Ramon Lull Fundacié Privada. Rgtre. Fund. Generalitat de Catalunya nim. 472 (28-02-90)

rsitat

C.LF. G: 59069740 Unives

Universitat Ramon Llull

TESIS DOCTORAL

Titulo
ANALISIS MUTACIONAL DEL EXTREMO C-TERMINAL DE LA
a-1,3-GALACTOSILTRANSFERASA BOVINA:
ESTABILIDAD Y CATALISIS
Realizada por
Javier Antonino Linares Pastén
en el Centro
Institut Quimic de Sarria
y en el Departamento de
Bioingenieria
Dirigida por

Dr. Antoni Planas i Sauter

C. Claravall, 1-3
08022 Barcelona
Tel. 936 022 200
Fax 936 022 249
E-mail: urlsc@sec.url.es

www.url.es



A mis padres



Resumen

La a-1,3-galactosiltransferasa (a3GT) esta involucrada en la biosintesis de
oligosacaridos antigénicos responsables del rechazo inmunolégico
hiperagudo (HAR) en el xenotransplante de oOrganos de animales a
humanos, por lo que ésta enzima tiene un particular interés en
biomedicina. Por otra parte, la a3GT constituye un modelo enzimatico
para estudios mecanisticos y estructurales de glicosiltransferasas. La
enzima transfiere galactosa (Gal) del UDP-Gal a la N-acetillactosamina
(LacNAc), o ala lactosa (Lac).

Actualmente, los estudios cristalograficos han mostrado dos tipos de
estructuras con diferentes conformaciones en la zona C-terminal (aa. 358-
368). En la forma I, esta zona esta altamente desordenada, pero en la
forma II esta bien defina, lo cual sugiere que funciona como tapa que que
cierra el sitio catalitico. Estos cambios conformacionales sugieren que el
extremo C-terminal podria tener un rol clave en la actividad catalitica.

En la presente tesis doctoral se abordo el estudio estructural/funcional del
extremo C-terminal desde un enfoque de analisis cinético y de estabilidad
de mutantes de alanina de cada uno de los aminoacidos de las posiciones
358-368. De esta manera, la comparacién entre eficiencia catalitica y
estabilidad enzimatica proporcionan un método que permite identificar los
aminoacidos que tienen un rol importante en la uniéon de ligando o en el
empaquetamiento estructural.

Para los mutantes K359A, Y361A, V363A y R365A no se ha detectado
actividad, por lo cual, estas posiciones son fundamentales para la actividad
a3GT. K359, Y361 y R365 interaccionan con los fosfatos del UDP-Gal,
ademas, K359A también interaccionan con el hidroxilo 3 de la lactosa
segin modelizacién molecular, por lo cual se ha propuesto un rol de
acido/base general a la lisina 359. Por otra parte, los mutantes N367A y
V368A resultaron ser de 2 a 3 veces mas activos que wt, respectivamente.

Los estudios de estabilidad revelan que wt y mutantes de residuos no
involucrados directamente en la interacciéon con los sustratos, presentan
mayor estabilidad, que aquellos que segin los modelos moleculares y las
estructuras cristalograficas, interaccionan directamente con el UDP o
UDP-Gal. Por otra parte, se encontro, que la presencia de UDP estabiliza al
enzima wt, mientras que este efecto estabilizador del UDP disminuye en
mutantes de residuos directamente implicados en las interacciones con el
UDP-Gal.
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Abreviaturas

o3GT: UDP-Gal:Galp1—4GIcNAcB-R a3-galactosiltransferasa
aa: Aminoacido

DNA: Acido desoxiribonucleico

ANTS: Acido 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfénico

BB 1x: Tampon binding buffer 1x: 20mM Tris-HCI, 0.5M NaCl pH 7.9
BSA: Albumina de suero bovino

CCF: Cromatografia de capa fina

cDNA: ADN complementario

EOF: Flujo electroosmotico

F: Factor de respuesta

FACE: Fluorophore Assisted Capillary Electrophoresis
GTs: GlicosilTransferasas

HK: Tampon HK 1x

HPCE: High Performance Capillary Electrophoresis
HPLC: High Performance Liquid Chromatography

IPTG: Isopropiltiogalactosido
LDH: Lactato DesHidrogenasa
LgtC: 04GT

MCS: Multiple Cloning Site

MS: Mass spectrometry

MW: Molecular Weight

PK: Pyruvate Kinase

PP: Fraccion periplasmatica
Rf: Parametro cromatografico
RNA : Acido ribonucleico

SDS-PAGE:Electroforesis en gel de poliacrilamida, en condiciones
desnaturalizantes (con SDS)

TEA: Trietilamina

TMS: Tetrametilsilano

TsPNa: 2,2,3,3-tetradeutero-3-(trimetilsilil)-propionato sédico

UDP: uridin difosfato

Wt: Wild Type (enzima salvaje)

UDP-Gal/Gal-UDP: uridin difosfo galactosa

UDP-Gal*/Gal-UDP*:Disolucion de UDP-Gal en el que se ha mezclado

una proporcion de reactivo radioactivo con no radioactivo de 1:21 en

volumenes.
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INTRODUCCION

Las glicosiltransferasas (GTs) son enzimas involucradas en la biosintesis
de oligosacaridos y glicoconjugados (EC 2.4.x.y). Estdn ampliamente
distribuidas en todos los sistemas vivos, desde bacterias hasta el hombre,

por lo que sus funciones pueden considerarse fundamentales para la vida.

Las glicosiltransferasas bacterianas estan vinculadas con la biosintesis de
las paredes celulares y de importantes azacares presentes en sus
superficies. Tales como los lipopolisacaridos (LPS) de las bacterias Gram
negativas, polisacaridos capsulares (CPS) o los lipoarabinomananos de
micobacterias. En el caso de las bacterias patégenas, muchos de estos
azucares son los responsables de la virulencia (Benz y Schmidt, 2002).
Algunas glicosiltransfersas bacterianas se han utilizado para la sintesis a
gran escala de oligosacaridos que podrian tener interés farmacologico e

industrial (Endo y Koizumi, 2000) (tabla 1).

Las glicosiltransferasas de las plantas participan en la biosintesis de las
complejas paredes celulares (Scheible y Pauly, 2004), ademas, en la
glicosilacion de pequeiias moléculas que podrian jugar roles importantes
en la modulacién de la germinacion, inactivacion de fitohormonas y otros
procesos fisioldgicos (Keegstra y Raikhel, 2001). El genoma recientemente

secuenciado de Arabidopsis thaliana revel6 la presencia de un gran
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nimero de ORFs potencialmente codificadores de glicosiltransferasas (Li,

et al. 2000).

También han sido clonados genes y expresadas las correspondientes
glicosiltransferasas de levaduras y de diversas especies de mamiferos
incluyendo el hombre (Hennet, 2002) (tabla 2). Recientemente se ha
construido una libreria de 51 glicosiltransferasas humanas inmobilizadas
en la superficie de levadura (Saccharomyces cerevisiae) (Shimma, et. al.
2006). Esta libreria fue satisfactoriamente utilizada para la sintesis de
oligosacaridos humanos tales como sialil Lewis (x), Lewis (y) y el antigeno
H.

Tabla 1. Algunas glicosiltransferasas clonadas de bacterias (fuente: Endo y Koizumi,

2000).

Enzima Gen Fuente bacteriana
GalT
B-1,4-galactosiltransferasa IgtB  Neisseria meningitidis, N. gonorrhoeae
B-1,4-galactosiltransferasa cps14J  Streptococus pneumoniae
B-1,4-galactosiltransferasa hpgalT  Helicobacter pylori
B-1,4-galactosiltransferasa cgiB  Campylobacter jejuni

o-1,4-galactosiltransferasa IgtC  Neisseria meningitidis, N. gonorrhoeae

GIcNAcT

B-1,3-N-acetilglucosaminiltransferasa  IgtA  Neisseria meningitidis, N. Gonorrhoeae
B-1,4-N-acetilglucosaminiltransferasa  1odC  Rhizobium leguminosarum

GalNAcT

B-1,3-N- lgtD  Neisseria meningitidis, N. Gonorrhoeae
acetilgalactosaminiltransferasa cgtA  Campylobacter jejuni

B-1,4-N-

acetilgalactosaminiltransferasa

FucT

o-1,3-fucosiltransferasa HplucT Helicobacter pylori
a-1,3-fucosiltransferasa fucT  Helicobacter pylori
a-1,2-fucosiltransferasa fucT2  Helicobacter pylori
o-1,3/4-fucosiltransferasa fucT  Helicobacter pylori

SiaT

o-2,3-sialiltransferasa Ist Neisseria meningitidis, N. gonorrhoeae
o-2,3-sialiltransferasa cst-I  Campylobacter jejuni
a-2,3-sialiltransferasa cst-Il Campylobacter jejuni
a-2,6-sialiltransferasa bst  Photobacterium damsela

a-2,8/9-sialiltransferasa neuS  Escherichia coli
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Tabla 2. Galactosiltransferasas humanas, de ratén y de rata (fuente: Henet, 2002).

Enzima Gen / Cromosoma Humano Fuente
B-1,4-galactosiltransferasa BAGALT1/9p13 obicuo
B-1,4-galactosiltransferasa B4GALT2 /1p34-p33 obicuo
B-1,4-galactosiltransferasa BAGALT3/1921-g23  obicuo
B-1,4-galactosiltransferasa B4GALT4/3q13 obicuo
B-1,4-galactosiltransferasa BAGALT5/20q13 obicuo
B-1,4-galactosiltransferasa B4GALT6 /18q11 médula 6sea, cerebro,

mamas, pulmones,
pancreas, piel, embrion.

B-1,4-galactosiltransferasa B4GALT7 / 5935 obicuo

B-1,3-galactosiltransferasa B3GALT1/2qg14 células germinales,
cerebro

B-1,3-galactosiltransferasa B3GALT2/ 1931 sangre, huesos, cerebro,

colon, corazén, pancreas,
piel, embrién, pulmones,
sistema nervioso, prostata.
B-1,3-galactosiltransferasa B3GALT3/ 3925 vejiga, huesos, cerebro,
mamas, colon, células
germinales, corazdn,
rinones, pulmones,
ovarios, prostata,
testiculos, prepucio, Utero,
embrién
B-1,3-galactosiltransferasa B3GALT4 / 6p21 cerebro, colon, pulmones,
ovarios, pancreas,
pulmones, testiculos,
rinones, estémago,

préstata.
B-1,3-galactosiltransferasa B3GALT5/ 21922 mamas, colon, pancreas,

testiculos, sistema

nervioso.
B-1,3-galactosiltransferasa B3GALT6 /1 obicuo
B-1,3-galactosiltransferasa B3GALT7, C1GALT1 /7 médula ésea, cerebro,

colon, células germinales,
rinones, pancreas,
placenta, intestino
delgado, estomago, Utero.

o-1,3-galactosiltransferasa ABO /9934 sangre, colon.
o-1,4-galactosiltransferasa A4GALT1 /22913 obicuo

Cer galactosiltransferasa CGT /4926 cerebro, rifones
o-1,3-galactosiltransferasa Ggta 1/ de ratdon embrién, corazon,

pulmones, glandulas
mamarias, pancreas,
glandulas salivares, piel,
utero, bazo.
o-1,3-galactosiltransferasa (iGB3s) / de rata pulmones, Utero, pituitaria,
timo, masculo esquelético,
cerebro, bazo, rinones.
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Figura 1. Los carbohidratos de la superficie celular actian como sitios de uni6én para

otras células, bacterias, virus, toxinas, hormonas y muchas otras moléculas.

Las glicosiltransferasas de los animales estan vinculadas con la biosintesis
de azacares de superficie que envuelven a la célula formando una capa
llamada glicocéalix. Estos azacares sirven de sitios especificos de uniéon con
otros receptores celulares, bacterias (De Angelis, 2002), virus (Markine-
Goriaynoff et al. 2004), parasitos (Dias Filho, et al. 2005), toxinas y
hormonas (figura 1). Por otra parte, son importantes en las interacciones
celulares durante la fertilizacion (Talbot, et al. 2003), desarrollo,
diferenciacion, transformacion oncogénica (Hakomori, 2002; Couldrey y
Green, 2000), inflamacion (Becker y Lowe, 2003), defensa inmunolégica

(Rudd, et al. 2001) y muchas enfermedades.

En este marco, la a-1,3-galactosiltransferasa es clave en la biosintesis de
xenoantigenos consistentes en carbohidratos, que se expresan
principalmente en las superficies de células endoteliales de mamiferos no
humanos (Joziasse y Oriol, 1999). Por ello, ésta proteina es de especial
interés en estudios de xenotransplantacion de o6rganos y tejidos de
animales al hombre. Pero ademaés, ésta enzima ha llegado a constituirse
en un prototipo para estudios estructurales y mecanisticos de las

glicosiltransferasas.
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Figura 2. Sustratos donadores de las glicosiltransferasas tipo Leloir.

Respecto a las reacciones que catalizan, las glicosiltransferasas son de dos
tipos: (1) tipo Leloir y (2) tipo no Leloir. Las primeras utilizan como
sustratos donadores monosaracaridos activados por nucle6tidos, mientras
que las segundas utilizan donadores activados por fosfato. Los enzimas
tipo Leloir son los responsables de la sintesis de la mayoria de las

glicoproteinas y de otros glicoconjugados en las células de mamiferos, y
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utilizan ocho donadores primarios: UDP-Glu, UDP-GIcNAc, UDP-Gal,
UDP-GalNAc¢, GDP-Man, GDP-Fuc, UDP-GIcUA y CMP-NeuAc (figura 2).

La reaccién general que catalizan estas enzimas es:

XDP-Gly + OH-aceptor —&iesiranjerae s Gly-Q-aceptor + XDP

donde XDP-Gly es un nucleotido azicar (sustrato donador) y OH-aceptor
(sustrato aceptor) puede ser un oligosacarido libre, conjugado con un

lipido (glicolipido), proteina (glicoproteina) u otro tipo de moléculas.

A pesar de que las reacciones que catalizan las glicosiltranferasas ya se
conocen bien, aun no han quedado bien establecidos los mecanismos de
reaccion ni las relaciones entre sus estructuras y funciones. Dentro de este
marco, el objetivo central del presente trabajo consiste en el estudio
estructura/funcion de la o3GT, a través de analisis mutacional de
aminoacidos del sitio activo y cercanos a el, en el extremo C-terminal (358-
368). Region que por estudios cristalograficos previos, presenta dos
formas (Gastinel et al., 2001; Boix et al.,, 2001; Boix et al.,, 2002),

sugiriendo cambios conformacionales asociados a la actividad.

Glicosiltransferasas: estructuras moleculares

Inicialmente, la estructura de las glicosiltransferasas ha sido estudiada a
partir de la comparacién de secuencias de aminoacidos deducidas de
cDNAs clonados, siendo de principal interés las de mamiferos. Estos
estudios han revelado que las glicosiltransferasas no tienen secuencias
homoélogas, sin embargo comparten unidades estructurales comunes
(Paulson, et al. 1989). En el caso de las glicosiltransferasas ancladas a
membrana, éstas tienen una corta cola citoplasmatica en el extremo N-

terminal, un dominio de anclaje a membrana que puede ser de 16 a 20
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aminoacidos o mas, una region tallo (region stem o espaciadora) a la cual
sigue un voluminoso dominio COOH-terminal catalitico soluble (figura 3).

Esta topologia de proteinas transmembrana corresponde al tipo II.

A B
Gallacf1,4-GT  fourina e e———  a—
humana 5324 20 357-358
bovina
CGalol ,2-GT bovina o E— _—)f' —
ST 35 A
murina  EETTETET —— ————
4 16 337
Gale 2,6-5T rata = — ﬁ‘ ——
%-F — & ! Deominie
Catalitico
GleNAcel 3FT  pimana o — I =
T 327 ) . Reaicn COOH
— _ Lumen del
Galel 2-FT h T /1| Tall
alos umana == S allo Aparato de Goli
Sefial de anclaje
Galel,3-GalllAcT humana R Y | S Csla Citoplasmética Citoplasma
17 20 317

NH2

Figura 3. (A) Secuencias de aminoacidos de glicosiliransferasas de membrana,
clonadas. En gris se muestra el dominio amino terminal, en negro la sefial de anclaje y en
blanco el dominio catalitico orientado a la regiéon luminal del aparato de Golgi. (B)
Topologia comtn de glicosiltransferasas de membrana clonadas (Fuente: Paulson, et al.,

1989 )

En las glicosiltransferasas de membrana anteriormente descritas, el
dominio de anclaje al parecer tiene dos funciones: la primera es que actaa
como secuencia sefial de anclaje no hidrolizable, y la segunda que contiene
senales de retencion especificas para el aparato de Golgi. Por otra parte, la
estructura primaria de la region tallo no es conservada entre las
glicosiltransferasas, pero existen muchas caracteristicas compartidas que
sugieren que esta region carece de estructura secundaria y es flexible,
permitiendo al dominio catalitico glicosilar los grupos carbohidrato tanto
de las glicoproteinas ancladas a membrana como de aquellas
glicoproteinas de secrecion cuya ruta es a través del aparato de Golgi.

Ademas, la region tallo de algunas glicosiltransferasas contiene sitios
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proteoliticos, los cuales, tras sufrir hidroélisis producen formas solubles
enzimaticamente activas (Paulson, et al. 1989). Asi, las formas solubles
encontradas y purificadas de la leche, suero y otros fluidos corporales
parecen provenir de proteinas inicialmente ancladas a membrana.
Finalmente, el dominio catalitico es una unidad globular y compacta que
representa un plegamiento independiente, y parece ser resistente a

proteasas.

El advenimiento de la gen6mica ha permitido identificar numerosas
secuencias codificantes para glicosiltransferasas en diversos organismos.
De esta manera se empez6 un nuevo sistema de clasificacién en base a la
similitud de secuencias de aminoacidos (Campbell et al. 1997), tal como ya
se habia hecho para glicosidasas. Esta forma de clasificacion tiene ventajas
sobre el tradicional sistema recomendado por la ITUBM (International
Union of Biochemistry and Molecular Biology), ya que segin la IUBM se
requiere la caracterizacion completa de los sustratos y productos antes de
poder asignar un numero EC (Enzyme Comission) al enzima. Otras
limitaciones del sistema tradicional son el hecho de que muchas
glicosiltransferasas actiian sobre diferentes sustratos y que esta
clasificacion no refleja las caracteristicas estructurales y mecanisticas de

los enzimas.

La clasificacion por secuencias esta disponible en el servidor Carbohydrate
Active Enzymes database (CAZy) (http://www.cazy.org) (Coutinho vy
Henrissat, 1999; Coutinho, et. al. 2003). Incluye todas las
glicosiltransferasas que utilizan como sustratos donadores azicar difosfofo
nucleosidos, azicar monofosfo nucledsidos, azucares fosfato, dolicol fosfo
azucares, azucares-1-fosfato y lipido-difosfo azacares. Actualmente hay 89
familias con un total de mas de 7200 secuencias (junio de 2007) . El
mecanismo molecular se conserva dentro de cada familia y por ello puede
extrapolarse informacién mecanistica de los pocos enzimas que han sido

caracterizados bioquimicamente a otros menos conocidos.
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Figura 4. Topologias de las superfamilias de glicosiltransferasas. (A) GT-A, o-1,3-
galactosiltransferasa (03GT- 1k4v.pdb). (B) GT-B, TDP-vancosaminiltransferasa (GtfD —
1rrv.pdb). (C) Sialil transferasa de Campylobacter jejuni (CstIl — 1ro7.pdb).

Los estudios cristalograficos han permitido establecer tres tipos de
plegamientos para las glicosiltransferasas (figura 4). Inicialmente se han
considerado dos plegamientos: GT-A y GT-B (Hu y Walter, 2002). Sin
embargo, recientemente se ha cristalizado una sialil transferasa de
Campylobacter jejuni (Chiu et al. 2004), que presenta un plegamiento
diferente a los anteriores, de modo que ha dado lugar a una tercera

superfamilia: CstII.

La superfamilia GT-A presenta plegamiento tipo sandwich o/B/a
monodominio y son metalo dependientes (Mn*2 o Mg+*2). Consisten en un
arreglo central de laminas B paralelas rodeado de un ntimero variable de
hélices o por ambos lados, recordando al motivo de enlace a
mononucleétidos o plegamiento de Rossmann. Este dominio ha sido
denominado UBD (Uridine Binding Domine) por Gastinel et. al. 2001, ya
que un buen numero de glicosiltransferasas utilizan como sustrato
donador azucar nucleétidos de uridina. El subdominio SGC (SpsA GnT I

core), denominado asi de estudios anteriores de las glicosiltransferasas
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SpsA y GnT I (Unligil y Rini, 2000), se une a la porcion nuclebtido del
sustrato donador y contiene un carboxilato (Asp o Glu) que actuaria como
base catalitica (Tarabouriech et al. 2001) y al motivo DXD (Aspartato-X-
Aspartato). Este motivo juega un rol importante en la unién del Mn+2
necesario para la catalisis. Por otra parte, GT-B contiene dos dominios de
tipo Rossmann orientados uno de cara al otro, y en medio esté situado el
sitio activo y son metaloindependientes. Esta topologia se conoce menos
que la GT-A.

- SpsA

| - pGalT
BGICUAT

B - aGalT

i— Glicogeninas

retencién

— enzimas
no GT

(glucosamina-1-fosfato
pirofosforilasa)

W—f T4-BGT

Glicogeno
Lo | fosforilasa
GT20 (- OtsA

— inversion

— retencién

|| enzimas
no GT

plegamiento (UDP-GIcNAC ! clan familia
2-epimerasa)

subfamilia

L
-

Incremento del pader predictivo funcional

Figura 6. Clasificacion de las glicosiltransfersas segin su estructura tridimensional y la
configuracion (retenciéon/configuracién) de los enlaces glicosidicos formados en sus
respectivos productos (Coutinho et al. 2003). SpsA: glicosiltransferasa de Bacillus
subtilis; PGalT: B-1,4-galactosilt-ransferasa; PGlcNAcT: [-1,2-N-acetil-glucosaminil-
transferasa; BGICUAT: B-1,3-glucoronil-transferasa: aGalT: o-1,3-galactosil-transferasa;
LgtC: a-1,4-galactosil-transferasa; Glicogeninas: B-1,4-glucosil-transferasa; GtfB: B-1,4-
glucosil-transferasa; MurG: B-N-acetilglucosaminil-tranferasa; T4-BGT: DNA--glucosil-

transferasa; OtsA: trehalosa fosato sintasa.
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Figura 5. Reacciones catalizadas por las glicosiltransferasas con retencion e inversion de

configuraciéon del carbono anomérico.

Por otra parte, Cstll tiene un plegamiento similar a GT-A con algunas
diferencias topologicas en el plegamiento tipo sandwich o/f/a. El sustrato
donador es un nucle6tido monofosfo aziicar (CMP-NeuAc) y no presenta el

motivo de enlace al i6n metalico DXD (Chiu et al. 2004).

A pesar de que las superfamilias GT-A y GT-B parecen estar bien definidas,
no existe correlaciéon con la estereoquimica de sus productos. Dentro de
cada superfamilia hay enzimas que retienen y que invierten la
configuracion del carbono anomérico del producto respecto al azicar
donador (figura 5). Asi, las familias que tienen el mismo plegamiento y el
mismo mecanismo de reaccidon se agrupan en clanes, y los clanes que
tienen el mismo plegamiento se agrupan en la misma superfamilia
(Coutinho et al. 2003). De esta manera, a medida que se adentra en la
clasificacion, aumenta el poder predictivo de la funcién (figura 6). Por otra
parte, para la nueva superfamilia, CstIl, de momento unifamiliar (GT42),

el mecanismo de reaccidon es mediante inversion de configuracion.
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Tabla 4. Enlace al i6n metalico y regiones flexibles de glicosiltransferasas estudiadas por

difraccion de rayos X (modificado de Qasba et al. 2005).

Region flexible

Enzima (especie)

313-316, 345-365

318-330

140-152

150-162

277-281

358-368

179-194

179-194

134-136, 218-231

155-188

75-80, 246-251

Tipo de Motivo de
GT plegamiento enlace a
(familia ion
CAZy) metalico
GTs de mamiferos con inversion de configuracion
B4Gal-T1 A DXD
(GT7)
GnT | A EXD
(GT13)
GIcAT-I A DXD
(GT43)
GIcAT-P A DXD
(GT43)
GTs de mamiferos con retencion de configuracion
EXTL2 A DXD
(GT64)
a3GT A DXD
(GT6)
GT-A A DXD
(GT6)
GT-B A DXD
(GT6)
GTs de microbios y bacteriofago con inversion de configuracion
SpsA A DXD
(GT2)
Cstll Cstll ninguno
(GT42)
BGT B ninguno
(GT63)
MurG B ninguno
(GT28)
GtfB B ninguno
(GTH1)
GTs de microbios con retencion de configuracion
LgtC A ninguno
(GT8)
Kre2p / A EXD
Mnt1p (GT15)

B-1,4-galactosiltransferasa |
(Bos taurus)

B-1,2-GlcNAc transferasa
(Orictolagus cuniculus)
B-1,3-glucoroniltransferasa |
(Homo sapiens)
B-1,3-glucoroniltransferasa P
(Homo sapiens)

o-1,4-N-Acetilhexosaminiltransferasa
(Mus musculus)
a-1,3-galactosiltransferasa

(Bos taurus)

o-1,3-GalNAc transferasa A

(Homo sapiens)
a-1,3-galactosiltransferasa B

(Homo sapiens)

Glisosiltransferasa putativa
(Bacillus subtilis)
a-2,3/2,8-sialiltransferasa
(Campylobacter jejuni)

B-glucosiltransferasa (fago T4)

B-1,4-GlcNAc transferasa
(Escherichia coli)
B-glucosiltransferasa
(Amycolaptosis orientalis)

a-1,4-galactosiltransferasa
(Neisseria meningitidis)
a-1,2-manosiltransferasa

(Saccharomices cerevisiae)

Todas las estructuras cristalograficas de las glicosiltransferas conocidas a

la fecha (ver tabla 4), sugieren cambios conformaciones asociados con su

actividad (Qasba et al. 2005). Estas proteinas tienen al menos un loop

flexible cerca del sito catalitico, que suele estar localizado cerca de la zona
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de uniodn al azicar nucleétido. En las estructuras carentes de sustrato, no
se pueden determinar las coordenadas atomicas del loop flexible. Sin
embargo, en las que contienen al sustrato donador, el loop puede aparecer
tanto en conformacion cerrada, cubriendo al sustrato, o en forma

desordenada cerca del sitio de enlace al sustrato donador.

5 @i

Figura 7. Ciclo catalitico de las glicosiltransferasas dependientes de i6n metélico (Qasba
et al. 2000). (i) Apoenzima, loop abierto. (ii) Complejo metal-enzima. (iii) Loop cerrado
por entrada de sustrato donador. (iv) Catalisis y expulsion de producto. (v) Liberacién de

complejo metal-nucledtido.

En cada enzima, el loop actia como una compuerta que permite la entrada
del sustrato donador a la cavidad del sitio activo y la salida de productos
(Qasba et al. 2005). En las glicosiltransferasas dependientes de ion
metalico, tal como la a3GT, el ciclo catalitico (figura 7) empieza cuando la

proteina presenta la conformacion abierta del loop, que permite el enlace
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del i6n metalico a el enzima. A continuacion, el aziicar nucle6tido se une al
complejo metal-enzima induciendo un cambio conformacional en el loop,
pasando asi a la forma cerrada. Posteriormente, el sustrato aceptor se une
en parte al sitio activo, y en parte, queda expuesto al disolvente. Después
de la catalisis, en la cual se forma el enlace glicosidico, el producto es
expulsado del sitio activo mientras el nucledtido permanece unido al
complejo metal-enzima hasta que el loop cambia a la conformacion
abierta, facilitando asi, la salida del complejo nucleétido-metal y

permitiendo el inicio de un nuevo ciclo catalitico.

