian los residuos
Cys516 y Trp581, respectivamente (tabla IV.4; fig. IV.9).
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m/z m/z
Secuencia tedrico experimental
(monoisotdpico) | (monoisotdpico)
(K)YYNYFR(Q) 925,42 925,42
(K)AAWYEFR(E) 942,45 942,45
(R)NHELFDFK(E) 1049,51 1049,51
(K)HFESLGTLR(T) 1059,56 1059,56
(R)QSLIIDLGPR(S) 1111,65 1111,65
(K)LMASYFEER(A) 1145,53 1145,53
(R)ELNGNLLYGR(D) 1148,61 1148,61
(K)NIEWTVHLANK(K) 1324,70 1324,70
(K)GTKKGKLMASYFEER(A) 1744,91 1744,90
(R)NQNNDGFPFFTETER(N) 1815,79 1815,79
(K)VFGASNEELTLDSPNVK(N) 1819,91 1819,91
(R)ELNGNLLYGRDNSYSAR(G) 1941,94 1941,94
(R)NFDLVPDMYDSATGHYK(S) 1972,87 1972,88
(R)GINSYSQMVEHWSALAFIR(D) 2209,09 2209,09
(R)THYEWGNLPAGVSVPDQSSVSATK(N) 2530,22 2530,22
(K)EVLVGQVTGNSEDNETSLPVFFINANK(E) 2921,45 2921,45
(RIMACPWQADFFNETIQTVNFSEPSVNK(A) 3091,37 3091,37
(K)AYFDVNGLTPERDECEEETGCEPGDLTK(R) 3174,35 3174,35
(K)VPLPPAYYSYWMIPPQSPWDVLTGELDTEGQLHSHLPAGQQINYAR(G) 5177,52 5193,52*

Tabla IV. 4. Péptidos de PreLodA detectados por digestion con tripsina y analisis por MALDI-TOF.
Residuos que forman parte del cofactor quindnico resaltados en verde. Las cisteinas en minuscula

fueron detectadas modificadas por carbamidometilaciéon (+57). *Péptido que contiene el Trp581,

detectado con la MM indicada que corresponde a un incremento de +16.
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Figura IV. 9. Analisis de PreLodA recombinante por MALDI-TOF tras digestion con tripsina. (A) Se
muestra un pico compatible con el péptido que contiene la Cys516 forma parte del cofactor quindnico
sin ninguna modificacion. (B) Se muestra un pico compatible con el péptido con un aumento de +16 en
su masa que contiene el Trp581. En azul se muestran los picos correspondientes a LodA.

El primer péptido detectado contiene dos cisteinas, incluyendo Cys516, que fueron
detectadas carbamidometiladas. La relacién m/z de 3091,38 de este péptido, coincide
con su masa tedrica esperada (tabla IV.4; fig. IV.9A). Esto indica que este residuo esta
libre, es decir, que no esta formando parte del cofactor. El segundo péptido detectado
contenia el Trp581 y poseia una relacion m/z de 5193,52 (tabla IV.4, fig. IV.9B). Este
valor al compararlo con la masa tedrica esperada era indicativo de un incremento de
+16.

Para determinar cual era el residuo modificado en este ultimo péptido detectado
(VPLPPAYYSYWWPPQSPWDVLTGELDTEGQLHSHLPAGQQINYAR), una nueva muestra de
PreLodA se digirio con tripsina y fue sometida a un analisis ESI-MS/MS para intentar
secuenciar el péptido. Aunque se detectd el mismo pico indicado en la tabla IV.3, no
fue posible obtener resultados concluyentes del analisis, probablemente debido al
gran tamafo que tiene este péptido.

Con el fin de evitar el problema anteriormente mencionado, PreLodA fue digerida con
proteasas alternativas. En primer lugar se realizé un andlisis de la secuencia de LodA
usando una herramienta que predice el tamafio de los fragmentos esperados tras la
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digestion por diferentes proteasas (http://web.expasy.org/peptide _mass/). En funcion
de los resultados obtenidos, se eligieron para los ensayos posteriores las proteasas
quimiotripsina y pepsina, que proporcionaban fragmentos de pequeifo tamafio
conteniendo el Trp581. Los productos de PreLodA obtenidos tras la digestion con cada

una de ellas por separado fueron analizados por ESI-MS/MS.

Con ambas enzimas fue posible detectar un péptido que contenia el Trp581 y que
mostraba el incremento de +16. Con quimiotripsina el péptido detectado fue
WWPPQSPWDVL (m/z=1426,61). Cuando se usé pepsina, el péptido detectado fue
WPPQSPWL (m/z=913,43). El analisis ESI-MS/MS de este ultimo péptido indicd
claramente que el residuo con el incremento de MM de +16 es el Trp581, porque el
Unico idn y con ese aumento de masa fue el que contenia ese residuo (fig. IV.10). Este
incremento de masa es compatible con la insercion de un Unico atomo de oxigeno en
forma de grupo hidroxilo.

Intefs? B3* B4* B6* B7* B B +16 v N vy+16
WP P Q S P W w 187,09 203,09 897,43 913,43
P 284,14 300,14 711,34 726,34
2000
P 381,19 397,19 614,29 630,29
852.4
Q 509,25 525,25 517,24 533,24
Y3 Y4 Y5 Ve 7
S 596,28 612,28 389,18 405,18
1500 | WPS Q P P w P 693,34 709,34 302,16 318,15
w 879,42 852,42 205,09 221,09
W
1000
500 4 3971
i w } ‘
0 1 | (7 | |
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 m/z

Figura IV. 10. Espectro del péptido W(581)PPQSPW obtenido por digestion con pepsina de PreLodA
recombinante y su analisis por ESI-MS/MS. Los iones y y B detectados se muestran resaltados en color
amarillo. Los iones marcados con un asterisco (*) muestran un incremento de masa de +16 debido a una
modificacidon post-traduccional. La tabla insertada muestra los iones tedricos que se podrian detectar,
resaltando en amarillo los detectados.
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11.2.3.4. Analisis de LodA obtenida de los cuerpos de inclusion por espectrometria de
masas (MS)

A partir de cultivos inducidos con vectores que contenian solo /lodA se obtuvo una
tercera forma molecular inactiva a partir de los cuerpos de inclusion. Cuando se
analizé por MS la MM de la proteina completa, el resultado obtenido indicé la ausencia
de modificacion post-traduccional de la proteina (apartado 1V.2.3.1). Con el objetivo
de detectar los péptidos que contuvieran los residuos que forman parte del cofactor,
esta muestra fue digerida con tripsina y analizada por MALDI-TOF. Se detectaron 13
péptidos que cubrian el 32,09% del total de la proteina (tabla IV.5).

m/z m/z
Secuencia tedrico experimental
(monoisotépico) | (monoisotépico)
(R)SGTRMRG(-) 764,38 764,383
(R)JGVPWRNASK(T) 1014,55 1014,55
(K)HFESLGTLR(T) 1059,56 1059,56
(R)QSLIIDLGPR(S) 1111,65 1111,65
(K)NIEWTVHLANK(K) 1324,70 1324,70
(R)SSNIRPRSGTR(M) 1230,67 1230,67
(K)DEAGCIRRQGQVFK(V) 1606,83 1606,81
(R)DRNQNNDGFPFFTETER(N) 2086,92 2086,92
(K)NIEWTVHLANKKAAWYEFR(E) 2376,22 2376,22
(R)THYEWGNLPAGVSVPDQSSVSATK(N) 2530,22 2530,22
(K)RMACPWQADFFNETIQTVNFSEPSVNK(A) 3133,43 3133,43
(K)VFGASNEELTLDSPNVKNIEWTVHLANKK(A) 3253,69 3253,69
(K)VPLPPAYYSYWMIPPQSPWDVLTGELDTEGQLHSHLPAGQQINYAR(G)* 5177,52 5193,52

Tabla IV. 5. Péptidos de LodA extraida de los cuerpos de inclusion detectados por digestion con
tripsina y analisis por MALDI-TOF. Los residuos que forman parte del cofactor quindnico resaltados en
verde. *Péptido que contiene el Trp581 detectado con una MM que corresponde a un incremento de
+16.

En este nuevo andlisis, se detectaron dos péptidos que contenian los residuos Cys516 y
Trp581, respectivamente (tabla IV.5). Se detecté un péptido de 27 aminodcidos
(RMACPWQADFFNCTIQTVNFSEPSVNK) que contenia la Cys516 sin modificar (tabla
IV.5). También se detectd un péptido que contenia el Trp581, con una relacién m/z de
5193,52 (tabla IV.5). Este valor comparado con la masa tedrica esperada indicé un
incremento +16. Este Ultimo dato inesperado sugiere que LodA obtenida a partir de los
cuerpos de inclusion presenta al igual que PreLodA un atomo de oxigeno extra en el
triptéfano que forma parte del cofactor. Sin embargo, la MM de la proteina completa
no muestra esta modificacion. Esta diferencia podria ser debida a que durante el
proceso de extraccidn de los cuerpos de inclusion y posterior digestién con proteasas
se facilitase la autooxidacidon de este residuo generando asi PreLodA.
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IV.3. ANALISIS DE RELACIONES ESTRUCTURA-FUNCION EN LodA.

IV.3.1. Residuos en el entorno del centro activo.

Hasta el momento, LodA y GoxA son las Unicas oxidasas descritas que contiene un
cofactor de tipo CTQ (Okazaki et al., 2013; Campillo-Brocal et al., 2013). Debido a su
caracter novedoso se conoce poco acerca de este tipo de proteinas, particularmente
en relacién al mecanismo de sintesis del cofactor. Por ello, para profundizar en el
estudio de las relaciones estructura-funcién en este tipo de proteinas se analizaron
mediante mutagénesis dirigida diversos residuos localizados en el entorno del centro
activo.

Como se ha comentado antes, LodA y GoxA de M. mediterranea son las Unicas enzimas
conocidas que poseen un cofactor derivado del triptéfano con actividad oxidasa. Las
otras enzimas con este tipo de cofactor, MADH y AADH que contienen un cofactor TTQ
y QHNDH que contiene un cofactor CTQ son deshidrogenasas (Mclntire et al., 1991;
Govindaraj et al., 1994; Datta et al., 2001). Aunque en su estructura general MADH y
QHNDH no se parecen, comparten que proximo a su centro activo hay dos residuos de
aspartico conservados que ocupan posiciones idénticas (Jones et al., 2005). Entre la
estructura general de LodA y QHNDH tampoco existe parecido. Sin embargo, si se
compara la estructura del entorno del centro activo de LodA y de la subunidad y de
QHNDH si se observan similitudes (fig. IV.11.A). Se puede observar que ademas del
cofactor CTQ, los dos residuos de aspartico conservados (Asp12 y Asp33) en QHNDH
anteriormente mencionados ocupan posiciones similares a un residuo de aspartico
(Asp512) y a un residuo de cisteina (Cys448) en LodA (fig. IV.11A). Por otra parte, si se
compara LodA con MADH se observa un resultado parecido, aunque tampoco existe
similitud en el plegamiento general de estas dos proteinas, los dos asparticos
conservados de MADH (Asp32 y Asp76) estan cercanos a la posicion del Asp512 vy la
Cys448 de LodA (fig. IV.11B). Estos datos sugieren que los residuos localizados en estas
posiciones podrian tener un papel importante en la catalisis, en la sintesis del cofactor,
o en ambos procesos.
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Figura IV. 11. Superposicion de residuos en el entorno del centro activo de LodA con otras proteinas
con cofactores derivados del Trp. (A) Superposicién con QHNDH. Se muestran ambos cofactores CTQ y
los residuos Cys448 y Asp512 de LodA (PBD ID 2YMW) con los correspondientes residuos Asp12 y Asp33
de la subunidad y de QHNDH (PDB ID 1JJV). (B) Superposicion con MADH (PDB ID 2BBK). Los residuos
triptofilquinona fueron alineados manualmente. Después de esto, los residuos Asp32 y Asp76 de la
subunidad B de MADH se localizan en posiciones similares a los residuos Cys448 y Asp512 de LodA.

Con el fin de explorar el mecanismo de sintesis del cofactor de LodA, se mutaron a Ala
(apartado 11l.17 de Materiales y métodos) los residuos que forman parte del cofactor
quindnico (Cys516 y Trp581) y los dos residuos Asp512 y Cys448 que se encuentran
bien alineados con los dos asparticos conservados en QHNDH y MADH. Las versiones
mutantes de LodA fueron analizadas en comparacién con la proteina sin mutar
(HisLodA) expresadas todas en ellas en presencia de LodB.

La mutacion en el triptdéfano del cofactor, W581A, generd una proteina con una MM
de 82929,3 + 0,64. Esta MM podria corresponder a la proteina mutante sin ninguna
modificacidon post-traduccional. De acuerdo a estas observaciones, LodA W581A no
mostré actividad (fig. IV.12A). En concordancia con estos resultados, la forma
multimérica de LodA (MLodA) que es la que muestra actividad enzimatica no pudo ser
detectada (fig. IV.12B). Estos resultados confirman que la sintesis del cofactor es
esencial para la actividad LodA.
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Figura IV. 12. Expresion heterdloga de HisLodA y de algunos mutantes en E. coli Rosetta (DE3). Los
mutantes fueron generados en el plasmido pETLODAB15 conteniendo los genes lodA y lodB. PreLodA
solo contiene lodA expresada desde el plasmido pETLODA15. En todos los casos, LodA se expresa
fusionada a una etiqueta de poli-His en N-terminal. (A) Actividad enzimatica de la proteina purificada y
(B) SDS-PAGE de extractos bajo condiciones no desnaturalizantes. MLodA: LodA multimérica.

Cys516 es el segundo residuo que forma parte del cofactor CTQ en la proteina nativa.
La mutacion de este residuo a Ala genera una proteina en el sistema recombinante con
una MM de 83012,34 + 0,77. De la misma manera que en el mutante previo, esta MM
estd en concordancia con la masa molecular esperada de la proteina mutante sin
ninguna modificacidon post-traduccional. Para confirmar este punto, LodA C516A fue
digerida con tripsina y los péptidos obtenidos fueron analizados por MALDI-TOF. Dos
picos de interés fueron detectados (tabla IV.6). El primero corresponde al péptido que
contiene la mutacion C516A. El segundo péptido contiene el Trp581 sin ningun tipo de
modificacidon post-traduccional. La deteccion de este ultimo pico y el hecho de que la
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MM de la proteina completa esté sin modificar indican que la mutacion C516A impide
la primera hidroxilacién de Trp581. Una posible explicacion para este resultado seria
gue la mutacién en Cys516 podria generar algun tipo de cambio conformacional en la
proteina que afectaria a la orientacion del Trp581 evitando la primera hidroxilacién
que se produce en ausencia de LodB. Tanto la mutacién en la Cys516 como la no
hidroxilacion del Trp581 impiden la sintesis del cofactor. En consecuencia, la proteina
mutada no muestra actividad enzimatica, ni se detecta la forma multimérica en SDS-
PAGE (fig. IV.12).

Modificacion
Secuencias m/z post-traduccional
de la MM
LodA (RYMACPWQADFFNCTIQTVNFSEPSVNK(A) + 818185 28
activa | (K)VPLPPAYYSYWWPPQSPWDVLTGELDTEGQLHSHLPAGQQINYAR(G) ’
(RYIMACPWQADFFNETIQTVNFSEPSVNK(A) 3091,37 0
PreLodA
(K)VPLPPAYYSYWWPPQSPWDVLTGELDTEGQLHSHLPAGQQINYAR(G) | 5193,52 +16
(R)MACPWQADFFNATIQTVNFSEPSVNK(A) 2945,36 0
LodA
C516A | (K)VPLPPAYYSYWWPPQSPWDVLTGELDTEGQLHSHLPAGQQINYARGIN 7367 58 0
SYSQMVEHWSALAFIR(D) !
(RYIMACWQAAFFNCTIQTVNFSEPSVNK(A) 2933,34 0
LodA
D512A | (K)NVDEKVPLPPAYYSYWWPPQSPWDVLTGELDTEGQLHSHLPAGQQIN 795288 0
YARGINSYSQMVEHWSALAFIR (D) ’
LodA (K)NVDEKVPLPPAYYSYWWPPQSPWDVLTGELDTEGQLHSHLPAGQQIN 795288 0
C448A YARGINSYSQMVEHWSALAFIR (D) ’

Tabla IV. 6. Péptidos que contienen los residuos del cofactor CTQ detectados por digestion con
tripsina y su posterior andlisis con MALDI-TOF de diferentes formas moleculares de LodA
recombinante. Los residuos que forman parte del cofactor quindnico estan resaltados en verde. Los
residuos mutados aparecen en amarillo. Las cisteinas en minuscula fueron detectadas modificadas por
carbamidometilacion (+57).

La mutacion LodA D512A también genera una proteina inactiva (fig. IV.12). La masa
molecular de esta proteina fue de 83000,4 £+ 0,81. Como en los mutantes previos, esta
MM correspondia a la proteina mutante sin ninguna modificacion post-traduccional.
Los analisis por MALDI-TOF mostraron dos picos interesantes (tabla IV.6). Uno de ellos
posee una relacion m/z = 2933,34 y contiene el residuo mutado. El segundo péptido,
con relacién m/z = 7952,88, contiene el Trp del cofactor sin ninguna modificacion post-
traduccional. Este pico es el mismo que fue detectado en el mutante C516A, excepto
que es 5 aminodcidos (NVDEK) mds largo en el extremo N-terminal, indicando que la
tripsina no digiridé un sitio. Los resultados obtenidos indican que Asp512 es esencial
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para la biosintesis del cofactor en LodA a nivel de la primera hidroxilacion que genera
PreLodA. Un papel similar ha sido propuesto para el residuo Asp76 conservado en
MADH (Jones et al., 2005).