Mecanismos de reaccion de glicosiltransferasas

Como se ha mencionado anteriormente, aun no estan totalmente definidos
los mecanismos de reaccion para las glicosiltransferasas, sin embargo,
existen propuestas respaldadas por datos experimentales. Los mecanismos
de reaccion se pueden clasificar en dos grupos importantes: (1) para
glicosiltransferasas que actian con inversion de configuracién y (2) para
aquellas que retienen la configuraciéon del carbono anomérico del aztcar

donador (figura 5).

Las propuestas mecanisticas para las GTs que actian con inversién de
configuracion han presentado menos problemas y estdn mejor apoyadas
por datos experimentales. Se cree que estos mecanismos son analogos a los
de glicosidasas que invierten configuraciéon de carbono anomérico (Murray
et al, 1997; Lairson y Withers, 2004). Consisten en un mecanismo Sx2
donde una base general (B) desprotona al aceptor potenciando su
actividad nucleofilica para atacar asi al carbono anomérico del sustrato
donador, mientras que un acido (A) situado en la cara opuesta del azicar
facilita la formacion del enlace glucosidico. El acido (A) bien podria se el
ion metalico Mn+*2 en el caso de las glicosiltransferasas con plegamiento
GT-A, o podria actuar neutralizando la carga negativa del fosfato p del

nucleo6tido, una vez hidrolizado el azicar donador (figura 8).
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Figura 8. Mecanismo Syx2 propuesto para glicosiltransferasas con inversion de

configuracion.

Para este mecanismo Sy2 se propone un estado de transicion de tipo
oxocarbocationico. Estudios de efectos isotopicos cinéticos tanto del
disolvente como del sustrato para la p-1,4-GalTI y a-1,3-FucTV (Sung et al.
1988; Murray et al. 1997), y de inhibicién (Burkart et al. 2000) son
consistentes con la presencia de un estado de transicion de caracter
oxocarbocatiénico, e indican que el enlace glicosidico es escindido antes
del ataque nucleofilo del sustrato aceptor, siendo por tanto una reaccion

con mecanismo intermedio entre la sustituciéon nucleofilica Sx2 y 1a Sn1.

En el caso de las GTs que actian con retencién de configuracion, las
propuestas mecanisticas son menos claras. Sin embargo, por comparacién
con las glicosidasas con retenciéon de configuraciéon, se ha propuesto un
mecanismo de doble desplazamiento que implica el ataque de un
nucledfilo y la formaciéon de un intermedio covalente glicosil enzima
(Unligil y Rini 2000; Bourne y Henrissat, 2001; Davies et al. 2001; Lairson
y Withers, 2004).
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Figura 9. Mecanismo de doble desplazamiento propuesto para glicosiltransferasas con

retencion de configuracion.

Segin esta propuesta, un nucledfico (Nuc’) situado en el centro activo
ataca al carbono anomérico del sustrato donador formando el intermedio
covalente, a la vez que un residuo acido general coadyuva la liberacion del
grupo saliente (ROH). En una segunda etapa, una base general, que puede
ser la base conjugada del acido general, aumenta la nucleofilia del sustrato
aceptor que ataca al carbono anomeérico del intermedio glicosilenzima,
dando lugar al producto (figura 9). En las GTs que requieren ién metélico,
se sugiere que éste podria actuar como acido general mediante catalisis
electrofilica. Ademas, se propone que los fosfatos del UDP podrian actuar

como la base general.
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Figura 10. Mecanismo propuesto para la a3GT, prototipo de glicosiltransferasa de

retencion de configuracion de la familia 6. (Gastinel et al. 2001)

Las pruebas experimentales para apoyar esta propuesta se han enfocado
en la bausqueda del nucletfilo y del intermedio covalente, y hasta la fecha,
no son concluyentes. Aunque muchas estructuras cristalograficas de
glicosiltransferasas con retencion de configuracion de la familia 6 (CAZy)
han sido resueltas, en la mayoria de ellas no se observa el sustrato donador
integro, sino mas bien, hidrolizado, lo cual es una limitacion para
identificar el nucleofilo. A pesar de ello, en la a3GT se puede observar que
en la cavidad del sitio activo hay dos residuos, D316 y E317, que podrian
actuar como posibles nucleéfilos (figura 10) (Gastinell 2001). Sin embargo,
éste mecanismo, tal como estd propuesto, no explica como se activa el
aceptor, puesto que para ello se requiere de catalisis basica que aumente la

nucleofilia del hidroxilo que debe atacar al carbono anomérico.
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Por otra parte, en estructuras cristaloégraficas mas recientes de la a3GT,
que contienen sustrato aceptor (lactosa), se observa que el E317
interacciona con el OH-4 de la lactosa. Ademas, estudios mutacionales
sobre este residuo (D317E y E317G) mostraron significativas variaciones
en la constante de unién a lactosa, como resultado de las mutaciones
(Zhang et al, 2003). Estos resultados podrian poner en duda el rol de E317

como posible nucleotfilo.

En otras estructuras cristalograficas de GTs, correspondientes a la a-
galactosiltransferasa de Neisseria meningitidis (LgtC, familia GT-2), se
han podido observar las estructuras de los sustratos donador y aceptor
intactos (Persson et al. 2001). En estas estructuras no se han localizado
aminoacidos carboxilicos cercanos al carbono anomérico del sustrato
donador, y por tanto, la glutamina 189 fue tentativamente propuesta como
nucleofilo enzimatico. Sin embargo, esta propuesta ha sido descartada una
vez que el mutante G189A mostré actividad (~3%) suficiente como para
descartar el posible rol nucleofilico del residuo G189. Por otra parte,
diferentes estrategias empleadas para glicosil hidrolasas para capturar un
intermedio covalente, no han dado resultado para la LgtC. De modo que
los autores han propuesto un nuevo mecanismo, poco usual y con
precedentes quimicas limitadas, que consiste en el ataque nucleofilico
directo del grupo hidroxilo del aceptor al carbono anomérico del donador
por la misma cara, por la cual el UDP se libera como grupo saliente,
conduciendo a un estado de transicién tipo i6n oxocarbonio altamente
disociativo (ver méas adelante, figura 12). Este mecanismo, denominado Sni
fue también propuesto par otras GTs, tales como la trehalosa-6-fosfato
sintasa (OtsA) (Gibson et al. 2002), trehalosa fosforilasa (Goedl et al.

2006) y glicogeno fosforilasa (Watson et al. 1999).
Sin embargo, en un trabajo reciente (Lairson et al. 2004) ha sido posible

encontrar un intermedio covalente glicosil-enzima (LgtC) en un residuo

de aspartato insospechado. Se substituy6 la glutamina 189 por glutamato
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para aumentar la supuesta nucleofilia del residuo, pero sorpresivamente,
se captur6 al intermedio covalente de galactosa unido al residuo contiguo
aspartato 190. Ademas, la substitucion del aspartato 190 por alanina
disminuy6 3000 veces la actividad de el enzima, sugiriendo por tanto que
el posible nucleotfilo es el D190 en lugar de la G189. De todas formas, D190
esta situado a 9A del carbono anomérico, esta distancia sugiere que el
enzima tendria que sufrir un cambio conformacional importante para

acercar el nucleofilo al sustrato donador.

A los estudios experimentales anteriormente descritos deben anadirse los
estudios teoricos de modelizacion molecular con calculos mecanocuanticos
ab initio HF y DFT. André et al. 2003 basaron sus estudios en el
mecanismo de doble desplazamiento en dos etapas. Para la primera etapa
modelaron el ataque nucleofilico del aminoacido base catalitica (B-) al
carbono anomérico del sustrato donador para formar un intermedio
glicosil - enzima. Este primer modelo, ademas incluy6 un segundo
aminoacido catalitico 4cido general (A), que podria facilitar la ruptura del
enlace oxigeno - carbono anomérico atacando electrofilicamente al
oxigeno. Los componentes del sistema incluyeron al sustrato donador
completo (UDP-Gal), un metal divalente (Mg*2) y las partes esenciales del
acido catalitico (A) y la base catalitica (B-) estan representadas por el acido
acético y acetato, respectivamente. Los calculos de estabilidad energética
dieron que la formacion del intermedio glicosil - enzima requiere del
ataque nucleofilico por parte de la base catalitica (B-) y que no es
indispensable la transferencia de proton del 4cido catalitico (A) para la

ruptura del enlace oxigeno - carbono anomérico.

Para la segunda etapa, se model6 la desprotonacién del hidroxilo 3 del
sustrato aceptor, asi como el ataque nucleofilico del mismo al intermedio
glicosil - enzima en el carbono anomérico (André et al. 2003). Se tomaron
en cuenta 3 posibles vias de desprotonacion del OH: (1) presencia de un
segundo residuo catalitico que actiie como base (A-), (2) participaciéon de

la base catalitica (B) covalentemente enlazada al aztcar donador del
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intermedio glicosil - enzima y (C) la transferencia de protén al fosfato del
UDP saliente (figura 11). Los calculos dieron que la desprotonacion del OH
por la base (B-) del intermedio glicosil - enzima es energéticamente
desfavorable, en cambio, es favorable la transferencia de protén a una base
adicional (A-) y ocurriria previamente al ataque nucleofilico del aceptor.
Alternativamente, para enzimas que no presenten un segundo residuo
catalitico (A-), seria también favorable la transferencia de protén al fosfato
del UDP. En éste tltimo caso, la acidez del grupo fosfato se veria modulada

por la coordinacion al metal divalente.

OH.OH H,c OH_OH CHs OH.OH H,C
o ) o A o )
OH O OH oo OH o o

. , r
OH “O—CHs OH \ ,, OH % HN
e \ /H H.C. ‘
; o} o %\
\
c (0]

Figura 11. Representaciéon esquematica de los modelos estructurales utilizados para
describir la segunda etapa del mecanismo de doble desplazamiento (André et al. 2003).
(1) Base catalitica adicional. (2) Base catalitica del intermedio covalente glicosil-enzima.
(3) Fosfatos del UDP como base.

Alternativamente y en vista de que las pruebas experimentales no son
concluyentes, otro mecanismo, por sustitucién nucleofilica interna (Sxi),
ha sido propuesto para las glicosiltrasnferasas con retencién de
configuracion. Este mecanismo fue inicialmente propuesto para la
glucogeno fosforilasa (Sinnott, 1990), posteriormente para la LgtC
(Persson et al, 2001) y finalmente para la a3GT (Boix et al. 2002). A pesar
de todo, a la fecha aun no existen pruebas experimentales que lo apoyen.
Este mecanismo consiste en un tnico estado de transicion, en el cual, el

ataque nucleofilico por parte del aceptor y la liberacién del grupo saliente
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ocurren por la misma cara (figura 12). El estado de transiciéon es
inicialmente ciclico y posteriormente se desarrolla un fuerte caracter
oxocarbonionico. En este mecanismo, el enzima actuaria como un
andamio o molde que orienta y aproxima a los sustratos implicados,
disminuyendo la energia de activacion y estabilizando el estado de

transicion de tipo oxocarbocationico (Lairson y Whiters, 2004).

T T T
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Figura 12. Mecanismo de sustituciéon nucleofilica interna (Sx;) propuesto para

glicosiltransferasas.

El mecanismo Swi propuesto es respaldado por calculos mecanocuanticos
estructurales (Tvaroska, 2004; ver también revision de Breton et al.
2006). Aplicando métodos basado en la Teoria de Funcionales de
Densidad (DFT) sobre un modelo de sitio activo de LgtC basado en 136
atomos, se obtuvo que el mecanismo basado en un solo paso es
energéticamente favorecido. Posteriormente, estos estudios teoricos
fueron la base para la sintesis de posibles inhibidores analogos al estado

de transicion (Raab et al. 2005).

Actualmente ninguna de las propuestas mecanisticas para
glicosiltransfersas con retenciéon de configuracion esta probada. Los
cambios conformacionales que sufren estas enzimas complican mucho la
determinacion de los residuos participantes en la unién a sustratos y

consiguientemente en los mecanismos cataliticos.
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Figura 13. Rescate quimico del mutante E317A (a3GT) por azida, siguiendo un
mecanismo analogo al de glicosidasas que actian con retenciéon de configuracion

(Monegal y Planas, 2006).

A pesar de estas ambigiiedades, estudios mutacionales sobre el residuo
E317, y de rescate quimico con azida como nucleéfilo ex6geno (figura 13)
del mutante inactivo E317A, realizados en nuestro laboratorio (Monegal y
Planas, 2006), demuestran que el E317 es fundamental para la catalisis. En
las mismas condiciones, no se observo rescate de la actividad enzimatica
para D316A, quedando demostrado asi, que el residuo D316 no es esencial

en la catalisis.

La a-1,3-galactosiltransferasa en contexto biomédico

Uno de los principales intereses biomédicos para el estudio de la a3GT
viene de su implicaciéon en el xenotransplante. El xenotransplante es el
transplante de 6rganos o tejidos entre especies diferentes. En biomedicina,
se ha propuesto el transplante de 6rganos de cerdos a humanos como una
alternativa al alotransplante, dada la escasez de donantes humanos frente
a la demanda de 6rganos. Actualmente este tipo de transplantes no se
realizan, y uno de los principales obstaculos es el rechazo inmunolbgico

hiperagudo (HAR) mediado por el antigeno de galili presente en casi todos
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los mamiferos con excepcion del hombre. El epitopo del antigeno de galili

(figura 1.1, capitulo 1) es un carbohidrato sintetizado por la a3GT.

Los epitopos tipo galili (Gala1,3GalB-R) se expresan abundantemente en
las superficies de las células endoteliales de todos los mamiferos no
primates. Estdn presentes en forma de tricasacridos (Gala,3-GalP1,4-
Glep, Gala1,3-Galp1,4-GlcNAcf) y pentasacaridos tal como el
Galo,3Galp1,4GleNAcp1,3 Gala1,4Gle (Janczunk et al, 1990). Por otra
parte, los humanos producen una gran cantidad de anticuerpos naturales
anti-Gal, que se encuentran entre los mas abundantes en el suero
sanguineo, representando del 1 al 2% de las IgG. Por consiguiente, en el
xenotransplante de érganos provenientes del cerdo, el HAR empieza por la
uniéon de anticuerpos naturales humanos al endotelio de los érganos
transplantados, activando al complemento por la via clasica (Joziasse y
Oriol, 1999). De esta manera, se destruyen los 6rganos transplantados en
cuestion de minutos u horas y este tipo de rechazo no se puede evitar con

drogas inmunosupresivas.

Para prevenir el HAR se han planteado una serie de alternativas. En un
principio, la eliminacién de anticuerpos anti-Gal por inmunoadsorcién en
columnas de afinidad o por perfusion de la sangre del receptor a través de
los organos del donante, estrategia que ha dado buenos resultados en
alotransplantes. Recientemente se han obtenido cerdos transgénicos
knock-outs heterocigotos para la a3GT, por consiguiente carentes de
antigeno Gal. A pesar, de que estos cerdos transgénicos han dado
resultados alentadores (Dai et al. 2002, Phelps et al. 2003, Yamada et al.
2005, Kuwaki et al. 2005), el problema no esti solucionado. Una
alternativa a los transgénicos es el diseino y sintesis de inhibidores de la
a3GT, para los cual sera necesario conocer su mecanismo de reaccion. De
todas maneras, el problema del xenotransplante se tendria que abordar
considerando una combinaciéon de las estrategias mencionadas, ya que

cada una tiene sus ventajas e inconvenientes.
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Las implicaciones biomédicas de la a3GT en el xenotransplante y el hecho
de considerarse un modelo para el estudio de mecanismos de reaccién de
glicosiltransferasas, hace atractivo el estudio de este enzima desde el punto

de vista estructural y funcional.

La a-1,3-galactosiltransferasa como prototipo

de las glicosiltransferasas

La a3GT es un prototipo para estudios estructurales y mecanisticos de las
glicosiltransfersas por la disponibilidad de estructuras cristalograficas, sin
embargo debido a la existencia de conformaciones abierta y cerrada en el
sitio activo (especificamente, zona C-terminal), se requieren de estudios
mutacionales para establecer la participacion de cada uno de estos
residuos en la actividad. Por tal motivo, la presente tesis doctoral pretende
contribuir al conocimiento de la relaciéon estructura/funcién de la a3GT a
través del analisis mutacional del extremo C-terminal (358-368) y
caracterizacion cinética como de estabilidad conformacional de cada uno

de los mutantes de alanina de esta zona catalitica.
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Objetivos

OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar la participaciéon de cada uno de los residuos de la zona carboxilo
terminal (residuos 358-368) de la o-1,3-galactosiltransferasa en la
estabilidad y cinética enziméatica, mediante anéalisis mutacional por

alanina.

Objetivos especificos

e KEstudiar las estructuras cristalograficas de la a3GT y en base a ellas
construir modelos que muestren la posibles interacciones entre

ligandos y residuos del sitio activo.

e Disefnar y obtener una serie de mutantes de la a3GT en el extremo
C-terminal: T358A, K359A, E360A, Y361A, N362A, V363A, V364A,
R365A, N366A, N367A y V368A.

e Desarrollar y validar un método para estudios cinéticos de
glicosiltransferasas basado en HPCE sin derivatizacién de sustratos

ni productos

e Validar el método de ensayo radiométrico para estudios cinéticos de
la a3GT.

e Estudiar la estabilidad de las proteinas mutantes mediante

equilibrio de desnaturalizacion con drea.

e C(Caracterizar las actividades cinéticas de la serie de mutantes

obtenidos: keat y Ku.
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CAPITULO 1

MODELIZACION MOLECULAR DE
COMPLEJOS DE LA
a1,3-GALACTOSILTRANSFERASA
CON SUSTRATOS Y PRODUCTO
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MODELIZACION MOLECULAR DE COMPLEJOS
DE LA 01,3-GALACTOSILTRANSFERASA
CON SUSTRATOS Y PRODUCTO

Introduccion

Segun la clasificacién del servidor CAZy (Carbohydrate-Active Enzymes), la
o-1,3-galactosiltransferasa (2.4.1.87) pertenece a la familia 6, juntamente
con otras proteinas con actividades «-1,3-N-acetilgalactosaminil-
transferasa (2.4.1.40); a-galactosiltransferasa (2.4.1.37) y globésio a-1,3-
N-acetilgalactosaminiltransferasa (2.4.1.88). A la fecha (junio de 2007),
las estadisticas indican el conocimiento de 102 secuencias diferentes de
nucleotidos correspondientes tanto a proteinas completas como a
fragmentos, incluyendo pseudogenes. De tales, muchas son repetidas, y
323 secuencias estan depositadas en el servidor GenBank/GenPept y 79 en
el servidor Swissprot. Sin embargo, solamente se conocen estructuras
tridimensionales de 3 proteinas: «-1,3-galactosiltransferasa bovina (13
estructuras) (Gastinel et al., 2001; Boix et al., 2001; Boix et al., 2002), o-
1,3-N-acetilgalactosaminiltransferasa  especifica para la sintesis del
antigeno A de los grupos sanguineos humanos (19 estructuras), y la o1,3-
galactosiltransferasa especifica para el antigeno B de los grupos

sanguineos humanos (13 estructuras) (Patenaude et al., 2002).

Las glicosiltransferasas de la familia 6 parecen estar especializadas en la
sintesis de epitopos. Un ntcleo de «-galactosil(1-3)galactosa es la
estructura comin de muchos oligosacaridos antigénicos presentes en las
superficies celulares de mamiferos. Los epitopos de tales antigenos hasta
ahora caracterizados son: (1) los oligosacaridos de los grupos sanguineos A

y B localizados en las superficies de los eritrocitos y/o endotelios
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vasculares de varios mamiferos (Oriol, 1987); (2) el epitopo de Forssman;
(3) el isoglobosido 3 (iGbs) y (4) el epitopo de Galili (figura 1.1). Estos
ultimos 3 no estan presentes en humanos. Los enzimas que los sintetizan
presentan caracteristicas muy similares estructuralmente y comparten
algunas caracteristicas comunes. Todas utilizan como sustratos donadores
azacares unidos a UDP, ya sea Gal o NAcGal; requieren de Mn2* y son
altamente especificas. Sin embargo, poco se conoce sobre la especificidad

por los sustratos aceptores. En la tabla 1.1 se resumen los enzimas, sus

sustratos y productos.
Epitopos AB Epitopo de Galili
g\oﬁ Gal GlcNAC
MHAC 0
NHAC
- ﬁo%ifom ﬁvo\\%*ﬂw
0 Q 0 o]
Gal{NAc) 0 Gal
Gal
R=NHAC grupo sanguineo A GleMAc
Fue O R=0H  grupo sanguineo B
Epitopo de Forssman Epitopo iGh;
o)
AcHNO O o Q Gal © o]
GalNAc NHAC [ Gal GlC
GalNAc Gal

Figura 1.1. Epitopos sintetizados por glicosiltransferasas de la familia 6 (CAZy).

La o-1,3-galactosiltransferasa («3GT) bovina fue una de las primeras
proteinas de la familia en ser cristalizada y por ello llegd a constituirse en
el modelo o prototipo de las glicosiltransfersas. Existen dos formas
cristalinas, la forma I es la que inicialmente fue determinada por Gastinel
et al., 2001, y presenta un extremo C-terminal no muy bien definido.

Posteriormente Boix et al,, 2001 determinaron una forma II donde el
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extremo C-terminal fue resuelto como una corta hélice o y parece ser muy
importante en la catalisis. Ademas, estos estudios sugieren que la proteina
sufre cambios conformacionales importantes en la zona C-terminal que
complican la elucidacion de las bases para el reconocimiento de sustratos y
mecanismo de reacciéon, a pesar de que existen varias propuestas. Los
cambios conformacionales en glicosiltransferasas han sido evidenciados
por primera vez para la B2-GlcNAc transferasa (Unligil et. al. 2000) y para

la B4-Gal transferasa (Ramakrishnan y Qasba, 2001).

Tabla 1.1. Enzimas, sustratos y productos de glicosiltransferasas, familia 6 CAZy.

GT Donador Aceptor Producto

a3GT UDP-Gal BGal1,4BGlc(NAc)-R oGal1,3pGal1,4BGIc(NAc)-R

iGbs UDP-Gal BGal1,4BGlcB-ceramida aGal1,3 pGal1,4pGlcp-ceramida

GT-B UDP-Gal oFuc1,2Gal1,4BGIcNAc-R  aGall,3aFuct,2pGal1,4BGIcNAc-R

GT-A UDP-GalNAc  oFuc1,2Gal1,4BGIcNAc-R  aGalNAc1,3
aFuc1,2pGal1,4BGIcNAc-R

Forss-S UDP-GalNAc  BGalNAc1,3aGal-R aGalNAc1,3pGalNAc1,3aGal-R

A pesar de las estructuras cristalograficas disponibles para
glicosiltransfersas, ain no se tienen complejos que incluyan ambos
sustratos, donador y aceptor, o con el producto, debido a dificultades
experimentales. Esto impide comprender mejor las interacciones entre los
sustratos y los residuos cataliticos, y por ende, los mecanismos de
reaccion. Ante esta situacion, la modelizacion molecular de los complejos
GT/sustratos donador y aceptor y GT/producto es una buena alternativa.
Ademas, la complejidad del modelado de los complejos se ve favorecida
por la disponibilidad de las coordenadas atomicas de estructuras
cristalograficas de alta resolucion que ya contienen al menos uno de los

sustratos, especialmente para la a3GT bovina.

Heissigerova et al., 2003 generaron 5 modelos por mecanica molecular, de

estructuras de las glicosiltransferasas de la familia 6, incluyendo sustratos.
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Tales modelos son a3GT/UDP-Gal/BGal-1,4-Gle/Mn; GTA/UDP-GalNAc
/oFuc-1,2-BGal-1,4-BGlcNAc/Mn; GTB/UDP-Gal/ «Fuc-1,2-fGal-1,4-
BGlecNAc/Mn; Forss-S/UDP-GalNAc/BGalNAc-1,3-aGal/Mn y iGbs/UDP-
Gal/BGal1,4Glc/Mn. De esta manera se propusieron una serie de residuos
del sitio activo que interaccionan con los ligandos. Ademas, se propusieron

residuos que determinan la especificidad por los sustratos.

Los objetivos del presente capitulo son describir, comparar y analizar las
diferentes estructuras disponibles de la a3GT, y discutir sus principales
interacciones con los sustratos y producto a partir de modelos,
especialmente de la zona 358-268 C-terminal. Es asi, que en el presente
trabajo se generaron dos modelos de complejos, uno similar al ya obtenido
por Heissigerova et al., 2003 (a3GT/UDP-Gal/BGal1,4Glc/Mn); y el otro
que comprende a3GT/UDP/epitopo/Mn. En los modelos se ha observado
la presencia cercana de la lisina 359 hacia los 4tomos involucrados en la
sintesis del enlace glicosidico. Por otra parte, mediante estudios
experimentales de mutagénesis dirigida realizados en la presente Tesis
(capitulo 5), no se detectd6 actividad para el mutante K359A. Estos
antecedentes han llevado a proponer un nuevo mecanismo implicando a la

lisina 359 situada en el extremo C-terminal flexible.

Resultados y discusiones

Alineamiento de secuencias de la a3GT de diferentes especies

La a3GT mas estudiada es la bovina, sin embargo, la de cerdo es mas
interesante desde el punto de vista biomédico por sus implicaciones en el
xenotransplante, tal como se ha descrito en la introduccién. Ya que la
o3GT bovina es el prototipo de esta familia de enzima, se la compar6 a
nivel de secuencias con las correspondientes a otras especies para
determinar el grado de similitud, resaltando la conservacién de residuos

en la secuencia de la zona C-terminal flexible.
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Se alinearon un total de 10 secuencias de a3GT, correspondientes a
especies diferentes (figura 1.2), tales fueron monos del Nuevo Mundo
(Callithrix jacchus, C. sp. y Cebus apella), cerdo (Sus scrofa), raton
doméstico (Mus musculus), gato doméstico (Felis catus), rata de
laboratorio (Rattus norvegicus BDIX) y oveja (Ovis aries). La proteina
bovina (Bos taurus) fue utilizada como referencia. La totalidad de la
secuencias de aminoacidos fueron tomadas del GenBank/GenPept y
fueron sometidas a un alineamiento multiple con matriz Blosumé62,

mediante el programa Multalin version 5.4.1 (Corpet, 1988).

Las similitudes fueron analizadas mediante alineamientos dobles con
matriz Blosum62 mediante el programa SIM del servidor ExPasy (tabla
1.2). La a3GT mas similar a la bovina fue la de Felis catus, seguida del
enzima porcino (Sus scrofa, AAA73558), mientras que la de Ovis aries fue
la més diferente. Esta Gltima es una secuencia muy corta y posiblemente se

trate de un fragmento en lugar de ser un enzima completo.

Tabla 1.2. Pardmetros de semejanza de secuencias de aminoacidos de la o-1,3-

galactosiltransferasa de diferentes especies en relaciéon con la bovina (Bos taurus).

Especie GenBank N¢ de residuos Y% Score % de
/PepBank "Gaps" similitud

Bos taurus AAA30558 368 0.0 2008.0 100,0
Felis catus AANB86555 370 0.5 1732.0 86,3
Sus scrofa AAA73558 371 1.3 1694.0 84,4
Callithrix jacchus AAL93214 376 2.1 1687.0 84,0
Cebus apella AAK56499 375 2.4 1679.0 83,6
Callithrix sp. CAD19040 376 2.2 1675.0 83,4
Sus scrofa AAA58775 359 4.6 1581.0 78,7
Mus musculus AAA37711 371 0.8 1510.0 75,2
Rattus norvegicus ~ AAM74957 371 0.0 1319.0 65,7
BDIX
Ovis aries AAL85878 144 0.0 779.0 38,8
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Especie

Bos taurus

Callithrix jacchus
Callithrix sp.

Cebus apella
Felis catus
Sus scrofa
Sus scrofa
Mus musculus

GenBank/PepBank

Rattus norvegicus BDIX

Ovis aries
Consenso

Bos taurus

Callithrix jacchus
Callithrix sp.

Cebus apella
Felis catus
Sus scrofa
Sus scrofa
Mus musculus

Rattus norvegicus BDIX

Ovis aries
Consenso

Bos taurus

Callithrix jacchus
Callithrix sp.

Cebus apella
Felis catus
Sus scrofa
Sus scrofa
Mus musculus

Rattus norvegicus BDIX

Ovis aries
Consenso

Bos taurus

Callithrix jacchus
Callithrix sp.

Cebus apella
Felis catus
Sus scrofa
Sus scrofa
Mus musculus

Rattus norvegicus BDIX

Ovis aries
Consenso

Bos taurus

Callithrix jacchus
Callithrix sp.

Cebus apella
Felis catus
Sus scrofa
Sus scrofa
Mus musculus

hyle.

Rattus norvegicus BDIX

Ovis aries
Consenso

Figura 1.2. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos de la «-1,3-galactosiltransferasas de
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diferentes especies (contintia en la pagina siguiente).
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Bos taurus SVAQLQAWWY KADPNDFTYE RRKESAAYIP FGEGDFYYHA AIFGGTPTQV
Callithrix jacchus SVAQLQAWWY KADPDDFTYE RRKESAAYIP FGQGDFYYHA AIFGGTPIQV
Callithrix sp. SVAQLQAWWY KADPDDFTYE RRKESAAYIP FGQGDFYYHA AIFGGTPIQV
Cebus apella SVAQLQAWWY KADPDDFTYE RRRESAAYIP FGQGDFYYHA AVFGGTPIQV
Felis catus SVAQLQAWWY KADPDEFTYE RRKESAAYIP FGEGDFYYHA AIFGGTPTQV
Sus scrofa SVAQLQAWWY KAHPDEFTYE RRKESAAYIP FGQGDFYYHA AIFGGTPTQV
Sus scrofa SVAQLQAWWY KAHPDEFTYE RRKESAAYIP FGQGDFYYHA AIFGGTPTQV
Mus musculus LVAQLOQAWWY KASPEKFTYE RRELSAAYIP FGEGDFYYHA AIFGGTPTHI
Rattus norvegicus BDIX LVAQLQAWWY KASPDEFTYE RRELSAAYIP FGEGDFYYHA AVFGGTPVHI
Ovis aries SVAQLQAWWY KADPDEFTYE RRKESAAYIP FGEGDFYYHA AIFGGTPTQV
Consenso SVAQLQAWWY KAJP#eFTYE RRkeSAAYIP FG#GDFYYHA A!FGGTPtqg!
E317
Bos taurus LNITQECFKG ILKDKKNDIE AQWHDESHLN KYFLLNKPTK ILSPEYCWDY
Callithrix jacchus LNITQECFKG ILLDKKNDIE AEWHDESHLN EYFLLNKPSK ILSPEYCWDY
Callithrix sp. LNITQECFKG ILLDKKNDIE AEWHDESHLN KYFLLNKPSK ILSPEYCWDY
Cebus apella LNITQECFKG ILLDKKNDIE AEWHDESHLN KYFLLNKPSK ILSPEYCWDY
Felis catus LNITQECFKG ILQDKKNDIE AEWHDESHLN KYFLLNKPTK ILSPEYCWDY
Sus scrofa LNITQECFKG ILQDKENDIE AEWHDESHLN KYFLLNKPTK ILSPEYCWDY
Sus scrofa LNITQECFKG ILQDKENDIE AEWHDESHLN KYFLLNKPTK ILSPEYCWDY
Mus musculus LNLTRECFKG ILQDKKHDIE AQWHDESHLN KYFLENKPTK ILSPEYCWDY
Rattus norvegicus BDIX LNLTRECFKG ILQDKKHDIE AQWHDESHLN KYFLENKPTK ILSPEYCWDY
Ovis aries LNITQECFKG ILKDKKNDIE AQWHDESHLN KYFLLNKPTK ILSPEYCWDY
Consenso LNiTgECFKG IL.DKknDIE A#WHDESHLN KYFLINKPtK ILSPEYCWDY

zona importante en catdlisis

358 368
Bos taurus HIGLPADIKL VEKMSWQTKEY NVVRNNV
Callithrix jacchus HIGLPSDIKT VKLSWQTKEY NLVRNKV
Callithrix sp. HIGLPSDIKT VKLSWQTKEY NLVRKNV
Cebus apella HIGLPSDIKT VKLSWQTKEY NLVRNNV
Felis catus HIGLPSDIKI VKISWQTKEY NLVRNNI
Sus scrofa HIGMSVDIRI VKIAWQKKEY NLVRNNI
Sus scrofa HIGMSVDIRI VKIAWQKKEY NLVRNNI
Mus musculus QIGLPSDIKS VKVAWQTKEY NLVRNNV
Rattus norvegicus BDIX HIGLPSDIKN VKIAWQTKEY NLVRSNV
Ovis aries HIGLPADIKL VKMSWQTK.. .......
Consenso hIG$p.DIk. VK.sWQtKey nlvrnn.

Figura 1.2. (Continuacién) En la secuencia consenso, con mayudsculas estan
representados los residuos altamente conservados, con mintsculas lo poco conservados, y
con puntos los no conservados, ademas: ! =16V;$=L6M; %=F06Y;y#=N,D,Q,E, B
6 Z.

La secuencia de aminoacidos (144 aa) para la a3GT de Ovis aries es
claramente méas corta que para el resto de las especies. Podria tratarse de
un fragmento. Se alinea bien a partir de la posicion 216 hasta la 368,

region comprendida dentro del dominio catalitico.
Para Sus scrofa se alinearon dos secuencias que difieren en longitud, una

corta de 359 aa y otra larga de 371 aa. La secuencia corta podria haber

perdido 12 aminoacidos de la regiébn correspondiente al tallo,
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inmediatamente después del dominio de anclaje a membrana, sin embargo

los restantes aminoacidos se alinean muy bien.

La secuencia de a3GT en Rattus norvegicus, tiene el extremo amino
terminal muy modificado. Esta zona corresponderia al dominio de anclaje
a la membrana. Sin embargo, esta zona se encuentra muy conservada en
las especies estudiadas exceptuando en Ouvis aries, en la que no esta

presente.

El dominio catalitico de la a3GT esta altamente conservado en la totalidad
de las especies, sin tomar en cuenta la secuencia de Ovis aries, ya que por
el reducido tamano se puede considerar un fragmento de la proteina. El
dominio DVD vy el residuo catalitico E317 estan presentes en todas las
secuencias. Los ultimos 10 residuos (358-368 en la «3GT bovina), son muy
importantes en la catalisis, ademas corresponden al loop flexible. En esta
zona, se puede observar que la lisina 359, tirosina 361 y arginina 365 que
interaccionan directamente con el UDP estian presentes en todas las
especies. Los demaés residuos de ésta zona, también estan conservados o
varian muy poco sin alterar las propiedades quimicas de la cadena lateral.
Asi por ejemplo, una valina estd en la posicion 363 en la a3GT bovina,

mientras que en las restantes especies esta una leucina.

Alineamiento de secuencias de la a3GT, iGb;-S, Forss-S, GT-A y GT-B

Se alinearon un total de 6 secuencias (figura 1.3). Dos de ellas
corresponden a la glicosiltransferasa que sintetiza el epitopo de Frossman
(Forss-S), pero son diferentes en un 70%; la primera corresponde al raton
doméstico (Forss-S(M)) (Mus musculus) y la otra al humano (Forss-S(H)).
Sin embargo, ya que en el humano no se ha encontrado el epitopo
Forssman, ésta secuencia podria derivar de la traduccion de un pseudogen.
Las otras secuencias son de la a3GT bovina (Bos taurus), iGbs-S de rata

(Rattus norvegicus), GT-A y GT-B humanas. Todas estas secuencias de
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aminoacidos fueron tomadas del GenBank/GenPept y fueron sometidas a
un alineamiento multiple con matriz Blosum62, mediante el programa

Multalin version 5.4.1 (Corpet, 1988).

Las similitudes se analizaron mediante alineamientos dobles con matriz
Blosum62 mediante el programa SIM del servidor ExPasy (tabla 1.3).
Respecto a la a3GT, la similitud de las otras proteinas es alta (superio a
40%). La mas similar es la iGbs con 48,5%, mientras que la Forss-S
humana es la que mas difiere con un porcentaje de similitud de 42,8%.
Ademas, la similitud entre la GT-A y GT-B es del 98%. La similitud entre
las Forss-S humana y murina es de 78.8%. Por otra parte, la iGb; es menos
similar a GT-A (45,8%) que a a3GT, mientras que tanto la Forss-S (M) y
Forss-S (H) son mas similares a la GT-A en 50.9% y 49.5%
respectivamente, que a a3GT. Por tanto, estos alinamientos sugieren que
para un modelado por homologia de la estructura tridimensional de la
iGb; es méas adecuado utilizar como molde la estructura cristalografica de
la a3GT, mientras que para las sintasas de Forssman (Fross-S) van mejor

las estructuras cristalograficas de la GT-A.

En el alineamiento multiple (figura 1.3) se puede observar que el dominio
catalitico est4 bien conservado en todas las proteinas de la familia, a pesar
de que, las zonas correspondientes al tallo (stem) y de anclaje a membrana

practicamente no se conservan.

Tabla 1.3. Parametros de semejanza de secuencias de aminoécidos de glicosiltransfersas

pertenecientes a la familia 6 (CAZy), respecto de la a3GT bovina.

Especie GenBank N¢ de residuos Y% Score % de
/PepBank "Gaps" similitud

a3GT AAA30558 368 0.0 2008.0 100,0
iGbs AAF82757 272 0.0 719.0 48.5
GT-B AAD26574 274 0.7 644.0 45.6
GT-A AAA36792 272 0.7 643.0 45.2
Forss-S(M) AAI06832 270 0.4 614.0 43.0
Forss-S(H) AAF06145 271 0.4 621.0 42.8
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o3GT

iGb3

GT-B

GT-A
Forss—-S (H)
Forss-S (M)
Consenso

o3GT

iGb3

GT-B

GT-A
Forss—-S (H)
Forss-S (M)
Consenso

o3GT

iGb3

GT-B

GT-A
Forss—-S (H)
Forss-S (M)
Consenso

o3GT

iGb3

GT-B

GT-A
Forss—-S (H)
Forss—-S (M)
Consenso

o3GT

iGb3

GT-B

GT-A
Forss—-S (H)
Forss—-S (M)
Consenso

o3GT

iGb3

GT-B

GT-A
Forss—-S (H)
Forss-S (M)
Consenso

o3GT

iGb3

GT-B

GT-A
Forss—-S (H)
Forss—-S (M)
Consenso

Figura 1.3. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos de la a3GT, iGb3-S,
Forss-S, GT-Ay GT-B (LBR= regiones de unién a ligandos; ! =16 V; $=L6M; % =F 6
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En el dominio catalitico se identificaron 9 regiones de uniéon a ligandos
(LBRs) (Heissigerova et al., 2003). Estas regiones se conservan muy bien
en todas las proteinas alineadas (figura 1.3). Asi por ejemplo, LBR-C
corresponde al motivo DVD, LBR-F incluye al residuo E317 y el extremo C-
terminal flexible (358-368) contiene a LBR-H y LBR-I. En esta tltima
zona se debe destacar la presencia de la K359 y R365 conservadas en todas

las proteinas de la familia.

Estructuras moleculares

Actualmente se conocen 13 estructuras atomicas correspondientes al
dominio catalitico de la «-1,3-galactosiltransferasa bovina, todas ellas
obtenidas por difraccion de rayos X. Inicialmente, Gastinel et al., 2001,
resolvieron tres estructuras: una (1FG5) corresponde a el enzima libre y
comprende del residuo 81 al 367 (2.3 A de resolucién), la segunda (1G93)
es un complejo a3GT/UDP-Gal y comprende del residuo 82 al 358 (2.5 A
de resolucién), mientras que la tercera (1G80) es un complejo a3GT/UMP
y comprende del residuo 81 al 367 (2.8 & de resolucién). Todas estas
estructuras han sido denominadas "forma I" y se caracterizan por
corresponder a un grupo espacial tetragonal, estin como monémeros y el
extremo C-terminal, cataliticamente importante, presenta una

organizacion poco clara para los ultimos aminoacidos (358-368).

Posteriormente, se resolvieron estructuras que corresponden a un espacio
cristalino monoclinico y como dimeros, las cuales han sido denominadas
"forma II". La primera de éstas es un complejo a3GT/Mn+2/UDP (1K4V)
obtenido por Boix et al., 2001, a 1.53 & de resolucién y revela un cambio
conformacional en el extremo C-terminal, cataliticamente importante
(figura 1.4). Seguidamente, Boix et al., 2002, resolvieron los siguientes
complejos: «3GT/Mn+2/UDP/Gal (1GX0) del residuo 8o al 369 (1.8 A de
resolucién), a3GT/Mn+2/UDP/Glu (1IGWW) del residuo 80 al 369 (1.8 A
de resolucion), a3GT/Mn+2/UDP/lactosa (1GWV) del residuo 80 al 368
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(2.5 A de resolucién) y a3GT/Mn+2/UDP/lactosamina (1GX4) del residuo
80 al 368 (1.46 A de resolucioén).

C-terminal
358-368

Figura 1.4. Sobreposicion de las estructuras cristalograficas de la a3GT. (A) en rojo la
forma I y en azul la forma 2. (B) Detalle de los ligandos, en la forma I se muestra UDP-

Gal, mientras que en la II, UDP.

El dominio catalitico de la a3GT (Ser81-Asn367) tiene forma globular y es
de dimensiones 50 x 43 x 58 A (Gastinel et al., 2001). El plegamiento es de
tipo a/P con 10 cadenas 3, 7 hélices a y 6 hélices 3.0 incluyendo la hélice o
encontrada en el extremo catalitico C- terminal de las estructuras forma II
(Boix, et. al. 2001) de acuerdo con el programa PROMOTTIF en el servidor
PDBsum (http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/pdbsum/) a partir de
coordenadas del PDB (figura 1.5). Las cadenas B forman una ldmina B
central rodeada de hélices a. El dominio catalitico puede dividirse en dos
porciones, una es el subdominio N-terminal que va desde la Val129 hasta
la Met224 y estad formado por cuatro cadenas [ paralelas en el siguiente
orden: B4, B3, B2 y B5; rodeadas por las hélices a3 y oq. Este subdominio
es importante para la union de la porciéon nucledtido del sustrato donador
azucar-nucledtido. La segunda porcion consiste de dos cadenas P
antiparalelas (B8 y B1) y dos hélices, a5 y a6. Una segunda lamina B, méas
pequena, esta constituida por dos cadenas B antiparalelas (f6 y f10). En la

forma I, la cadena P10 esti seguida por una estructura desordenada
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(residuos 358 - 368), mientras que en la forma II, los residuos 354 - 356
forman una corta lamina B, y los residuos 361 - 364 adoptan una hélice o
bien definida. Estas diferencias sugieren que existen cambios

conformacionales en esta regién de la proteina, asociados con la unién al

sustrato.
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Figura 1.5. Estructura secundaria de la a3GT bovina (forma II) obtenida con el
progarama PROMOTIEF en el servidor PDBsum. Las hélices o son ci1=H1, a2=H3, a3=H4,
o4=H6 y H7, a5=H10, a6=H11 y ay=H14. Las hélices 3,, son H2, H5, H8, Hg, H12 y H13.
Las cadenas P indicadas con A constituyen la ldmina B principal mientras que las

marcadas con B, constituyen la lamina} pequena.

El plegamiento de las proteinas de la familia 6 es practicamente similar al
de la a3GT. Otras estructuras cristalograficas correspondientes al dominio

catalitico han sido resueltas para la GT-A y GT-B, mostrando la misma
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topologia que la a3GT. Ademas, la alta conservacion de secuencias
mostrada en el alineamiento de aminoacidos (figura 1.3) es la base para
utilizar las estructuras cristalograficas ya conocidas para predecir la
estructura molecular de aquellas glicosiltransferasas no estudiadas
cristalograficamente, mediante modelado por homologia. El alineamiento
muestra que existen pocas inserciones y la mayoria de las variaciones
ocurren en zonas correspondientes a loops. En esta Tesis, utilizando el
programa Swiss-Model del servidor Expasy (www.expasy.org) han sido

obtenidos los modelos para las proteinas Forss-S e iGb; (figura 1.6).

GT-A . C g
Resolucién1.35A

GTB X
Resolucion 1.32A

o 3GT
Resolucion 1.8 A

Forma Il equivalente a
forma | de o 3GT equivalente a

forma | de o 3GT

Extremo
C-terminal
iGh3

Extremo
C-terminal C-terminal

Figura 1.6. Estructuras de las glicosiltransferasas de la familia 6. Obsérvese que para las
GT-A y GT-B no ha sido determinada la zona C-terminal por difraccién de rayos X. Forss-

S e iGb; han sido obtenidas mediante modelado por homologia en la presente tesis.

Interacciones con sustratos

Para poder predecir las interacciones entre los sustratos y la a3GT se
construyé un modelo del complejo a3GT/UDP-Gal/Lac/Mn, dado que
experimentalmente es muy complicado obtener esta estructura. Se

utilizaron las coordenadas de la estructura cristalografica forma II 1GWV

42



Capitulo 1

obtenida por Boix, et al., (2001). El UDP-Gal fue anclado en el sitio activo
en una conformaciéon similar a la UDP-2F-G descrita para el complejo
cristalizado LgtC/UDP-2F-Gal/Mn (1G9R) de Neisseria meningitidis
(Persson et al., 2001), ya que a la fecha es el inico complejo que contiene
un analogo muy cercano de sustrato donador para la «-1,3-

glicosiltransferasa (tabla 1.4).

Cabe resaltar que otro complejo que contiene UDP-Gal es la estructura
cristalografica 1G93 (forma I) de Gastinell et al. (2001). Sin embargo, no se
ha empleado las coordeanadas del UDP-Gal de ésta estructura para el
modelo por los siguiente, en ésta estuctura, la a3GT esta truncada en el
extremo C-terminal, justamente en el residuo 358, por lo cual no se
pueden establecer las interacciones del UDP-Gal con la zona
cataliticamente importante (aa. 358-368), ademaés, ésta zona que une al
UDP-Gal seria determinante para conferir la conformacion del donador en
el complejo, a pesar de ello, comparando la configuracién del UDP-Gal de
1G93 y UDP-2F-Gal, ambas son muy similares con variaciones en el anillo
de ribosa del UDP (1G9R), donde en 1G93 el OH 2 es axial y el OH"3
ecuatorial, mientras que en 1G9R, OH "2 es ecuatorial y OH’ 3 es axial. En
cuanto a la porcion galactosa, la conformacion es igual en ambos sustratos

(figura 1.7).

Por otra parte, existen algunas estructuras cristalograficas con otros
donadores, los cuales en general adoptan una configuracion similar (figura
1.8). Para el sustrato aceptor, se utilizaron las coordenadas atomicas de la
lactosa presente en el complejo cristalizado (forma II, 1GWYV), asi también

para el Mn (figura 1.9A).

El modelo construido fue sometido a varios ciclos de optimizacion
mediante mecanica molecular en un radio de 12 A alrededor del centro del
sitio activo. El algoritmo de minimizacion empleado fue Steepest Descent
con un gradiente de optimizacién de 0.1kcal/(Amol). Se utiliz6 el campo de

fuerzas CHARM con parametrizacion para azdcares.
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OH 3' OH 2"

Figura 1.7. Comparacion de las variaciones conformacionales en la ribosa de donadores
de glicosiltransferasas. (A) UDP-Gal de la estructura cristalografica a3GT/Mn/UDP-Gal
(forma I, 1G93) (Gastinell et al., 2001). (B) UDP-2F-Gal de la estructura cristalografica
LgtC/UDP-2F-Gal/Mn (1G9R) (Persson et al., 2001) y (C) UDP-Gal del modelo molecular
obtenido en la presente tesis.

En cuanto al aceptor, se model6 con lactosa, de la cual la porcion
correspondiente a la galactosa presenta la mayor cantidad de
interacciones, mientras que la porciéon glucosa esta parcialmente expuesta
al disolvente. Las regiones LBR-D, -F, -G, —H y -E parecen estar en
contacto con el aceptor (figura 1.3). Se destaca la interacciéon del Glug1y
con el O4 y las His280/04 y Lys359/03 que también interaccionan con la

galactosa del donador en O2 y Oa respectivamente.

Tabla 1.4. Estructuras cristalograficas utilizadas para construir los modelos.

Estructura Componentes Coordenadas Utilizadas en el modelo
1GWV a3GT, UDP, Mn**, Lac ~ a3GT, Mn*™ y Lac. Las coordenadas atémicas
(resolucion del UDP fueron substituidas por UDP-Gal.
2.5A)
1G9R LgtC, UDP-2F-Gal, Mn*>  UDP-2F-Gal. El flior de la posicion 2 fue
(resolucion substituido por hidrégeno para obtener UDP-Gal.
2A) Este donador Asi obtenido fue anclado en

1GWYV, en lugar de UDP.
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e Organismo: Mus muscuius
Familia: 13 Familia: 54

ngandu_s’: UDP-GlcMAE y Mn2+ Ligandos: UDP-GalMAC y MnZ+
Resolucian: 1.80 Resolucidn: 2.10
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B-1 2-M-acetilglucosaminiltransferasa | (Mgat1) Sialiltransferasa (Cst 1)
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Figura 1.8. Estructuras cristalograficas con donadores y modelo a3GT, éste ultimo,
obtenido en la presente tesis. Obsérvese que los azticar nucle6tidos adoptan en todos los

casos configuraciones muy similares.
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Figura 1.9. (A) Modelo 03GT/UDP-Gal/Lac/Mn. (B) Modelo
03GT/UDP/producto/Mn. (C) Estructura cristalografica a3GT/UDP/Mn.

El modelo construido no modifica significativamente las coordenadas
atomicas de los aminoacidos respecto a la estructura cristalografica 1IGWV.
La superposicion de ambas estructuras dan una desviacion cuadratica
media (RMS) de 0.09 A para los 4&tomos del esqueleto, mientras que para

la totalidad de los atomos la RMS es de 0.17. Por tanto, las distancias
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interatémicas entre los aminoacidos y los ligandos varia poco entre el
modelo y la estructura cristalografica, tal como puede apreciarse en la

figura 1.8.

Lys359
Lys359

Figura 1.10. Detalle del posicionamiento de los sustratos (A) y producto (B) en los
modelos obtenidos. En (A) nétese que el O3 del aceptor estd adecuadamente orientado

hacia el carbono anomérico por la cara o.

A partir del modelo a3GT/UDP-Gal/Lac/Mn se ha construido el modelo
con producto a3GT/UDP/producto/Mn (figura 1.9B). En el primero de
estos modelos se puede apreciar que el donador esti situado de manera
adecuada respecto al aceptor para poder formar el enlace o1,3, puesto que
el oxigeno 3 del aceptor esta orientado justamente por la cara o hacia el
carbono anomérico del donador. Este posicionamiento ha facilitado la
posibilidad de modelar el complejo a3GT/UDP/producto/Mn,
simplemente trazando el enlace a1,3 y escindiendo el enlace con el UDP
(figuras 1.9A, 1.9B y 1.10). Igual que en el caso anterior, este modelo fue
sometido a varios ciclos de optimizacién en un radio de 12 A, utilizando el

campo de fuerzas CHARM con parametrizacidon para azicares.
En el modelo que contiene al producto se puede observar que la galactosa

transferida sufre un cambio conformacional por inversion de la silla. Sin

embargo, no se ha observado cambios importantes en la porcién lactosa.
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Otros cambios observados son un ligero desplazamiento (~1 A) del i6n
Mn+2 y del UDP, respecto al modelo «3GT/UDP-Gal/Lac/Mn y la
estructura cristalografica a3GT/UDP/Mn. La superposicion del modelo y
la estructura cristalografica no muestran cambios significativos en las
coordenada atomicas de los aminoacidos, la RMS para la totalidad de los
dtomos es de 1.17A y para los 4tomos del esqueleto es 0.09A Por otra parte,
el modelo que contiene al producto es la base para posteriores estudios de
dindmica molecular que podrian aportar mucha informacién sobre los
cambios conformacionales de la zona C-terminal que implicarian la salida

del producto del sitio activo.
Propuesta mecanistica

Tanto en las estructuras cristalograficas como en los modelos obtenidos
por mecanica molecular, se observa que el residuo mas cercano a los
sustratos es la lisina 359. Ademaés, este aminoacido esti orientado y
proximo a los atomos implicados en la formacion del enlace a1,3, de
ambos sustratos (figura 1.10). Por otra parte, este residuo esta altamente
conservado en todos los enzimas de la familia 6. En este contexto, se
sugiere la participacion directa de la lisina 359 en catalisis, proponiendo
asi, un nuevo mecanismo de reaccion para glicosiltransferasas

emparentadas con la a3GT.

La nueva propuesta mecanistica consiste en una catalisis acido base donde
la lisina 359 actuaria como una lanzadera de protones (figura 1.11).
Inicialmente, la lisina protona el oxigeno del enlace galactosa —O- UDP del
sustrato donador, lo cual induce la escisién del enlace glicosidico con la
consiguiente liberacién de UDP desarrollando un estado de transiciéon con
caracter oxocarbocatiénico esabilizado electrostaticamente por el
glutamato 317. Aqui se debe resaltar que no es necesario la formaciéon de
un intermedio covalente, ya que el glutamato esta lo suficientemente lejos

del Ca para dar lugar a dicho enlace, sin embargo se propone que es una
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distancia (~4 A) prudencial para una interaccién electrostatica con el
carbocatién. En una segunda etapa, la misma lisina actia como base
capturando el proton del OH-3 del aceptor, convirtiendo a éste en el
nucleotfilo adecuado para atacar al carbocation. Como ya se ha descrito
anteriormente, la orientacion del aceptor es adecuada para atacar al
donador por la cara a. De esta manera, se forma el enlace 1,3 y la lisina

recupera el proton inicial para iniciar un nuevo ciclo catalitico.