La proteina que se genera en el sistema recombinante cuando LodA tiene la mutacién
C448A muestra una MM de 83012,62 + 0,75, que de nuevo corresponde a la masa de
la proteina sin ninguna modificacién. De acuerdo con este resultado, el analisis
mediante MALDI-TOF de LodA C448A reveld que el Trp581 esta sin modificar ya que se
observo el mismo pico que en el mutante D512A con una relacién m/z = 7952,88 (tabla
IV.6). Sin embargo, a diferencia de todos los mutantes previos analizados, la actividad
enzimdtica de este mutante no fue nula, sino que fue aproximadamente el 19% de
actividad de la enzima silvestre (fig. IV.12A). Ademas, en geles SDS-PAGE fue posible
detectar MLodA (fig.IV.12B). Estos resultados son de dificil interpretaciéon. Una
posibilidad es que la mutacién C448A genere una mezcla de LodA activa e inactiva, la
mayoria de ella en la Ultima forma, siendo esta la detectada en nuestro analisis.
Cuando MADH fue mutado en el residuo Aspl2 que se encuentra localizado en una
posicién similar a la Cys448 de LodA, se obtuvo un resultado similar, detectdandose una
mezcla de formas moleculares (Jones et al., 2005). Resultados recientes obtenidos en
colaboracién con el laboratorio del Dr. Victor L. Davidson (UCT, USA) sugieren una
posibilidad alternativa consistente en la modificacién de la actividad enzimatica de la
proteina (Sehanobish et al., 2015).

1V.3.2. Residuos en el canal de entrada al centro activo.

La estructura de LodA muestra una serie de residuos que podrian encontrarse en el
canal de entrada al centro activo (fig. IV.7C). De estos, los residuos Tyr211, Glu101 y
Argl00 fueron mutados a Ala y las versiones mutantes de LodA generadas fueron
analizadas en comparacion con la proteina silvestre.

De entre los tres residuos analizados, solamente la mutacién Y211A genera pérdida
completa de actividad (fig. IV.12A). Pese a esta pérdida de actividad, LodA Y211A si
genera la forma multimérica como se observa en los geles SDS-PAGE (fig. IV.12B).
Analizando esta proteina por HPLC-ESI MS TOF se observé una MM de 82978,5 + 0,37,
lo que supone un aumento de +28, indicativo de que presenta el cofactor. Sin
embargo, también fue posible detectar la MM (82950,82) de la proteina sin modificar,
sugiriendo que esta presente una mezcla de proteina modificada y sin modificar.

Por otra parte, aunque en el mutante E101A fue posible detectar MLodA en geles SDS-
PAGE (fig. IV.12B) solamente se observd el 10% de actividad de la enzima nativa
(fig.IV.12A). Estos resultados indican que la mutacion de este residuo afecta a la
actividad enzimatica de la proteina. Por ultimo, en el mutante R100A se detectan
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niveles de actividad similares a la enzima nativa (fig. IV.12A), observandose MLodA en
los geles SDS-PAGE (fig. 1IV.12B). Ambos datos sugieren que este residuo no es
importante para la generacién de la forma activa de LodA ni para su actividad
enzimatica.

IV.3.3. Anadlisis del extremo C-terminal de LodA.

Andlisis previos de LodA mostraron que aunque es una proteina secretada al medio
extracelular (Lucas-Elio et al., 2005), no era posible reconocer en su extremo N-
terminal ningun tipo de péptido sefial (Lucas-Elio et al., 2006). Esto sugiere que LodA
posee un mecanismo de secrecidn no convencional. En este sentido, en el extremo C-
terminal se detecta un dominio con numerosos residuos con carga positiva (fig. 1V.13).
Por similitud con otras proteinas, estos residuos podrian estar relacionados con
mecanismos de secrecién (Vergunst et al., 2005). Datos previos de nuestro grupo de
investigacion mostraron que las fusiones realizadas en extremo C-terminal de LodA
causaban una disminucion en la actividad enzimatica extracelular detectada respecto a
la cepa silvestre, sugiriendo que esta zona podria participar en el mecanismo de
secrecidn de la proteina en M. mediterranea (Gomez et al., 2010).
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Figura IV. 13. Secuencia aminoacidica de LodA. En azul se marcan los residuos basicos del extremo C-
terminal. En amarillo se destacan los 46 aminoacidos del extremo C-terminal rico en residuos basicos
delecionados en LodACT. Subrayados en rojo aparecen los 9 residuos delecionados en LodACT2.
Resaltados en verde se muestran la Cys516 y el Trp581 que forman parte del cofactor quindnico.

Para analizar si los residuos basicos situados en el extremo C-terminal participan en el
mecanismo de secrecién de LodA, se crearon mutantes de esta proteina en los que se
delecionaron fragmentos de diferentes tamafios en su extremo C-terminal. La
actividad de los mutantes se ensayd tanto en el sistema recombinante, para ver su
efecto sobre la actividad, como en el nativo. En este ultimo, ademas del efecto de la
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delecion sobre la actividad, se podria detectar si esta afecta a la secrecidon de la
proteina.

IV.3.3.1. Sistema recombinante.

Con el fin de comprobar si deleciones en el extremo C-terminal tenian algun tipo de
efecto sobre la actividad lisina oxidasa, se construyeron dos plasmidos en los que LodA
tenia deleciones de diferente tamafio en este extremo. pETLODACT15 contiene el gen
lodACT (delecién de 46 aminoacidos) y pETLODACT2-15 el gen lodACT2 (delecion de 9
aminoacidos) (fig. IV.13). La construccion de estos vectores se describe en el apartado
111.15.1 de Materiales y métodos.

Ambos vectores estan construidos a partir del vector pET15 que afiade una etiqueta de
poli-His al extremo N-terminal de LodA. Para expresar LodB necesaria para la sintesis
del cofactor (apartado 1V.4.2.1) se utiliz6 el vector pETMBPLODB28. Este plasmido
lleva LodB fusionada a una etiqueta de MBP en el extremo N-terminal (apartado
111.15.2), y permite la generacidon de LodB en altas cantidades. Ensayos preliminares
mostraron que este vector permitia obtener actividad lisina oxidasa en cultivos
inducidos que ademas contienen otro vector que exprese LodA (fig. IV.14A). En
concordancia con estos resultados, en estos cultivos se detectd la forma multimérica 'y
activa de LodA (MLodA) (fig. IV.14B).
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Figura IV. 14. Expresion recombinante de LodA en presencia de LodB fusionada a MBP. Cultivos de E.
coli Rosetta (DE3) conteniendo diferentes combinaciones de plasmidos fueron inducidos durante 16 h.
(1) Control [sin plasmido]; (2) pETLODA11 [LodA]; (3) pETMBP28 [MBP], (4) pETLODA11 +
pPETMBPLODB28 [LodA + MBPLodB] y (5) pETMBPLODB28 [MBPLodB]. (A) Actividad lisina oxidasa. (B)
SDS-PAGE en condiciones no desnaturalizantes. MLodA: multimero de LodA.
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A continuacién, se comparé la actividad obtenida cuando se expresd la copia silvestre
de LodA con la de los dos plasmidos con deleciones en C-terminal. Estas deleciones se
construyeron sobre la versién de LodA que contiene una fusién de poli-His en N-
terminal (HisLodA). En todos los casos la induccién se realizd a 15 °C, a una
concentraciéon de IPTG de 1 mM. Se recogieron alicuotas a diferentes tiempos de
induccion (1 hora, 2 horas y 16 horas) para analizar la fraccién soluble por SDS-PAGE y
medir actividad lisina oxidasa.

En primer lugar, se ensayd la expresion de la proteina HisLodACT. Los cultivos con
pETLODA15 + pETMBPLODB28 que expresaba HisLodA, mostraron actividad desde Ila
primera hora de induccion. Por el contrario, en los cultivos en los que se indujo
HisLodACT, la actividad lisina oxidasa no fue detectada ni tras 16 horas de induccién
(fig. IV.15A). El analisis por SDS-PAGE en condiciones no desnaturalizantes mostré que
en los cultivos con HisLodA la forma multimérica activa de LodA (MLodA) fue
detectada en cualquiera de los tiempos analizados. Sin embargo, cuando HisLodA tenia
el extremo C-terminal delecionado, MLodA no fue detectada (fig. IV.15B). Estos datos
indican que los 46 residuos de la zona C-terminal son importantes para obtener la
forma activa de LodA.

La presencia de la etiqueta de poli-His en HisLodACT ha permitido su purificacién de
los cultivos inducidos (datos no mostrados), indicando que se ha expresado
correctamente pero no se ha generado la forma multimérica activa.
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Figura IV. 15. Expresion recombinante de HisLodA y la version mutante HisLodACT. (1) Control
negativo [sin plasmido]; (2) pETLODA15 + pETMBPLODB28 [HisLodA + MBPLodB] y (3) pETLODACT15 +
pPETMBPLODB28 [HisLodACT + MBPLodB]. (A) Medida de actividad lisina oxidasa de los cultivos
inducidos a diferentes tiempos (1 hora, 2 horas y 16 horas). (B) SDS-PAGE en condiciones no

2 3

desnaturalizantes. Las flechas indican las proteinas detectadas. MLodA: multimero de LodA.

En una segunda serie de experimentos se decidié estudiar el efecto de la delecién de
un menor nimero de aminodcidos. La proteina HisLodACT2 carece de los ultimos 9
residuos del extremo C-terminal (fig. IV.13). Las medidas de actividad lisina oxidasa
mostraron que la actividad en el cultivo con HisLodACT2 fue menor que en la copia
silvestre durante las primeras horas, pero aumenté con el tiempo (fig. IV.16A). Al igual
gue en el experimento anterior, cuando LodA completa estaba presente se detectd el
multimero en cualquier tiempo de induccién. Sin embargo, en los cultivos inducidos
gue contenian HisLodACT2 Unicamente se observé la forma multimérica en el periodo
mas largo de incubacion (16 horas) (fig. IV.16B). Estos datos sugieren que LodA se
genera mas lentamente. Una posibilidad es que la zona C-terminal delecionada
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participe en la generacién de la forma activa de LodA, por ejemplo, interaccionando de

alglin modo con LodB.
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Figura IV. 16. Expresion recombinante de HisLodA y la version mutante HisLodACT2. (1) Control
negativo [sin plasmido]; (2) pETLODA15 + pETMBPLODB28 [HisLodA + MBPLodB] y (3) pETLODACT2-15 +
pETMBPLODB28 [HisLodACT2 + MBPLodB]. (A) Medida de actividad lisina oxidasa de los cultivos
inducidos a diferentes tiempos (1 hora, 2 horas y 16 horas). (B) SDS-PAGE en condiciones no
desnaturalizantes. Las flechas indican las proteinas detectadas. MLodA: multimero de LodA.
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1V.3.3.2. Sistema nativo.

Para estudiar el posible papel del extremo C-terminal de LodA en su secrecién en M.
mediterranea, se construyeron vectores conjugativos en los que se clonaron tanto la
copia silvestre de lodA, con fusién de poli-His en N-terminal, como las versiones con
deleciones en el extremo C-terminal descritas en el apartado anterior. Estos vectores
fueron usados para la posterior movilizacién a M. mediterranea de los genes indicados.
En primer lugar, se construyeron los pldsmidos pBHisLODA que contiene el gen que
codifica HisLodA y pBHisLODACT que codifica HisLodACT. La construccion de estos
pldsmidos se explica en el apartado 111.15.3 de Materiales y métodos. Se usé también
un plasmido control que codifica LodA sin ningun tipo de modificaciéon (pBLODAII) y el
plasmido pBLODAHa que contiene LodA con una etiqueta de poli-His y un epitopo de
Ha en el extremo C-terminal (Gomez et al., 2010).

Los plasmidos descritos anteriormente se movilizaron a la cepa M. mediterranea LDB
que tiene delecionado el operdn lod y se le ha introducido una copia del gen lodB
(Gomez et al., 2010). Se utilizé el protocolo descrito en el apartado 111.16 de Materiales
y métodos, y se seleccionaron los transconjugantes. De esta forma se obtuvieron las
cepas de M. mediterranea HLDA/B, HLDACT/B, LDA/B y LDAHa/B.

Las cepa LDA/B mostré niveles de actividad comparable a los de la cepa silvestre en
concordancia con datos previos (Gomez et al., 2010) (fig. IV.17). Por el contrario, en las
cepas en las que LodA tenia una fusién en el extremo N-terminal (HLDA/B) o C-
terminal (LDAHa/B) se observaron niveles de actividad inferiores a la cepa silvestre
(fig. IV.17). En estos experimentos se observé ademas, que la delecion de 46
aminodcidos en C-terminal determinaba que no se observara actividad (fig. IV.17).
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Figura IV. 17. Actividad lisina oxidasa en cepas de M. mediterranea con diferentes versiones de LodA
modificadas en los extremos N o C-terminal. Actividad lisina oxidasa en sobrenadantes a las 48 horas en
medio MNGL. LDA/B: cepa con copia silvestre de LodA. LDAHa/B: LodA fusionada en C-terminal a una
etiqueta de poli-His y Ha; HLDA/B: LodA con fusién de poli-His en N-terminal; HLDACT/B: LodA igual que
la anterior pero con 46 aminoacidos delecionados en el extremo C-terminal.

Puesto que la presencia de etiquetas tanto en el extremo N- como C-terminal, tenia un
efecto en la actividad de LodA, y esto podia interferir con la deteccién del efecto de las
deleciones en C-terminal, en otra serie de experimentos se construyeron plasmidos
qgue codificaban LodA sin fusiones y con las deleciones. El pldasmido pBLODACT que
contiene el gen que codifica LodACT (delecidn de 46 aminoacidos) y pBLODACT2
contiene el gen que codifica LodACT2 (delecién de 9 aminodacidos). La construccion de
estos plasmidos se explica en el apartado IlIl.15.3 de Materiales y métodos. La
movilizacion de estos plasmidos se realizd utilizando el protocolo descrito en el
apartado lll.16 de Materiales y métodos y se seleccionaron los transconjugantes. Las
cepas obtenidas M. mediterranea LDACT2/B y LDACT/B, expresan LodA mutada en C-
terminal sin ningun tipo de fusidn en N-terminal. Estas cepas y la cepa control LDA/B se
cultivaron en medio MNGL y se recogieron muestras a diferentes tiempos (4, 8, 10, 24,
32, 48 y 72 horas). En estas muestras se midié actividad lisina oxidasa tanto en los
extractos celulares como en sobrenadantes.

Tras analizar la fraccién soluble y los sobrenadantes recogidos a diferentes tiempos no
se detectd actividad lisina oxidasa en cultivos de LDACT/B (datos no mostrados). Estos
datos concuerdan con los obtenidos en el sistema recombinante y en el nativo con
HLDACT/B indicando que la presencia de estos 46 aminoacidos es esencial para la
actividad enzimatica. La ausencia de actividad impide estudiar si ademas esta zona
participa en la secrecién.

A continuacion, se analizé la cepa LDACT2/B que tiene una delecion mas pequefia en
LodA. Al igual que en la cepa con LodA silvestre, en los sobrenadantes de esta cepa se
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detecto actividad lisina oxidasa a partir de las 24 horas. Sin embargo, los niveles
detectados son menores que los detectados en la cepa control (fig. IV.18).
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Figura IV. 18. Actividad lisina oxidasa en sobrenadantes de cultivos de M. mediterranea LDA/B (WT) y
LDACT2/B medio MNGL. En el eje izquierdo se representa el crecimiento celular medido como DOggq. En
la derecha, la actividad lisina oxidasa extracelular detectada. DO WT: e, DO LodACT2: H, SN WT: e, SN
LodACT2:

Paralelamente se analizaron los extractos celulares. En este caso, fue necesaria una
etapa intermedia de precipitacion con etanol, para eliminar las catalasas que
interfieren con la medida de actividad lisina oxidasa. Se observé que en la cepa
LDACT2/B la actividad aparecia mas tarde que en la cepa control, y ademas en
comparacion con ésta era menor (fig. IV.19). Estos datos concuerdan con los obtenidos
en el sistema recombinante donde la delecién de 9 aminodcidos en el extremo N-
terminal determinaba que la actividad apareciese después y fuese menor que en la
cepa control (fig. IV.16B).
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Figura IV. 19. Actividad lisina oxidasa en extractos celulares de M. mediterranea LDA/B y LDACT2/B.
M. mediterranea fue cultivada en medio MNGL a diferentes tiempos. La cepa LDA/B (barras azules)
contiene una copia silvestre de LodA. La cepa LDACT2/B (barras rosas) contiene LodA con una delecion
de 9 aminodcidos en C-terminal.

Los datos obtenidos en este apartado sugieren que la zona C-terminal de LodA es
importante para la generacion de la forma activa de esta enzima. La delecién de un
fragmento grande de la misma hace que no se detecte la enzima activa, mientras que
la delecién de sélo 9 aminoacidos determina que se sintetice mas lentamente. Los
datos obtenidos no parecen apoyar que los 9 aminoacidos delecionados participen en
el proceso de secrecion de LodA. Aunque la actividad detectada en los sobrenadantes
es menor en las cepas con LodA delecionada en 9 aminoacidos que en la cepa con la
copia silvestre, el porcentaje en que disminuye esta actividad estd en un orden de
valor similar al descenso observado en su sintesis. Una hipdtesis alternativa a su
posible papel en secrecidén para la zona C-terminal de LodA es que participe en la
interaccidon con LodB, o incluso que sea una zona importante en la formacién de la
estructura final de la proteina, participando en el plegamiento o la formacién del
dimero.

IV.3.4. Andlisis de secuencia de proteinas similares a LodA.