K358
ENZIMA LIBRE

HO

HO
HO, \ -0 Ho\r‘-m_._,--f
L N~ 0 B——‘Q/O‘“‘H"""'
HoSe }—-—-s\/c"%? upP HOTSl_ °

[n}

K359

Figura 1.11. Nueva propuesta mecanistica para la catalisis de la a3GT y

glicosiltransfersas emparentadas.
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El rol de la lisina 359 como base es comparable con el fosfato § del UDP.
Anteriormente André et al, 2003 (ver figura 12 de la introduccién), en base
a calculos mecanocuanticos han propuesto que el fosfato § del UDP podria
actuar como base general, de igual manera que se propone para la lisina en
esta tesis, substrayendo el proton del hidroxilo 3° del aceptor, de modo
que éste quede activado nucleofilicamente para atacar al carbono
anomérico del azacar donador. La principal diferencia esta en que la lisina
podria también actuar como acido protonando el oxigeno del carbono
anomérico del donador induciendo la liberacion del UDP. En cualquiera de
los casos, no se requiere la formacion de intermedios covalentes, lo cual se
sustenta en que a la fecha no ha sido posible la captura de ningin
intermedio covalente a pesar de la ulizaciéon de divérsas estrategias, que si
dieron resultado en el caso de las glicosido hidrolasas, de las que ahora se
conoce que actian por mecanismo de doble desplazamiento con formacion

de un intermedio covalente.

El mecanismo propuesto en el presente trabajo a partir del analisis de
estructuras cristalograficas y modelos moleculares obtenidos por mecéanica
molecular, podria estar respaldado por algunas pruebas experimentales.
En primer lugar, no se ha conseguido atratar un intermedio covalente con
residuos del sitio activo, a pesar de muchos intentos en diferentes
laboratorios, lo cual apoyaria la propuesta de que el glutamato 317 no
forma un intermedio covalente, pero es fundamental para estabilizar al
intermedio carbocationico. Los experimentos de rescate quimico con azida
en el mutante E317A (Monegal y Planas, 2006) demuestran la importancia
catalitica de éste residuo, por lo que la estabilizacion del carbocation
podria darse con la azida que ocupa el lugar del residuo glutamato en el
mutante, durante el rescate. Finalmente, en este mismo trabajo (ver mas
adelante), el mutante K359A no mostr6 actividad, lo cual demuestra la

importancia de la lisina en la catalisis.
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Conclusiones

El alineamiento de secuencias de a3GT de diferentes especies muestra que
el dominio catalitico esta altamente conservado. Ademas, la a3GT de cerdo
(Sus scrofa) difiere tan solo en un 14% de la bovina (Bos taurus), lo cual
permite extrapolar los estudios realizados sobre la a3GT bovina a las

implicaciones en el xenotransplante de 6rganos del cerdo al humano.

Las estructuras moleculares cristalograficas y las modeladas han permitido
predecir las principales interacciones de los residuos del sitio activo con
los sustratos aceptor y donador. En la zona C-terminal se encuentra el
aminoacido mas cercano a los atomos participantes en la formaciéon del
enlace a1,3, por lo que se ha propuesto a la lisina 359 como residuo
catalitico dando lugar a una nueva propuesta mecanistica por catalisis

acido/base.

La elucidacion del mecanismo de reaccion para glicosiltransferasas es uno
de los principales problemas en glicobiologia estructural, especialmente
para las que retienen la configuracion del carbono anomérico. La presencia
de loop flexible en la zona C-terminal de la a3GT complica atin mas el
problema. La modelizacion molecular de los complejos de a3GT con
ambos sustratos y con el producto pretenden contribuir a la prediccion de
las interacciones proteina/ligandos y consiguientemente al mecanismo de

reaccion.
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CAPITULO 2

MUTAGENESIS DIRIGIDA DE
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52



Capitulo 2

MUTAGENESIS DIRIGIDA DE RESIDUOS DEL
EXTREMO C-TERMINAL DE LA
0-1,3-GALACTOSILTRANSFERASA,
EXPRESION Y PURIFICACION

Introduccion

El gen de la a3GT bovina (Bos taurus) fue clonado y secuenciado por
primera vez por Joziasse et al., (1989). Una inspeccion de la secuencia
completa del gen permite determinar que codifica para una proteina de
368 aminoacidos, con las siguientes zonas: (1) un dominio C-terminal
voluminoso posiblemente glicosilado, (2) un tnico dominio
transmembrana de 16 aminoacidos y (3) un pequeno dominio N-terminal

de 6 aminoacidos (figura 3B).

El dominio N-terminal se extiende desde el residuo 7 al 22, esta
inmediatamente precedido por dos aminoacidos basicos y seguidos por un
residuo de acido glutdmico en su extremo C-terminal. Por otra parte, se
han localizado dos sitios potenciales de N-glicosilacion en los aminoacidos
Asn36 y Asn293, sin embargo la presencia de un residuo de prolina
inmedidtamente después de la Asn36 sugiere que éste sitio no estaria

glicosilado.
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Por otra parte, Milland et al., 2002 han determinado que la secuencia
MNVKGR aminoterminal de la o-1,3-galactosiltransferasa de cerdo,
participaria en la localizacion y retencion de la proteina en el complejo de
Golgi. Esta secuencia se encuentra también presente en la o-1,3-

galactosiltransferasa bovina, pero en lugar de la R esta la V (figura 1.2).

El dominio catalitico esta constituido por los Gltimos 286 aminoacidos del
extremo C-terminal (80-368), aproximadamente (Henion et al., 1994). Se
halla separado del dominio transmembrana por una regiéon stem, por
donde las proteasas hidrolizan la proteina liberando el enzima soluble

cataliticamente activo.

El dominio catalitico (80-368) fue subclonado y expresado en E. coli,
inicialmente por Fang et al., 1998. Posteriormente, se realizaron estudios
cristalograficos (Gastinel et al., 2001; Boix et al., 2001; Boix et al., 2002)
que sugieren que los ultimos diez aminoacidos del extremo C-terminal
(358-368) podrian estar involucrados en cambios conformacionales
asociados a la uniéon de los ligandos. Particularmente, en la union del
UDP-Gal, lo cual es consistente con un trabajo anterior de Henion et al,,
1994, en el cual se determino la inactivacion enzimatica por eliminacion de
los altimos tres aminoacidos del extremo C-terminal de una aGT de mono

del Nuevo Mundo (Callithrix).

Con el propésito de estudiar el rol de cada uno de los aminoacidos del
extremo C-terminal en la actividad enzimatica, se realiz6 en la presente
tesis un analisis mutacional de esta zona. El objetivo fue obtener mutantes
de alanina de cada uno de los residuos 358 a 368, para su posterior
caracterizacion bioquimica. Cada una de estas proteinas mutantes ha sido
expresada y purificada por cromatografia de afinidad. La estabilidad frente
a condiciones de desnaturalizaciéon y caracterizacion cinética se describen

en los capitulos 5y 6 respectivamente.
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Resultados y discusiones

Analisis mutacional

Se obtuvieron los mutantes T358A, K359A, E360A, Y361A, N362A, V363A,
V364A, R365A, N366A, N367A y V368A, correspondientes al extremo C-
terminal de la a3GT. La mutagénesis dirigida se realiz6 a partir de un
plasmido pET15b-a3GT/wt previamente construido en nuestro laboratorio
(figura 2.1) (Monegal et al. 2005). El plasmado contiene un gen de
resistencia a la ampicilina (B lactamasa), el gen lac I y el gen codificante
del dominio catalitico de la «3GT bovina (aa. 82-368) situado detras del
promotor T7 y de una secuencia codificante para la cola de histidinas en el
extremo N-terminal. Esta cola de histidinas permite la purificacion de la
proteina por cromatografia de afinidad por unién a niquel, ademas esta
presente una diana de protedlisis por trombina si se desea eliminar las

histidinas una vez purificada la proteina.

Gx HisTag

Promotor T7

Primer T7 Promoter

Primer T7 Terminator

Lacl

PET15b-a3GT/S

6578 bp

Figura 2.1. Mapa del plasmido pET15b-a3GT. Donde 6x His Tag es la secuencia
codificadora de la cola de histidinas, Nco I y Eco RI son enzimas de restriccion, lac I es el
gen que codifica para el represor del operon lactosa y Amp R es el gen que codifica para la
B-lactamasa. Se muestran también los sitios de unién para los primers T7 promotor y T7

terminador.
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La mutagénesis dirigida se realiz6 mediante sintesis de completa de
plasmidos por PCR, donde los primers empleados se disefiaron
conteniendo la mutaciéon deseada. De esta manera se obtiene la mutacion
deseada en un solo paso, sin necesidad de realizar digestiones y ligacion de
fragmentos (figura 2.2). Los plasmidos mutados obtenidos de esta manera
son de doble cadena pero mellados (nicked), lo cual no los hace aptos
como moldes para la sintesis de otros plasmidos, de manera que este tipo
de PCR no es exponencial, sino mas bien lineal y consiguientemente la

produccion es relativamente baja.

Las mutaciones deseadas se consiguen mediante primers mutagénicos.
Estos son complementarios entre si y con el gen de la proteina, con
excepcion del codén que se desea mutar, el cual se substituye por el codon
adecuado para introducir la mutacion requerida. Asi en el presente trabajo
se introdujeron codones de alanina en lugar de cada uno de los residuos

del extremo C-terminal de la a3GT.

Una vez concluidos los ciclos de reaccion, se eliminan los plasmidos (wild
type) empleados como molde, dejando Gnicamente los sintéticos que
pueden contener la mutacioén esperada. Esta seleccidon es posible gracias a
que los plasmidos moldes provenientes directamente de bacterias estan
metilados, a diferencia de los obtenidos por PCR. El enzima de restriccién
Dpn1 reconoce selectivamente sitios metilados y digiere las cadenas que
los contengan. Ambas cadenas de los plasmidos molde son digeridas,
mientras que en los plasmidos hibridos, la cadena procedente del molde
inicial estd metilada y por tanto es digerida, mientras que la cadena
sintética resulta intacta y sirve de molde para las replicaciones siguientes.
De esta manera la poblacion final de plasmidos estd constituida
practicamente solamente por plasmidos sintéticos, los cuales estan listos
para transformar bacterias. En el presente trabajo se parti6 de plasmidos
molde pET15b-03GT/wt.
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Figura 2.2. Técnica de mutagénesis dirigida empleada para obtener mutantes del

extremo C-terminal de la a3GT.
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Figura 2.3. Primers mutagénicos disenados.
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Con la mezcla de la reaccion de mutagénesis se transforman células E. coli
DHsa. Estas bacterias tienen el sistema necesario para reparar la mella de
los plasmidos sintetizados por PCR, ademas de replicarlos. Sin embargo,
se observo que no todas las colonias contienen el plamido con la mutacion
deseada, algunas resultaron wild type, mientras que otras contenian un
plasmido mutante pero con repeticiones en tandem de la secuencia que
contenia la mutacion. La verificacién de los mutantes deseados se realizo
por secuenciacion de los plasmidos por los extremos flanqueantes al gen,

utilizando primers T%7 promotor y T7 terminador.

Disefio de primers mutagénicos

Los primers mutagénicos disefados estin comprendidos por
oligonucleotidos entre 25 a 45 pares de bases de longitud que se presentan
en la figura 2.3. El codon mutante esta situado en el centro de cada uno de
los primers. La seleccion del codéon mutagénico, que para todos los casos
fue el correspondiente al de alanina, tomando en cuenta que sea el mas
frecuentemente utilizado por E. coli y que su substitucion por el codon
wild type implique el menor nimero de cambios posibles en las bases.
También se ha considerado que la base del extremo 3° del primer sea
adenina, ya que algunas polimerasas introducen por defecto ésta base al
iniciar la reaccion de polimerizacion. Finalmente se comprobd que
ninguno de los primers disenados forme estructuras secundarias, tales

como hairpins, loops, dimeros u otras que interfieran en la PCR.

Puesta a punto del método

Se determinaron las condiciones mas adecuadas para la obtenciéon de
plasmidos mutantes por PCR. Para empezar se disefiaron primer
mutagénicos y se ajustaron sus correspondientes temperaturas de
hibridizacion. Seguidamente se probaron DNA polimerasas de alta
fidelidad, sin actividad exonucleasa y capaces de extender la cadena de

nueva sintesis hasta mas de 6600 pares de bases, ya que es el tamafio
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aproximado del plasmido pET15b-a3GT. Asi, las nuevas polimerasas
utilizadas fueron PftTurbo y EcoZyme. Finalmente, se probd la
transformacion de E. coli con la mezcla resultante de la PCR, por

electroporacién y shock térmico de células competentes preparadas

quimicamente.
A 12345 B 1234567
Marker 111
(pb)
21220
5153,

«——5703 pb

«——875 pb . fragmento pesado,

con repeticiones

D wt
12345678910

plasmidos
sintético
amplificacion
inespecifica

amplificaciones
inespecificas

exceso de
primers

Figura 2.4. Electroforesis de plasmidos. (A) pET15b-oarGT/wt (2 y 4) y pET15b-
orGT/mutante (3 y 5); linearizados con Ncol (2 y 3) y doblemente digeridos con Ncol y
EcoRI, donde el fragmento de 875 pb corresponde al gen a3GT y el de 5703 pb al vector
pET15b-orGT. (B) El fragmento del plasmido mutante (7) es ligeramente mas pesado
debido a repeticiones introducidas durante la PCR. (C y D) Productos crudos de PCR
después de 12 horas de digestion con Dpni. El pldsmido wt (2) con 3 conformaciones en
equilibrio debido al superenrrolamiento, néteses que la banda intermedia coincide con la

retencion de los plasmidos sintéticos (3-10) que presentan una tinica conformacion.
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A pesar de obtener plasmidos sintéticos, incluso visibles en gel
electroforético de agarosa, figuras 2.4C y D, algunos de los mutantes
obtenidos han mostrado repeticiones en tandem, indeseables (figura 2.5).
Estas repeticiones corresponden a secuencias del 6ligo mutagénico, se han
encontrado pasmidos hasta con 10 repeticiones consecutivas. Se destaca
también que en el cribado de colonias, muy pocas o ninguna resulto ser
wild type, por lo que el problema se ha centrado en solucionar las
repeticiones. No se ha establecido claramente el mecanismo por el cual se
generan estas repeticiones, pero en principio se las ha vinculado con la
calidad, concentracién y sobre todo temperatura de hibridacion de los

primers.
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Figura 2.5. Seccion de un electroferograma de secuenciacién mostrando repeticiones en

tandem, indeseables. A pesar de las repeticiones, la mutacion ha sido introducida.

Los resultados obtenidos respecto a la temperatura de hibridacion
sugieren que ésta debe estar como mucho 2°C por debajo de la
temperatura teorica de fusion del primer (Tm). La Twm de los primers
mutagénicos empleados es muy superior a 50°C (tabla 2.1). A pesar de
ello, a esta temperatura de hibridizacion se obtuvieron los mutantes

T358A, R365A y V368A. Para cada uno de los restantes mutantes se tuvo
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que ajustar la temperatura de hibridacion para evitar repeticiones
indeseables. La Tr, de los primers mutagénicos implicados se calcul6 segiin

la ecuacion:

T, =81.5+041(%GC)— 6;]5 — (% bases desaperadas) (1)

donde N es la longitud del primer mutagénico.

Tabla 2.1. Temperaturas de fusién de los primer mutagénicos utilizados, proporcionada
por la casa comercial y la calculada. Ademéas se muestra la temperatura de hibridacién

utilizada en la PCR total. Todas las temperaturas estan en °C.

T Calculada T? de hibridacion empleada

T358A 65,6 50

K359A 68,6 66,6
E360A 69,1 67,1
Y361A 70,8 68,8
N362A 69,0 67,0
V363A 77,5 75,5
V364A 61,3 59,3
R365A 59,6 50

N366A 59,5 57,5
N367A 66,8 64,8
V368A 63,6 50

La concentracién de primers mutagénicos parece no influir en la
introduccion de repeticiones. Para la obtencion del mutante T358A se
partié6 de 25ng/50ul de plasmido molde pET15b-a3GT/wt. Se utilizaron
dos concentraciones de primers, una de 2,25uM (figura 2.5C, carriles 3-5)
y otra de 0,25uM (figura 2.5C, carriles 6-10). En ambos casos se
obtuvieron los mutantes esperados, sin repeticiones. Sin embargo, en los
geles electroforéticos (figura 2.5C) se puede apreciar que a altas
concentraciones de primers (carriles 3-5) hay amplificaciones

inespecificas, que de todas maneras, no afectan al plasmido mutante.
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En cuanto a las polimerasas, se obtuvieron mutantes con PfuTurbo y
EcoZyme, sin embargo ningin mutante pudo obtenerse con DeepVent®.
Tanto PfuTurbo com EcoZyme son polimerasas de alta fidelidad y no
tienen actividad exonucleasa, ademas no anaden adenina ni ningtn otro

nucleétido adicional al finalizar la polimerizacién, lo cual las hace muy
adecuadas para mutagénesis dirigida. PfuTurbo es componente del kit
para mutagénesis dirigida QuickChange de Stratagene, y ésta establecido
que 2.5U/ul es la cantidad adecuada para la reacciéon, ademas ya lleva la
cantidad de magnesio 6ptima. En cambio, para EcoZyme se utilizd en la
misma cantidad que PfuTurbo, pero se tuvo que determinar la
concentracion de magnesio que diera mejores resultados. Para ello se
utilizaron tres concentraciones (1.5, 2 y 2.5mM), siendo la de 2.5mM, la

Optima.

Respecto a la transformacion de E. coli con el crudo de reaccién de PCR se
utilizaron las técnicas de shock térmico y electroporacion, dando ambas
buenos resultados. Para el shock térmico se empled la cepa DHj5a,
mientras que para la electroporacion, XLio Gold. El rendimiento por
electroporacién en la mayoria de los casos fue superior a 10 veces al
obtenido por shock térmico. Sin embargo, solamente para la obtencion del
mutante N367A ha sido necesario recurrir a la electroporacion.
Finalmente, las condiciones méas adecuadas encontradas, para la

mutagénesis dirigida se resumen en las tablas 2.2 y 2.3.

Tabla 2.2. Condiciones 6ptimas de la mezcla de reacciéon en la PCR para mutagénesis

dirigida.

Componente Cantidad

Tampon de reaccion 1X

pPET15b-3aGT/wt (plasmido 235ng

molde)

primer mutagénico #1 0.25uM

primer mutagénico #2 0.25uM

DNA polimerasa PfuTurbo 2.5U

* DNA polimerasa EcoZyme 2.5U
Cloruro de magnesio 2.5mM

* Cuando se utiliza EcoZyme es necesario afiadir cloruro de magnesio.
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Tabla 2.3. Condiciones 6ptimas para los ciclos de reacciéon en la PCR para mutagénesis

dirigida.
Etapa de la reaccion temperatura °C tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 30s
Desnaturalizacion ciclica 95 30s
Hibridacién depende del primer (ver talbla 2.1) 1min
*Elongacién PfuTurbo 68 15min
*Elongacion EcoZyme 72 15min
Vuelta a Desnaturalizacién ciclica 25 veces
Conservacion 4 Indefinido

* PfuTurbo incorpora cada kb en dos minutos, mientras que EcoZyme incorpora
1onmoles en 30 minutos, y por el tamafio del molde, 6578 pb (pET15b-30GT), se
establece un tiempo prudente de 15min para asegurar la elongaciéon completa del plasmdo

por cualquiera de las dos polimerasas.

Figura 2.6. Electroferogramas de secuenciacion. (A) Wt secuenciado con primer T7
promotor. (B) Mutante K359A secuenciado con el primer T7 promotor y (C) el mismo
K359A secuenciado con primer de secuenciaciéon disefiado para obtener mejores sefales

para los tltimos nucle6tidos del gen.

Las mutaciones introducidas fueron determinadas por secuenciacion. Se
ha secuenciado la zona correspondiente al gen a3GT del plasmdo pET15b-
a3GT (figura 2.1) en ambos sentidos. Se utilizo el kit BigDye Terminator
v3.1 y los primers de secuenciacién T7 promotor y T7 terminador. En
general, se han obtenido sefiales con buena resolucion hasta secuencias de

900 bases, cubriendo la totalidad del gen a3GT. Sin embargo, para
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secuenciar algunos mutantes, sobre todo los mas préximos al extremo T7
terminador, se ha disenado un primer de secuenciacion complementario a
la zona media del gen de la a3GT, de tal manera que las senales de los
ultimos nucle6tidos tengan mejor resolucion (figura 2.6). Los
elecroferogramas obtenidos fueron analizados a fin de verificar que no

existan inserciones, delecciones u otras mutaciones indeseables.
Expresién y purificacion

Todos los mutantes obtenidos fueron expresados mediante el sistema pET
en E. coli BL21(DE3). Este sistema permite controlar la induccion de la
expresion anadiendo isopropiltiogalactésido (IPTG), un analogo de la
lactosa no metabolizable, que se une a los represores liberandolos de los
correspondientes operadores, lo cual permite el inicio de la expresion de la
RNA polimerasa T7 en el cromosoma de E. coli BL21(DE3) que a su vez
transcribe el gen de la proteina recombinante bajo el control del promotor
T7 en el vector, dando lugar a la sobreesxpresion. La expresion fue
intracelular y para el analisis de la expresion y purificacion se partio de

extractos celulares obtenidos por sonicacion.

A B Fracciones de

patron precipitado soluble patron proteina purificada
Marcador (M) «GT/wt M aGCThvt

97 400 —
66 2001
45000 —

31000 —p
21500 — gy
14.400—

N
El

-
¥ il
111 v 48

Figura 2.7. Electroforesis de proteinas SDS-PAGE correspondiente a la expresiéon (A) y

purificacion (B) del mutante E360A.
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La mayor parte de la proteina expresada, precipita (figura 2.7A). Las
proteinas precipitadas no son funcionales, seguramente debido a cambios
en el plegamiento y desaturalizacion. A pesar de ello, la cantidad de
proteina soluble es méas que suficiente para poder realizar estudios de

actividad y otras pruebas de caracterizacion bioquimica.

A partir de la fase acuosa se purificaron las proteinas mutantes y wt
expresadas. La purificaciéon se realiz6 mediante cromatografia de afinidad
para proteinas de fusiéon con colas de histidina ya que las proteinas de
interés expresan una secuencia adicional de 6 histidinas en el extremo N-
terminal. Esta técnica permite la purificacion de proteinas en una sola
etapa. Se utilizaron columnas empaquetada con 1 ml de Sefarosa quelante
de alta eficacia (High Performance Chelating Sepharose), la cual consiste
en un lecho de agarosa con numerosos enlaces cruzados, a la cual se
encuentra unido el 4cido iminodiacético por un espaciador de 7 &tomos y
mediante un enlace éter estable. El dcido iminodiacético une al Ni, y el
metal une selectivamente a la cola de histidinas de la proteina. La elucién
se realiz6 con un tampon conteniendo imidazol, el cual compite con las
histidinas, liberando de esta manera a la proteina. Los rendimientos
obtenidos muestran una amplia variacién que va de 3 hasta 35mg y para
N362A 108mg de proteina (tabla 2.4 y figura 2.7B) por litro de medio de
cultivo. Los geles electroforéticos SDS-PAGE muestran que el sistema de

purificacion es muy eficiente, dando proteinas de alta pureza (figura 2.8).

wt  T358A WV3E3A R365A
Marker patron | E360A V3684 K359A Y361A N36TA
97 400 — A | | | l l l
66 200 — S
45 (00 — -

31 000 — W D Y -

21500 — W q\

14400 — W

Figura 2.8. Electroforesis SDS-PAGE de algunas de las proteinas a3GT mutantes

purificadas. Nétese que el mutante V368A ha sufrido degradacion.
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La proteina wt purificada se analiz6 por secuenciaciéon N-terminal por el
método de Edman. Asi, se determindé que existe procesamiento de la
metionina N-terminal durante la expresion (figura 2.9). Los espectros
MALDI-TOF dan pesos moleculares que son consistentes con el tamaio de
los mutantes sin metionina N-terminal, lo cual refleja ésta modificacién
postraduccional para toda la serie de mutantes. Por otra parte, se
calcularon los pesos moleculares teoricos de cada uno de los mutantes,
ademas de otras propiedades fisicoquimicas (tabla 2.5), utilizando el

programa ProtParam del servidor ExPasy (www.expasy.org).

Tabla 2.4. Rendimientos obtenidos en la purificacién de proteinas.

proteina  g/Lt de cultivo proteina g/Lt de cultivo
WT 29 V363A 33
T358A 16 V364A 35
K359A 3 R365A 12
E360A 10 N366A 12
Y361A 8 N367A 8
N362A 108 V368A 18

A . . .
MGSS5SHHHHHBHSSGLMP Secuencia N-terminal tedrica
/ G55HHHHHHSSG LVPFP Secuencia N-terminal abtenida experimentalmente
B diana para
Gxhis  latrombina
1 l 11 1 21 £l 41 51
I I I I I I
1 GSSHHHHHHS SGLVFRGSHM ESKLKELSDWF NPFKRPEVVT MTEWKAPVVW EGTYNMRAVLD a0

61 NYYAKQKITV GLTVFAVGRY IEHYLEEFLT SANKHFMVGH PVIFYIMVDD VSRMPLIELG 120
121 PLRSFKVFKI KPEKRWQDIS MMRMKTIGEH IVAHIQHEVD FLFCMDWVDQV FQDKFGWVETL 180
181 GESVAQLQAW WYKADPNDFT YERRKESAAY IPFGEGDFYY HAAIFGGTPT QVLNITQECF 240
241 KGILKDKKND IEAQWHDESH LNKYFLLNKP TKILSPEYCW DYHIGLPADI KLVEMSWQTK 300
301 EYNVVRNNWV

zona analizada por

mutagénesis dirigida
Figura 2.9. (A) Secuenciaciébn N-terminal con el método Edman que muestra el
procesamiento de la metionina. (B) Secuencia base de las proteinas purificadas y utilizada
para los célculos de peso molecular con ProtParam. En la figura se muestra wt, y para
cada mutante se sustituyé el aminoacido correspondiente en la zona de anélisis

mutagénico.
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Tabla 2.5. Pardmetros fisicoquimicos teéricos de las proteinas estudiadas. Datos
calculados a partir de secuencias de aminoacidos con el programa ProtParam

(www.expasy.org).

Indice  Hidrofobicidad Coeficiente

Proteina  Peso pl N°  Inestabilidad Alifatico — (GRAVY) De
Molecular atomos (1) extincion
Molar
(280nm)
wt 36207,5 7,4 5059 47,93 77,54 -0,405 70530
T358A 36177,5 7,4 5055 47,93 77,86 -0,396 70530
K359A 361504 71 5048 47,93 77,86 -0,386 70530
E360A 36149,5 7,9 5053 47,93 77,86 -0,387 70530
Y361A 361154 7,4 5048 47,93 77,86 -0,394 69250
N362A 36164,5 7,4 5055 48,69 77,86 -0,387 70530
V363A 36179,4 7,4 5053 47,93 76,93 -0,412 70530
V364A 36179,4 7,4 5053 47,93 76,93 -0,412 70530
R365A 36122,4 7,1 5046 47,53 77,86 -0,384 70530
N366A 36164,5 7,4 5055 47,53 77,86 -0,387 70530
N367A 36164,5 7,4 5055 47,93 77,86 -0,387 70530
V368A 36179,4 7,4 5053 47,93 76,93 -0,412 70530

Tabla 2.6. Pesos moleculares de las proteinas wt y mutantes obtenidos por MALDI-TOF.

Mutante MALDI-TOF Tedrico diferencia error %

wt 36205,00 36207,5 2,27 0,01
T358A 36182,64 36177,5 514 0,01
K359A 36157,00 36150,0 7,00 0,02
E360A 36147,00 36149,5 2,50 0,01
Y361A 36127,00 36115,0 12,00 0,03
V363A 36184,00 36179,0 5,00 0,01
N367A 36163,50 36164,5 1,00 0,00
V368A 36188,20 36179,4 8,79 0,02

Los pesos moleculares calculados teéricamente fueron comparados con los
experimentales obtenidos por espectrometria de masas MALDI-TOF
(figura 2.10). Para algunas proteinas la relacion sefial ruido del espectro de
masas no fue muy buena (V364A y R365A), por lo que para estos casos se
tomo una alicuota del cultivo justamente después de la induccion de la
expresion y se secuencio el gen correspondiente al mutante de interés para
verificar la presencia de la mutacién. Otras proeinas mutantes sufrieron

degradacion antes del analisis MALDI-TOF, y para éstas se procedi6 de la
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misma manera que para V364 y R365A. Los pesos moleculares obtenidos
por MALDI-TOF dieron valores muy cercanos a los teoricos, con errores
inferiores al méaximo aceptable de 0.05% (tabla 2.6), demostrando la

expresion de la proteina mutante esperada.