Nuestro grupo de investigacidn ha detectado mediante analisis BLAST un total de 168
proteinas similares a LodA en los genomas secuenciados y depositados en la base de
datos del IMG (Integrate Microbial Genomes) a fecha de enero de 2014. En estas
proteinas se ha podido establecer diferentes grupos en funcién de analisis
filogenéticos (fig. 1.9) (Campillo-Brocal et al., 2015). Las secuencias de las proteinas
similares a LodA fueron alineadas usando el programa Clustal Omega (Sievers et al.,
2014). El alineamiento reveld en estas proteinas un gran numero de residuos
conservados (fig. IV 20).
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Figura IV. 20. Analisis de la secuencia de proteinas similares a LodA. Sobre la secuencia de LodA

aparecen destacados en verde los residuos conservados en el 100% de las proteinas analizadas. Los dos

residuos subrayados son los residuos del cofactor. En rojo, se destacan otros residuos conservados en

mas del 90% de las proteinas seleccionadas. Destacados en gris aparecen algunos dominios propuestos

como conservados en estas proteinas.

LodA se encuentra englobada dentro del denominado grupo IA (fig. 1.9). Este grupo

tiene un total de 21 proteinas tal como se muestra en la figura IV.21.
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Figura IV. 21. Relaciéon filogenética de las proteinas similares a LodA del grupo IA. El arbol fue
construido con el programa MEGA usando el método NJ. Las distancias evolutivas fueron calculadas

como proporcidn de residuos diferentes (p-distance). En las ramas se indican los valores estadisticos de

probabilidad superiores al 70% (bootstrap > 70%) para los arboles construidos por los métodos NJ y ML.

Las gammaproteobacterias estan indicadas en rojo,

microorganismos fotosintéticos en verde.
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Ademas de los residuos conservados en todas las proteinas similares a LodA, en el
grupo IA se detectan otros residuos conservados especificos de este grupo que se
muestran, para regiones determinadas, en los apéndices A1-A5. De entre las proteinas
del subgrupo IA que contiene LodA de M. mediterranea, se ha demostrado también
actividad L-lisina-épsilon oxidasa en la proteina AlpP de Pseudoalteromonas tunicata
(Mai-Prochnow et al., 2008). Ambas proteinas, LodA y AlpP fueron inicialmente
descritas como proteinas antimicrobianas (James et al., 1996; Lucas-Elio et al., 2005).
El grupo IA incluye también otras proteinas sintetizadas por diferentes
microorganismos para los que se sabe que sintetizan proteinas con actividad
antimicrobiana. Varios de estos microorganismos pertenecen al género
Pseudoalteromonas, por ejemplo, en P. flavipulchra JG1 se han detectados dos genes
similares a lodA, uno de ellos (UY7DRAFT 03653) pertenecen al grupo IA. El producto
de este gen es una proteina antimicrobiana, PfaP, que muestra alta similitud con AlpP
y LodA (Yu et al., 2012). En otra cepa de la misma especie, también se ha detectado
una proteina antimicrobiana que tiene una secuencia similar a la proteina PfaP. Esta
proteina muestra actividad L-aminodcido oxidasa pero en este caso, ademas de L-lisina
es capaz de oxidar otros aminodcidos tales como L-Met, GIn y Leu (Chen et al., 2010b).
En algunas cepas de P. luteoviolacea cuyo genoma no ha sido secuenciado todavia, se
ha detectado una L-aminoacido oxidasa que posee un amplio rango de sustrato (Met,
GlIn, Leu, Glu, Phe, Trp, etc.) (Gomez et al., 2008). Hasta el momento, hay dos cepas de
P. luteoviolacea secuenciadas. La cepa B no muestra ningln gen similar a lodA, aunque
hay que tener en cuenta que recientemente se ha propuesto que esta cepa estd
clasificada erréneamente, y que deberia ser reclasificada (Cress et al., 2013). En la cepa
2tal6, se han detectado dos genes. Uno de ellos esta incluido en el grupo IA, y el
segundo se localiza en el grupo IB (fig. 1.9). Dado que hasta la fecha, no se conoce
actividad antimicrobiana en esta cepa, no es posible establecer una relacién entre
proteinas antimicrobianas y los genes similares a lodA detectados P. luteoviolacea.

Por otra parte, en Rheinheimera aquatica GR5 se ha detectado una proteina con
actividad lisina oxidasa demostrada, que tiene un fragmento de péptido con alta
similitud a LodA y AlpP (Chen et al., 2010a; Chen et al., 2010c). Este fragmento
también es similar al producto del gen Rhein1334 de Rheinheimera sp. A13L que
pertenece al grupo IA de proteinas similares a LodA. Es interesante destacar que esta
cepa contiene un segundo gen similar a lodA, pero es filogenéticamente distante ya
gue se engloba en el grupo Il (Campillo-Brocal et al., 2015).

En el andlisis global de las secuencias de las proteinas similares a LodA se puede
observar una serie de residuos de triptdfano altamente conservados que podrian ser
candidatos a participar en un mecanismo de “electron hopping” mediante el que tiene
lugar la oxidacion de los residuos que formaran parte del cofactor (Abu Tarboush et al.,
2011). Se observan también otros residuos conservados que podrian participar en el
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proceso de generacion del cofactor o en la especificidad del sustrato que parecen
determinar los subgrupos detectados tras el analisis filogenético de las proteinas
similares a LodA.

Es interesante sefialar que los residuos Cys516 y Trp581 de LodA, que forman parte del
cofactor quindénico CTQ, como se ha detectado en este estudio para la proteina
recombinante y también se ha demostrado en el sistema nativo (Okazaki et al., 2013),
alinean con cisteinas y triptéfanos presentes en todas las proteinas similares a LodA.
Esto sugiere que deben poseer el mismo tipo de cofactor. Respecto a otros residuos
mutados en LodA (apartado 1V.3.1) se puede observar que el Asp512 que se reveld
como esencial para la sintesis del cofactor, también esta conservado en todas las
proteinas (fig. IV.20) y légicamente, en las del grupo IA (apéndice A.1). Por otra parte
el residuo Cys448 de LodA no se encuentra conservado en todas las proteinas de esta
familia, pero si estd conservado en las proteinas del grupo IA que son las mas similares
a LodA, sugiriendo que cumple un papel importante (apéndice A.2).

En relacidn a los residuos que, de acuerdo a la estructura cristalina de LodA, se
encuentran en el canal de entrada al centro activo (apartado IV.3.2) se puede observar
qgue ninguno de ellos esta conservado en el conjunto de proteinas similares a LodA (fig.
IV.20). Sin embargo, el residuo Glul01 estd conservado en 19 de las 21 proteinas
detectadas del grupo IA (apéndice A.3). Esta observacion sugiere que puede estar
relacionado con el mecanismo catalitico de estas enzimas. Algo similar ocurre con el
residuo Tyr211 que estd conservado dentro del grupo IA en las 15 proteinas mas
similares a LodA, pero no en otras 5 que son mas distantes (apéndice A.4; fig. 1V.20). El
residuo Glul01l esta conservado en todas menos una de las proteina del grupo IA
(apéndice A.3). Por el contrario, estos residuos, Tyr21l y Glul01, no estdn
conservados en otras proteinas similares a LodA mas alejadas, sugiriendo que pueden
participar en los procesos enzimaticos de oxidacién de L-lisina. Esta hipdtesis esta
apoyada por la observacién de que su mutacién afecta a la actividad enzimatica.
Finalmente, el residuo Argl00, cuya mutacion no mostrd ningun efecto, no estd
conservado en las proteinas del grupo IA.

En relacidn a la zona terminal de LodA rica en residuos basicos es interesante sefialar
gue una zona similar se encuentra en algunas de las proteinas similares a LodA
detectadas en distintos genomas bacterianos. En particular se detecta en todas
aquellas que muestran un mayor grado de similitud a LodA (apéndice A.5).
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IV.4. ANALISIS DE LodB.

LodB es una proteina necesaria para la sintesis de la forma activa de LodA. Los datos
presentados en esta memoria sugieren que actua sobre el precursor PreLodA en la
ultima etapa de generacién del cofactor quindnico (apartado 1V.2). Con anterioridad a
este trabajo, no se habia descrito ninguna flavoproteina que participara en la
generacién de un cofactor quindnico. En el andlisis de LodB se ha procedido en primer
lugar a su analisis bioinformatico, que se ha dividido en dos apartados: andlisis de
secuencia y busqueda de genes que codifiquen proteinas similares a LodB en genomas
bacterianos secuenciados.

IV.4.1. Andlisis bioinformatico de LodB.
IV.4.1.1. Andlisis de secuencia de LodB.
LodB (GenBank: AAY33850) es una hipotética flavoproteina de 369 aminoacidos con

una masa molecular tedérica de 41420,73 Da y un punto isoeléctrico de 5,52
(http://web.expasy.org/compute pi/). Posee un total de 43 residuos cargados

negativamente y 31 positivamente y su indice de estabilidad es 45,83 por lo que se
clasifica como proteina inestable (http://web.expasy.org/protparam/). Este ultimo

dato podria contribuir a explicar porque no se observa claramente la banda proteica
correspondiente a LodB en geles SDS-PAGE.

El uso de diferentes herramientas para predecir la localizacién celular de LodB como
PSORTb version 3.0.2 (http://www.psort.org/psortb/index.html) (Yu et al., 2010),
Gneg-mPLoc (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/cgi-bin/GnegmPLoc.cgi) (Hong-Bin and
Kuo-Chen, 2010) y el servidor SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)
(Petersen et al., 2011) predicen que LodB es una proteina intracelular que carece de

péptido senal. Estas predicciones estdan en concordancia con los resultados
experimentales de nuestro grupo (Gomez et al., 2010).

Adicionalmente, se analizd la estructura secundaria de LodB empleando la herramienta
de prediccién de estructura secundaria JPred3
(http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/). Este andlisis predice una estructura

secundaria con un 30,08% de domino alfa hélice sobre todo en C-terminal, un 23,03%
de hoja beta y un 46,89% de estructura desordenada (fig. IV.22A).
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Figura IV. 22. Analisis de secuencia de LodB. (A) Prediccién de la estructura secundaria de LodB usando
la herramienta Jpred3 (http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/). H: hélice alfa. : hoja beta. (B)

Anadlisis del dominio DBM. Disposicidn de las glicinas conservadas (flechas rojas y circulos) en la primera
mitad del domino de Rossmann de LodB (GGGPAG).

El andlisis de secuencia de LodB revela en su region N-terminal la secuencia
AgIVIGGGPAGAASALSLLTHHNKRVLLLE, que encaja perfectamente con el motivo de
unién a dinucledétidos (DBM) xhxhGxGxxGxxxhxxh(x)shxhE. Analizando la prediccién
de estructura secundaria de LodB se observa claramente una estructura ;0,0 en esta
zona, en la que la disposicion de las glicinas coincide con la caracteristica del motivo de
Rossmann (Bottoms et al., 2002) (fig. IV.22B). Este motivo es caracteristico de enzimas
que contienen FAD como cofactor (Dym and Eisenberg, 2001). En concreto, esta
secuencia es caracteristica de la familia estructural glutation reductasa (GR) que puede
dividirse en dos grupos. La familia GR; esta compuesta por proteinas que ademas del
domino de unién a dinucleétidos contienen un segundo dominio de uniéon a NAD(P)
(Dym and Eisenberg, 2001). Este segundo domino esta caracterizado como un motivo
GxGxxG adicional que no se ha detectado en LodB. De acuerdo a esto, LodB parece
pertenecer al grupo GR,. Este grupo se caracteriza por no mostrar el dominio de unién
a NAD(P), aunque en algunas enzimas de este grupo se ha demostrado que si unen
este segundo cofactor (Eppink et al., 1998). Entre las enzimas incluidas en el grupo GR;
estan la fenolhidroxilasa, p-hidroxibenzoato hidroxilasa, glucosa oxidasa y D-
aminodcido oxidasa (DAO) (Dym and Eisenberg, 2001).
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Las enzimas que pertenecen al grupo GR; solo muestran buen alineamiento en la zona
N-terminal donde esta localizado el motivo DBM. Sin embargo, en algunas enzimas del
grupo GR,, asi como en las del GR; es posible detectar el motivo GD que presenta la
secuencia consenso T(S)(X)sF(Y)hhGD que parece participar en la unidn del cofactor
(Vallon, 2000; Dym and Eisenberg, 2001). Estas enzimas han sido clasificadas como
miembros de la familia de flavoproteinas monooxigenasas Clase A (van Berkel et al.,
2006). LodB muestra una secuencia similar T,75SELDPFIAVGD. Por el contrario, no se
han detectado en LodB otros motivos conservados como el motivo DG tipico, descrito
para monooxigenasas (Eppink et al., 1997).

IV.4.1.2. Deteccion de genes similares a lodB en genomas con genes de la familia
lodA.

Como se ha indicado previamente, nuestro grupo identific6 168 genomas que
contenian genes que codifican proteinas similares a LodA. La busqueda BLAST usando
como proteina problema la secuencia de LodB frente a dichos genomas revelé que
todos ellos, excepto en un caso, contienen también un gen similar a lodB. Los genes
gue codifican proteinas similares a LodB estdn generalmente localizados aguas abajo
de los genes que codifican una proteina similar a LodA. Por ejemplo, en el operén lod
el gen lodA estd seguido por lodB (fig. IV.23A). En la mayoria de los genomas
analizados, de manera similar al operén lod, ha sido posible detectar aguas abajo, o
muy cercano en el genoma, al gen similar a lodA un gen similar a lodB que muestra un
dominio conservado COG0644 (FixC) descrito en flavoproteinas (apéndice A.6).
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Figura IV. 23. Organizacion de los genes similares a lodA (A, marcados en rojo) y los genes similares a
lodB (B, marcados en amarillo) en los diferentes genomas seleccionados. (A) Disposicion del operdn lod
en M. mediterranea. (B) Operdn de Bradyrhizobium japonicum USDA6 conteniendo genes similares a
lodA y lodB separados por un pequefio gen coloreado en verde. El gen en marrdn codifica una proteina
que contiene el dominio pfam00264 (tirosinasa, T). El producto del gen de color azul contiene los
dominios pfam07731 y pfam07732 caracteristicos de multicobre oxidasas. (C) Organizacion de los genes
en el genoma Gymnopus luxurians que muestra dos copias de genes similares a lodA y lodB. Los genes
en color negro codifican proteinas con un dominio similar a ferritina (F) (PF12902).
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El Unico genoma en el cual no se pudo detectar ningln gen similar a lodB cerca del gen
similar a lodA fue en Cryptosporangium arvum. En otros dos casos que aparentemente
estdn en la misma situacién, la pérdida del gen similar a lodB podria ser accidental. En
relacién al gen similar a lodA CSE45_2361 de Citreicella sp. SE45, hay una gran regién
intergénica aguas abajo de este gen. La examinacidon de esta secuencia permite la
deteccion en direccion 3’-5" de un ORF no anotado que codifica una proteina similar a
las proteinas similares a LodB. En Nitrolacentus hollandicus LD el genoma secuenciado
esta incompleto y los genes similares a lodA estan al final de un contig, por lo que no
es posible localizar el gen similar a lodB. Sin embargo, un gen con nimero de acceso
2520384730 localizado en un contig diferente podria ser un buen candidato.

Hay algunas modificaciones respecto al patrén general de los genes similares a lodB
localizados aguas abajo de los genes similares a lodA. Por ejemplo, en 10 genomas
(cuatro de ellos Bradyrhizobium) los genes similares a lodB estdn localizados aguas
abajo de los genes similares a lodA pero separados de él por un pequefio gen adicional
que codifica una proteina pequefia de entre 138-142 aminodcidos (apéndice A.6; fig.
IV.23B). Hasta ahora ninguna proteina de este grupo ha sido caracterizada, asi que su
funcién permanece desconocida, y ademdas no poseen ningin domino conservado.
Interesantemente, los operones que contienen este tipo de genes pequefios también
incluyen otros genes que codifican hipotéticas tirosinasas y MCO (fig. IV.23B). M.
mediterranea también sintetiza ambas enzimas (tirosinasa y MCO) que se encuentran
correguladas con LodA, aunque no estan codificadas por genes localizados en el mismo
operén (Molina-Quintero et al., 2010). Estas observaciones sugieren una posible
relacién funcional entre todas estas enzimas.

Con respecto a las excepciones a la organizacién general discutida antes, en
Acidovorax avenae RS-1, y Oceanospirillum beijerinckii DSM7166 (H579DRAFT_00201),
los genes similares a lodA estdn seguidos no por uno, sino por dos genes con similitud
con flavoproteinas. La comparacion de estas proteinas con LodB revela que la primera
muestra una gran similitud con la region N-terminal de LodB, mientras que la segunda
tiene similitud con el extremo C-terminal. Por ejemplo, el producto del gen
H579DRAFT_00202 de Oceanospirillum beijerinckii DSM7166 muestra un 47% de
similitud de secuencia entre los residuos 4-118 de LodB y el producto de
H579DRAFT_00203 muestra un 42% de similitud entre los residuos 130-160 de LodB.
Estos datos sugieren como explicacion mas probable que esos genes similares a lodB
sean resultado de la divisidon de un gen previo.
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La mayoria de genes similares a /odA se han detectado en genomas bacterianos,
aunqgue también se han detectado cinco genes flngicos similares a lodA. En estos
casos, los genes similares a lodB estan normalmente localizados en la orientacién
contraria a los similares a lodA. Ademas, merece la pena mencionar que en estos
casos, se detecta un gen que codifica una proteina similar a ferritina (fig. 23C). Aparte
de en hongos, en la actinobacteria Actinoplanes globisporus también se ha observado
gue los genes similares a lodA y lodB se encuentran orientados en sentido contrario.

Las secuencias de las proteinas detectadas similares a LodB fueron alineadas usando el
programa Clustal Omega (Sievers et al., 2014). Este alineamiento reveld una serie de
residuos conservados en todas ellas (fig. IV.24).
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Figura IV. 24. Andlisis de la secuencia de proteinas similares a LodB. En verde aparecen destacados los
residuos conservados en el 100% de las proteinas. En amarillo, se destacan otros residuos conservados
en el 90% de las proteinas seleccionadas.