E360M0_AATSLIn

E360A

Intens. [a.u]

3000+

-36147
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20000 30000 40000 A0000 60000 70000
miz

Figura 2.10. Espectro de masas MALDI-TOF correspondiente a la a3GT/E360A.

Se ha conseguido obtener los mutantes deseados a partir del plasmido
pET15b-a3GT: T358A, K359A, E360A, Y361A, N362A, V363A, V364A,
R365A, N366A, N367A v V368A, correspondientes al extremo C-terminal
de la a3GT. Las correspondientes proteinas fueron expresadas en E. coli
BL21(DE3) y purificadas por cromatografia de afindad. Se determin6 por
secuenciacion N-terminal que hay procesamiento de la metionina inicial y
los pesos moleculares de las proteina mutantes fueron determinados por
MALDI-TOF, siendo consistentes con los obtenidos teéricamente con el
programa ProtParam. El rendimiento de cada una de las proteinas
obtenidas (4 a 8mg/L de cultivo) es suficiente para realizar estudios

cinéticos y de estabilidad, tal como se explica en los capitulos 5y 6.
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CAPITULO 3

METODO DE ELECTROFORESIS
CAPILAR PARA ANALISIS DE
AZUCAR NUCLEOTIDOS Y ENSAYOS
ENZIMATICOS DE
GLICOSILTRANSFERASAS
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METODO DE ELECTROFORESIS CAPILAR PARA
ANALISIS DE AZUCAR NUCLEOTIDOS Y ENSAYOS
ENZIMATICOS DE GLICOSILTRANSFERASAS

Introduccion

Los ensayos enzimaticos para glicosiltransferasas pueden monitorear la
degradacion de los sustratos donadores o la formacion de los productos. Al
respecto, una variedad de métodos han sido desarrollados, tales como
radiométricos, cromatograficos, inmunolégicos, espectrofotométricos, y
mas recientemente por electroforesis capilar con posterior derivatizacion

con ANTS (Monegal, et al. 2005).

La electroforesis capilar (CE) ha llegado a constituirse en una herramienta
analitica muy poderosa. Esta técnica tiene una alta capacidad de
resolucion, requiere de baja cantidad de muestras, la deteccidon es
altamente sensible y es un método automatizado. Asi por ejemplo, su
aplicacion al analisis de nuclebtidos y sobre todo de oligonucleétidos ha
permitido desarrollar métodos altamente automatizados para la
secuenciacion de genomas, que en la actualidad son de uso rutinario en

muchos laboratorios de biologia molecular.

La electroforesis capilar aplicada al estudio de reacciones de
glicosiltransferasas ha sido enfocada tomando en cuenta el anélisis de los
carbohidratos participantes (Lee, et al. 1992; Le, e. al. 1997; Kanie, et. al
1998; Snow, et. al.  1999; Wakarchuk y Cunningham, 2003). De esta

manera se han tenido que solventar dos dificultades: (1) ausencia de grupo
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funcional con carga en carbohidratos neutros y (2) ausencia de grupos
cromoforicos o  fluoroféricos, necesarios para la deteccion
espectrofotométrica (El Rassi, 2003; Suzuki y Honda, et. al. 1998;
Paulus y Klockow, 1996). Por tanto, las estrategias empleadas han
consistido en complejar los carbohidratos con boro (Hoffstetter-Kuhn, et.
al. 1991; Honda, 1996) o derivatizarlos con grupos funcionales que
aporten carga y cromoforos o fluoréforos. Las reacciones de derivatizacion
maés tipicas son la aminacién reductiva con aminas aromaticas, tales como
2-aminopiridina, 4cido p-aminobenzoico o acido 8-aminonaftaleno-1,3,6-
sulfonico (ANTS) (Klockow, et. al. 1995; Kakehi, et. al. 1999; O’shea,
et.al. 1998; Evangelista, et. al. 1995; Chiesa y O’ Neill, 1994).

Las reacciones de derivatizacién de los carbohidratos requieren de un
tiempo minimo y condiciones adecuadas para obtener buenos
rendimientos, y por otra parte, si se derivatizan los sustratos, estos pueden
perder la capacidad de unirse al enzima. Un método recientemente
desarrollado en nuestro grupo consiste en la derivatizacion posterior a la
reaccion enzimatica, de esta manera se evita la alteracion de los sustratos y
ademas se pueden estudiar diferentes sustratos (Monegal et al.  1995).
Siguiendo esta linea en la busqueda de métodos versatiles de electroforesis
capilar para monitorizar ensayos de actividad de glicosiltransferasas, se ha

desarrollado uno nuevo que no requiere derivatizacion.

Las reacciones que catalizan las glicosiltransferasas tipo Leloir incluyen
azucar nucle6tidos como donadores (figura 2, en la introduccion). La parte
nucleotidica de estos sustratos consiste en una base nitrogenada, que en la
mayoria de los casos es uridina, y actia como cromoéforo con absorcién
maxima a 270nm. Ademas, los grupos fosfato confieren carga negativa. De
esta manera, estan presentes los dos requerimientos para realizar analisis
por electroforesis capilar, monitorizando tanto el consumo de aztcar
nucle6tido (donador) como la produccién de nucleétido libre (producto

secundario), sin necesidad de ninguna derivatizacion.
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Figura 3.1. Reaccion catalizada por la a-1,3-galactosiltransferasa.

El objetivo del presente trabajo es el desarrollo de un método versatil y
rapido de electroforesis capilar de alta resolucibn (HPCE) sin
derivatizacién de ninguno de los sustratos, que permita el analisis de una
amplia variedad de sustratos tanto aceptores como donadores. La
actividad enzimética es monitorizada en un ensayo discontinuo, donde se
toman alicuotas de la mezcla de reaccion a diferentes intervalos de tiempo,
las cuales se calientan a 98°C por 30s para detener la reaccion.

Posteriormente, las alicuotas se inyectan para ser analizadas directamente
por HPCE.

El enzima empleado para el desarrollo y aplicaciéon de este nuevo método
es la a-1,3-galactosiltransferasa (EC 2.4.1.151). Esta enzima transfiere la
galactosa del UDP-Gal a un aceptor que puede ser N-acetillactosamina o
lactosa (figura 3.1), y sintetiza la secuencia terminal GalagGalpf4GIlcNAc de
carbohidratos de glicoproteinas y glicolipidos de las superficies celulares
de muchos mamiferos, con excepcion del hombre y monos del Viejo
Mundo (Galili, et. al. 1988). La estructura del disacarido terminal

Gala3zGal se conoce como epitopo de Galili y es el principal xenoantigeno
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implicado en el rechazo inmunolégico hiperagudo en el xenotransplante de
organos o tejidos del cerdo al hombre (Joziasse y Oriol, 1999; Galili, 2001;
Chen, et. al. 1999). Por tal motivo, la «-1,3-galactosiltransferasa es de

mucho interés biomédico en la actualidad.
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Figura 3.2. Espectro de absorcién de UDP-Gal y UDP.

Resultados y discusiones

Se implement6 un nuevo método de HPCE para monitorizar la actividad
de la o-1,3-galactosiltransferasa, sin derivatizar ningin sustrato ni
producto. El nucledtido presente en el sustrato donador (UDP-Gal) y
presente también en el subproducto (UDP) posee la carga para la
movilidad electroforética, a través de los grupos fosfato; y la uridina aporta

el cromoforo para la deteccion por absorbancia a 27onm (figura 3.2).
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Tabla 2.1. Condiciones de electroforesis capilar empleadas. Se utiliza un equipo de
electroforesis capilar Hewlett-Packard HP3P CE USO-I-0034 1R-96 y las muestras son

analizadas en las siguientes condiciones y etapas.

1. Acondicionamiento inicial del capilar: 30 min NaOH 0.1 N
10 min H,O Milli-Q
10 min tampodn de electroforesis

2. Analisis de la muestra en las siguientes

condiciones:
Capilar de burbuja: de silica fundida y @purbuja = 3 Binterno
Liota = 80.5 cm
Lefectiva = 72 cm
Dinterno = 50 1M
Tampoén de electroforesis: fosfato de TEA apH 2.5
Inyeccion hidrodinamica: 40 mbar durante 12 s de muestra
4 mbar durante 6 s de tampon
Voltaje de separacion: -30 kV
(rampa inicial: 0-30 kV en 1 min.)
Temperatura 30°C
Detecci6n: 270, 20 nm//Ref. 450, 80 nm

224, 20 nm//Ref. 450, 80 nm
Acondicionamiento entre inyecciones: 5 min tampo6n de electroforesis
3. Limpieza del sistema al finalizar la 15 min H,O Milli-Q

sesion: 15 min aire

En base a estudios anteriores de separacion electroforética de
carbohidratos derivatizados con ANTS (Monegal, et. al. 2005; Chiesa y
Horvath, 1993), y dado que el pKa y el maximo de absorbancia del UDP se
asemejan mucho a los del ANTS, se ensay6 el mismo método de HPCE
para la separacién de nucle6tidos. En el desarrollo del método de
separacion de carbohidratos derivatizados con ANTS se analizaron
mezclas equimolares de glucosa, lactosa, celobiosa, maltosa, maltotriosa y
maltotetraosa. Los flujos electroosméticos (EOF) empleados fueron de
tipos directo (pH 9), suprimido (pH 2.5) e invertido (pH 2.5) con tampo6n

de trietilamina (TEA). Este tltimo proporcion6 mejores resultados y tiene
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la ventaja de que la TEA tiene baja movilidad electroforética, lo cual
permite la aplicacién de altos voltajes al mismo tiempo que mantiene baja
la intensidad de corriente, confiriendo asi, mayor eficiencia al método. Por
tal motivo, en el presente trabajo se emplearon las condiciones de EOF
invertido (deteccién anddica). El tampoén de electroforesis se prepard con
acido fosférico 50 mM y ajustando el pH a 2.5 con TEA. Las condiciones de

electroforesis capilar se detallan en la Tabla 2.1.

mAU
12 ANTS
10
8,
UDP-Gal
° |
4] UbP |l 2° pico
fi UDP-Gal
21 / \\ k f\
0 ‘\ ‘ / 4 : : A
6 7 8 9 10 11
tiempo (min)

Figura 3.3. Eletroferograma (condiciones de EOF invertido) de ANTS. UDP y UDP-Gal.

Los azucar nuclebtidos analizados (sustratos donadores) fueron UDP-Gal,
UDP-Glc y UDP-NAcGal, y el UDP (producto secundario). Ademas se
utilizo6 acido 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonico (ANTS) como patron
interno. Se realizaron mezclas equimolares de cada uno de ellos con UDP y
entre ellos, disueltos en el mismo tampon que se utilizara en las reacciones
enzimaticas (50 mM HEPES pH 7, 50 mM KCl, 13 mM MnCl,, 0.13
mg-mL* BSA). Se obtuvieron resoluciones eficientes entre el UDP y cada
uno de los azacar nucle6tidos (Figura 3.3). El ANTS eluye a los 6.6 min, el
UDP a los 7.9, mientras que el UDP-Gal esta presente en dos especies, la
primera y mayoritaria con un tiempo de migracion de 8.5 min, y la
segunda (segundo pico) a los 10.7 min. La UDP-Glc present6 tiempos de
migracion similares a la UDP-Gal, en cambio, la UDP-NAcGal muestra un

solo pico a los 8.5 min.
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Con patrones comerciales de UDP-Gal y UDP-Glc se ha observado que
estos azicares nucleotido dan lugar a dos picos, el primero a 8.55 y el
segundo a 10.72 min. Este comportamiento es mas evidente cuando el
UDP-Gal o UDP-Glc estan en disoluciones tampo6n y, dependiendo del pH
y de la concentracién de otros electrolitos presentes, uno de los picos
puede tener mayor area que el otro. La existencia de los dos picos se
atribuye a dos especies con cargas diferentes del mismo UDP-Gal o UDP-
Gle, aunque se desconoce la naturaleza de ambas especies. Por ello se
determino su relacién en las condiciones de trabajo (20-300 uM UDP-Gal,
50 mM HEPES pH 7, 50 mM KCl, 13 mM MnCl,, 0.13 mg-mL* BSA,

30°C), definida como el cociente del area del segundo pico por el area del

primero (Figura 3.4).
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Figura 3.4. (A) Correlacion de areas del 1° pico y 2° pico correspondientes a las dos

En estas condiciones, el segundo pico representa un area de
aproximadamente el 40% de la del primer pico. Existe una alta correlacion
lineal de las areas entre ambos picos (figura 3.4A), considerando que la
relacion de areas entre ambos picos esta dentro de un *15% del valor
promedio para todo el intérvalo de concentacion de UDP-Gal (figura 3.4B).

La relaciéon entre ambas especies es del 0.4.
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Validacion del método electroforético

La repetibilidad de los tiempos de migracion y area de los picos para cada
uno de los analitos fue determinada a partir de 12 y 8 inyecciones,
respectivamente (Tabla 2.2). En todos los casos, los coeficientes de
variacion porcentuales (C.V. %) fueron muy inferiores al 5%, lo cual indica
una alta repetibilidad tanto de los tiempos de migracién como en las

inyecciones de las muestras

Se establecio el limite de deteccion como tres veces la altura del pico del
analito respecto del ruido de la linea base, mientras que limite de
cuantificacion se establecié como 10 veces la altura del ruido de la linea
base. Asi, el limite de deteccion determinado fue de 2 uM, mientras que el
de cuantificaciéon fue de 15 uM, para los analitos estudiados (UDP, UDP-
Gal, y UDP-NAcGal).

Para evaluar la linealidad del método, se realizaron las curvas patron para
el UDP y UDP-Gal. Las disoluciones de estos analitos se prepararon
juntamente con los otros componentes de la mezcla de reaccion. Para el
UDP-Gal se sumaron las areas de los dos picos que presenta en el
electroferograma. En estas condiciones se obtuvo que los factores de
respuesta de cada uno de los analitos son similares y el método es lineal

en el intérvalo estudiado de 10 a 250 uM (figura 3.5).

Tabla 2.2. Repetibilidad de tiempos de migracion y de areas de los analitos.

ANTS uUbDP UDP-Gal UDP-Gal
(1° pico) (2%ico)

Tiempode  Promedio (min) 6.56 7.94 8.55 10.72
(T)igracién Desviacién estandar 0.02 0.05 0.05 0.08
C.V. (%) 0.29 0.64 0.58 0.73
Area ™ Promedio (MAU-min) 20,956 20,979 16,490 8,545
Desviacion estandar 0,052 0,044 0,118 0,036
C.V. (%) 0,248 0,210 0,714 0,423

@ Parametros estadisticos para el tiempo de migracion obtenidos a partir de 12
inyecciones. ® A concentraciéon 80 uM de analito. Parametros estadisticos obtenidos a
partir de 8 inyecciones
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Capitulo 3

Aplicacion a la monitorizacion de la reaccion de la o-1,3-

galactosiltransferasa

El enzima empleado es wuna «-1,3-galactosiltransferasa bovina
recombinante, expresada en E. coli como una proteina truncada (dominio
catalitico, aminoacidos 80-368), y purificada por cromatografia de
afinidad tal como se describe en Monegal et al. 2005. La reaccion
catalizada por este enzima consiste en la transferencia de galactosa del
UDP-Gal a la lactosa o N-acetillactosamina (figura 3.1). El producto
formado es el (trisacarido GalogGalogGle o GalogGalogGleNAc
respectivamente (Hokke,et. al. 1996; Baisch, et. al. 1998).

Las condiciones de reaccién fueron 50 mM HEPES pH 7, 50 mM KCl, 13
mM MnCl,, 0.13 mg-mL* BSA, 30°C. El seguimiento de la reaccion es
discontinuo, tomando alicuotas de 20ul de la reaccion a diferentes
intervalos de tiempo, se afiade el patron interno ANTS y se para la
actividad enzimatica por calentamiento a 98°C durante 30s. Con este
tratamiento térmico se inactiva el enzima (actividad residual no
detectable) y el UDP-Gal no experimenta hidroélisis espontanea (verificado
sobre patrones). Las muestras asi preparadas se analizaron por HPCE
obteniéndose electroferogramas como el mostrado en la figura 3.6 donde
sustrato y producto de reaccion se identifican por su tiempo de migracion

referido a patrones (figura 3.3).

mAU

20+ ||UDP-Gal
154 W UDP-Gal (2° pico)
104 ANTS | \
5 UDP | |

. I |
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Figura 3.6. Electroferograma de una muestra de reaccion enzimatica de la

o-1,3-galactosiltransferasa.
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Durante la monitorizaciéon de la reaccion, la suma de areas de las senales
correspondientes al UDP y UDP-Gal (que tienen un factor de respuesta
similar (95%) figura 3.5C)) se mantiene constante (figura 3.7), con un
coeficiente de variacion cercano al 1%, lo que indica que no se produce

ninguna reaccion secundaria.

Area (mAU-min)

O T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

tiempo (min)

Figura 3.7. Curva de progreso de la reacciéon de la o-1,3-galactosiltransferasa a pH 7 y

30°C. Areas de los picos en los electroferogramas para el UDP (@), UDP-Gal (M) y suma
de areas (UDP-Gal + UDP) (A).

En la monitorizacion de la cinética enzimética, los calculos para la
determinacion de la concentracion de producto formado (UDP) en cada

intervalo de tiempo se pueden realizar de dos maneras:

(1) Por normalizacion interna, que consiste en el cociente del area del pico
del producto (UDP) por la suma total de areas de producto + sustrato
(UDP-UDP-Gal):

[UDP], =[UDP - Gal], x[ Arca UDP j (1)

Area UDP + Area UDP - Gal
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donde [UDP - Gal], es la concentracién inicial de UDP-Gal utilizada en la

reaccion.

(2) Por interpolacion directa del area de producto en la recta patréon de
UDP (Figura 3.5). Ambos métodos proporcionan resultados similares con
variaciones inferiones al 0,5%. Como el area del patron interno (ANTS) se
mantiene constante en las diferentes muestras del curso de reaccion (CV <
0.2%), se utiliza el primer método de normalizacién interna para el calculo

de la concentracion de producto en funcién del tiempo de reaccion.

La velocidad inicial de reaccién enzimatica se define como aquella en la
cual la formacién de producto no supera el 10% de rendimiento. Asi, se
determindé la velocidad inicial de la «-1,3-galactosiltransfersa a
concentraciones altas (saturacion) de sus sustratos UDP (1 mM) y lactosa
(10 mM) (figura 3.8, tabla 3.3). Estos valores de concentracién fueron
establecidos como niveles de saturaciéon en experimentos radiométricos

(ver capitulos 4 y 5).
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Figura 3.8. Velocidad inicial para la reacciéon de la o-1,3-galactosiltransferasa en

condiciones de saturacién de sustratos. Vo= 3.76mM-min-i.
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La actividad enzimatica especifica (cociente de la velocidad inicial por la
concentraciéon de enzima en la reacciéon) obtenida mediante el método de
HPCE para o-1,3-galactosiltransferasa fue 1.46s. Este valor es consistente
con valores de velocidad maxima obtenidos en condiciones de saturaciéon
de sustratos mediante el método radiométrico, mas sensible, que rindi6

1.62s! (ver capitulo 5).

Tabla 3.3. Monitorizacién de la velocidad inicial de reaccién de la

o-1,3-galactosiltransferasa.

t ANTS UDP  UDP-Gal *UDP *UDP-Gal Sumade [UDP]

(min) (mAU) (mAU) (mAU) (mAU (mAU areas (uM) R

corregido) Corregido) corregidas (%)
5 18,5630 7,923 256,844 0,428 13,861 14,288 29,926 2,993
7 13,359 7,377 222,156 0,552 16,629 17,181 32,137 3,214
10 13,748 10,083 211,729 0,733 15,401 16,134 45,458 4,546
13 13,211 12,701 214,365 0,961 16,226 17,187 55,933 5,593
16 14,140 16,239 201,628 1,148 14,260 15,408 74,535 7,453
20 16,847 21,526 203,731 1,278 12,093 13,371 95,662 9,556
26 12,491 21,762 198,273 1,742 15,873 17,615 98,902 9890

* Las areas corregidas se obtuvieron dividiendo el area observada por el area del patron
interno (ANTS). [UDP] fue obtenido con la ecuacién (1). R es el rendimiento de la

reaccion.

El método de HPCE sin derivatizar aztcares es rapido y directo. Las
alicuotas tomadas en cada intervalo de tiempo, inicamente se someten a
temperatura para parar la reaccion enzimatica, y no se requiere ningin
otro tratamiento quimico para su analisis, son directamente inyectadas al
equipo de HPCE. Sin embargo, no se cuantifica el producto principal, que
es el trisacarido GalagGalp4Glce, sino el secundario (UDP). El UDP puede
ser producido también, por una reaccion paralela o por hidrolisis térmica
del UDP-Gal el momento de parar la reacciéon calentando, de modo que el
UDP cuantificado no es exactamente el involucrado en la reaccion de

sintesis del trisacarido.
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Figura 3.9. Hidro6lisis del UDP-Gal catalizada por la o-1,3-galactosiltransferasa («.3GT).

La hidrolisis del UDP-Gal (figura 3.9) catalizada por la «-1,3-
galactosiltransferasa es una actividad residual. Zhang et. al (2001)
determinaron que la K..: para ésta hidroélisis representa el 0.25% de la
reaccion principal, de transglicosidacion, valor consistente con el obtenido
en nuestro laboratorio por método radiométrico (~1%) (Monegal, 2004).
Estos valores son practicamente insignificantes, pero deben tomarse en
cuenta en la monitorizacion de la transglicosilacién por cuantificacion de
UDP.

Para detener la reaccién enzimatica se emple6 temperatura a 98°C por 30
segundos. Se ha seleccionado esta manera de parar la actividad enzimatica
y no la utilizacion de acidos, bases o sales, ya que estos idnes podrian
influir en las condiciones de electroforesis capilar establecidas. Se ha
observado que los tiempos de retenciéon de los aztcar nucle6tidos asi como
su resoluciéon respecto del UDP pueden alterarse con cambios de pH o de
la fuerza i6nica del medio. La a-1,3-galactosiltransferasa pierde actividad
al ser calentada a 98°C por 30 segundos, posteriormente no recupera al
enfriase a temperatura de HPCE (30°C). El UDP-Gal hidrolizado a UDP y
galactosa, a 98°C por 30 segundos representa inicamente cerca del 0.25%
de rendimiento, segin se determind mediante ensayos radiactivos (figura
3.9) (capitulo 4). Entre los 6 y 7 minutos de calentamiento, el rendimiento

de UDP se estabiliza en un maximo de 2%.
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Figura 3.10. Curva de progreso de la hiidrolisis térmica de UDP-Gal. Rendimiento de la
produccion de UDP (%) a 98°C durante 15 minutos.

Tal como ya se ha explicado en los parrafos anteriores, tanto la hidrolisis
enzimatica («x3GT) como la térmica del UDP-Gal a UDP dan valores muy
bajos. Por tanto, podrian considerarse despreciables y poco influyentes en
la monitorizacion de la actividad glicosiltransferasa por HPCE sin

derivatizacion.

Aparte de la rapidez y sencillez de éste método, otra ventaja es que permite
evaluar la especificidad enzimatica por cualquiera de los posibles sustratos
donadores donadores que se muestran en la figura 2 de la introduccion.
Asi por ejemplo, se evaluo6 si la a-1,3-galactosiltransferasa podia utilizar
como sustratos, también, UDP-Glc y UDP-NacGal. Por HPCE no se detecto
la formacion de UDP, por tanto, estos azicares nucleétidos no son
sustratos para la a-1,3-galactosiltransferasa. Este método, también se esta
empleando en nuestro laboratorio para determinar actividades
glicosiltransferasa en extractos bacterianos y para el seguimiento de
sintesis quimioenzimatica de aztcar nucleotidos, tal como el UDP-Gal
(figura 3.11). En éste dltimo caso, el método permite monitorizar la
formacion de UDP-Gal.
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Figura 3.11. Sintesis enzimatica de UDP-Glc monitorizada por HPCE. Se detecta el

consumo del UTP en la reaccion de la

CONCLUSION

Se ha desarrollado un nuevo método de HPCE sin derivatizaciéon ni ningin
otro tipo de marcaje, y validado para la cuantificaciéon de UDP y azacar
nucle6tidos en un intérvalo de concentracién de 10 a 250 uM. El método
ha sido aplicado a la monitorizacion de la actividad de la «-1,3-
galactosiltransferasa. La ventaja de éste método sobre el método
radiométrico es que no se requiere manipular compuestos radiomarcados.
En comparacion con otros métodos de HPCE descritos para
glicosiltransferasas no requiere reacciones de derivatizacion de sustratos
y/o productos, lo cual tiene las siguientes ventajas: (1) se evita la sintesis
preparativa y purificacion de sustratos aceptores marcados, (2) la reaccién

enzimatica se lleva a cabo en condiciones normales sin interferencia de
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marcas afnadidas en sustratos aceptores, (3) se evita las etapas de
liofilizacién - derivatizacion — liofilizacion posteriores a la reaccion
enzimatica. Por otra parte, este método se estd empleando en nuestro
laboratorio para determinar actividad de glicosiltransferasas a partir de
extractos crudos, lo cual constituye una ventaja sobre los métodos
espectrofotométricos basados en ensayos acoplados (consumo de NADH
acoplado a la formacién de UDP mediante los enzimas piruvato quinasa y
lactato deshidrogenasa) (Palcic y Supino, 2001) en los que otros
componentes celulares interfieren. Este método simple, rapido y directo,
no solamente es aplicable a la determinacidén y caracterizacién de
glicosiltransferasas, sino también para la monitorizacion de sintesis

enzimatica de aztucar nucledtidos.
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VALIDACION DE ENSAYO RADIOMETRICO
PARA ESTUDIOS CINETICOS DE LA
a-1,3-GALACTOSILTRANSFERASA

Introduccion

A pesar de que existen una variedad de ensayos para estudiar
cinéticamente las glicosiltransfersas, tal como se ha mencionado en el
capitulo 3, los méas sensibles son los radiactivos. Muchas
glicosiltrasnferasas tienen constantes cinéticas que deben ser
determinadas a muy bajas concentraciones de sustratos o de productos,
por lo que los métodos analiticos deben tener limites de deteccion y
cuantificacion lo suficientemente sensibles. Este es el caso de la o-1,3-

galactosiltransferasa, que por ejemplo tiene una K, inferior a 12uM para

el donador UDP-Gal. Ademas, para la obtencién de velocidades iniciales
considerando grados de conversion inferiores al 10% de rendimiento, se
requieren analisis de concentraciones que pueden llegar a ser, incluso,

inferiores a 1uM para el sustrato donador.