Es de DBM
(xhxhGxGxxGxxxhxxh(x)shxhE) descrita en LodB en el apartado anterior puede ser

destacar que los residuos conservados en la secuencia
detectada en la mayoria de proteinas similares a LodB. El motivo GD (Eggink et al.,
1990; Dym and Eisenberg, 2001) también podria estar presente en las proteinas
similares a LodB. Se observa que la Gly286 esta conservada en todas y el Asp287 en la
mayoria. En el caso de LodB se observa una alta similitud con la secuencia

T(S)(X)sF(Y)hhGD.

Aparte de los residuos conservados, la comparacién de LodB en términos globales de
similitud con otras proteinas similares proporciona valores de identidad siempre
menores al 50% y de similitud en el rango 40-60%. Por ejemplo, en P. tunicata aguas
abajo del gen TTD2_ 20212 que codifica la lisina oxidasa AlpP, se encuentra un gen que
codifica una proteina que muestra un 41,8% de identidad y un 60,1% de similitud con
LodB de acuerdo al alineamiento de secuencia realizado con EMBOSS Needle
(McWilliam et al., 2013). Cuando se compara LodB con GoxB de M. mediterranea, que
es codificada por el operdn que codifica la glicina oxidasa GoxA (Campillo-Brocal et al.,
2013), se observa un 26% de identidad y un 42,8% de similitud. Un tercer operén Xo

ha sido descrito en el genoma de M. mediterranea del que hasta el momento se
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desconoce su funcion (Lucas-Elio et al., 2012b). En este caso también se detecta un
gen xoB aguas abajo del gen xo0A, que es similar a lodA y goxA. La comparacion de la
proteina XoB con LodB muestra un 25,8% de identidad y un 42,2% de similitud,
porcentajes muy similares a los obtenidos con GoxB.

Los niveles de identidad de LodB con otras flavoproteinas no codificadas en operones
similares a lod es menor, siendo generalmente inferior al 20%. Por ejemplo,
recientemente se ha propuesto que la flavoproteina QhpG participa en la biosintesis
del cofactor CTQ de QHNDH (Nakai et al., 2014). QhpG muestra un buen alineamiento
con LodB en el motivo DBM. La identidad y similitud global de QhpG con LodB es del 18
y 27,7% respectivamente. La busqueda BLAST realizada en la base de datos del PDB
revela similitud con tres secuencias depositadas (3EI17, 3I3L and 3NIX). La mas similar a
LodB es 3EI7: 19,3% de identidad y 31,08% de similitud, y corresponde a una
halogenasa dependiente de FAD de una mixobacteria (Watanabe et al.,, 2008). La
comparacion de LodB con una flavoproteina monooxigenasa, la p-hidroxibenzoato
hidroxilasa (PHBH) de Pseudomomas fluorescens (PDB ID 1BF3), proporciona
resultados similares: 18,7% de identidad y 31,2% de similitud. Estos bajos niveles de
similitud con proteinas y con la estructura determinada hacen que sea de gran interés
futuro la determinacion de la estructura de LodB.

IV.4.2. Caracterizacion de LodB.

En este apartado se abordaran estudios encaminados al aislamiento de LodB con el fin
de caracterizar esta proteina.

IV.4.2.1. Generacion de LodB fusionado a una etiqueta de proteina de union a
maltosa (MBP) y purificacion.

En ensayos preliminares, la caracterizacién de LodB planteaba el problema de que esta
proteina no se expresaba en gran cantidad ni en el sistema recombinante ni en el
nativo (Gomez et al., 2010; Gomez, 2010). Los datos en el apartado IV.1 mostraron
gue la fusién de una cola de poli-His en N-terminal a LodB permite su deteccidn por
Western Blot. Sin embargo, la cantidad de proteina que observada era pequefia y de
hecho, en los geles SDS-PAGE no siempre era detectable. Con el fin de incrementar el
rendimiento en la obtencién de LodB recombinante se construyd un sistemas de
vectores que fuese compatible con /lodA clonado en vectores de la serie pET. Para ello
se construyo el plasmido pMBPLODBDuet como se detalla en el apartado 111.14.2 de
Materiales y métodos. A partir de este plasmido LodB se expresa fusionada a la
proteina de unidn a maltosa (MBP) en el extremo N-terminal.
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Los niveles de actividad obtenidos cuando se cotransformaron los plasmidos
compatibles pMBPLODB28Duet y pETLODA11, fueron comparables a los obtenidos
cuando se expresé el vector pETLODAB15 (fig. IV.25). De nuevo, en estos
experimentos se observé que la expresion de Unicamente LodA o LodB no permite
obtener la actividad lisina oxidasa (fig. IV.25A) ni la detecciéon de MLodA (fig. IV 25B).
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Figura IV. 25. Expresion recombinante de LodA en cultivos de E. coli Rosetta (DE3) conteniendo LodB
fusionado a una etiqueta de MBP. Los cultivos fueron inducidos durante 16 h. (1) Control [sin
plasmido]; (2) pMBPLODBDuet [MBPLodB]; (3) pETLODA11 + pMBPLODBDuet [LodA + MBPLodB]; (4)
pETLODA11 + pCOLADuet [LodA] y (5) pETLODAB11 [LodA + LodB]. (A) Medidas de actividad lisina
oxidasa a las 16 h de induccion. (B) SDS-PAGE en condiciones no desnaturalizantes. Las flechas indican
las proteinas detectadas. MLodA: multimero de LodA.

Al desconocer la actividad enzimdtica de LodB no es posible determinar si toda la
proteina ha sido sintetizada de forma correcta conteniendo el cofactor, o si solamente
hay una fraccion de ella que lo sea. Indirectamente la actividad lisina oxidasa
detectada muestra que se ha obtenido un buen rendimiento en la sintesis de LodA
activa sugiriendo que al menos una parte significativa de LodB es funcional. Otro
plasmido construido es pETMBPLODB28. En este plasmido LodB tiene la misma fusién
de MBP en el extremo N-terminal pero difiere en el origen de replicacién. Como se
demostré en los experimentos de andlisis de LodA con deleciones en C-terminal
(apartado 1V.3.3.1), dicho plasmido también permitié generar la forma activa de LodA.

Una vez generada la fusién de LodB a MBP y visto que su concentracidn era alta y se
podia detectar en geles SDS-PAGE, se procedid a su purificacion en resina de amilosa
gracias a la etiqueta MBP que lleva fusionada. La purificacion se realizd como se
describe en el apartado 111.12.2 de Materiales y métodos. Cuando se purific6 MBPLodB
a partir de los cultivos cotransformados con pETLODA11 + pETMBPLODB28 se observé
que LodA se copurificaba junto a MBPLodB (fig. IV.26A). Este resultado era interesante
porque podria indicar que LodA y LodB estan formando un complejo. Para comprobar
esta posibilidad, se realizaron experimentos adicionales en los que se trata de ver que
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ocurria con LodA en ausencia de LodB. En el primero se cotransformaron los plasmidos
pETLODA11 + pETMBP28. En un segundo experimento se indujo el plasmido
pETLODA11 en ausencia de MBPLodB. Se observé que al igual que ocurria con
MBPLodB, cuando las muestras se pasaban por columna de amilosa, LodA se purificaba
en presencia de MBP y ausencia de LodB (fig. IV.26B), e incluso cuando solamente esta
presente ella misma (fig. IV.26C). Estos datos sugieren que la copurificacién de LodA se
debe a que interacciona con la resina de amilosa a partir de la cual se va liberando y no
porque se forme algun tipo de complejo entre LodA y LodB. No obstante, estos datos
no permiten descartar que se forme el complejo entre LodA y LodB.
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Figura IV. 26. Purificacion de LodA en presencia o ausencia de MBPLodB en columnas de amilosa. (A)
Purificacion de MBPLodB a partir de cultivos inducidos con los plasmidos pETLODA11 + pETMBPLODB28
[LodA + MBPLodB]. Flecha roja: LodA. Flecha azul: MBPLodB. (B) Purificacién de LodA a partir de cultivos
inducidos con los plasmidos pETLODA11 + pETMBP28 [LodA + MBP]. Flecha roja: LodA. Flecha azul:
MBP. (C) Purificacién de LodA a partir de cultivos de E. coli Rosetta (DE3) con el pldsmido pETLODA11
[LodA]. Flecha roja: LodA. SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes. (1: Muestra de partida; 2:
Fraccion no retenida por la resina; 3, 4 y 5: lavados; M: marcador; 7 y 8: eluciones).

Un problema de la union de LodA a las columnas de amilosa fue que dificultaba la
purificacién de LodB. Para evitar la posible interferencia de LodA, se purific6 MBPLodB
a partir de cultivos que uUnicamente contenian expresaban MBPLodB. En estos
experimentos se ensayo los vectores pETMBPLODB28 y pMBPLODB28Duet. El primero
dio un mayor rendimiento (datos no mostrados) por lo que fue utilizado
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rutinariamente (fig. IV.27). La banda de aproximadamente 50 kDa que copurificd con
MBPLodB tiene un origen indeterminado.

MBPLodB

Figura IV. 27. Purificacion de MBPLodB a partir de E. coli Rosetta (DE3) pETMBPLODB28 en resina de
amilosa. LodB en este plasmido lleva una etiqueta MBP en N-terminal. 1: Muestra de partida; 2:
Fraccidn no retenida por la resina; 3, 4, 5y 6: lavados; M: marcador; 7, 8 y 9: eluciones.

1V.4.2.2. Intentos de deteccidn del cofactor en MBPLodB.

El andlisis de la secuencia proteica de LodB sugiere que es una flavoproteina puesto
gue presenta un motivo de union a dinucledtidos tipico de flavoproteinas (GxGxxG) en
su extremo N-terminal (apartado IV.4.1.1). Tras la purificacibn de MBPLodB se
examind la coloracion de las eluciones obtenidas en la purificacién, ya que la flavina
proporciona un color amarillo a la flavoproteina. Sin embargo, no se observé
coloracion amarilla en las muestras purificadas. Se realizé el espectro de absorcién en
la regiéon UV-visible de MBPLodB a partir de una muestra dializada (como se explica en
el apartado 1.13 de Materiales y métodos) y concentrada usando filtros Amicon® Ultra
30K hasta una concentracién de 922 pgr/ml. Sin embargo, siguié sin detectarse
coloracion y tampoco el espectro de absorcidn revelé los picos tipicos de flavinas que
se presentan en torno a 370 y 450 nm (fig. IV.28). Estos datos sugieren que MBPLodB
bajo estas condiciones se sintetiza sin el cofactor.
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Figura IV. 28. Espectro de absorcion de MBPLodB purificada. Concentracién: 922 pgr/ml.

En las flavoproteinas, las flavinas cuando se encuentran en estado oxidado poseen
fluorescencia adicionalmente a la que presentan las proteinas debida a los
aminodcidos aromaticos. Por lo tanto, para comprobar de un modo alternativo si
MBPLodB contiene el cofactor se midid fluorescencia de flavinas (526 nm) y
fluorescencia de proteinas (360 nm) utilizando el BSA y el FAD, como control negativo
y positivo, respectivamente de la fluorescencia debida a flavinas.

Muestras de MBPLodB purificadas a partir de los plasmidos pETMBPLODB28 y
pMBPLODBDuet se dializaron (como se explica en el apartado 1.13 de Materiales y
métodos) y concentraron usando filtros Amicon® Ultra 30K. Estas muestras se usaron a
una concentracion de 0,3 uM vy se calentaron a 50 °C durante 5 min con la finalidad de
desnaturalizar de manera parcial la proteina para exponer la flavina, siempre y cuando
estuviera presente.

Los resultados obtenidos no permiten poner de manifiesto la presencia de flavinas en
las muestras de MBPLodB (fig. 1V.29). Este resultado puede ser debido a que la
proteina se sintetice sin el cofactor. Los resultados obtenidos concuerdan con la
ausencia de coloracién amarilla en la muestra y la ausencia de los picos caracteristicos
de las flavinas del espectro de absorcidon UV-visible de MBPLodB.
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Figura IV. 29. Medida de fluorescencia de muestras de MBPLodB purificadas con una concentracion de
0,3 pM. Las muestras se obtuvieron a partir de cultivos con los plasmidos pMBPLODBDuet y
pPETMBPLODB28 inducidos 2 horas a 15 °C con 1 mM de IPTG. Control positivo de fluorescencia de
flavinas: FAD (0,3 uM) y control negativo: BSA (0,3 uM). (Q): muestras calentadas 50 °C/5 min. Barra
verde: fluorescencia a 360 nm y barra fucsia: fluorescencia a 526 nm.

Aunque se probaron otras condiciones de induccion diferentes de los cultivos con
MBPLodB, no se obtuvo en ningin caso MBPLodB con cofactor. Esta dificultad para
obtener de forma recombinante flavoproteinas que contengan el cofactor es un
problema comun en muchos casos (Pollegioni et al., 2013). En este sentido, y a modo
de ejemplo, recientemente se ha publicado un articulo en el que se realizaban diversas
modificaciones en las condiciones de induccién para aumentar la cantidad de proteina
sintetizada con cofactor flavinico sin obtener un resultado positivo (Lencina et al.,
2013).
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IV.5. ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS PROTEINAS DEL OPERON /od Y gox.

Como se ha discutido en el apartado 1V.4.1.2, los operones con genes similares a lodA
contienen generalmente genes similares a lodB. Uno de esos operones en M.
mediterranea codifica una glicina oxidasa denominada GoxA (Campillo-Brocal et al.,
2013) (apartado 1.1.4.2). Se ha propuesto que GoxA es una quinoproteina en base a su
sensibilidad a inhibidores de cofactores quindnicos y la similitud de las secuencias de
LodA y GoxA (Campillo-Brocal et al., 2013). Los modelos de homologia de la estructura
de GoxA apoyan que esta proteina contiene también CTQ como cofactor. El cofactor
CTQ en GoxA estaria formado por modificaciones en la Cys551 y el Trp566. El residuo
de aspartico que es critico para la biosintesis de CTQ en LodA esta también conservado
en GoxA, y corresponde al residuo Asp547 (Campillo-Brocal, Tesis Doctoral en
preparacion).

La glicina oxidasa de M. mediterranea esta codificada por el operdn gox, que de forma
similar al operdn lod estd formado por los genes goxA y goxB (Campillo-Brocal et al.,
2013). La similitud entre LodB y GoxB sugiere que pueden realizar un papel similar. El
objetivo de este apartado ha sido comparar la generacidn del cofactor en LodA y GoxA,
asi como estudiar si la similitud entre LodB y GoxB permite que sean intercambiables.

IV.5.1. Andlisis de la forma precursora (PreGoxA) por espectrometria de masas (MS).

Experimentos de coexpresién de goxA y goxB (pETGOXAB15), usando la cepa E. coli
CDO03 ha permitido la sintesis y el aislamiento de la GoxA activa (Campillo-Brocal, Tesis
Doctoral en preparacién). Esta cepa tiene mutada el gen que codifica catalasa
permitiendo la deteccidn de actividades enzimaticas que liberan perdxido de
hidréogeno en extractos celulares (Kishishita et al., 2003). Cuando se purific6 GoxA en
estos cultivos se observé una banda con un peso molecular compatible con GoxB que
es también copurificada, lo que sugiere una fuerte interaccién molecular entre GoxA 'y
GoxB a diferencia de lo que ocurria el sistema LodA/LodB (fig. IV.30B). El analisis por
espectrometria de masas de estas bandas permitiéd confirmar que efectivamente
corresponden respectivamente a GoxA activa con el cofactor quindnico formado
(incremento de MM de +28) y a GoxB (Campillo-Brocal, Tesis Doctoral en preparacion).

Cuando se expresé GoxA a partir del plasmido pETGOXA15, que carece del gen que
codifica GoxB, de forma similar a lo que ocurre en el sistema LodA/LodB, se generd una
forma soluble inactiva de GoxA (fig. IV.30). Esa forma se denomind PreGoxA por su
similitud con PreLodA.
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Figura IV. 30. Expresion heterdloga de GoxA en E. coli CD03 con los plasmidos pETGOXA15 [GoxA] o
PETGOXAB15 [GoxA + GoxB]. (A) Actividad glicina oxidasa en extractos celulares de cultivos inducidos.
(B) SDS-PAGE en condiciones no desnaturalizantes de muestras purificadas usando la etiqueta de poli-
His de GoxA.

Tanto GoxA como PreGoxA se purificaron utilizando la etiqueta de poli-His que llevan
fusionadas a su extremo N-terminal (fig. IV.30B). Una tercera forma molecular, GoxA
inactiva, fue obtenida de los cuerpos de inclusién generada por la induccién de cultivos
con pETGOXA15. Para analizar los precursores en la sintesis de GoxA, PreGoxA y la
forma obtenida de los cuerpos de inclusién fueron sometidas a digestion con tripsina y
un posterior andlisis por MALDI-TOF.

Cuando se analizé PreGoxA se detectaron varios picos que corresponden a péptidos sin
modificar (tabla IV.7). Ademads, se detecté una sefial compatible con el péptido
“WMGLPWQCDAFSCQQVLMQEDFPTAVWWPALLPIDVLPEENYTQLMDESLDDSER” con un
incremento de masa de +16 (tabla IV.7). Por similitud con PreLodA, se propone que la
modificacion en este péptido tiene lugar en el triptéfano que forma parte del cofactor.
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m/z m/z
Secuencia tedrico experimental
(monoisotoépico) (monoisotoépico)

(K)TDEHGR(L) 714,32 714,32

(K)QAQRFR(I) 805,44 805,442

(K)HIYPIFR(R) 945,53 945,53

(R )JGNVEDRFK(W) 964,48 964,48
(R)NYDNAADPFR(L) 1182,52 1182,52
(R)LGIYPTIGICR(V) 1262,67 1262,69
(K)SAIASTHREEAPK(D) 1396,72 1396,72
(R)FRIYAFDDQDR(V) 1445,68 1445,68
(R)QGWLGVGNFSDPAYIK(Q) 1751,88 1751,88
(K)FRNPNNVSDTAYLDER(L) 1910,90 1910,90
(K)QLADPSPANQAFRQDIFTK(F) 2147,09 2147,09
(K)AEKGDPALGTSPPLAHQWAGDLTR(W) 2488,26 2488,26
(K)YAAWYGFNNPLDNGELAPGIPGQKR(N) 2585,29 2585,29
(R)DFLSMAGSVTALSAFPLIPKSAIASTHR(E) 2888,53 2888,53
(R)SISGINQNGDTENDTYQFVGQFWNEETVK(L) 3320,50 3320,50

(R)IWMGLPWQCDAFSEQQVLMQEDFPTAVWMPALLPIDVLPE 6485,95 650195 (+16)*
ENYTQLMDESLDDSER(V)*

Tabla IV. 7. Péptidos de PreGoxA recombinante detectados por digestion con tripsina y su posterior
analisis por MALDI-TOF. Los residuos que participan en la generacidon del cofactor quindnico estan
resaltados en verde. Las cisteinas en minuscula fueron detectadas modificadas por carbamidometilacién
(+57). *La MM del péptido indica un incremento de +16 por modificacidn post-traduccional.

Finalmente, cuando GoxA fue obtenido de los cuerpos de inclusiéon y digerido con
tripsina, se detectaron varios picos, incluyendo un pico, m/z = 6713,12 que podria
corresponder al péptido
“WMGLPWQCDAFSCQQVLMQEDFPTAVWWPALLPIDVLPEENYTQLMDESLDDSERVK” que
contiene la cisteina y el triptéfano del cofactor sin ningun tipo de modificacion (tabla
IV.8).

127



IV. RESULTADOS

m/z m/z
Secuencia tedrico experimental
(monoisotdpico) | (monoisotdpico)

(K)KQAQR(F) 630,37 630,37

(R)IGNVEDR(F) 689,32 689,32

(K)DGTQAIK(K) 732,39 732,39

(K)LVQNIGR(L) 799,48 799,48

(R)IPSMYAR(N) 837,43 837,43

(KYEMYVEVGR(G) 982,47 982,47

(R)MLVINGGER(S) 988,52 988,52
(R)LLTLEKAEK(G) 1044,63 1044,63
(R)IYAFDDQDR(V) 1142,51 1142,51
(R)LGIYPTIGICR(V) 1262,67 1262,69
(K)GPKGAGTGGLSAVPK(E) 1296,73 1296,73
(R)FKWNPSMGDLPN(-) 1405,66 1405,66
(R)NQYFVSDEERER(M) 1571,71 1571,71
(R)QGWLGVGNFSDPAYIK(Q) 1751,88 1751,88
(R)NPNNVSDTAYLDERLK(M) 1848,91 1848,91
(K)QLADPSPANQAFRQDIFTK(F) 2147,09 2147,09
(K)YRRDFLSMAGSVTALSAFPLIPK(S) 2377,31 2377,31
(KYAAWYGFNNPLDNGELAPGIPGQKR(N) 2585,29 2585,29
(K)LQPDALTEAALEPCSGGAFHPGVELTYYLR(I) 3218,58 3218,58
(R)SISGINQNGDTENDTYQFVGQFWNEETVK(L) 3320,50 3320,50

(R)WMGLPWQCDAFSE@QQVLMQEDFPTAVWMWPALLPIDVLPEENYT
6713,12 6713,12*
QLMDESLDDSERVK(F)*

Tabla IV. 8. Péptidos de GoxA obtenida de los cuerpos de inclusién de cultivos inducidos con
PETGOXA15 detectados por digestion con tripsina y su posterior analisis por MALDI-TOF. Los residuos
que participan en la generacion del cofactor quindnico estan resaltados en verde. Las cisteinas en
minuUscula fueron detectadas modificadas por carbamidometilacion (+57). *Péptido detectado
conteniendo la Cys y el Trp del cofactor sin modificacidn.

En conclusioén, el andlisis de la sintesis recombinante de GoxA ha revelado, de forma
similar a LodA, la presencia de tres diferentes formas moleculares. La forma activa de
GoxA contiene el cofactor quindnico (Campillo-Brocal, Tesis Doctoral en preparacion).
Cuando la proteina fue obtenida de los cuerpos de inclusion no estaba sujeta a
ninguna modificacidn post-traduccional. En ausencia de GoxB, se generd una forma
soluble inactiva intermediaria (PreGoxA) parcialmente modificada con un incremento
de +16. Estos resultados son similares a los obtenidos con LodA (apartado 1V.2.3.3) y
sugieren un papel similar de LodB y GoxB en la generacion de la forma activa de su
guinoproteina asociada.
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IV.5.2. Especificidad de interaccion de las flavoproteinas con las quinoproteinas
asociadas.

La similitud de los intermediarios en la sintesis de LodA y GoxB, unido a la similitud de
secuencia de LodB y GoxB nos llevd a estudiar si en el sistema recombinante se puede
sustituir LodB por GoxB, y viceversa, y si de esa manera se obtiene la correspondiente
qguinoproteina activa.

Una serie de plasmidos compatibles conteniendo los genes lodA, lodB, goxA y goxB por
separado fueron construidos como se indica en el apartado 1ll.15 de Materiales y
métodos con el fin de estudiar la sintesis de las quinoproteinas en presencia de
diferentes flavoproteinas. En consonancia con otros resultados de esta memoria, se
observo actividad lisina oxidasa cuando se coindujeron LodA y LodB (fig. IV.31). La
presencia de los lodA y lodB en el mismo plasmido (pETLODAB11) o en pldasmidos
diferentes (pLODADuet + pETLODB11) no afecté de forma significativa al nivel de
actividad obtenida. Sin embargo, no se detecto actividad lisina oxidasa ni se detectd
MLodA cuando el plasmido conteniendo lodB fue sustituido por un plasmido
conteniendo goxB (fig. IV.31).
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Figura IV. 31. Especificidad de la interacciéon de LodA con LodB. Cultivos de E. coli Rosetta (DE3) con
diferentes plasmidos fueron inducidos a 15°C con 1mM de IPTG y recogidos a las 16 horas. (A) Actividad
lisina oxidasa tras precipitar la fraccion soluble con EtOH. (B) SDS-PAGE en condiciones no
desnaturalizantes de extractos celulares: (1) Control [sin pldasmido]; (2) pLODADuet + pETLODB11 [LodA
+ LodB]; (3) pLODADuet + pETGOXB11 [LodA + GoxB]; (4) pLODADuet + pET11 [LodA]; (5) pETLODAB11
[LodA + LodB]; M: marcador. MLodA: LodA multimérica.

De forma similar, GoxA fue inducida y purificada a partir de cultivos en los que se
expreso sola, en presencia de LodB o en presencia de GoxB. Sdlo en el Ultimo caso se
detectd actividad enzimatica (fig. IV.32A). En estos cultivos se volvid a observar la
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copurificacion de GoxA y GoxB indicativo de la formacidon de un complejo entre ambas
proteinas (fig. IV.32B).
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Figura IV. 32. Especificidad de la interaccion de GoxA con GoxB. Cultivos de E. coli CD0O3 con diferentes
plasmidos fueron inducidos a 15 °C en LB 1% de glucosa con 0,5 mM de IPTG y recogidos a las 16 h. (A)
Actividad lisina oxidasa de la primera elucién de las muestras purificadas. (B) SDS-PAGE en condiciones
no desnaturalizantes de la primera elucién de las muestras purificadas en resina Ni-NTA: (1) pGOXADuet
+ pETGOXB11 [HisGoxA + GoxB]; (2) pGOXADuet + pETLODB11 [HisGoxA + LodB]; (3) pGOXADuet +
pET11 [HisGoxA].

Los resultados mostrados en este apartado ponen de manifiesto que la quinoproteina
funcional solamente se obtiene en presencia de la flavoproteina asociada. Este dato
sugiere que se produce una interaccién altamente especifica entre las proteinas
codificadas en un mismo operdn. Estos resultados también estdn en consonancia con
los obtenidos previamente en el sistema nativo (Gomez et al., 2010).En ese sistema se
esta expresando GoxB y muy probablemente también la proteina XoB codificada por el
tercer operdn similar a lod, lo que revela que la funcién de LodB no puede ser
sustituida por otras proteinas.
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El estudio del metabolismo de aminodcidos es importante ya que ademas de ser
necesarios para la sintesis de proteinas, pueden ser usados como fuente de carbono,
energia y/o nitréogeno por microorganismos. Ademas de esto, los aminoacidos
participan en otros procesos como la biosintesis de metabolitos secundarios vy
pigmentos. Entre las distintas enzimas que actian sobre estos compuestos se
encuentran las L-aminodcido oxidasas (LAOs). Generalmente, estas enzimas son
descritas como flavoproteinas que oxidan L-aminoacidos en posicidn alfa liberando el
correspondiente cetoacido, amonio y perdxido de hidréogeno (Macheroux et al., 2001).
Las LAOs mas estudiadas son las producidas por serpientes (Du and Clemetson, 2002),
aunqgue también se han detectado en otros organismos tales como bacterias, hongos,
gasterdpodos marinos y peces (Yu and Qiao, 2012).

La busqueda y caracterizacién de nuevas actividades LAO tiene también gran interés
debido a las multiples aplicaciones biotecnoldgicas que se han propuesto para estas
enzimas. A las LAOs se les ha atribuido actividad antitumoral, antimicrobiana, antiviral
y citotéxica (Lukasheva et al., 2011; Guo et al., 2012) Ademas, pueden ser usadas en
biotransformaciones (Liu et al., 2013) y como biosensores (Lee and Huh, 2009). Sin
embargo, la expresién recombinante de LAOs con cofactor flavinico muestra
dificultades lo que conlleva una limitacién para su aplicacion biotecnoldgica (Pollegioni
etal., 2013).

Por ello, el descubrimiento de dos nuevas LAOs sintetizadas por M. mediterranea,
LodA (EC 1.4.3.20) (Lucas-Elio et al., 2006) y GoxA (Campillo-Brocal et al., 2013) que no
son flavoproteinas, sino que pertenecen a una nueva familia de quinoproteinas supone
la aparicion de un nuevo campo de estudio que consideramos muy interesante. Estas
quinoproteinas muestran propiedades diferentes al resto de LAOs. Particularmente
destacado es que poseen un cofactor quindnico que se genera mediante modificacién
post-traduccional de aminodcidos, tal como se ha estudiado en esta memoria y se
discute mas adelante. Ademas, son muy resistentes a algunas condiciones ambientales
(Lucas-Elio et al., 2005) y muestran una alta especificidad de sustrato (Gomez et al.,
2006; Campillo-Brocal et al., 2013). En el caso de LodA, la alta especificidad que
muestra frente al aminoacido L-lisina ha permitido su uso como biosensor de este
aminodcido (Matsuda and Asano, 2010). Desde el punto de vista fisioldgico, es poco lo
gue se conoce de estas proteinas. En el caso de LodA se ha observado que participa en
el desarrollo de biopeliculas microbianas (Mai-Prochnow et al., 2008).

En comparacion con las LAOs tipicas, la presencia de un cofactor quindnico en LodA y
GoxA supone una ventaja, en relacién a sus aplicaciones biotecnoldgicas, ya que no
seria necesaria la adicion de un cofactor externo. Desde el punto de vista cientifico, el
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estudio de los procesos de modificacion post-traduccional de proteinas reviste una
gran importancia ya que este tipo de modificaciones contribuye a ampliar la gran
diversidad proteica detectada en los seres vivos (Davidson, 2011).

En esta memoria se ha abordado estudios de relacidn estructura-funcién en LodA. Se
ha descrito el cofactor que presenta esta enzima y se han iniciado estudios para la
caracterizacidon del proceso de generacién del cofactor y el papel que juega la
flavoproteina LodB, codificada en el mismo operén, en dicho proceso.

V.1. ANALISIS DE LodA.

Partiendo de resultados previos de nuestro grupo en los que se habia observado que
era posible expresar LodA de forma recombinante (Gomez, 2010), en esta memoria se
han disefiado diversos vectores que han permitido fusionar LodA y/o LodB a diferentes
etiquetas lo que ha facilitado su aislamiento y caracterizacién.

Con anterioridad a estos trabajos sobre LodA, la expresidn recombinante de
quinoproteinas solo habia sido posible en el caso del cofactor disociable PQQ, donde el
operdn que codifica este cofactor en Gluconobacter oxydans habia sido clonado en E.
coli (Yang et al., 2010) y en el caso de TTQ, donde la enzima MADH habia sido
expresada con éxito en Rhodobacter sphaeroides (Graichen et al., 1999). En la
generacién de MADH con el cofactor TTQ es necesaria la presencia de otras proteinas
adicionales codificadas por genes en el operén mau, denominado asi por utilizacién de
metilamina. Este operén contiene un total de 11 genes, algunos de los cuales codifican
proteinas con funcion desconocida (van der Palen et al., 1995; van der Palen et al.,
1997). El hecho de que el operdn lod de M. mediterranea solo tenga dos genes, el que
codifica LodA y un segundo gen que codifica la flavoproteina LodB (Lucas-Elio et al.,
2005) supone una gran ventaja para la expresién recombinante lo que ha facilitado su
estudio.

Un resultado relevante de este estudio ha sido detectar que LodA expresada
recombinantemente contiene CTQ como cofactor quinénico. Estos datos se
encuentran en concordancia con los datos estructurales de LodA aislada de cultivos de
M. mediterranea (Okazaki et al., 2013). Todas las oxidasas con cofactor quindnico
descritas previamente, tanto en bacterias como en animales, poseian un cofactor
quindnico derivado de Tyr (Janes et al., 1990; Wang et al., 1996). Por su parte, los
cofactores derivados de Trp solamente se habian detectados en deshidrogenasas
bacterianas (Mclntire et al., 1991; Datta et al., 2001). LodA es por tanto, la primera
oxidasa bacteriana descrita que posee un cofactor derivado del triptéfano de tipo CTQ.
Una diferencia destacable entre LodA y el resto de enzimas con un cofactor derivado
del triptéfano es el tamafio. LodA es una proteina relativamente grande de 726
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aminodacidos. Por el contrario, MADH es una proteina oligomérica, en la que el cofactor
se localiza en una subunidad pequefia de 131 aminodcidos (Chen et al., 1998). En el
caso de QHNDH la subunidad y con el cofactor es de 82 aminoacidos (Datta et al.,
2001). El gran tamaino de LodA podria contribuir a hacer innecesarias algunas
proteinas accesorias que participan en la generacién del cofactor de las otras enzimas.
Por ejemplo, en la generacion del cofactor CTQ de QHNDH, participan otras proteinas
codificadas en el operdn ghp que estd compuesto por 6 genes (Nakai et al., 2014). En
la sintesis de CTQ en QHNDH, la proteina QhpD es necesaria para orientar de forma
apropiada los residuos del cofactor durante la biogénesis del cofactor (Ono et al.,
2006). En el caso de la subunidad beta de MADH se detectan algunos puentes disulfuro
(Chen et al., 1998), para los que se ha propuesto que participan en la correcta
orientacién de los residuos que participan en la biosintesis del cofactor (Jones et al.,
2005). En el caso de LodA, no se detectan puentes disulfuro y la orientacion de los
residuos participantes en el cofactor se podria obtener gracias al correcto plegamiento
de la proteina.

V.1.1. Analisis de residuos mutados en LodA.

Al ser LodA una proteina novedosa, no existian datos previos sobre la posible funcion
de sus distintos residuos y dominios. Se ha procedido a estudiar algunos de estos
residuos mediante mutagénesis dirigida. Para la seleccién de estos residuos se ha
tenido en consideraciéon los datos estructurales, asi como la conservacién de dichos
residuos en proteinas similares a LodA (fig. IV.21). La estructura cristalina de LodA
obtenida en E. coli, muestra que posee un cofactor quindnico derivado del triptéfano
de tipo CTQ, formado por la Cys516 y un Trp581 modificado. Estos dos residuos estan
conservados en todas las proteinas similares a LodA detectadas, lo que sugiere que
todas ellas tienen el mismo tipo de cofactor. La mutacién de los residuos conservados
Cys516 y Trp581 genera una forma de LodA enzimaticamente inactiva en ambos casos.
En el caso concreto de la proteina con la mutacidon C516A, el Trp581 se detecta sin
modificar. Este resultado indica que la mutacién en la cisteina del cofactor impide la
primera hidroxilacion que, como se discute mas adelante, es un proceso
autocatalizado y la primera etapa en la generacidon del cofactor. Una posible
explicacion a este resultado es que la Cys516 sea necesaria para orientar el Trp581 y
permitir la primera hidroxilacién que genera PreLodA.

El residuo Asp512 localizado cerca del centro activo de LodA esta conservado en todas
las proteinas similares a LodA. Por otra parte, el residuo Cys448, aunque no esta
conservado en todas las proteinas similares a LodA si lo estd en las que forman el
grupo IA que son las mas relacionadas filogenéticamente con LodA (apéndices A.1 y
A.2). Estos residuos se encuentran localizados en posiciones similares a dos residuos
de aspartico conservados en MADH y QHNDH (fig. IV.11B). La mutacion D512A

135




V. DISCUSION

determina que la primera hidroxilacion del Trp581 no tenga lugar evitando de esta
manera la formacion de PrelLodA, al igual que ocurre en la biogénesis del cofactor TTQ
de MADH (Jones et al., 2005). Por otra parte, la mutacion C448A en LodA, produce
también un resultado similar al obtenido con MADH, detectdandose una mezcla de
formas moleculares de LodA activa y PreLodA (Jones et al., 2005). El andlisis de la
actividad enzimdtica del mutante C448A también ha mostrado un aumento de la Km
para lisina (Sehanobish et al., 2015).