HO

HO o oH

0 HO OH OH o.GalT S
HO 1Y 0 OH

. 0, Ho oR OH +UDP
OH HO _— 2lc 0
uoP o - "
OH -0
OH

o]

UDP-Galactosa® Lactosa Gal"a1-3GalBl-4GIcNACBI-R

Figura. 4.1. Reaccion catalizada por la «3GT utilizando el dador marcado con tritio (3H).
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Tabla 4.1. Actividades enzimaticas para la a3GT y mutantes, determinadas por ensayo
radiométrico desarrollado en nuestro grupo (Monegal et al. 2005).
[E] (uM) Vo/[E] (s) % actividad

WT 0,90 100,0%
H315A 0,12 0,13 14,9%
A282G 2,02 3,77-10* 0,042%
D316A 1,87 3,63:10" 0,040%
E317A 1,24 1,86:107 0,002%
D225A 0,65 <7,04-10°® < 0,0008%

Los analisis radiométricos han sido ampliamente utilizados en estudios
cinéticos de la a3GT (Chen et. al. 2000; Zhang et al. 2001 y Shah et al.
2000). Ademas de la alta sensibilidad, otra ventaja es la disponibilidad
comercial de todos los azicares nucleétidos (figura 2 de la introduccién)
marcados radioisotopicamente en el azicar. Basicamente, el ensayo
consiste en incubar la mezcla de reaccion enzimatica conteniendo al
sustrato marcado, parar la reaccion, tomar una alicuota, separar el exceso
de sustrato marcado y cuantificar la radiactividad procedente del producto
que ha incorporado la marca (figura 4.1). La separacion del exceso de
donador marcado se realiza por cromatografia de intercambio anionico,
aprovechando las cargas negativas conferidas por los fosfatos del aztcar

nucleétido.

En nuestro grupo ha sido desarrollado un método de ensayo radiactivo
(Monegal et al. 2005) para caracterizar la actividad cinética de la a3GT y
determinar la actividad de algunos mutantes del sitio activo (tabla 4.1). Sin
embargo, cambios en la instalaciéon radiactiva, y una notable disminucion
de la relacion senal/ruido han requerido de un necesario ajuste de las
condiciones y consiguientemente una nueva validacion para poder
caracterizar cinéticamente la a3GT wt y la serie de mutantes de alanina

del extremo C-terminal (358-366) (capitulo 2).
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Resultados y Discusiones

El estudio de la reacciéon de la a3GT implica una mezcla relativamente
compleja. El sustrato donador UDP-Gal es el que lleva la marca radiactiva
en forma de tritio en el carbono anomérico de la galactosa (1-3H-
galactosa), y como sustrato aceptor se utilizo lactosa. El enzima requiere el
cofactor metalico Mn2 que en la mezcla de reaccion estd presente como
MnCl.. Ademas, se utiliz6 albimina sérica bovina como agente
estabilizante (tabla 1). Las reacciones se llevaron a cabo a 30°C y a pH 7,
conferido por el tampon HK (HEPES-KCI) (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Condiciones para el estudio cinético de la a3GT.

Lactosa 10 mM
UDP-(1-*H-galactosa) 50 uM
MnCl, 13 mM
BSA 0,13 mg/ml
tampén HK 1 X

pH 7

T 30 °
Volumen Total 90 ul
Temperatura 30 °C

pH 7

El seguimiento del progreso de la actividad a3GT es discontinuo. Se toman
alicuotas de 20ul en diferentes intervalos de tiempo. En cada alicuota se
para la reaccion secuestrando el cofactor enzimatico, Mn+2 con 10oul de
EDTA 0.1M, y se procede con la cuantificacion del producto formado, 1-

3H-galactosacai1,3lactosa.

La 1-3H-galactosaai,3lactosa se cuantifica por contaje radiactivo con
detector de centelleo liquido. El exceso de sustrato UDP-1-3H-galactosa se
separa por cromatografia de intercambio aniénico con resina Dowex Cl-. El
producto se eluye con agua sobre un vial conteniendo liquido de centelleo.

La cuantificacibn se realiza por interpolacion del nimero de
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desintegraciones por minuto (DPMs) en una recta patron elaborada con

diferentes concentraciones de UDP-1-3H-galactosa.

Actividad especifica del sustrato radiactivo

Se trabaj6 con actividad especifica de 9.1 mCi/mmol (UDP-
Gal*/1000UDP-Gal; * denota radiactivo) segin el método desarrollado
(Monegal y Planas, 2005). Esta actividad ha dado una relacion senal
/ruido 12430/22 (en DPMs) para 50uM de UDP-Gal*. Este amplio margen
es adecuado para los analisis requeridos para los estudios cinéticos de la

a3GT y sus mutantes.

Algunos cambios introducidos en esta etapa del método han sido el tiempo
de contaje, que de 2 ha pasado ser de 3 minutos. Por otra parte, se ha
sustituido el liquido de centelleo Wallac WinSpectral™ por el
biodegradable EcoLite, cambios establecidos segiin protocolos generales

de la nueva instalacién radiactiva.

A L1000 B 300
= + + +
12000 4 y=(227.94%1.58)x + (22.48731.46) | 250 1% :
% et
. 5 be : ¢t
10000 4 0 Py +
2 200 | i
o
= 5000 - @
3 . & 150
6000 - o o
’ G 100
4000 A -
¥ [
> 50
2000 4 ¥
R
0 : : : : 0 : : : :
0.0 10.0 20,0 30.0 400 50.0 0 10 20 30 40
[UDP-Gal] {1 M) [UDP-Gal] (M)

Figura 4.2. (A) Recta patréon y (B) intervalo de linealidad obtenido a partir del factor de

respuesta para diferentes concentraciones de UDP-Gal*.
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Tabla 4.3. Repetibilidad evaluada a partir del coeficiente de variabilidad (C.V %) de

variaciones de la sefial en DPMs.

UDP-Gal* (uM) 0,5 25 50
Promedio 118,33 5768,33  11383,00
Desv. Est. 4,04 144,93 291,44
C.V (%) 3,42 2,51 2,56

Validacion del método
Linealidad

Se prepar6 una dilucién stock de UDP-Gal* 50uM con un ratio radiactivo
/no radiactivo de 1:1000, a partir de la cual se realizaron diluciones (0.4,
0,5, 0.8, 1.5, 3.0, 6.0, 10, 12, 15, 25 y 50uM) para obtener el intervalo de
linealidad y recta patrén. Estas diluciones se prepararon por triplicado en
diferentes experimentos, y de cada una se tomaron alicuotas de 20ul, que
se afadieron a 4ml de liquido de centello. El margen de linealidad

obtenido fue de 0.5 a 50uM (figura 4.2).

Repetibilidad

La repetibilidad se evalu6 para tres concentraciones de UDP-Gal* dentro
del margen de linealidad. Se evaluaron resultados de tres experimentos
diferentes para una concentracion minima (0.5uM), media (25uM) y
maxima (50uM). Los coeficientes de variacién obtenidos fueron 3,42%,
2.51% y 2,56% respectivamente (tabla 4.3). Estos valores podrian
considerarse altos si provinieran de un mismo experimento, pero dado que
provienen de diferentes experimentos, son aceptables y ademéas expresan

su reproducibilidad.
Limites de deteccion y cuantificacion

El limite de deteccién definido como 3 veces la senal del ruido y el de

deteccién como 10 veces la sefial del ruido, fueron calculados a partir del
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promedio de 4 blancos de agua. El promedio dio 22.3, siendo por tanto, los
limites de deteccion y cuantificacion de o0.19uM y 0.28uM

respectivamente.

700

600 +
[

500 A

400 4 |

T

& 300 - |
200 - |'

100 4 l
“"|Blanco

0 M0 20 30 40 &0 60 70 80 90 100
[EDTA] mi

Figura 4.3. Senales obtenidas para diferentes muestras de UDP-Gal* en mezcla de
reaccion con adicién de diferentes concentraciones de EDTA. 83.33mM corresponden a la
adicion de 100ul de EDTA a 20ul de muestra. Notese que a esta concentracién, columnas
con 400l de resina no retienen la totalidad del exceso de UDP-Gal*. Por ello se ha

incrementado la cantidad de resina a 6ooul (ver figura 4.4.).

Preparacion de muestras y cromatografia de intercambio aniénico

Las alicuotas tomadas de las reacciones contienen el producto formado
marcado y el exceso de sustrato, también marcado. Por tanto, para realizar
el seguimiento de la reaccion enzimatica, se separa el exceso de UDP-Gal*
que no ha reaccionado, reteniéndolo en la resina de intercambio ani6nico.
El procedimiento comprende las etapas de (1) empaquetamiento de la
resina, (2) acondicionamiento de la columna, (3) carga de la muestray (4)

elucion.
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La retencion del UDP-Gal* se ve notablemente afectada cuando se

encuentra en la mezcla de reaccidon respecto a encontrarse en simple

disolucion acuosa (figura 4.3). Los otros iones presentes en la mezcla de

reaccion compiten con el UDP-Gal*, disminuyendo su retencion,

especialmente el EDTA (figura 4.4) anadido para detener la reaccion
enzimatica. Consiguientemente, para éstas condiciones, se ha determinado
que la cantidad de resina adecuada para retener el exceso de UDP-Gal* es
de 600yl (corresponde a 2400ul de suspension) (figura 4.4).

23000
---#-- Mezcla de reaccion 120
---m--- Simple dizclucion 10a A~

18000 = = &l S

; o 50 "

3 *.

; 40 "#-_’_____‘_

.“.I 208 - Ee g e
13000 -‘:: 0 J Y E

= n 200 400 §00 200
% 8 / Vol. Resina (ul) .

- i ht
8000 1 -,
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b !

:. *,\ |
3000 S 1 ‘3\ [

. e |
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Figura 4.4. Sefales obtenidas para muestras de UPD-Gal* 125uM en mezcla de reaccion

(tabla 4.2) y en disolucién acuosa simple, filtradas a través de diferentes voliimenes de
resina de intercambio ani6nico.

El empaquetamiento se realizo a partir de una suspension de 10g de resina
DOWEX 1x8 en 40ml de agua milli Q. En una columna de 1ml se introdujo

como soporte fibra de vidrio y a continuacién se empaquetaron diferentes

95



Capitulo 4

volimenes de resina (figura 4.4) hasta determinar la cantidad adecuada
para retener el exceso de UDP-Gal* en mezcla de reaccién sin enzima
(tabla 4.2). Las columnas empaquetadas se acondicionaron con 1000l de
agua milli Q. Se cargaron 120ul de cada muestra (100ul corresponden al
EDTA anadido) y se eluy6 con volimenes de 200+300+400 ul de agua
milli Q, sobre viales con liquido de centelleo, para luego realizar el contaje

radiactivo.

Seguimiento de la reaccion enzimdatica

La reaccion se inicia con la adicion del enzima (x3GT) a la mezcla
previamente preparada (tabla 4.2). En intervalos de 4 o 5 minutos se
tomaron alicuotas de 20l, a las que se anadi6é 10ooul de EDTA (10o0mM)
frio (en hielo) para parar la reacciéon. Cada una de estas muestras se llevd
a cromatografia de intercambio aniénico, tal como se explico en el
apartado anterior, a continuaciéon se realizé el contaje radiactivo del
producto eluido. La concentracién de producto para cada intervalo de

tiempo se calcul6 a partir de la curva patron (figura 4.2).

5
y = (0.2149+0.0042) x + (0.0219+0.0517)
_ -
o R=0.998
=
=
= 3
iz
[&]
=
2 2]
=
1 .
U T T T
0 5 10 15 20

tiempo (min)

Figura 4.5. Velocidad inicial obtenida para la a3GT/wt.
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Tabla 4.2. Datos obtenidos para el seguimiento de la velocidad inicial de la a3GT/wt

Tiempo (min)  DPM-Blanco [producto] (uM)  Rendimiento (%)

0 0 0,000 0,000
5 253 1,110 2,220
10 510 2,237 4,475
15 720 3,159 6,317
20 991 4,348 8,695

La velocidad inicial a dado 0.2149+0.0042 uM/min (ver figura 4.5) y la actividad

especifica correspondiente 1.053+0.021 s,

4.0

y=(2583+218)x+(0.06 * 0.03)
R=0.994

3,5 1
3,0 1

Vo (2 M/min)

[y | = g | = N
I 1 I I I

=
=

0,00 0,02 0,04 0,06
[enzima] ( uzM)

Figura 4.6. Recta patron enzimética. El intervalo de linealidad va de 0 a 0.24uM de

enzima o3GT.

Las velocidades iniciales se calcularon tomando en cuenta la definiciéon de
que, velocidad inicial (v,) es aquella alcanzada hasta la formacién del 10%
de producto (tabla 4.4, figura 4.5). La actividad especifica (v,/[E]) se

obtuvo como el cociente de la velocidad inicial por la concentracion de

enzima.
La actividad especifica obtenida para wt en este trabajo (1.053+0.021 s?)

es ligeramente superior a la obtenida anteriormente (0.90 s*) en nuestro

laboratorio (ver tabla 4.1). La a3GT pierde actividad con el tiempo, y en el
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presente trabajo se ha utilizado proteina inmediatamente después de

purificarse, lo cual podria explicar la mayor actividad registrada.

Curva patrén enzimatica

En condiciones de reaccion estandar (tabla 4.2) se obtuvieron velocidades
iniciales para diferentes concentraciones de o3GT. La curva de la
concentracion de enzima en funcion de la velocidad inicial (figura 4.6) ha
dado un intervalo de linealidad que va de 0 a 0.024uM de enzima. Dentro
de este margen se utilizaron concentraciones de a3GT para diferentes
estudios cinéticos. Ademas, la curva patron permite determinar la
concentracion de enzima en una muestra, a partir de la velocidad inicial

obtenida.

CONCLUSION

Se ha validado un ensayo radiométrico para cuantificar UDP-Gal y el
producto de transglicosilaciéon de la a3GT en un rango de 0,28 a 50 uM.
Este método es altamente sensible en comparacién con otros tales como
los de electroforesis capilar o espectrofotométricos, lo cual permite
caracterizar cinéticamente glicosiltransferasas con parametros cinéticos de
dificil cuantificaciébn con otros métodos, tal es el caso de la a3GT. El
método ha sido aplicado a la monitorizacion de la actividad de la a3GT y se
ha establecido un margen de linealidad de actividad para la a3GT que va

de 0 a 0.024uM de enzima.
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CAPITULO 5

CARACTERIZACION CINETICA
DE MUTANTES DEL

EXTREMO C-TERMINAL DE LA
a-1,3-GALACTOSILTRANSFERASA
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CARACTERIZACION CINETICA DE MUTANTES DEL
EXTREMO C-TERMINAL DE LA
a-1,3-GALACTOSILTRANSFERASA

Introduccion

Los estudios cinéticos son fundamentales para la elucidacion de los
mecanismos de reacciéon de enzimas, y muchos han sido realizados para
diferentes glicosiltransferasas. A pesar de ello, aun no se conocen bien sus
mecanismos cataliticos. Ademas, los parametros cinéticos encontrados en
la bibliografia pueden llegar a diferir ampliamente para el mismo enzima,
lo cual demuestra la complejidad de caracterizar cinéticamente esta

familia de enzimas.

Las glicosiltransferasas son enzimas bisustrato. Las reacciones bisustrato
constituyen aproximadamente el 60% de las reacciones bioquimicas
conocidas y casi todas consisten en la transferencia de un grupo funcional.
Segin el modelo cinético se clasifican en tres tipos: (1) Reacciones

secuenciales al azar o tipo random, (2) reacciones secuenciales ordenadas

y (3) reacciones pong pong (Segel, 1993).

Reacciones bisustrato

En las reacciones secuenciales, ya sean ordenadas o al azar, los sustratos se
combinan con el enzima antes de que la reaccion tenga lugar y se liberan
los productos. Mientras que en las reacciones ping pong, se libera uno o
mas productos, antes de que se hayan incorporado todos los sustratos
(tabla 5.1).

100



Capitulo 5

Tabla 5.1. Resumen de las reacciones enzimaticas bisustrato (Segel, 1993).

Reacciones secuenciales al azar

Kp Kp

E + B EB EP P+ E

+ + + +

A A Q Q

| | N i

K, o Ky Ko BKo
kP

EA + B == = (EAB =EPQ) =< =P + EQ

o Kp - B Kp

Los sustratos A y B se unen al enzima aleatoriamente, el
primero en unirse cambia la constante de disociacion del
segundo por un factor a. De igual manera los productos P
y Q podrian liberarse al azar y el primero de ellos
cambiaria la constante de disociacion del segundo por un
factor f.

Ecuacion del sistema

v [A]B]
Vimax @ K4Kp+a K [Bl+aKplal+[a]B]

Dependencia del sustrato A

v [A]

i aKA[H%}[A][H%]

Vmax

Dependencia del sustrato B

v [B]

Vmax oK g (1+%] + [B(H%]

Reacciones secuenciales ordenadas

K, Ko
E+A EA EQ E+Q
+ +
B P
[ |

Kp Kp
(EAB kp EPQ)

P

Los sustratos se combinan con el enzima en un orden
obligado. Primero se une el sustrato activador, A, y
posteriormente el segundo sustrato, B, y éste solamente
puede unirse una vez formado el complejo EA.

Ecuacion del sistema

v [AlB]
Vmax K4Kp +Kp [A] + [A][B]

Dependencia del sustrato A

% [A]

(el

v,

max

Dependencia del sustrato B

v [B]

KB[1+%]+[B]

Reacciones ping pong

A

P B
klk-z I%;Q2 ks&?
E (EA~——= FP) F (F

Q

L
B =<=—— EQ) E

Uno o mas productos se liberan antes de que se hayan
incorporado todos los sustratos. En una primera etapa
(ping), un grupo funcional del primer sustrato A es
desplazado del sustrato por el enzima E, dando lugar al
primer producto P y una forma estable de el enzima F. En
una segunda etapa (pong), la forma enzimatica F une al
segundo sustrato B, lo cual da lugar al segundo producto
Q y regenerando la forma inicial de el enzima, E.

Ecuacion del sistema

v [A]B]
Vimax Kp [A]+KA [B]+ [A][B]

Dependencia del sustrato A
v [A]

Vimax K+ [A(l +%]

Dependencia del sustrato B
v [B]

Vmax Kg+ [B(H%j
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Estudios cinéticos para glicosiltransferasas

Estudios cinéticos realizados para algunas glicosiltransferasas, permiten
evidenciar que catalizan las reacciones segiin el modelo secuencial
ordenado. Una aproximacion mas real de este modelo implica la constante
de disociacién del sustrato A, Kia, y la correspondiente constante de
Michaelis-Menten, Kna. El equilibrio puede considerarse rapido siempre
que Kma <<< Ki. De esta manera, el modelo secuencial en estado

estacionario es el siguiente:

(1)
ki ke Kp ka kg
E+A = EA+B === EAB =—== EPQ =—== P+EQ =—== E+Q
k_1 I(-2 k-p k 3 k_4
Con la respectiva ecuacion:
v _ [A][B ] (2)

Vo KK, " +K, [4]+ K, [B]+[4]B]

Donde Kna y Kmp son las constantes de Michaelis-Mente para los sustratos

A y B, Kix corresponde a la constante de disociacion del sustrato A

(KiA:k% ). En condiciones de velocidad inicial ([P]=[Q]=0), las
1

constantes son (Segel, 1993):

 _ kk k| (3)
"k (kky + ok, gk +RGk)

gk oy +k ok, + k)

K =
"k (ksky gk, gk k) @
vmax k3 k4 kp
= (5)
[E], ki, +kk, +kk, +kk_,
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Las glicosiltransferasas mas estudiadas son la a-1,4-galactosiltransferasa
(04GT) (Ly, et al. 2002, Persson, et al. 2002), las que sintetizan los
epitopos antigénicos A y B de los grupos sanguineos (GT-A y GT-B
respectivamente) (Seto, et al. 1997; Seto, et al. 1999) y la a3GT (Zhang et
al. 2001; Shah et al, 2000). Los parametros cinéticos correspondientes se
resumen en la tabla 5.2. En general, se puede establecer que unen mas
fuertemente al sustrato donador (K del orden micromolar) que al aceptor

(Km orden milimolar).

La bibliografia muestra diferencias importantes en los parametros
cinéticos de la a3GT (tabla 5.2). A pesar de que el método maés utilizado es
el radiactivo, las diferencias podrian deberse a factores experimentales,
tales como el pH ya que por ejemplo Shah et al., 2000 utilizan tampén Tris
smM a pH 7 y MnCl. 5mM, mientras que Zhang et al., 2001 utilizan
tampon MES a pH 8 con MnCl. 1tomM. En los dos trabajos citados se
emplea una temperatura de 37°C, en cambio, Monegal y Planas, 2005
llevan a cabo las reacciones a 30°C, tampén HEPES/KCl. pH 7, y MnCl.
1omM. También hay diferencias en el ajuste de los datos al modelo
matematico, puesto que Shah et al,, 2000 asignan el parametro A al
aceptor y B a donador, de manera inversa lo hacen los otros autores
citados. A pesar de todo lo mencionado, los resultados dan una clara

evidencia de que el modelo mas adecuado es el secuencial.

Estudios termodinamicos mediante valoracion microcalorimétrica
isotérmica (ITC) han revelado que es necesario que se una primero el
sustrato donador en presencia de Mn+2 a la a3GT, para que seguidamente
se una el aceptor (Boix et. al. 2002). Estos resultados permiten asignar el
mecanismo catalitico de la «3GT al modelo secuencial ordenado tipo bi-bi.
Asi, ha quedado demostrado que tanto el UDP-Gal como el UDP requieren
de Mn+*2 para unirse a la a3GT y que la lactosa no se une al enzima con tan
solo la presencia de Mn+*2, sino que requiere de la union previa de UDP-Gal
o de UDP (Tabla 5.3).
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Tabla 5.2. Pardmetros cinéticos de algunas glicosiltransferasas.

Donador Aceptor Parametros cinéticos
*aBGT (Shah et. al. 2000) Kms (uM) Kmna (mM) Kis (uM) Kia(MM) Koot (min™)
UDP-Gal NAcLac 78 1.1 29 0.04 38
UDP-Gal Lac 35 2.1 5.2 0.3 17
UDP-Gal  B-O-metilgalactosa 15 37 9.4 23 9
UDP-Gal Galactosa 53 1010 8.3 157 26
*aBGT (Zhan et. al. 2001) Ka (mM) Ks (mM) Kia (mM) Kia(mM) Keat (s”)
UDP-Gal Lac 0.43 19.9 0.14 6.5 6.4
UDP-Gal NAcLac 0.52 19.0 0.09 3.3 3.8
UDP-Gal B-azido lactosa 0.28 2.3 0.25 2.05 4.9
Hidrdlisis Keat X10° (s7) Ka (mM) Keat/Km (s7-mM™)
UDP-Gal H-O 16+1.4 0.103 + 0.001 155+ 13
*a3GT (Monegal y Planas, 2005) Kma (mM) Kmg (mM) Kia (mM) Keat (s")
UDP-Gal Lac 0.031 + 0.005 1.24£0.26 0.020 + 0.014 2.00+ 0.10
Parametros aparentes Kina™ (uM) Kns™” (mM) Keara™” Kears™”
UDP-Gal Lac 125+1.4 1.55+0.15 1.09+£0.08 1.16 £0.03
Hidrolisis kear (87 Km (MM) Keat/Km (s™*mM™)
UDP-Gal H-O 0.022 + 0.001 12.17 £ 2.48 155+ 13
a4GT (Persson et. al. 2002) Keara (s7) Kina (UM) Keas (s7) King (UM)
UDP-Gal lactosa 14.2 18 24.0 20
. kea/K;
GT-A (Seto et. al. 1997) keat (s7) Kmna (MM) Kia (mM) Kms (mM) (m;;;_ s )
Fuco(1-2)GalB-O-
UDP-Gal 0.02 0.023 0.023 0.006 0.87
(CH2)7CHs.
UDP- Fuca(1-2)Galp-O-
GalNAG (CHa),CH. 4.9 0.015 0.005 0.013 330
. kea/K;
GT-B (Seto et. al. 1997) keat (s™) Kina (MM) Kia (mM) Kms (mM) (m;;;_ s )
Fuco(1-2)GalB-O-
UDP-Gal 6.5 0.054 0.027 0.034 120
(CH2)7CHs.
UDP- Fuca(1-2)Galp-O-
GalNA (CH,)7CHa. 0.3 0.281 0.122 0.285 1.1

* Los parametros cinéticos fueron obtenidos por analisis multivariante a diferentes

concentraciones de aceptor como de dador, uno respecto del otro y viceversa; y también

a concentraciones saturadas de aceptor y dador (parametros aparentes). La a3GT

analizada corresponde a la forma wt aa: 80-368.

Estudios cinéticos para mutantes de la o~1,3-glicosiltransferasa

Una serie de mutantes de aminoacidos del sitio activo fueron estudiados

cinéticamente con el proposito de determinar sus posibles interacciones

con los ligandos y funciones en el mecanismo catalitico. En la tabla 5.4. se

resumen los resultados de Zhang et al., 2001, Boix et al., 2001 y Zhang et.
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at., 2003, para los mutantes Q247E, H280Q, E317Q, R365K y V226A,

tanto en analisis cinéticos de transglicosidacion como hidrolisis.

Tabla 5.3. Parametros termodinamicos para la unién de sustratos e inhibidores de la

o-1,3-galactosiltransferasa bovina (Boix et al., 2002).

Sustratos Otros K, (mM) AG AH TAS
ligandos d (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
UDP (2mM) Mn“* (2mM) 0.053+£0.004 -5.93+0.01 -1740£0.14 +11.50+0.14
UDP (2mM) n.d.

UDP-Glc (5mM)  Mn** (2mM)  0.258+0.008 -4.96+0.04 -8.38+0.16  +3.42+0.20
UDP-Gal (5mM)  Mn** (2mM)  0.060+0.002 -5.86+0.01 -13.81+£0.22  +7.95+0.22
Lac (100mM) Mn®* (2mM n.d.

)
)
)
Lac (100mM) ~ UDP2mM)+  268+0.06  -3.57+0.02 -9.47+0.13  +5.88+0.13
)
+
)

Mn?* (2mM
LacNAc (10mM)  UDP 2mM) 0.580+0.013 -449+001 -1125+0.15 +6.76+0.15

Mn?* (2mM

n.d. no detectado

El aminoacido que mas atencion ha recibido es el glutamato 317, que desde
un principio fue postulado como nucleéfilo esencial, en un mecanismo en
dos etapas analogo a glicosidasas (Gastinel et. al. 2001). La ket de
transglicosidacion para el mutante E317Q es 2400 veces menor que para
wt, mientras que la K,, para la lactosa se incrementa a 10 veces (Zhang et.
al. 2003). En estudios mas recientes realizados en nuestro grupo, se
encontr6 que el mutante E317A presenta una actividad de 0.002%
respecto de wt. Ademas, mediante rescate quimico con azida se ha
revelado su importancia catalitica (figura 11 de la introducciéon general)

(Monegal y Planas, 2006).

La Arg365 presenta un especial interés ya que forma parte de los residuos
del extremo C-terminal (aa. 358-368). El mutante R365K ha sido el tinico
estudiado en esta zona flexible, hasta la fecha. La mutacién no ha tenido
un efecto importante en la afinidad por UDP-Gal y en la reacciéon de
transglicosidacion la kce: se ha reducido unicamente 38 veces. La poca
variacion respecto a los parametros cinéticos se debe a que es una

mutacién conservativa, en la que la arginina es sustituida por un
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aminoacido con propiedades muy similares, como lo es la lisina. En la
presente tesis se ha estudiado otro mutante, la R365A, que como se

discutira mas adelante, no ha presentado actividad detectable.

Tabla 5.4. Datos cinéticos publicados para diversos mutantes de la a3GT bovina (Zhang

et al. 2003).
Transglicosidacion WT Q247E H280Q E317Q R365K°® V226A’
keat (s™) 6.4+0.7 0.14+0.07° 0.77+0.08 (27+7)x10*® 0.17+0.01 3.0+0.3
K (MM) 0.43+0.07 0.66+0.02° 1.02+0.22 0.13+0.05° 0.72+0.06 2.6+05
Km® (MM) 19.9+3.4 202+1.9° 33.6%7.6 233 + 85° 238+1.9 1.0+0.45
EiA(/r;M& . 0.14+0.03 0.15+0.01 0.89+0.25 0.16+0.03' 0.14+0.03 30.5+6.5
&?‘oelg"bf) 2.3+0.7 0.046 +0.023 0.03 +0.02 7.2x10° 0.05+0.01 11.7+6.2
Hidrdlisis
Keat (5-1)x10° 16 + 1 11+0.2 <29 0.13 +0.01 1.4+0.0 48+0.7
K™ (MM) 0.10+0.00 0.15+0.01 n.d." 0.16 +0.03 0.14+0.02 1.0+0.3
keat/ K (x10% s7'M™) 0.16 0.073 n.d. 0.00069 0.01 48+1.6
kcat transgl/hidrol 400 12 > 385 51 121 625
eficiencia catalitica
transgl/hidrol 14000 630 n.d. 104 5000 2438

bLos valores de Km (aparente) para UDP-Gal se determinaron variando la [UDP-Gal] a
concentraciéon fija de lactosa, 25mM. <Los valores de Km y kcat aparentes para lactosa se
determinaron variando la concentracion de lactosa a concentracién fija de UDP-Gal de 1tmM. La keat
aparente se corrigi6 por (1+KMA/[UDP-Gal]). dSe determiné variando la concentracién de lactosa a
concentracion fija de 1.2mM UDP-Gal. ¢Valores publicados en (Boix et al. 2001). fSon valores de K
de UDP-Gal de hidrolisis. 8Actividad hidrolitica muy baja, bajo los limites de cuantificacién. La keat
aparente se midi6 a 1mM UDP-Gal. bn.d: no determinado. ‘Valores publicados en (Zhang et al.
2001)

En nuestro grupo también se estudiaron los mutantes H315A, A282G y
D316A (Monegal et al, 2005). Estos mutantes fueron seleccionados a
partir de las estructura cristalografica I (Gastinell et al. 2001), Gnica
disponible en aquel tiempo. Los dos primeros presentaron menor kce: que
wt y una K, méas alta (tabla 5.4). En las estructuras moleculares
disponibles, ambos residuos quedan orientados lejos de los ligandos, por
lo que los mutantes podrian alterar la actividad indirectamente a través de
cambios en la estabilidad conformacional de la proteina. En cambio, el

mutante D316A ha mostrado una significativa disminucion de la actividad
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especifica. En las estructuras cristalograficas disponibles no ha sido
posible identificar una clara interaccién con alguno de los ligandos,

aunque si una proximidad al donador.

Tabla 5.5. Parametros cinéticos de mutantes H315A, A22G y D316A de la a3GT

obtenidos con método HPCE con derivatizacién y radiométrico (Monegal, 2005).

wT H315A A282G D316A
Método: HPCE con derivatizacion
keat(s')  1,7840,05  0,40%0,02 n.d.
Km (MM)  0,88%0,10 7,0+1,2 n.d.
Keat/K 2,0210,29  0,057+0,01  0,0140+7-10*
(s'mM™)
% 100% 2,8% 0,7%
Kcat/Km
Meétodo radiométrico
keat(s')  1,1630,03 (7,620,6)-10"*
Km (MM)  1,55%0,15 3,6210,56
Keat/Kin 7,52:10" 2,10-10™
(s'mM™)
% 100% 2,10-10™
Kcat/Km

Condiciones en el ensayo por HPCE: 4mM UDP-Gal, 0 < Lac < 3omM Lac, 0.13mg/ml
BSA, 13mM MnCl,, 13mM HEPES y somM KCl pH 7.0. Condiciones en el ensayo
radiométrico: 5o0uM UDP-Gal* 1/1000, 0 < Lac < 10mM, MnCl, 13mM, BSA 0,13mg/ml,
tampén HK 1X, pH 7.0 y T=30 °C. n.d. No determinado.

Otra serie de mutantes corresponde a los aminoacidos que constituyen el
motivo DVD. Los mutantes estudiados fueron D225N, V226A y D227N.
Las mutaciones en ambos aspartatos dio proteina sin actividad detectable
(Zhang et. al. 2001). En nuestro grupo se ha estudiado el mutante D225A,
dando resultados similares. De esta manera, se demuestra la importancia
fundamental del dominio DVD en la actividad a3GT, sin embargo es
necesario realizar experimentos que demuestren claramente que este

dominio participa de manera directa en la unién al Mn2y/o en la catalisis.
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Tabla 5.6. Parametros cinéticos de los mutantes de triptéfanos del sitio activo dela a3GT

(Zhang et al., 2004).

Transglicosidacion wr W249G wasoy W250F w314y W356T
Keat (S7) 6.4+0.7 2.3 8.2+0.6 16.5+0.29 0.22 + 0.52 +
0.006° 0.02°

K (MM) 0.43 + 0.84 +0.17° 224+ 4.00+0.33  0.72+0.07° 0.85 +
0.07 0.27 0.03%

Km® (MmM) 19.9+3.4 >200 ° 9.8+1.2 215+1.8 9.7+0.8° 126 + 8°

Kia(mM) 0.14 + 0.21 +0.04° 0.15+ 0.07+0.05  0.14+0.01° 0.25 +
0.03 0.09 0.02°

Keat/KiaKm® 2.3+0.7 ~0.019 55+4.6 6.1+3.6 0.16 +0.02 0.017

(x1 0° s"M'2)

Hidrdlisis

Keat (5-1)x10° 16 + 1 16 + 1 29 + 1 23+0.2 18+0.3 1.1

K (MM) 0.10 + 0.21 +0.04 0.23 + 0.15 +0.02 0.14+0.01 0,25 +0.02
0.00 0.01

Keat/Km™ (x10% s'M™) 0.16 0.076 0.13 0.15 0.16 0.0044

keat transgl/hidrol 400 >140 283 717 12 473

a Los valores de Km aparente para el UDP-Gal (Ka) se obtuvieron variando la concentraciéon de UDP-
Gal a concentracion constante de lactosa, 25mM. P La Keat y Km aparentes para la lactosa (Ks) fueron
obtenidas variando la concentracién de lactosa a concentracién constante de UDP-Gal, 1mM. La Keat
fue corregida utilizando (1+Ka/[UDP-Gal]), sin embargo, para W314Y la alta actividad hidrolasa
respecto a la transglicosidasa incrementa la incertidumbre de estos valores. ¢ La Km ara el aceptor
esta fuera del rango cuantificable, pero Keat/Ks, determinado a partir de la curva de v versus
[lactosa] a 1imM de UDP-Gal, da 80 veces mayor que wt. 4 Determinado variando la concentraciéon
de lactosa a 1.2mM de UDP.Gal. ¢ Valores vinculados a la hidrdlisis de UDP-Gal.

Una serie de mutantes recientemente estudiada corresponde a los
triptofanos situados en el sitio activo (tabla 5.6) (Zhang et al., 2004). Los
aminoacidos aromaéticos son frecuentes en lectinas y enzimas que enlazan
carbohidratos. En el sitio activo de la a3GT estan presentes 4 triptéfanos:
249, 250, 314 y 356. El mutante W249G incrementa la K;,, para el aceptor,
lo cual es consistente con las estructuras cristalograficas donde se observa

que este triptéfano interacciona con la N-acetillactosamina por la cara f.

El mutante W314Y disminuye la k.. de la transglicosidaciéon, pero no
afecta la hidrolisis del UDP-Gal. En las estructuras moleculares se puede
observar que el W314 interacciona con la porcion B-galactosilo del aceptor
y con el donador. Consiguientemente, se puede deducir que el W314,

altamente conservado, estabilizaria el estado de transicion para la

108



Capitulo 5

transferencia de la galactosa del UDP-Gal al aceptor, pero no asi hacia el
agua. Mientras que mutaciones en W250 no han producido cambios
importantes, el mutante W356T ha reducido la actividad catalitica tanto
para la transglicosidacion como para la hidroélisis del UDP-Gal. Es de
destacar que el triptéfano 356 estd muy cerca del extremo flexible C-

terminal.

Finalmente, existe un grupo de mutantes de la histidina 280 (H280N,
H280T, H280R, H280A, H280G, H280L y H280P) que no pudieron ser
caracterizados cinéticamente ya que resultaron insolubles a
concentraciones mayores a 1mg/L o por rendimientos de expresién muy
bajos (<1mg/L) (Zhang et al 2003). Sin embargo, mutantes para la
histidina 271 han sido obtenidos para la a3GT porcina (Sus scrofa). Esta
histidina es equivalente a la H280 bovina. Lazarus et al., 2002 han
encontrado que los mutantes H271A, H271AL y H271G no muestran
actividad, mientras que el mutante H271R es activo. Estos resultados
cualitativos sugieren que el residuo H271 (a3GT porcina) o H280 (a3GT

bovina) es importante para la catalisis.

A pesar de que existen numerosos mutantes del sitio activo estudiados,
hasta ahora solamente el R365K corresponde al extremo C-terminal
flexible, zona clave para la actividad enzimaética de la «3GT. Por tal motivo
se ha realizado la caracterizacion cinética de mutantes de alanina de los
aminoacidos de esta zona: T358A, K359A, E360A, Y361A, N362A, V363A,
V364A, R365A, N366A, N367A,y V368A.

Resultados y discusiones
Las proteinas mutantes fueron obtenidas tal como se ha descrito en el

capitulo 2. Los anélisis cinéticos se realizaron mediante ensayo

radiométrico tal como se explica en el capitulo 4.
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Determinacion de actividades especificas

La actividad especifica se define en la presente tesis como la velocidad
inicial del enzima a concentracion de saturacion de los sustratos por
concentracion de enzima. Se obtuvieron las actividades especificas para la
serie de mutantes de la a3GT a partir de velocidades iniciales de reaccion
monitorizadas en las siguientes condiciones de reaccion: lactosa 10mM,
UDP-(1-3H-galactosa) 5o0uM, MnCl. 13mM, BSA 0,13mg/ml, tampén HK

pH 7, temperatura 30 °C, volumen total gopl.

Tabla 5.7. Actividades especificas y relativas para la a3GT wt y mutantes.

enzima Vo/[E] (s Actividad Relativa (%)

wt 1,4 +0,02 100
T358A 1,4 +0,02 100
K359A Actividad no detectada
E360A 1,8 +£0,02 130
Y361A Actividad no detectada
N362A 0,7 £ 0,06 53
V363A Actividad no detectada
V364A 0,2 £ 0,01 13
R365A Actividad no detectada
N366A 1,4 + 0,06 101
N367A 1,4 +£0,07 102
V368A 1,0 £ 0,04 72

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5.7. El mutante E360A
presenta la actividad especifica mas alta (130%) respecto a wt. Los
mutantes N366A, N367A y T358A presentan actividades similares a wt.
V368A tiene una actividad especifica 72% inferior a wt, mientras N362A y
V364A son los menos activos. Finalmente no se ha detectado actividad
para los mutantes K359A, Y361A, V363A y R365A. Para los mutantes
activos se determinaron la constante de velocidad méaxima, la constante de
Michaelis — Menten y la eficiencia catalitica, tal como se explica a

continuacion.
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Determinacién de parametros cinéticos

Los parametros cinéticos determinados para cada mutante fueron kca: y Kin

aparentes, tanto para el donador UDP-Gal como para el aceptor lactosa.

Considerando que las reacciones enzimaticas estudiadas siguen el modelo

bi sustrato secuencial ordenado se tiene:

v [UDP - Gal|[Lac]
Viax  Krac[UDP -Gall+ Ky pp_gq[Lac]+ [UDP - Gal [ Lac]

(6)

Reordenando la ecuacidén anterior reflejando la dependencia de la

velocidad inicial de la concentracion del sustrato aceptor se obtiene:

voo_ [Lac] (7)
Vinax Kupp-Gal
K e (1 +[UDP-Gall Gal]) +[Lac]

A concentraciones de saturacion del donador se asume que:

Kupp-Gal__ 0 (8)
[UDP - Gal|

por lo que la ecuacion (7) resulta en un modelo tipo Michaelis — Menten,

donde las constantes cinéticas vienen a ser aparentes:

ko [Lac]

catLac

K +[Lac]

mLac

(9)

Lac —

De igual manera se deduce la ecuacién para obtener las constantes
cinéticas aparentes para el UDP-Gal a concentracién constante de

saturacion de lactosa:
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Vv — kcatil;]DP—Gal [UDP— Gal]
UDP-Gal =~ (10)
Ktiop-Ga *+lUDP = Gall

Para obtener las constantes aparentes correspondientes al UDP-Gal, se ha
mantenido constante la concentracion de lactosa a nivel de saturacién
(1omM) y se variaron las concentraciones de UDP-Gal en un rango de 8 a
250uM; mientras que para la obtencién de las constantes aparentes
correspondientes a la lactosa, se ha mantenido constante la concentracion
de UDP-Gal a nivel de saturacion (50uM) y se ha variado la concentracion
de lactosa en un intérvalo de 0.5 a 15mM. Para cada caso se obtuvieron las
velocidades iniciales por ajuste lineal, tal como se ha descrito en el capitulo

anterior.

Los parametros cinéticos aparentes para la lactosa para la mayoria de los
mutantes se obtuvieron por ajuste al modelo que incluye inhibicién por

exceso de sustrato:

_ k?ﬁiac [Lac] (]_]_)

Phac [Lac]2
KZII;A}ZIC + [Lac]+ W

iLac

Este modelo representa un tipo de inhibicién reversible bastante frecuente
(Nunes de Castro, 2001; Segel, 1993; Rivas-Lopez, et al. 2006), tal como se
estudi6 también en la B-glucanasa en nuestro grupo (Malet y Planas,
1997). Puede ocurrir por la uniéon de dos moléculas de sustrato a la misma
molécula de enzima provocando la pérdida de actividad. La unioén de la
segunda molécula de sustrato tiene una constante de disociacion diferente

a Km, que se representa por K;, tal como se muestra a continuacion:
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E+5

S || Ki (12)

ES.

Pardametros cinéticos para UDP-Gal

Las correspondientes cinéticas enzimatica (a 1omM de Lac) se presentan
en la figura 5.5, y los pardmetros cinéticos calculados en la tabla 5.8. Las
eficiencias cataliticas relativas permiten establecer 4 grupos de mutantes
(tabla 5.8). El primero esta constituido por aquellos para los cuales no se
ha detectado actividad en las condiciones estudiadas: K359A, Y361A,
V363A y R365A. En un segundo grupo estdn los mutantes que tienen
eficiencias cataliticas inferiores al 50% en relacion a wt. En este grupo
estan N362A y V364A. En ambos mutantes, las K;»,%P son similares a la de
wt, pero las k..®PP son notablemente inferiores, lo cual determina que
tengan eficiencias cataliticas bajas. En el tercer grupo estan los mutantes
con eficacias cataliticas ligeramente superiores que wt, hasta un 120%. En
este grupo estan E360A y N366A. El primero de éstos mutantes presenta
una keq/%PP superior a wt, mientras que la K% es muy similar, mientras
que para el segundo mutante ocurre lo contrario, por lo que se puede
deducir que N366A tiene una mayor eficacia catalitica debido a su mayor
afinidad por el sustrato. Finalmente, estan los mutantes con eficacias
cataliticas muy altas, tales son T358A, N367A y V368A. El primero de
éstos presenta una ke, PP similar a wt, pero la Kn®P es la mitad. N367A
tiene una eficacia catalitica de 2.7 veces superior a wt, a pesar de tener una
kea®PP ligeramente mas baja, la Kn®P es cuatro veces inferior que la de wt,
mostrando una mayor afinidad por el sustrato. V368A es el mutante con la
mas alta eficacia catalitica, superando en méas de 3.7 veces la de wt. Este

mutante tiene una kcq/%PP superior a wt pero una K,%P 4 veces mas baja.
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Tabla 5.8. Parametros cinéticos obtenidos para el UDP-Gal correspondientes a la a3GT

wt y mutantes C-terminal (aa. 358-368).

cat

J P
T

app , -1 app kw R
keat () K (um) “ g (UM a

" (%)
WT 1,6 £ 0,03 8,1+0,5 0,2 +0,02 100
T358A 1,5+0,03 44+05 0,4 +0,04 178
K359A no se detectd actividad 0,0
E360A 2,3 +0,05 9,4+0,9 0,2 + 0,03 120
Y361A no se detectd actividad 0,0
N362A 0,9 £ 0,03 9,1+1)5 0,1 +£0,02 51
V363A no se detectd actividad 0,0
V364A 0,2 +£0,003 9,0+0,5 0,03 + 0,002 12
R365A no se detectd actividad 0,0
N366A 1,6 +£0,01 6,7+0,3 0,2 + 0,01 121
N367A 1,5+ 0,01 27+05 0,5+ 0,06 276
V368A 2,1 +0,04 29+05 0,7 £ 0,1 374

Desde un punto de vista de la afinidad por el sustrato donador, se pueden

comparar las K;%P de los mutantes. Afinidades por UDP-Gal similares a

wt tienen N362A y V364A, sin embargo V364A tiene una actividad muy

baja. N366A y T358A presentan mayor afinidad por el sustrato, pero

N367A y V368A son los que mayor afinidad muestran. Es interesante

resaltar que éstos mutantes son los dos dltimos del extremo C-terminal

flexible. Solamente el mutante E360A presenta una K,,%P algo superior

que wt. Las K9P en la mayoria de los mutantes determina que algunos

tengan mayor eficacia catalitica (figura 5.6).

wt

KPP
M

]

| &
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T358A E360A N362A V364A N366A N367A V368A

(M)

app
Km

Figura 5.6.
Comparacion
de parametros
cinéticos
aparentes
obtenidos para
el sustrato
donador
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para mutantes
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Tabla 5.9. Paradmetros cinéticos obtenidos para la lactosa correspondientes a la «3GT wt

y mutantes C-terminal (aa. 358-368).

app
app , -1 app kfﬁp Sy kmt app
K7y K o e (S'm) Koo KPR mw
" (%)

WT 0,9 +0,02 0,7 £ 0,06 1,4+0,2 100
T358A 1,5+0,04 0,9 +0,1 1,7+0,2 120
K359A no se detectd actividad
E360A 2,4+0,3 1,7+0,4 1,4+04 101 21,4 +6,3*
Y361A no se detectd actividad
N362A 1,1 +£0,1 1,2+0,3 0,9+0,3 64 21,6 +6,6*
V363A no se detectd actividad
V364A >0,6+0,1 >19,3+5,6* 0,03 + 0,02 2
R365A no se detectd actividad
N366A 2,1 +0,1 0,7 £ 0,1 28+0,6 202 43 +12*
N367A 2,3+04 1,6 £0,7 1,4+0,9 103 50 +47*
V368A 1,9+£0,2 0,9+0,2 2,1+£0,7 152 117 +110~*

* Parametros cinéticos obtenidos con el modelo de inhibiciéon por exceso de sustrato
(ecuacion 19).

** No se alcanza saturacion (ver figura 5.7).

Pardametros cinéticos para la lactosa

El comportamiento cinético de la serie de mutantes estudiados permite
establecer dos grupos segin el modelo de ajuste (figura 5.7, tabla 5.9). El
primero esta comprendido por wt y los mutantes T358A, y V364A, cuyos
comportamientos se ajustan al modelo de Michaelis — Menten (ecuacion
9). En el segundo grupo estan E360A, N362A, N366A, N367A y V368A,
cuyos comportamientos se ajustan al modelo que incluye inhibicién por

exceso de sustrato, segn las ecuaciones (11) y (12).

La inhibicion por exceso de sustrato no es muy alta, segin revelan las

constantes de inhibici6on aparentes (K #” ). E360A y N362A presentan las

iLac
K7 mas bajas de la serie, pero son més de 10 y 18 veces superiores a las

respectivas Kn®P (tabla 5.9). En los mutantes N366A, N367A y V368A, la

inhibicién por exceso de sustrato es menos significativa, con x#” que son

iLac

61, 31y 130 veces superiores a las respectivas K»%? (tabla 5.9).
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Figura 5.7. Graficas de los parametros cinéticos
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Por otra parte, las actividades de wt y del mutante T358A son las que
mejor se ajustan al modelo de Michaelis — Menten, mientras que para
V364A se puede observar que no alcanza una velocidad méxima en las

condiciones de estudio (figura 5.7).

Los mutantes V364A y N362A tienen las eficiencias cataliticas mas bajas.
V364A presenta la menor eficiencia catalitica de la serie, entorno a un 2%
respecto a wt. La Kn%P para este mutante es muy alta (> 19 mM), lo cual
significa que la afinidad por la lactosa es baja, pero también, la kcq/ P es
menor que la de wt (tabla 5.8). N362A tiene una ke PP similar a wt, pero
su baja afinidad por lactosa, reflejada en la alta K,,%P (cerca del doble de

wt) disminuye su eficacia catalitica hasta un 64%.

T358A, E360A y N367A son los mutantes que presentan las eficacias
cataliticas méas similares a wt, de toda la serie (tabla 5.9). T358A muestra
una eficiencia catalitica (1.2 veces) ligeramente superior a wt. A pesar de
tener una k.%? en mas de 1.6 veces superior a wt, la Kn®%P para el
mutante T358A es 1.3 veces mayor. E360A y N367A tienen kc./®P que
superan el doble de la correspondiente a wt, sin embargo, las respectivas
Km®p son también, superiores al doble de la de wt. En todos estos
mutantes se puede observar una clara disminuciéon de la afinidad por

lactosa respecto a wit.

Las eficiencias cataliticas méas altas las tienen los mutantes N366A y
V368A. N366A tiene la eficiencia catalitica mas alta de toda la serie y es
dos veces superior que la de wt. Este mutante tiene igual afinidad que wt
por la lactosa, tal como queda reflejado por la K»®P, pero su kc.*PP supera
el doble que la de wt. V368A presenta una eficiencia catalitica de 150%,
debida a su elevada k.. que supera el doble de la correspondiente a wit,
a pesar de tener una K,®P que refleja una ligera disminucién de la

afinidad por lactosa.
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WT T35EA E280A N282A N388A N3GTA V3GEA

Figura 5.8. Comparacion de las constantes de Michaelis-Menten aparentes (mM) para
la lactosa. No se muestra el mutante V364A, que presenta una K,,%P muy alta (> 19mM)
(tabla 5.8).

Eficiencia catalitica para el sustrato donador versus aceptor

La representacion grafica de la eficiencia catalitica para el sustrato
donador versus la eficacia catalitica para el aceptor permite agrupar a los
mutantes en tres grupos (figura 5.9). Sin embargo, en la grafica (figura 5.9)
no esta representado el mutante V364A, ya que no alcanza la saturaciéon de
sustrato y consiguientemente sus constantes cinéticas son muy altas. Dos
grupos estan compuestos por mutantes cuyas eficiencias cataliticas
correlacionan linealmente, mientras que el tercero estd compuesto

unicamente por el mutante N367A.

En el primer grupo, la correlacion lineal tiene una pendiente mayor que en
el segundo grupo. Lo cual sugiere que en el primer grupo, un incremento
de la eficacia catalitica para el sustrato donador implica un mayor
incremento de la eficacia catalitica para el aceptor, que para los mutantes
del segundo grupo. Ademas, ambas rectas tiene un punto de interseccion
muy cercano a wt, por lo que ésta proteina esta incluida en ambos grupos.
En el primero esta N362A, V364A y V366A, y en el segundo T358A, E360A
y V368A.
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¥=164-22, R2= 0,83 ¥=119%+82, R2=097

366A V368A

0 100 200 300 400

=
Koot/ K3PP UDP-Gal (%)

Figura 5.9. Eficiencia catalitica relativa (% respecto a wt) de sustrato donador (UDP-
Gal) versus aceptor (Lactosa) para wt y mutantes. No se representan los parametros
cinéticos correspondientes a V364A ya que no alcanza la saturaciéon de sustrato y

consiguientemente sus constantes cinéticas son muy altas.

Las eficiencias cataliticas para el mutante N367A no correlacionan
adecuadamente con ninguno de los ajustes lineales de la figura 5.9, sin
embargo se aproxima claramente al segundo grupo de mutantes. Pero se
distingue de ellos porque un importante aumento de la eficiencia catalitica

para el sustrato donador no implica un incremento de la eficiencia

app
m

app
catalitica para el aceptor. Mientras que la kf% relativa para el UDP-

Gal es 2.7 veces mayor que para wt, éste mismo parametro es igual al de

wt, para la lactosa.

También se puede observar en el caso del mutante N366A (figura 5.9), que
mientras la eficiencia catalitica para el UDP-Gal no varia mucho respecto
de wt, si lo hace la eficiencia catalitica para la lactosa, incrementandose en

mas del doble que para wt.
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Finalmente, los mutantes con mayor eficiencia catalitica son: V368A para
el UDP-Gal y N366A para lactosa. Los menos eficientes son N362A y
V364A.

Antes de analizar estucturalmente el efecto de las mutaciones con objeto
de inferir un papel funcional en catalisis, se estudia la estabilidad de cada
mutante (capitulo 6) para discutir efectos en catalisis y en estabilidad y

poder realizar un analisis global del efecto de las mutaciones (capitulo 7).
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CAPITULO 6

ANALISIS DE ESTABILIDAD

DE MUTANTES DEL EXTREMO
C-TERMINAL DE LA
0-1,3-GALACTOSILTRANSFERASA
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ANALISIS DE ESTABILIDAD DE MUTANTES DEL
EXTREMO C-TERMINAL DE LA
0-1,3-GALACTOSILTRANSFERASA

Introduccion

Se estudi6 la estabilidad conformacional de mutantes de alanina
(Cunningham y Wells, 1989) del loop C-terminal (358-368) de la a3GT
bovina, y de los mutantes D225A y E317A del sitio activo. Para cada una
de los enzimas, se ha determinado el efecto del sustrato donador (UDP-
Gal) o del inhibidor homologo UDP en la estabilidad. El enfoque aqui
empleado se ha basado en el equilibrio de plegamiento de proteinas donde
se consideran unicamente dos estados, plegado o nativo (N) y desplegado
(U) (Clarke y Fersht, 1993), puesto que éste explica sistematicamente las

curvas de desnauralizacion experimentales obtenidas.

N & U
Koy :M (13)
V]

La constante de equilibrio permite, entonces, calcular la energia libre

estandar de los dos estados:
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AG =-RTInK,, (14)

En este marco, la medida de estabilidad de las proteinas estudiadas se ha
realizado induciendo el desplegamiento por desnaturalizacién quimica

reversible con urea.

La desnaturalizacion quimica reversible permite determinar la energia
libre, la entalpia y la entropia del plegamiento. Para determinar la
estabilidad conformacional se ha registrado la intensidad de fluorescencia

a distintas concentraciones de urea.

El analisis de los datos obtenidos fue realizado considerando la constante

de equilibrio K, a cada concentracién de urea (Clarke y Fresh, 1993). De

manera que:

o \Fy—F) (15)
o (F_FU)

Donde F), es la fluorescencia de la forma plegada, F, es la fluorescencia de

la forma desplegada, y F es la fluorescencia registrada a una determinada

concentracion de urea.