Se han analizado varios residuos en los que el andlisis de la estructura revela que estan
en el canal de entrada al centro activo. El andlisis por MS de los mutantes en los
residuos Glul01 y Tyr211 muestra un incremento de MM de +28 indicando que la
formacién del cofactor no esta afectada. Sin embargo, la actividad detectada para el
mutante E101A es menor que en la proteina nativa y en el caso del mutante Y211A es
nula. Se ha descrito que el mecanismo de actuacion de LodA responde a una cinética
tipo ping pong teniendo a la lisina y al O, como sustratos (Sehanobish et al., 2014).
Resultados recientes obtenidos en colaboracién con el laboratorio del Dr. Victor
Davidson indican que la Tyr211 puede estar de hecho formando una puerta de entrada
al centro activo y que su situacién podria afectar a la entrada y/o salida de sustratos y
productos (Sehanobish et al., 2015). Por otra parte, el mutante R100A no estd afectado
en la generacién de LodA activa lo que indica que no es un residuo importante
(apéndice A.3). Los resultados obtenidos por mutagénesis concuerdan con los datos
obtenidos a partir de los analisis de secuencia de residuos conservados de proteinas
parecidas a LodA que pertenecen al grupo IA. El residuo Glu101 esta conservado en 19
de las 21 proteinas, Tyr211 en las 15 mads proximas a LodA, mientras que Argl100 no
estd conservado.

V.1.2. Analisis del extremo C-terminal de LodA.

El estudio del mecanismo de secrecion de proteinas bacterianas es importante ya que
este proceso participa en la adquisicion de nutrientes, en la interaccion de la bacteria
con el entorno y en la liberacién de factores de virulencia en patégenos (Dautin and
Bernstein, 2007). En bacterias Gram-negativas las proteinas destinadas a la secrecidn
tienen que atravesar dos membranas: la membrana citoplasmadtica y la membrana
externa. Para ello presentan diversos sistemas de exportacién de proteinas (Saier,
2006). En general, las enzimas que contienen un cofactor quindénico aunque son
sintetizadas en el citoplasma, realizan su funcién mayoritariamente fuera de la célula,
ya sea en el espacio peripldsmico en bacterias Gram negativas o dentro de la matriz
extracelular en el caso de mamiferos (Klinman and Bonnot, 2014).

Las proteinas con cofactor derivado de Trp como MADH y QHNDH, actian en el
espacio peripldsmico (Husain and Davidson, 1987; Takagi et al., 1999). La subunidad
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alfa de MADH que contiene el cofactor TTQ posee una secuencia sefial de secrecién en
N-terminal bastante larga (Chistoserdov and Lidstrom, 1991). Por su parte, la
subunidad gamma que contiene el cofactor CTQ en QHNDH no presenta una secuencia
sefial tipica de secrecidon aunque si se ha detectado la presencia de un péptido lider de
28 aminoacidos en N-terminal (Nakai et al.,, 2014). Este péptido lider debe ser
eliminado para poder exportarla del citoplasma al espacio peripldsmico con la
participacion de QhpF, un transportador ABC. Las otras dos subunidades que forman
QHNHD son transportadas al espacio periplasmico utilizando el translocén Sec o Tat
(Nakai et al., 2014). A diferencia de estas, LodA no es una proteina periplasmica sino
que es secretada al medio extracelular (Lucas-Elio et al., 2005). Sin embargo, el analisis
de su secuencia no ha revelado secuencias claramente indicativas de motivos de
secrecion (Lucas-Elio et al., 2006).

En Agrobacterium tumefaciens se ha detectado una secuencia sefial en el extremo C-
terminal que consiste en una serie de residuos con carga positiva que corresponden al
motivo RX7RXRXRXX(n) (Vergunst et al., 2005). Una secuencia parecida puede ser
detectada en la zona C-terminal de LodA (RAFSKVRSSNIRPRSGTRMRG) (figura IV.13).
Al analizar la estructura cristalina de LodA esta zona C-terminal no se observa, lo que
podria estar relacionado con que estos residuos participen en el mecanismo de
secrecién. Apoyando la hipdtesis de un papel importante para esta regiéon en C-
terminal, esta el hecho de que el analisis de secuencia de proteinas similares a LodA
del grupo IA revela que también muestran secuencias de residuos con carga positiva
en el extremo C-terminal (apéndice A.5).

En esta memoria se han realizado dos tipos de deleciones en la zona C-terminal de
LodA donde se localizan estos residuos. Se ha observado que la delecién de los ultimos
46 aminoacidos de esta zona no permite que se sintetice LodA activa ni en el sistema
recombinante ni en el nativo. Sin embargo, cuando se realizdé un delecién de menor
tamafio (9 aminoacidos) de la zona C-terminal de LodA se observé que la proteina
sintetizada se generaba mas lentamente que la nativa en ambos sistemas. Ademas, los
niveles de actividad alcanzados eran menores. En el sistema nativo este descenso de
actividad era menor tanto a nivel citoplasmatico como extracelular. Por lo tanto, no se
han obtenido evidencias de que la zona C-terminal participe en la secrecion de LodA.

Los datos presentados en esta memoria muestran que la deleciéon en el extremo C-
terminal de LodA afecta a la generacion de la forma activa de LodA. Esto podria ser
debido a que la zona delecionada interaccione con LodB, o que participe de alguna
manera en la formacion/estabilizacién del multimero de LodA o en el plegamiento
correcto de la proteina. A la vista de estos resultados, tampoco se puede descartar
completamente la implicacion de la zona C-terminal en el mecanismo de secrecion de
LodA.
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V.2. SINTESIS DEL COFACTOR.

LodA es la primera quinoproteina con cofactor CTQ que se ha expresado de forma
recombinante en E. coli. La puesta a punto de un sistema recombinante con proteinas
fusionadas a etiquetas nos ha permitido caracterizar los intermediarios generados
durante el proceso de sintesis del cofactor, y en consecuencia, obtener informacién
sobre el proceso de formacion del cofactor CTQ de LodA.

Los andlisis por MS de LodA expresada en presencia de LodB, mostraron un
incremento de MM de +28 Da. Este incremento es el esperado en la modificacion post-
traduccional que genera el cofactor quindnico CTQ. El cofactor ademds se ha
observado en la estructura de LodA. Este resultado muestra claramente que LodB es
necesaria, y al mismo tiempo suficiente en el sistema recombinante, para la formacidn
del cofactor quindnico. Por el contrario, cuando LodA se expresd en ausencia de LodB
se detecté como una forma enzimaticamente inactiva a la que denominamos PreLodA.
PreLodA presenta un incremento de MM de +16 debido a la insercién de un grupo
hidroxilo en Trp581. Es posible que PreLodA se genere por un mecanismo
autocatalitico ya que, hasta ahora, no se ha detectado que participe ninguna otra
proteina en el proceso. Ademas, parece poco probable que alguna enzima presente en
E. coli sea capaz de realizar la hidroxilacién inicial del Trp de LodA. En el caso de la
generacién del cofactor de MADH, también se ha detectado un intermediario
monohidroxilado (preMADH) del que se desconoce el mecanismo de generacion
(Pearson et al., 2003; Yukl et al.,, 2013). A favor de que se trate de un proceso
autocatalitico se encuentra el hecho de que la mutacion de un residuo Asp,
conservado en proteinas con cofactor derivado del Trp, conduce a la generacién de
una proteina sin la hidroxilacién inicial, tal como se ha observado en LodA D512A y en
el caso de MADH (Jones et al., 2005).

En concordancia con los datos expuestos en esta memoria, se propone que PreLodA es
el sustrato de LodB para generar el cofactor CTQ, de forma semejante a lo que ocurre
en la generacion de TTQ de MADH (Jensen et al., 2010). En este ultimo caso, la
oxidacion de preMADH llevada a cabo por MauG tiene lugar mediante un proceso de
“electron hopping” en el que participan varios residuos de Trp. Algunos de estos
triptéfanos estan en la superficie de la proteina, mientras que el modificado en el
cofactor estd en el interior, de manera que no hay contacto directo entre el Trp del
cofactor y MauG (Pearson et al., 2003; Abu Tarboush et al., 2011). Es interesante
sefialar que en la secuencia de LodA se pueden observar una serie de residuos de
triptéfano altamente conservados. Trp85 y Trp509 en el 100% y Trp217, Trp243,
Trp311 y Trp416 en mas del 90% de las proteinas similares a LodA (fig. IV.22). Estos
residuos podrian ser candidatos a participar en el mecanismo de “electron hopping” en
el que la oxidacion de LodA por parte de LodB tendria lugar sin que la segunda enzima
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tenga acceso al residuo modificado en el cofactor por estar en el mismo interior de la
proteina. Aunque de momento este tipo de mecanismo de accidon no ha sido descrito
para ninguna flavoproteina, recientemente se ha descrito en una tiorredoxina
reductasa que es posible un cierto nivel de comunicacién entre el cofactor FAD de esta
enzima y el estado de oxidacion de un Trp localizado en la superficie (Xu et al., 2015).
El hecho de que el cofactor CTQ de LodA se encuentre en el interior de la proteina, y el
que los dos residuos que forman parte del mismo se encuentren alejados en la
estructura primaria de la proteina parece descartar que la oxidacion de los mismos
tenga lugar antes del plegamiento de LodA. Para estudiar el mecanismo de generacién
de CTQ en LodA serd preciso poner a punto mecanismos “in vitro” de generacién del
cofactor quindnico, ademds de mutagénesis dirigida de algunos de los Trp
mencionados anteriormente. Ademas, serian interesantes estudios comparativos de la
actividad catalitica de LodB y MauG.

En la biosintesis del cofactor CTQ de QHNDH se ha demostrado que la flavoproteina
QhpG es requerida. Basandose en el analisis de su secuencia se ha propuesto que es
una flavoproteina monooxigenasa (Nakai et al., 2014). El analisis de secuencia de LodB
también indica que es una flavoproteina. Sin embargo, la similitud global de QhpG vy
LodB es baja y cae en el rango de similitud detectado con otras enzimas, tales como p-
fenol hidroxilasa, que son enzimas catabdlicas que no participan en ningun tipo de
modificacion post-traduccional de proteinas (apartado 1V.4.1.2). La baja similitud
entre QhpG y LodB podria indicar que realizan diferentes funciones en la generaciéon
del cofactor CTQ en QHNDH y LodA. En la generacion de CTQ en QHNDH ha sido
propuesto que QhpG tiene actividad peptidil-triptéfano monooxigenasa y que participa
en la primera hidroxilacién del Trp generando un producto intermediario
monohidroxilado. En estos estudios se menciona la interaccion de QhpG con la
subunidad gamma que posee el enlace tioéter. Sin embargo, no fue detectada ninguna
forma monohidroxilada que correspondiera a preCTQ. En este modelo, el
intermediario monohidroxilado es oxidado por los dos hemo tipo ¢ de la subunidad
alfa de QHNDH, que de esta forma actuaria de manera parecida a MauG (Nakai et al.,
2014). (fig. 1.21). Por el contrario en LodA la primera hidroxilacién es independiente de
LodB. Esta flavoproteina actua precisamente sobre la forma monohidroxilada
(PreLodA).

Una diferencia importante en la sintesis del cofactor de LodA con otras quinoproteinas
es que hasta ahora no se han obtenido evidencias de la participacién de metales en el
proceso. En este sentido, en la biogénesis de cofactores derivados de Tyr se ha
demostrado que es necesaria la presencia de un metal como agente oxidante (Cai and
Klinman, 1994; Bollinger et al., 2005). De la misma forma, en la generacion de
cofactores derivados del Trp se necesita la participacion de proteinas que poseen
grupos hemo, como es el caso de MauG en la generacion de TTQ de MADH (Wang et
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al., 2003), y de la subunidad alfa en la generacién de CTQ en la QHNDH (Nakai et al.,
2014). Sin embargo, en el sistema LodA/LodB no se ha detectado la participacion de
metales, ni de proteinas que posean grupos hemo. Adicionalmente, la baja similitud de
LodB con otras proteinas previamente descritas que participan en la biogénesis de
cofactores quindnicos sugiere que la maduracién del cofactor de LodA ocurre por un
mecanismo de modificacion post-traduccional que no se ha descrito anteriormente. En
consecuencia, el estudio de la generacion de CTQ en LodA podria revelar nuevos
mecanismos de modificacidn post-traduccional de proteinas.

V.3. ESTUDIO DE OTROS OPERONES SIMILARES A lod Y gox.

Andlisis bioinformaticos han revelado que se pueden detectar genes que codifican
proteinas similares a LodA en diversos genomas microbianos (aproximadamente en el
1% de los genomas secuenciados depositados en la base de datos del IMG). La mayoria
de las proteinas codificadas por los operones detectados aparecen anotadas como
proteinas hipotéticas. Teniendo en cuenta su relacion filogenética, las proteinas
similares a LodA se pueden agrupar en diferentes grupos. El hecho de que LodA y GoxA
se encuentren en grupos diferentes sugiere que estas proteinas tienen actividades
enzimaticas distintas dependiendo del grupo al que pertenezcan (Campillo-Brocal et
al., 2015).

Los genes similares a lodA detectados en otros genomas microbianos se encuentran
generalmente en un operdn que también contiene un gen que codifica una proteina
similar a LodB. Esta observacién sugiere una importante presion evolutiva para que se
mantenga la organizacién del operdn. La organizacion de genes en operones es una
caracteristica principalmente de bacterias pero también se ha observado en algunos
eucariotas. Los operones suelen codificar genes con funciones relacionadas, por
ejemplo, proteinas que interactian o que participan en una misma ruta metabdlica.
Esto proporciona una ventaja al reducir el nimero de promotores que se usan e
incrementa la posibilidad de cotransferencia de los genes. Ademas, parece ser que la
cotranscripcidon puede reducir el coste metabdlico de la produccién de complejos de
proteinas (Sneppen et al., 2010). Se ha visto que hay relacién entre el tamafio del
genoma y la aparicion de operones, a mayor tamafio del genoma, los operones tienden
a presentarse en menor numero, ser mas cortos y estar menos conservados (Nufiez et
al., 2013). Sin embargo, a pesar de la existencia de numerosas hipdtesis que intentan
explicar el por qué los genes se organizan en operones, todavia no hay una explicacién
definitiva (Ray and Igoshin, 2012). El hecho de que, como se ha demostrado en este
trabajo, la proteina similar a LodB sea especifica para su quinoproteina asociada v,
juegue un papel esencial en el proceso de generacién del cofactor, sin duda es un
factor importante.
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Los operones similares a lod detectados en esta memoria presentan un patréon general
en el que el gen similar a lodA va seguido de un gen similar a lodB, como ocurre en el
caso de M. mediterranea (fig. IV.23A). Sin embargo, se han detectado algunas
modificaciones a este patrén. Por ejemplo, en Bradyrhizobium japonicum USDAG6 los
genes similares a lodA y lodB se encuentran separados por un pequefio gen adicional
que no presenta ningun dominio conservado. Ademas, este tipo de operdn presenta
genes que podrian corresponder a hipotéticas tirosinasas y MCOs (fig. IV.23B). Las
tirosinasas son enzimas que participan en la sintesis de melaninas y que han sido
aisladas de hongos, bacterias y plantas. Dependiendo del organismo que las presente
su funcion puede ser diferente (Zaidi et al.,, 2014). En este sentido, las melaninas
pueden tener caracter protector frente a la radiacién UV (Patel et al., 1996), pero
también pueden funcionar como factores de virulencia (Valeru et al., 2009; Alspaugh,
2014). Dentro de las MCOs se encuentran las lacasas. Este tipo de enzimas estdn
ampliamente distribuidas en la naturaleza y son capaces de oxidar una gran variedad
de sustratos (Thurston, 1994). En bacterias se ha observado que la presencia de
lacasas estd relacionada con diferentes funciones tales como la sintesis de pigmentos
que protegen frente a la luz UV y el perdxido de hidrégeno (Singh et al., 2011), o
resistencia frente a Cu (Lee et al., 1994). Es interesante sefialar que M. mediterranea
también sintetiza una lacasa (PpoA) y una tirosinasa (PpoB). Estos genes no se
encuentran localizados en el mismo operén que LodA. Sin embargo, muestran
elementos reguladores comunes con LodA siendo, por ejemplo, todas ellas incluidas
durante la fase estacionaria de crecimiento (Molina-Quintero et al., 2010). Estas
observaciones sugieren una posible relacién funcional entre todas estas enzimas en la
gue los pigmentos generados por la tirosinasa y la lacasa podrian proporcionar
proteccidon al microorganismo frente a diferentes tipos de estrés celular, quizas incluso
frente a la propia LAO.

En los operones detectados en hongos, como por ejemplo, Gymnopus luxurians el gen
similar a lodB se encuentra orientado en sentido inverso al gen similar a /odA (fig.
IV.23C). Ademas, en este tipo de operones se ha detectado la presencia de un gen que
codifica una hipotética proteina con dominio de ferritina. Se ha observado que en
bacterias las proteinas que poseen un dominio de ferritina participan en la tolerancia a
diversos tipos de estrés (Gauss et al., 2012; Milecka et al., 2015). De la misma forma
gue en el operdn descrito anteriormente que presentaba genes de hipotéticas MCOs y
tirosinasas, la presencia de un gen adicional con dominio de ferritina sugiere que las
proteinas similares a LodA participan en mecanismos de adaptacién a ciertas
condiciones ambientales por determinar en futuros trabajos.

El andlisis del genoma de M. mediterranea ha revelado dos operones adicionales
similares a lod: gox y xo (Lucas-Elio et al., 2012b). Este ultimo codifica una proteina
cuya actividad enzimatica no ha podido ser caracterizada hasta el momento. El operdn
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gox esta compuesto por los genes goxA y goxB. La glicina oxidasa GoxA codificada por
este operdn tiene propiedades diferentes a las glicinas oxidasas descritas hasta la
fecha (Campillo-Brocal et al., 2013). En este trabajo se ha observado que, de forma
similar a LodA, en la sintesis de esta glicina oxidasa también se genera un intermedio
monohidroxilado, denominado PreGoxA. Este resultado sugiere que el mecanismo de
formacién del cofactor es un proceso igual en todas las proteinas similares a LodA. En
el caso de GoxA también es necesaria la actividad de la proteina asociada, GoxB, que
esta codificada en el mismo operdén que codifica la quinoproteina. Sin embargo, los
datos mostrados en esta memoria indican que el papel de LodB y GoxB no son
intercambiables y que cada flavoproteina actua especificamente sobre su
quinoproteina compafiera. De acuerdo con estas observaciones, la mutaciéon de lodB
en el sistema nativo, determina que se genere LodA no activa, a pesar de la presencia
de GoxB vy la flavoproteina del tercer operén. Como se ha discutido anteriormente,
esta especificidad de interaccién debe de estar relacionada con la conservacién de la
estructura de operones con genes que codifican una LAO y una flavoproteina implicada
en la sintesis del cofactor quindnico de la primera. En relaciéon con esto, se ha
propuesto que proteinas que forman complejos tienden a ser codificadas en operones
(Sneppen et al., 2010). En el caso de GoxA/GoxB se han obtenido evidencias de la
formacién del complejo (Campillo-Brocal, Tesis Doctoral en preparacion).

V.4. MODELO DE FORMACION DEL COFACTOR CTQ EN LodA.

En el caso de la sintesis del cofactor CTQ en LodA se puede proponer un modelo de
generacion del mismo compatible con los datos expuestos en esta Tesis Doctoral (fig.
V.1).
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Figura V. 1. Modelo de formacidn del cofactor CTQ en LodA de M. mediterranea.

Inicialmente LodA se sintetiza a nivel ribosémico con la Cys516 y el Trp581 sin
modificar. La primera hidroxilacion del Trp581 genera un intermediario, PreLodA, con
un incremento de MM de +16. PreLodA se genera mediante un proceso independiente
de LodB, en el cual el residuo Asp512 esta involucrado puesto que su mutacion a Ala
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impide la generacion de PreLodA. A continuacién, en este modelo LodB actuaria sobre
el intermediario monohidroxilado. Solo la coexpresién de LodA y LodB permite la
generacion del cofactor completo sugiriendo que LodB podria jugar un papel similar a
MauG en la generacion de MADH, completando la sintesis del cofactor por oxidacion
del intermediario. La actividad enzimatica concreta de LodB y su actuacién sobre LodA
serd objeto de estudio en trabajos posteriores. Una hipétesis seria que LodB podria
tener actividad hidroxil triptéfano monooxigenasa generando un Trp con dos grupos
hidroxilos. Las moléculas con dos grupos hidroxilos muy cercanas, tales como el
catecol, tienden a ser inestables, oxidandose a quinona rapidamente. Las quinonas son
compuestos muy reactivos lo cual podria explicar la interaccién con el residuo de
cisteina para generar el cofactor CTQ definitivo.
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IV. CONCLUSIONES

Las conclusiones mas importantes a las que se ha llegado en este trabajo, se enumeran
a continuacion:

1. Se ha puesto a punto un sistema de expresidon recombinante de las proteinas
LodA y/o LodB fusionadas a etiquetas lo que ha facilitado su aislamiento y
caracterizacion. LodA activa contiene el cofactor CTQ, tal como ha revelado su
estructura cristalina obtenida en colaboraciéon con los Drs. Francisco Javier
Medrano y Antonio Romero del CIB, CSIC. CTQ se origina por modificacion de
los residuos Cys516 y Trp581. Estos residuos estan conservados en todas las
proteinas similares a LodA.

2. LodB es requerida para la sintesis de la forma activa de LodA. En ausencia de
LodB se obtiene una forma soluble inactiva, PreLodA. Esta forma esta
modificada post-traduccionalmente por hidroxilacion del residuo Trp581. El
residuo Asp512, también conservado en todas las proteinas similares a LodA, es
esencial en la generacidon del precursor PreLodA, ya que su mutacién determina
la ausencia del precursor y, en consecuencia, de la proteina activa.

3. Se han analizado por mutagénesis dirigida otros residuos. Destacan los residuos
Tyr211 y Glul01 situados en el canal de acceso al centro activo. Su mutacion a
Ala determina la pérdida de actividad enzimdtica en el primer caso, y un
descenso significativo en el caso de la mutacién Glu101.

4. Los datos obtenidos indican que extremo C-terminal estd implicado en la
sintesis de la forma activa de LodA. No se han obtenido evidencias que
indiquen que participe en su secrecion.

5. Se ha creado un sistema de plasmidos con LodB fusionado a una etiqueta de
MBP que ha aumentado su solubilidad permitiendo su purificacién. Bajo las
condiciones ensayadas en esta memoria, no se ha conseguido detectar el
cofactor flavinico de LodB lo que ha impedido su caracterizacién.

6. En los operones analizados, el gen que codifica una proteina similar a LodA se
encuentra generalmente seguido de un gen que codifica una hipotética
flavoproteina similar a LodB. Se han observado variaciones a este patrén
general. En uno de ellos, entre el gen lodA y lodB se observa un gen adicional
gue codifica una proteina que no tiene ningln motivo conservado. Este tipo de
operones también contiene otros genes que codifican hipotéticas tirosinasas y
MCOs. En hongos se ha detectado otro patréon en el que los genes similares a
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lodB se encuentran localizados en la orientacidon contraria al gen lodA, y
presenta un gen que codifica una proteina hipotética con dominio de ferritina.

La sintesis de la forma activa de GoxA tiene lugar de forma similar a la de LodA.
Se sintetiza una forma monohidroxilada en el triptéfano que forma parte del
cofactor quindnico en ausencia de GoxB.

Se ha observado que las flavoproteinas que se sintetizan en el mismo operdn
son muy especificas de la quinoproteina que modifican. En el caso de LodA y
GoxA se ha demostrado que no son intercambiables.
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VIIIl. APENDICES

A. 1. Alineamiento de los residuos conservados 511-584 de LodA con zonas similares

de las 21 proteinas presentes en el grupo IA. En el al

ineamiento se utilizé el programa

MEGA®6. Las flechas indican los residuos Asp512, Cys516 y Trp581 de LodA. (*)

Residuos conservados en todas las proteinas del grupo |A analizadas en este trabajo.
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VIil. APENDICES

A. 2. Alineamiento de las proteinas similares a LodA incluidas en el grupo IA, excepto
la de Rhodopirelulla sp. SWK7, en la zona de LodA C448. Alineamiento de todas las
proteinas. En azul residuos 100% conservados y en rojo residuos > 90% conservados.

h: residuo hidrofébico; 1: N o S. El residuo C448 aparece marcado en amarillo.

Secuencia de residuos de LodA ‘430-463’

L (IR DT xhSDMDxxxhGNCVGXPxCPGIEVTWSxx1xxhY
Marme_2662 LodA Mar '"o'l;"/lc"\;gslmed'term"e” PVSDMDTAS IGNCVGLPMCPGIEMTWSLONPVIY
Mmwyll 3721 Marinomonas sp. MWYL1 PVNEMDAASIGNCVGLPMCPGIEVTWSLONSKLY
Marinomonas sp GOBB3-320 YVNEMDAASIGNCVGLPMCPGIEVTWSLONSKLY

PTD2_20217 Pseudoalteromonas tunicata D2 AVHPLDKASIGNCVGLPMCPGIEVTWSLONPNLY

G509DRAFT_1169

Flavobacterium subsaxonicum DSM

PVSLDDTASVGNCVGLPMCPGIEVTWSMQONPAVY

21790
PCIT_22609 Pseudoalter oml ‘;’;‘;5 citrea NCIMB | 11/ 5 b1 DOGSVGNCVGLPMCPGIEVTWS LONPKVY
Rhein_1334 Rheinheimera sp. A13L PVNPLDQGSVGNCVGLPMCPGIEVTWSMONPAVY

H527DRAFT_03370

Aquimarina muelleri DSM 19832

AISEIDMASVGNCVGLPMCPGIEVIWSLONENIY

PL2TA16_00557

Pseudoalteromonas luteoviolacea
2tal6

GVFYADQSSVGNCVGLPMCPGIEVTWSMQONPAVY

PflaDRAFT_00041100

Pseudoalteromonas flavipulchra 2ta6

GVFYADQGSVGNCVGLPMCPGIEVTWSLONPAVY

UY7DRAFT_03653

Pseudoalteromonas flavipulchra JG1

GVEFYADQGSVGNCVGLPMCPGIEVIWSLONPAVY

Pseudoalteromonas piscicida JCM

PPIS_19511 20779 GVFYADQGSVGNCVGLPMCPGIEVTWSLONPAVY
G366DRAFT_02721 Pseudoalter o'q‘;’(’)‘g piscicida ATCC | -y ADOGSVGNCVGLPMCPGIEVTWSLONPAVY

Gei7105DRAFT_0285

Geitlerinema sp. PCC 7105

GVDDRDRASVGNVVGLPQCPGIEVIWTTQONPIVY

Nhal_1391

Nitrosococcus halophilus Nc4

PLCSATSAAMGNCVGLPMCPGIEVTWSMQONPATY

FA60DRAFT_04769

Duganella zoogloeoides ATCC 25935

GIAALDRAAIGNCVGEPMCPGIEVTWSVRNPVIY

Nitrolancetus hollandicus Lb

GIHPLDRVDIGNCVGDPMCPGIEVTWSVRNPATIY

G559DRAFT_00896

Pseudomonas resinovorans DSM
21078

GVTALDRASVGNCVGGPLCPGIEVIWSLYSPELY

CC1582_00022990

Pseudomonas viriddaflava CC1582

NVTDLDRASVGNCVGGPFCPGIEVIWSLYSKALY

TA043_00024900

Pseudomonas viridaflava TA043

NVTDLDRASVGNCVGGPFCPGIEVIWSLYSKALY
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A. 3. Alineamiento de las proteinas similares a LodA incluidas en el grupo IA, excepto
la de Rhodopirelulla sp. SWK7, en la zona de LodA E101. En azul residuos 100 %
conservados y en rojo residuos > 90% conservados. 1: Vol;2: LoV ;3: Fo . El residuo

E101 aparece marcado en amarillo.

Secuencia de residuos ‘80-118’ en LodA

(S I 1xxIXWTVH2ANKKAAWY x 3XELxGNLLxGXXNSYXXXX
Marme_2662 LodA Marinomonas VKNIEWTVHLANKKAAWYEFRELNGNLLYGRDNSYSARG
- mediterranea MMB-1

Mmwyl1l_3721 Marinomonas sp. MWYLL | VKSIEWNVHLANKKAAWYAFSELNGNLLYGEANSYKNRG

Marinomonas sp GOBB3-320 | VKSIEWSVHLANKKAAWYAFSELNGNLLYGEANSYKNRG

PTD2_20217 Pseudoalter ngonas tunicata | 1o IVWTVHLANKKAAWYOYSELOGNLLYGETNSYTARK

GS09DRAFT 1169 | 'lavobacterium subsaxonicum | .\ +ownyut A SKKAEWYQYSELOGNLLYGSANSYONQD
- DSM 21790

PCIT 22609 Pseudoalteromonas citrea | 5 1 xuNvHT ANKKAAWY QY SELEGNLLYGKNNSYVNRE
- NCIMB 1889

Rhein_1334 Rheinheimera sp. A13L VQOSIQWTVHLANKKAAWYQYSELQGNLLYGPQONSYQQQK

H527DRAFT_03370

Aquimarina muelleri DSM
19832

VNSIVWTAHLANKKAAWYQYSELEGNLLYGNENSYSNRK

PL2TA16_00557

Pseudoalteromonas
luteoviolacea 2tal6

VKAITWTVHVANKKAAWYEFNELQGNLLFGEDNSYKKRG

PflaDRAFT_00041100

Pseudoalteromonas
flavipulchra 2ta6

VKSISWTVHVANKKAAWYEFNELQGNLLYGQDNSYSNRN

UY7DRAFT_03653

Pseudoalteromonas

VKSISWTVHVANKKAAWYEFNELQGNLLYGQDNSYSNRN

flavipulchra JG1
PPIS_19511 Pseudoalteromonas piscicida |y < 1 qyryHVANKKAAWYEFNELOGNLLYGODNSYSNRN
- JCM 20779
G366DRAFT_02721 Pse“doaﬁéoc’q‘;'(’)‘g piscicida | o 1 SWTVHVANKKAAWYEFNELOGNLLYGODNSYSNRN

Gei7105DRAFT_0285

Geitlerinema sp. PCC 7105

VASTIEWTVHLANKKAAWYQFSEYKGNLLFGDANSYTNQN

Nhal_1391

Nitrosococcus halophilus Nc4

VASTHWTVHLANKKAAWYQFSELQGNLLLGEGNSYKNQK

FAGODRAFT_04769

Duganella zoogloeoides ATCC
25935

IAKIEWKVHVANKKAAWWNYVPLLGDLMFGONNSYETWT

Nitrolancetus hollandicus Lb

VAKIEWTVHVANKKAAWYQFAEYEGNLMLGPDNSYEARG

G559DRAFT_00896

Pseudomonas resinovorans

VASVOWTVHVANKKAVWYNFQELQGNLLLGPDNSYEKVG

DSM 21078
CC1582_00022990 Pseudom ‘é'gssg'zr'ddaf lava | 1 AGTEWTVHLANKKAAWYSFSELQOGNLLLGPDNSYEACN
TA043_00024900 P se”dom‘;%z;’r idaflava IAGIEWTVHLANKKAAWYSFSELQGNLLLGPDNSYEACN
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VIil. APENDICES

A. 4. Alineamiento de proteinas similares a LodA incluidas en el grupo IA, excepto la
de Rhodopirelulla sp. SWK7, en la zona de LodA Y211. En azul residuos 100 %
conservados y en rojo residuos > 90% conservados. h: residuo hidrofdbico; 1: Go S; 2 Y

oF;3:GoA;4:So0A. Elresiduo Tyr211 aparece destacado en amarillo.

Secuencia de residuos ‘182-230’ en LodA

Gen Organismo
LGxhxTDxxGRLhVhGGxGxAGGxxxhx123GxxxWxDDx4DGxVxCxh
Marme_2662 LodA Marinomonas | ; .1 & 1n 0GR, TVLGGYGFAGGNTDLSGYGGGDDWY DDI SDGSVTCYY

- mediterranea MMB-1

Mmwyll 3721 Ma”"\’/‘l’v'csffs P | LGTLLTDDKGRLIVLGGYGRAGGNTDLEGYGGGDEWFDDISDGPVTCVV
Marinomonas sp LGTLRTDNKGRLIVLGGYGRAGGNTDLEGYGGGDEWFDDISDGPVTCVV

GOBB3-320
PTD2_20217 Pse‘;dzqcl :‘;; ngonas LGTLKTDNKGRLIVFGGYGHAGGDEALTSYGGSDTWHDDTADGPVYCEV

uni

G509DRAFT_1169

Flavobacterium
subsaxonicum DSM
21790

LGNLLTDASGRLVVLGGYGNAGGNEPLTSYGGSSTWHDDISDGPVYCTV

PCIT_22609

Pseudoalteromonas
citrea NCIMB 1889

LGDLKTDNEGRLIVLGGYGHAGGDKPLVSYGGSDTWHDDIADGPVYCTV

Rhein_1334

Rheinheimera sp.
A13L

LGDLLTDDLGRLIVLGGYGNAGGDEPLTSYGGSNTWHDDISDGPVYCTV

H527DRAFT_03370

Aquimarina muelleri
DSM 19832

LGDLLTDDEGRLIVLGGYGHAGGNEPLTSYGGSNTWHDDISDGPVYCTI

PL2TA16_00557

Pseudoalteromonas
luteoviolacea 2tal6

LGNILTDNEGRLVVIGGFGNAGGNEPLESYGGADTWHDDIADGTVYCTV

PflaDRAFT_00041100

Pseudoalteromonas
flavipulchra 2ta6

LGDILTDNEGRLVVLGGKGNAGGNLPLESYGGADTWHDDIADGTVYCTV

UY7DRAFT_03653

Pseudoalteromonas
flavipulchra JG1

LGDILTDNEGRLVVLGGKGNAGGNQPLESYGGADTWHDDIADGTVYCTV

PPIS_19511

Pseudoalteromonas
piscicida JCM 20779

LGDILTDNEGRLVVLGGKGNAGGNQPLESYGGADTWHDDIADGTVYCTV

G366DRAFT_02721

Pseudoalteromonas
piscicida ATCC 15057

LGDILTDNEGRLVVLGGKGNAGGNQPLESYGGADTWHDDIADGTVYCTV

Gei7105DRAFT_0285

Geitlerinema sp. PCC
7105

LGTLKTDSSGRLLVLGGFGKSGGDLPLSSYGGADTWYDDISDGSVTCTI

Nhal_1391

Nitrosococcus
halophilus Nc4

LGTIKTDREGRLLVLGAYGRAGGDEPITSYGGADTWYDDIADGPVECTV

FA60DRAFT_04769

Duganella
zoogloeoides ATCC
25935

LGEMRTDSAGNLLVIGAYGRAGGIDPITGFGGGDTWNDDIADGPVTATV

Nitrolancetus
hollandicus Lb

LGDLLTDADGRLLVLGGFGKAGGSEPITSFAGADTWHDDVSDGPVSCKL

G559DRAFT_00896

Pseudomonas
resinovorans DSM
21078

LGEMRTDQQOGRLLVLGGYGHAGGNQSITSFAGADGWHDDISDGPVTCTL

CC1582_00022990

Pseudomonas
viridaflava CC1582

LGGVLTDNKGRLLVLGGYGHAGGDQSITSFAGADTWHDDTSDGPVTCTL

TA043_00024900

Pseudomonas
viridaflava TA043

LGGVLTDKKGRLLVLGGYGHAGGDQSITSFAGADTWHDDTSDGPVTCTL
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A. 5. Alineamiento del extremo C-terminal de prote

englobadas en el grupo IA, eexcepto la de Rhodopirelulla sp. SWK7. El alineamiento

se realizé usando el programa MEGAG6. (*) Residuos cargados positivamente. En rojo

delecion de 46 aa y en verde delecidn de 9 aa generadas en LodA en este estudio.
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VIil. APENDICES

A. 6. Genes que codifican flavoproteinas hipotéticas similares a lodB detectados en
los genomas que contienen genes similares a lodA. Los genes adicionales localizados

entre ambos genes en algunos de los genomas se muestran en rojo. Algunos genes

similares a lodB que parecen estar partidos en dos se muestran en azul.

Tamaiio de la

Genoma gene_oid Locus Tag secuencia de COGs
Aa
Terriglobus saanensis SP1PR4, DSM 23119 649914560 AciPR4_2530 140
Terriglobus saanensis SP1PR4, DSM 23119 649914561 AciPR4_2531 369 C0G0644
Actinoplanes globisporus DSM 43857 2515244412 A3CQDRAFT_07979 336 C0G0644
Amycolatopsis balhimycina DSM 44591 2517477566 A3CEDRAFT_0691 385 C0G0644
Amycolatopsis vancoresmycina DSM 44592 2546378691 H480_ 25952 116 pfam01494
Kitasatospora setae KM-6054, NBRC 14216 2511595486 KSE_06180 391 C0G0644
Microlunatus phosphovorus NM-1 650913490 MLP_20450 371 COG0644
Streptomyces afghaniensis 772 2546772915 STAFG_1984 368 COG0644
Streptomyces auratus AGRO001 2533914305 SU9_01645 390 COG0644
Streptomyces flavidovirens DSM 40150 2523212644 GA12DRAFT_06356 327 COG0644
Streptomyces purpureus KA281, ATCC 21405 | 2516519009 StrpuDRAFT_3615 437 COG0644
Streptomyces scabiei 87.22 646659179 SCAB_78071 396 COG0644
Streptomyces sp. HPH0547 2541458762 HMPREF1486_04899 396 COG0644
Streptomyces turgidiscabies Car8 2541331107 STRTUCAR8_01196 221 COG0644
Rudanella lutea DSM 19387 2517151028 RudluDRAFT_3651 372 C0G0644
Aquimarina latercula DSM 2041 2523972985 H526DRAFT_00680 382 COG0644
Aquimarina latercula DSM 2041 2523972986 H526DRAFT_00681 147
Aquimarina muelleri DSM 19832 2524103210 H527DRAFT_03371 370 COG0644
Chryseobacterium gregarium DSM 19109 2523744442 H561DRAFT_01491 369 COG0644
Donghaeana dokdonensis DSW-6 2540718438 DDD_3115 364 COG0644
Flavobacterium soli DSM 19725 2523123555 G508DRAFT_03148 370 C0G0644
Flavobacterium subsaxonicum DSM 21790 2525331178 G509DRAFT_1170 379 COG0644
Kordia algicida OT-1 641459907 KAOT1_07773 358 COG0654
Kordia algicida OT-1 641460224 KAOT1_05627 369 C0G0644
Owenweeksia hongkongensis DSM 17368 2509012460 Oweho_2120 371 COG0644
Tenacibaculum ovolyticum DSM 18103 2523672834 H518DRAFT_02975 373 COG0644
Tenacibaculum ovolyticum DSM 18103 2523673416 H518DRAFT_03558 354 COG0644
Lewinella cohaerens DSM 23179 2515281511 A3EUDRAFT_02928 365 COG0644
Herpetosiphon aurantiacus DSM 785 2509059540 Haur_00884 356 COG0644
Cyanothece sp. PCC 8801 643475667 PCC8801_2626 356 C0G0644
Cyanothece sp. PCC 8802 644981410 Cyan8802_3477 356 C0G0644
Microcystis aeruginosa PCC 9701 2535024169 355 COG0644
Synechococcus sp. PCC 7336 2506749097 Syn7336_3774 373 COG0644
Synechococcus sp. WH7805 639022018 WH7805_00985 210 COG0644
Calothrix sp. PCC 7103 2507474091 Cal7103DRAFT_00009900 379 COG0644
Geitlerinema sp. PCC 7105 2510099034 Gei7105DRAFT_0284 375 COG0644
Leptolyngbya sp. PCC 7375 2509841120 Lepto7375DRAFT_1137 380 COG0644
Lyngbya majuscula 3L 2506481955 LYNGBM3L_45970 421 COG0644
Paenibacillus pinihumi DSM 23905 2524187776 H583DRAFT_01924 376 COG0644
Rhodopirellula baltica SH 1 637435364 RB4288 374 COG0644
Rhodopirellula baltica SH28 2537186272 RBSH_01580 365 COG0644
Rhodopirellula sp. SWK7 2534782292 RRSWK_06617 453 COG0644
Caulobacter crescentus CB15 637086589 CCO555 369 COG0644
Magnetococcus sp. MC-1 639721040 Mmcl_0291 361 COG0644
Agrobacterium vitis S4 643648895 Avi_5262 366 COG0644
Ancylobacter sp. FA202 2517476493 A3M1DRAFT_4582 362 COG0644
Ancylobacter sp. 501b 2520000087 D895DRAFT_0837 362 COG0644
Bradyrhizobium elkanii WSM2783 2513671318 YY7DRAFT_00617 259 COGO0654
Bradyrhizobium japonicum USDA 123 2528856989 K287DRAFT_08451 138
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Bradyrhizobium japonicum USDA 123 2528856990 K287DRAFT_08452 343 COG0644
Bradyrhizobium japonicum USDA 38 2513941114 A3AODRAFT_03550 339 COG0644
Bradyrhizobium japonicum USDA 38 2513943877 A3AODRAFT_06317 138

Bradyrhizobium japonicum USDA 38 2513943878 A3AODRAFT_06318 324 COG0644
Bradyrhizobium japonicum USDA 6 2512000709 BJ6T_51950 138

Bradyrhizobium japonicum USDA 6 2512000710 BJ6T_51960 324 COG0644
Bradyrhizobium japonicum USDA 6 2512002545 BJ6T_70310 335 COG0644
Bradyrhizobium sp. CCGE-LA001 2520791138 BCCGELA001_11564 328 COG0644
Bradyrhizobium sp. Cp5.3 2524441265 K289DRAFT_05853 347 COG0644
Bradyrhizobium sp. EC3.3 2513716745 YUUDRAFT_02263 368 COG0644
Bradyrhizobium sp. WSM3983 2513638821 YUADRAFT_02115 368 COG0644
Bradyrhizobium sp. YR681 2511394680 PMI42_01601 138

Bradyrhizobium sp. YR681 2511394681 PMI42_01602 324 COG0644
Mesorhizobium sp. WSM4349 2515624896 BO41DRAFT_00945 375 COG0644
Methylobacterium sp. 10 2546997098 K368DRAFT_2873 356 COG0644
Microvirga lotononidis WSM3557 2509073502 MicloDRAFT_00001390 370 COG0644
Nitrobacter hamburgensis X14 637969518 Nham_1020 138

Nitrobacter hamburgensis X14 637969519 Nham_1021 392 COG0644
Nitrobacter hamburgensis X14 637971095 Nham_2641 401 COG0644
Nitrobacter sp. Nb-311A 638920628 NB311A_15282 415 COG0644
Rhizobium leguminosarum bv. viciae 128C53 | 2515651855 BO62DRAFT_04547 355 COG0644
Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39 2513714294 YUSDRAFT_07290 138

Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39 2513714295 YUSDRAFT_07291 386 COG0644
Rhizobium mesoamericanum STM6155 2513599305 YY3DRAFT_04970 353 COG0644
Rhodopseudomonas palustris CGAO09 637475603 RPA2472 366 COG0644
Xanthobacter sp. 126 2517234184 XAN126DRAFT_4634 370 COG0644
Xanthobacter sp. 126 2517234372 XAN126DRAFT_4822 352 COG0644
Citreicella sp. SE45 647844930 CSE45_3262 369 COG0644
Pelagibaca bermudensis 648284618 R2601_05868 349 COG0644
Salipiger mucosus DSM 16094 (scaffold

version) 2523511523 salmuc_02446 380 COG0644
Azospirillum lipoferum 4B 2512035868 AZOLI_p50416 371 COG0644
Azospirillum sp. B510 646556649 AZL_e04110 386 COG0644
Fodinicurvata sediminis DSM 21159 2523907282 G502DRAFT_3287 368 COG0644
Inquilinus limosus DSM 16000 2523933295 G537DRAFT_06396 384 COG0644
Nisaea denitrificans DSM 18348 2525379172 K328DRAFT_3845 382 COG0644
Nisaea sp. BAL199 641432190 BAL199_14692 395 COG0644
Thalassobaculum salexigens DSM 19539 2523407329 G578DRAFT_2846 377 COG0654
Thalassobaculum salexigens DSM 19539 2523407710 G578DRAFT_3227 389 COG0644
Tistrella mobilis KAO81020-065 2519490908 TMO_c0490 397 COG0644
Sphingomonas elodea ATCC 31461 2547435672 KK7DRAFT_01672 138

Sphingomonas elodea ATCC 31461 2547435673 KK7DRAFT_01673 365 COG0644
Sphingomonas sp. S17 651582059 SUS17_587 358 COG0644
Acidovorax avenae subsp. avenae ATCC

19860 650735003 Acav_2542 386 COG0644
Acidovorax avenae subsp. avenae RS-1 2547287638 AASARDRAFT_02022 123 COG0644
Acidovorax avenae subsp. avenae RS-1 2547287639 AASARDRAFT_02023 170 COG0644
Alcaligenes faecalis subsp. phenolicus DSM

16503 2524227849 G456DRAFT_01747 357 COG0644
Azohydromonas australica DSM 1124 2527176976 H537DRAFT_05060 418 COG0644
Burkholderia ambifaria 10P40-10 642413907 BamIOP4010DRAFT_0032 394 COG0644
Burkholderia sp. BT03 2563064355 PMI06_008728 350 COG0644
Burkholderia sp. BT03 2563064360 PMI06_008733 373 COG0644
Burkholderia sp. CCGE1002 646771439 BC1002_7112 372 COG0644
Chitinimonas koreensis DSM 17726 2524916786 F559DRAFT_00292 363 COG0644
Chitinimonas koreensis DSM 17726 2524920576 F559DRAFT_04085 142

Chitinimonas koreensis DSM 17726 2524920577 F559DRAFT_04086 374 COG0644
Cupriavidus sp. UYPR2.512 2514031882 A3AS5DRAFT_06867 374 COG0644
Delftia acidovorans CCUG 15835 2541343205 HMPREF9702_04266 404 COG0644
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Delftia acidovorans CCUG 274B 2541346199 HMPREF9701_00977 404 C0G0644
Delftia acidovorans SPH-1 641298632 Daci_3529 409 COG0644
Delftia sp. Cs1-4 650860804 DelCs14_3290 409 C0G0644
Duganella zoogloeoides ATCC 25935 2518931951 FA60DRAFT_04770 386 C0G0644
Massilia timonae CCUG 45783 2532942464 HMPREF9710_03283 380 C0G0644
Pusillimonas sp. T7-7 650826133 PT7_3641 391 C0G0644
Ralstonia solanacearum MolK2 2541798313 341 C0G0644
Ralstonia solanacearum Po82 651230828 RSPO_m00448 361 COG0644
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 637454100 CV3269 365 C0G0644
Corallococcus coralloides DSM 2259 2512829100 COCOR_02747 390 COG0644
Cystobacter fuscus DSM 2262 2538044954 D187_001637 379 COG0644
Plesiocystis pacifica SIR-1 641164697 PPSIR1_31253 382 COG0644
Ferrimonas kyonanensis DSM 18153 2524104646 H598DRAFT_00620 372 COG0644
Marinimicrobium agarilyticum DSM 16975 2524121844 G547DRAFT_01230 369 COG0644
Marinobacterium rhizophilum DSM 18822 2519006290 F451DRAFT_01569 364 COG0644
Pseudoalteromonas citrea NCIMB 1889 2542023515 PCIT_20079 371 COG0654
Pseudoalteromonas citrea NCIMB 1889 2542023928 PCIT_22139 360 COG0654
Pseudoalteromonas citrea NCIMB 1889 2542024023 PCIT_22614 386 COG0644
Pseudoalteromonas flavipulchra 2ta6 2505176535 PflaDRAFT_00014020 359 COG0644
Pseudoalteromonas flavipulchra 2ta6 2505179240 PflaDRAFT_00041090 378 COG0644
Pseudoalteromonas flavipulchra JG1 2550713914 UY7DRAFT_03654 378 COG0644
Pseudoalteromonas flavipulchra JG1 2550715158 UY7DRAFT_04899 359 COG0644
Pseudoalteromonas luteoviolacea 2tal6 2505183674 PIutDRAFT_00005320 376 COG0644
Pseudoalteromonas luteoviolacea 2tal6 2505186350 PIutDRAFT_00032080 373 COG0644
Pseudoalteromonas piscicida ATCC 15057 2520471308 G366DRAFT_00652 359 C0G0644
Pseudoalteromonas piscicida ATCC 15057 2520473374 G366DRAFT_02720 378 C0G0644
Pseudoalteromonas piscicida JCM 20779 2542029829 PPIS_10010 359 COG0644
Pseudoalteromonas piscicida JCM 20779 2542031717 PPIS_19506 378 COG0644
Pseudoalteromonas rubra ATCC 29570 2541424620 PRUB_04176 370 COG0644
Pseudoalteromonas rubra ATCC 29570 2541428756 PRUB_24671 383 COG0644
Pseudoalteromonas sp. BSi20495 2540458793 386 COG0644
Pseudoalteromonas sp. Bsw20308 2540452161 D172_1357 386 COG0644
Pseudoalteromonas spongiae UST010723-

006 2542035140 PSPO_13062 385 C0G0644
Saccharophagus degradans 2-40 637919380 Sde_0318 482 COG0644
Shewanella piezotolerans WP3 643424059 swp_0648 366 COG0644
Shewanella sp. 38A_GOM-205m 2546918703 N512DRAFT_04274 393 C0G0644
Shewanella woodyi MS32, ATCC 51908 641635854 Swoo_4289 372 C0G0644
Nitrosococcus halophilus Nc4 646692022 Nhal_1390 390 COG0644
Rheinheimera sp. A13L 2512463315 Rhein_1333 378 C0G0644
Rheinheimera sp. A13L 2512464577 Rhein_2599 369 COG0644
Arsenophonus nasoniae DSM 15247 2526112036 G468DRAFT_01094 369 COG0644
Arsenophonus sp. ArN 2510071412 ArN_00015330 369 COG0644
Methylomonas sp. 11b 2516192575 Meth11bDRAFT_4056 364 COG0644
Methylomonas sp. MK1 2522499055 GOO6DRAFT_1988 364 C0G0644
Hahella chejuensis KCTC 2396 637833462 HCH_03140 392 C0G0644
Hahella ganghwensis DSM 17046 2520615830 F566DRAFT_05358 409 C0G0644
Halomonas anticariensis DSM 16096 2524952842 F567DRAFT_04167 378 COG0644
Marinomonas mediterranea MMB-1 2506228519 Marme_1654 379 COG0644
Marinomonas mediterranea MMB-1 2506229271 Marme_2397 385 COG0644
Marinomonas mediterranea MMB-1 2506229542 Marme_2661 369 COG0644
Marinomonas sp GOBB3-320 2504626911 M320_pool_00037290 372 COG0644
Marinomonas sp. MED121 638943767 MED121_12490 378 COG0644
Marinomonas sp. MWYL1 640806103 Mmwyll_ 3720 372 COG0644
Oceanospirillum beijerinckii DSM 7166 2524095415 H579DRAFT_00202 142 COG0644
Oceanospirillum beijerinckii DSM 7166 2524095416 H579DRAFT_00203 252 COG0644
Oceanospirillum beijerinckii DSM 7166 2524097886 H579DRAFT_02674 388 COG0644
Acinetobacter gyllenbergii MTCC 11365 2546621804 L293_0744 283 COG0644
Acinetobacter sp. NBRC 100985 2533901542 367 COG0654
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Acinetobacter tjernbergiae DSM 14971 2518262900 C502DRAFT_01576 370 COG0654
Cellvibrio japonicus Uedal07 642701565 CJA_0226 391 C0G0644
Cellvibrio japonicus Uedal07 642705101 CIA_3777 363 C0G0644
Pseudoalteromonas tunicata D2 639009029 PTD2_20212 368 COG0644
Pseudomonas fluorescens NZ17 2506351878 PfINZI7_00013270 384 COG0644
Pseudomonas resinovorans DSM 21078 2525344493 G559DRAFT_00895 360 COG0644
Pseudomonas viridiflava CC1582 (CC1582) 2506935212 CC1582_00023000 360 C0G0644
Pseudomonas viridiflava TA043 (TA043) 2506970398 TA043_00024910 360 C0G0644
Xanthomonas translucens pv. graminis ART-
Xtg29 2536428631 XTG29_02242 385 COG0644
estExt_Genemark1.C_160146.
Gymnopus luxurians FD-317 M1 2509255934 1 435 COG0644
fgeneshl_kg.16_# 157 # Loc
Gymnopus luxurians FD-317 M1 2509255937 us9113virpkm9.56.1 446 COG0644
Hypholoma sublateritium FD-334 SS-4 2509219407 gm1.4995_g.1 393 COG0644
Laccaria bicolor S238N-H82 645819476 LACBIDRAFT_321484 468 C0G0644
Postia placenta Mad-698-R 645908371 POSPLDRAFT_96921 402 C0G0644
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