Por otra parte, se ha demostrado experimentalmente que la energia libre
de desplegamiento de proteinas en presencia de desnaturalizante es
linealmente dependiente de la concentraciéon de desnaturalizante (Pace,
1986):

16
AGUND = AGUNHZO _m[D] (16)
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o ’ . .
Donde AG,,”™ es la energia libre aparente en ausencia de

desnaturalizante. [D] es la concentracién de desnaturalizante, y m la
pendiente de transicion. Combinando las ecuaciones (15) y (16), y
asumiendo que tanto F,, como F, son linealmente dependientes de la
concentracion de desnaturalizante (Horovitz et al. 1992), se pueden

calcular AG,," y m:

(ary + B, [D])+ (@, + B, [D)exp{(m[D]- AG,, ")/ RT} (17)

F=
1+exp{(m[D]- AG,, " / RT),

Donde &,y ¢, son los interceptos de la funcién, mientras que £,y £,

son las pendientes de las lineas de base a concentraciones altas (N) y bajas
(U) de concentracion de desnaturalizante, respectivamente. Sin embargo,
para comparar la estabilidad de proteinas mutantes con wt, es mas
préctico calcular la concentraciéon de desnaturalizante [D],,, a la cual el
50% de la proteina esta desplegada, parametro que se obtiene a partir de la

ecuacion (16):
AGUND = m([D]so% - [D]) (18)
Sustituyendo la ecuacién (18) en (17) se obtiene:

(ay +ByID)+ (@, + B, [D)exp{(mD]-[Dl, )/ RT}  (19)

F= 1+ exp{(m[D]—[Dlso% /RT);

Los datos fueron ajustados a ésta ecuacién por regresion no lineal,
obteniéndose asi, los valores experimentales de m y [D],, con sus

respectivos errores estandar.
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La diferencia de estabilidad conformacional entre la protein wt y mutantes

(AAG,, ) se ha calculado a partir de la diferencia de los correspondientes
pardmetros A[D]=[D],,, —[D] L, que son medidas muy reproducibles:

(20)
AAGUNHZO = <m>A[D ]50%

Donde (m) es el promedio de m para mutantes y wt (Kellis et al. 19809;

Pons et al. 1997). El valor promedio (m) es apropiado cuando los errores

estandar son grandes, por lo que en el presente trabajo se empled el
promedio para los andlisis y calculos. El valor de m refleja la
cooperatividad de transicion y la exposicion del estado desnaturalizado al

disolvente en relacién al estado nativo.

El cilculo de AAG,,"™° se obtuvo por extrapolacién a cero molar de
desnaturalizante y segtn la ecuacion:

21
AAGUNHZO :AGUNHZO _AG,UNHZO (21)

Finalmente, los errores introducidos en los calculos de energias libres de
estabilidad conformacional a cualquier concentracién de desnaturalizante

pueden ser calculados con las siguientes ecuaciones (Clarke y Fresht,

1993):

AGyy” = m([Dlyy, —[D)++se,> (Dl ~ [P +m’se,” @2

AAG), = m([D]so% - [D]) - m’([D]’so% _[D])i' (23)

\/53,712 ([D]so% - [D])Z + mzseDz + Se’mz ([D]’so% _[D])Z +m” Se’DZ
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Donde se, y se, son los errores estandar en my [D],,, respectivamente.

De la misma manera como se ha descrito anteriormente se calcularon las
diferencias de energia libre de estabilidad conformacional entre las
proteinas libres y con UDP, con el fin de establecer la influencia del

ligando en la estabilidad.
Resultados y discusiones
Condiciones de desnaturalizaciéon

Los estudios de desnaturalizacion de la a3GT y los mutantes se realizaron
siguiendo el protocolo descrito previamente en nuestro laboratorio para la
1,3-1,4-B-D-glucan-4-glucanohidrolasa (Pons et al. 1997). Después de 12
horas de incubar las reacciones a diferentes concentraciones de urea (0-
6M), se realizaron 4 mediciones de emision de fluorescencia, una cada
hora. Los datos asi obtenidos fueron similares, demostrandose de esta
manera que éste tiempo de incubacion es suficiente para alcanzar el
equilibrio de desnaturalizacion. Todas las mediciones de intensidad de
fluorescencia se realizaron a pH 7y a 30°C. Dentro del espectro de emision
de fluorescencia se ha encontrado que el pico maximo se observa a 350nm
(figura 6.1), por lo que los valores de intensidad de fluorescencia a ésta
longitud de onda fueron utilizados para los calculos de la estabilidad

conformacional para toda la serie de proteinas estudiadas.

Tabla 6.1. Condiciones de desnatualizacién.

Urea 0-6 M
Proteina 20 pg/ml
Volumen 1200 ul
MnCl, 13 mM
UDP-Gal 50 puM
Tampén HEPES KCI (pH) 7
Temperatura 30 °C
Tiempo 12 hrs.
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Figura 6.1. (A) Variacion de la intensidad de fluorescencia emitida por la a3GT
(20ug/ml) a diferentes concentraciones de urea, en equilibrio, al excitar a A=270nm.
Nobtese que el maximo de emisidon corresponde a 350nm. (B) Blanco, emisién en ausencia
de proteina a diferentes concentraciones de urea. El pico situado a 310nm corresponde
ala senal de Raman del agua. A cada uno de los datos obtenidos para los estudios de

desnaturalizacion se restaron los correspondientes al blanco.

Parametros instrumentales

Se establecié una longitud de onda de excitacién a 281nm, adecuada para
la absorcién de los tript6fanos, sobretodo considerando aquellos que se
encuentra cerca del sitio activo de la a3GT, tales como el W249, W250,
W250, W314 y W356, entre otros. Por experiencias previas en nuestro
laboratorio se ha trabajado con una ventana de excitacién (slit.,) de 2nm y
una ventana de emisién (slitem) de 2nm, que da una relaciéon senal ruido
adecuada. La senal de emision se ha registrado en un intervalo de 300 a

450nm con un tiempo de integracion total de 1min.

Estabilidad de mutantes

En las condiciones de desnaturalizacion y con los parametros
instrumentales anteriormente descritos fueron analizadas las estabilidades

de los mutantes del extremo C-terminal de la a3GT (T358A, K359A,
E360A, Y361A, N362A, V363A, V364A, R365A, N366A, N367Ay V368A),
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Figurta 6.2a. Curvas de equilibrio de desnaturalizacién con urea para la a3GT wt y

mutantes.

129



Capitulo 6

0 N366A

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0 1

0 R365A
# R365A con UDP

@ N366A con UDP

[urea] (M) [urea] (M)

0O N367A f
N 0 v368A
® N367A con UDP ORI
@ -
. ; . J T T T T T T
. L e . e 2 6 0 1 2 3 4 5
[urea] (M) [urea] (M)
1.2
0 D225A 0O E317A
® D225A con UDP 10 4 @® E317A con UDP
0,8 1
0,6 -
0,4
0,2 1
=]
]
- - 0.0 = ¢
¢
T T T T
T T T T T 0 1 2 3 4
1 2 3 4 5 6
[urea] (M) [urea] (M)

Figura 6.2b. (Continuaciéon) Los valores de intensidad de fluorescencia fueron

ajustados con la ecuacibn (27) y normalizados segin la  ecuacién
Sn :(F_(aU+IBU[D]))/(aN_aU+[D](ﬂN_ﬂU )) donde ¢y, ay, By y [Byson

parametros obtenidos del ajuste a la ecuacién (27).

la proteina wt y los mutantes del sitio activo D225A y E317A. Para cada
una de las proteinas se determinaron los parametros de estabilidad [D]50%
y m ajustando los datos de fluorescencia obtenidos a diferentes

concentraciones de urea (de o a 6M) a la ecuacion (19). La estabilidad de
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los mutantes fue comparada con la de wt. También se estudio el efecto
estabilizador del analogo UDP del sustrato donador en la estabilizacion de

cada mutante.

Tabla 6.2. Datos obtenidos del equilibrio de desnaturalizacién con urea a 30°C para la

03GT wt y mutantes, en ausencia y presencia del ligando UDP UDP.

Protein Sin UDP Con UDP

oI Umol®)  [Dlswe M)  m@mol®)  [Dlsw (M)
wt 6828 + 883 2,3+0,07 6686 + 1050 3,1 £0,06
T358A 8055 + 1899 2,1 £0,09 9207 + 1380 2,8 0,05
K359A 7200 £ 1236 1,5+0,07 7876 + 1068 1,7 £ 0,05
E360A 13052 + 2592 2,4 +0,05 11192 + 2702 2,9 +£0,06
Y361A 5618 + 442 1,2 +£0,05 5282 + 329 1,6 £ 0,05
N362A 10447 + 2329 1,6 £0,10 8952 + 767 2,4 +0,03
V363A 9008 + 1318 1,6 £ 0,08 8600 + 1420 2,5+0,05
V364A 8489 + 619 1,7 £ 0,03 8832 + 1098 2,2+0,04
R365A 9436 + 716 1,8 £0,04 11180 *+ 2955 2,3+0,08
N366A 11271 £ 1420 1,7 £ 0,05 8952 + 767 2,4 +0,03
N367A 14739 + 1872 2,2+0,03 9608 + 1893 2,8 0,06
V368A 14629 + 1984 2,4 +0,03 17011 + 6228 2,9 +£0,07
D225A 13925 + 1273 1,7 £ 0,03 17812 + 3836 1,7 £ 0,05
E317A 7503 £ 1118 1,7 +0,17 15438 + 1904 1,6 £ 0,02
promedio 10014 10473

Tabla 6.3. Energias libres de desnaturalizacion (AG(%@O) para o3GT wt y mutantes,

determinadas por equilibrio de desnaturalizacion con urea a 30°C, en presencia y

ausencia del ligando UDP.

Sin UDP Con UDP Sin UDP Con UDP Con UDP —
AGHZO AGHZO AAG AAG Sin UDP
UN UN (kJ/mol) (kJ/mol) A A G (kd/mol)

(kd/mol) (kd/mol)
wt 23,37 32,02 8,65
T358A 21,19 28,91 2,18 3,11 7,72
K359A 14,85 17,48 8,52 14,54 2,63
E360A 23,61 30,82 -0,24 1,20 7,21
Y361A 11,69 16,59 11,68 15,43 4,90
N362A 16,48 24,94 6,89 7,08 8,46
V363A 16,41 26,27 6,96 5,75 9,87
V364A 16,62 23,38 6,75 8,64 6,76
R365A 17,84 23,98 5,53 8,04 6,14
N366A 16,86 24,94 6,52 7,08 8,08
N367A 22,42 29,41 0,95 2,61 6,99
V368A 24,10 30,67 -0,73 1,35 6,57
D225A 17,12 17,45 6,25 14,57 0,33
E317A 16,93 16,81 6,44 15,21 -0,12
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El parametro que refleja la cooperatividad de transicién (m) entre el
estado plegado y desplegado varia en todas las proteinas estudiadas, con
errores estandar muy altos (tabla 6.2, figura 6.2), por lo que se ha
considerando el valor promedio (m) para calcular la energia libre de
desplegamiento, segin la ecuacion (20) (tabla 6.3). De esta manera, la
estabilidad ha sido determinada Gnicamente en base al parametro [D]s0%
que expresa la concentracion de urea a la cual el 50% de las moléculas
proteicas se encuentran desplegadas, ademéas, éste parametro es

considerado altamente reproducible (Pons et al. 1997).

Tomando en cuenta las consideraciones anteriores, se pueden agrupar los

mutantes en dos grupos segin su estabilidad calculada en términos de
energia libre de desplegamiento (AG.:”) (tabla 6.4). En el primer grupo
estdn los méas estables, incluyendo wt, tales son los mutantes T358A,
E360A, N367A y V368A con AGZ@O que van de 21 a 24kJ/mol. Para estos
mutantes se puede establecer que la mutacién no afecta la estabilidad ya
que las energias libres de desplegamiento son similares a wt. En el
segundo grupo estdn los mutantes menos estables con AG/:° que van de
14.85 a 17.84 kJ/mol, tales son: K359A, Y361A, V363A, V364A, R365A,
N366A, D225A y E317A. Se destaca que en este segundo grupo estan
presentes mutantes de los aminoacidos que segin las estructuras
cristalograficas y modelos existentes para la a3GT, interaccionarian
directamente con el sustrato donador: K359, Y361 y R365 del extremo C-
terminal; D225 del dominio DVD y E317 que por mutagénesis y rescate

quimico es considerado fundamental en la catélisis (Monegal y Planas,

2000).
Efecto estabilizador del UDP-Gal o UDP

Se determino el efecto estabilizador de la desnaturalizacion de la a3GT y la

serie de mutantes estudiados, anadiendo los ligandos UDP o UDP-Gal en
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las mezclas de desnaturalizacion por urea (tabla 6.1). Para ello, se
consideraron dos aspectos. Primero, que la concentracién de ligandos no
interfiera absorbiendo la luz de excitacién, y segundo, que la concentracién
de ligandos esté por encima del nivel de saturacion de sustrato. A
concentraciones muy altas de UDP o UDP-Gal (4000uM), se observo que
la intensidad de fluorescencia de la disolucion de a3GT en ausencia de
urea, en las condiciones y con los parametros instrumentales antes
descritos (tabla 6.1), disminuye considerablemente, casi hasta el nivel del
blanco. El pico maximo de absorciéon de estos nucleétidos estd a 260nm
(capitulo 3, figura 3.2) y por tanto no interfieren con el pico de emisiéon de
la proteina a 450nm. Sin embargo, podrian absorber una parte de la luz de
excitacion (que se da a 27onm), interfiriendo en la excitacién de las
proteinas. Este problema ha sido solucionado afiadiendo concentraciones
sustancialmente mas bajas de UDP o UDP-Gal. A 50uM, éstos nucle6tidos
pueden reducir hasta un 20% la intensidad de fluorescencia emitida por la
proteinas, lo cual es despreciable, tomando en cuenta que los ajustes a la
ecuacion (19) se normalizan, tal como se muestra en la figura 6.2b. Por
otra parte, 5;0uM representa mas 6 veces la K, del donador para wt,

asegurando una nivel adecuado de saturacion del ligando.

Los experimentos realizados revelan que el UDP-Gal o su analogo UDP
tienen un efecto estabilizador de la conformacion en la a3GT wt y la
mayoria de los mutantes estudiados (figura 6.2a, 6.2b y 6.3), mientras que
no para algunos pocos. Los datos obtenidos de los experimentos de
fluorescencia fueron ajustados a la ecuacion (19) (tabla 6.3) y las energias
de desplegamiento fueron calculadas con la ecuacion (20) (tabla 6.4). En el
caso de la estabilizacion de wt se puede observar que el efecto estabilizante
tanto del UDP-Gal como del UDP es practicamente igual (figura 6.2a), por
lo que se ha empleado UDP para analizar la estabilizacién conformacional

de los mutantes.
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Figura 6.3. Comparacion de las energias libres de desplegamiento de los mutantes de la
03GT estudiados, en ausencia y presencia del homoélogo UDP del sustrato donador.
Nobtese que los mutantes de residuos que segan las estructuras cristalograficas disponibles
en el PDB interaccionan con UDP-Gal son los que menos diferencia de energia libre de
desplegamiento muestran con y sin UDP (K3594, Y361, D225A , E317A y en menor
medinda R365A).
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Figura 6.4. Mutantes de la a3GT y we ordenados segtin la energia de estabilizacién en

presencia del ligando UDP, de mayor a menor.

Asumiendo que la estabilidad se da por la formacién del complejo proteina
—UDP, se puede observar que algunos de estos complejos serian mas
estables que otros (figuras 6.3 y 6.4). Asi, el mas estable corresponde a wt,
seguido por V368A, E360A, N367A y T358A con energias que van de 28.9

a 32 kJ/mol. Todos estos mutantes son activos. En un segundo grupo se
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pueden agrupar a mutantes con energias de estabilizacion entre 24.9 y
26.3 KJ/mol: V363A, N362A y N366A, de los cuales, inicamente para
V363A no se ha detectado actividad. Lo cual significaria que la mutacion
permite la interaccion con el UDP, pero no proporciona un cambio
conformacional favorable para estabilizar el estado de transicion.
Finalmente, los mutantes V364A, R365A, K359A, Y361A, D225A y E317A
presentan energias de estabilizacion menores a 24 kJ/mol. Como ya se ha
explicado antes, de este grupo solamente V364A ha presentado actividad
minima, mientras que para los otros mutantes no se ha detectado
actividad. El bajo efecto estabilizador del UDP para los mutantes R365A, y
sobre todo para K359A, Y361A, D225A y E317A correlaciona con las
estructuras cristalografica y modelos moleculares, donde los
correspondientes aminoacidos interaccionan directamente con el UDP o
UDP-Gal.
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CAPITULO 7

DISCUSIONES ENTORNO A

LA ESTABILIDAD, ACTIVIDAD

Y ESTRUCTURA DE MUTANTES
DEL EXTREMO C-TERMINAL DE LA
0-1,3-GALACTOSILTRANSFERASA
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Capitulo 7.

DISCUSIONES ENTORNO A LA ESTABILIDAD,
ACTIVIDAD Y ESTRUCTURA DE MUTANTES DEL
EXTREMO C-TERMINAL DE
LA 0-1,3-GALACTOSILTRANSFERASA

Introduccion

El extremo C-terminal (aa. 358-368) de la a-1,3-galactosiltransferasa
(a3GT) juega un rol clave en la actividad enzimatica, sin embargo esta
zona ha sido poco estudiada. A pesar de que existen numerosas
estructuras cristalograficas (13 a la fecha), ninguna corresponde a un
complejo a3GT y UDP-Gal, o mejor a3GT, UDP-Gal y lactosa. La tnica
estructura cristalografica que contiene UDP-Gal (Gastinel, et. al. 2001),
lastimosamente esta truncada en el aminoacido 358. Los otros complejos
presentan la zona C-terminal completa (Boix et al., 2001; Boix et al.,
2002), pero no tienen al sustrato donador (UDP-Gal), sino al analogo
UDP, lo cual no permite establecer claramente las interacciones entre el
enzima y los sustratos. Ademas, los estudios de difraccion de rayos X
sugieren que esta zona es flexible (Boix et al., 2001; Boix et al., 2002), lo
cual podria complicar el estudio cristalografico de complejos enzimaéticos

con sustratos.
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En la presente tesis doctoral se abordé el estudio del extremo C-terminal
desde un enfoque de anélisis cinético y de estabilidad de mutantes de
alanina de cada uno de los aminoacidos 358-368 (capitulos 5y 6). De esta
manera, la comparacién entre eficiencia catalitica y estabilidad enzimatica
proporcionan un método que permite identificar los aminoacidos que
tienen un rol importante en la union de ligando o en el empaquetamiento
estructural (Kellis et al. 1989; Pons et al. 1997). Por otra parte, se
construy6 un modelo molecular del complejo o3GT/Mn+2/UDP-
Gal/Lactosa (capitulo 1), que permite predecir posibles interacciones entre
la enzima, el cofactor metélico y los dos sustratos. Por tanto, en el presente
capitulo, se discuten las posibles correlaciones entre los resultados
experimentales y el modelo, de modo que se pueda sugerir la funcion de
cada aminoacido del extremo C-terminal en la actividad y catélisis de la
a3GT.

Eficaciencia catalitica y estabilidad

Una buena correlacion entre la eficiencia catalitica (kca:®P/Km@P) y la
estabilidad indica que la actividad enzimatica depende de su estabilidad
(AG ™). Por tanto, si los mutantes de alanina de un grupo de
aminoacidos presentan este comportamiento, significa que estos
aminoacidos estan involucrados en el empaquetamiento de la proteina.
Por otro lado, a los mutantes de alanina de aminoacidos que no muestran
una correlacion entre kea@P/KmP y AG,y 0, se les atribuye funciones
diferentes al empaquetamiento, asi por ejemplo, si la eficiencia catalitica
es muy baja, los aminoacidos estarian interaccionando directamente con
los ligandos; pero si la ke®P/K»®P es muy alta, se interpretaria que los
aminoacidos reajustan la conformacién de la proteina estabilizando el
estado de transicién, aun sin tener una interaccién directa con los

ligandos.
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Figura 7.1. Eficiencia catalitica (k. %P/Kn%r, del UDP-Gal) versus estabilidad

enzimatica (AGUNHZO) para o3GT wt y mutantes. Los valores de k., /K son

cat m

presentados en porcentajes relativos a valores de wt.

La correlacion entre kea®?/Kn@P del UDP-Gal y AG,° de los mutantes

del extremo C-terminal de la a3GT obtenidas en la presente tesis (figura
7.1) permite clasificar a los mutantes en tres grupos. El grupo A (V363A,
V364A, N362A, T358A, N367A y V368A) esta formado por los enzimas
que muestran una buena correlacion. Para el mutante V363A no se ha
detectado actividad y por tanto es la ordenada en el origen de la recta de
correlacion (figura 7.1), mientras que los mutantes V364A y N362A son
menores al 50% eficientes respecto a wt. En estos tres mutantes, la
disminucion de la kco/®P/Kn%P se interpreta como el resultado de un
cambio en el empaquetamiento de la estructura inducido por las
mutaciones respectivas. En cambio, otros arreglos del empaquetamiento
inducidos por las mutaciones T358A, N367A y V368A han inducido una
mayor eficiencia catalitica, incluso hasta méas de 3 veces la de wt en el caso
del mutante V368A.
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El grupo B de enzimas (wt, E360A y N366A) comprende a aquellas que se
desvian ligeramente de la correlacion kca®?/Km@P versus AG,™° (figura

1.7). El mutante E360A muestra una eficiencia muy similar a wt, a pesar
de ser mas estable, la k..?PP es mas alta que la de wt, especialmente para el
sustrato aceptor, pero su afinidad por ambos sustratos es mas baja,
especialmente para la lactosa, tal como lo reflejan las K9P (capitulo 5). En
cambio, el mutante N366A muestra una eficiencia muy similar wt, pero

una estabilidad menor.

El grupo C (K359A, Y361A y R365A) estad compuesto por mutantes, para
los cuales no se ha detectado actividad. En orden descendente de
estabilidad estan R365A, K359A y Y361A (figura 1.7). Otros mutantes, que
no pertenecen a la zona C-terminal, pero que estan situados en el sitio
activo la a3GT que tampoco mostraron actividad son el D225A del
dominio DVD y el E317A. Los residuos K359, Y361 y R365 interaccionan
con los fosfatos del UDP en las estructuras cristalograficas. D225
interacciona con el Mn+*2, y éste con el UDP. E317A ha sido propuesto
como posible nucleotfilo (Gastinel, et. al. 2001), posteriormente se
demostrd por rescate quimico (Monegal y Planas, 2006) que su funciéon
catalitica es fundamental. Por tanto los aminoécidos de este grupo estan

directamente involucrados en interacciones directas con los ligandos.

El mismo analisis anterior, pero tomando en cuenta la eficiencia catalitica
para el sustrato aceptor (lactosa) muestra en general, que el efecto de la
mayoria de los mutantes es a nivel de empaquetamiento, excluyendo los
mutantes sin actividad. Solamente el mutante N366A presenta una
desviacion clara de la correlacion lineal (figura 7.2). Este mutante es mas
eficiente para la lactosa, sin embargo es menos estable que wt. La elevada
eficiencia del mutante se debe ala k.«®PP que es el doble que de wt, a pesar
de tener afinidad similar que wt, por la lactosa. En las estructuras

cristalograficas, el residuo N366 esta orientado hacia la superficie de la
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proteina y no parece interaccionar con ningin otro aminoacido catalitico
esencial. Sin embargo, el reemplazamiento de la cadena lateral por un
grupo mas pequeno (N366A) podria permitir reajustes en la conformaciéon
del extremo C-terminal que producen efectos favorables en Ila
estabilizacién del estado de transiciéon en relaciéon al sustrato aceptor

(lactosa).
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Figura 7.2. Eficiencia catalitica (kco®P/Kn%r, de la lactosa) versus estabilidad

enzimatica (AGUNHZO) para o3GT wt y mutantes. Los valores de k., /K, son

cat

presentados en porcentajes relativos a valores de wt.

Finalmente, se resalta que tanto en las estructuras cristalograficas como en
el modelo molecular a3GT/Mn2/UDP-Gal/Lac construido en la presente
tesis, los aminoacidos del extremo C-terminal interaccionan con el UDP-
Gal y en menor medida con la lactosa. El sustrato aceptor se sitia muy

expuesto al disovente, a diferencia del donador.
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Los mutantes estudiados en contexto del modelo molecular
03GT/Mn2/UDP-Gal/Lac.

Por las correlaciones entre la kca?P/Kn@PP del UDP-Gal y AG,, ™9, los
mutantes se han clasificado en tres grupos, tal como se ha discutido en el
apartado anterior. En el presente apartado, siguiendo el orden de esta
misma clasificacion, se discuten las funciones de los aminoacidos del
extremo C-terminal de la oa3GT en base al modelo molecular

a3GT/Mn2/UDP-Gal/Lac obtenido en la presente tesis (capitulo 1).

Mutantes del grupo A: V363A, V364A, N362A, T358A, N367A y V368A

La Val363 es el tinico aminoacido hidrofébico de la zona estudiada
expuesto a la superficie de la proteina. Tanto en el modelo molecular como
en las estructuras cristalograficas esta situado justamente en el vértice
superior de la inica hélice o y los aminoacidos vecinos mas cercanos son el
Gluz60 y GIn362 de la misma cadena, ademas de la Arg138 e His142 de la
hélice a2 (figura 7.3). Este mutante no mostré actividad, pero esta
carencia de actividad no se puede atribuir a un rol catalitico de la V363, ya
que en las estructuras cristalograficas y en el modelo molecular no
interacciona con ninguno de los ligandos. Por otra parte, la correlacion de
la kcat®PP/Kmapr del UDP-Gal y AG,,,"2° lo ubican en el grupo de mutantes
de aminoacidos que influyen en reordenamientos del empaquetamiento
estructural, lo cual es consistente con las estructuras moleculares. Por
tanto, el reemplazo de un residuo grande por un grupo mas pequeio
(V363A) reordenaria el empaquetamiento de la proteina en la zona C-
terminal, desfavoreciendo significativamente la estabilidad del estado de
transicion conduciendo a la pérdida de actividad de la a3GT bovina.
Ademas, en a3GT de otros organismos, por alineamiento de secuencias
(capitulo 1), se puede observar que esta posicion esta siempre ocupada por
un residuo hidrofébico voluminoso, que en la mayoria de las especies es la

leucina.

142



Capitulo 7

Figura 7.3. Extremo C-terminal de la a3GT bovina donde se muestra a la valina 363
expuesta a la superficie de la proteina (modelo a3GT/Mn2/UDP-Gal/Lac). E1 UDP-Gal se

muestra con volimenes de Van der Waals.

El mutante V364A muestra la actividad méas baja de toda la serie de

mutantes (para UDP-Gal 12% respecto a wt y 2% para lactosa, aunque la

K™ o cq € muy similar a la de wt (capitulo 5). Sin embargo, la K es

mLac
significativamente superior a wt, reflejando una baja afinidad por el
sustrato aceptor. La valina 364, a diferencia de la valina 363 est4 orientada
hacia el interior de la proteina e interacciona con las porciones
hidrofobicas de la Argi38, Tyri39, Hisi42 y Tyri43 (figura 7.4). No
interacciona directamente con ninguno de los ligandos, sin embargo lo
hace con la Tyr139 que a su vez interacciona tanto con el anillo de uridina
del UDP como con el fosfato o del UDP (figura 7.4). Posiblemente, la baja

afinidad del mutante V364A por el aceptor se deba a una modificacién en
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el arreglo de conformacion de la zona C-terminal, disminuyendo la
capacidad de union para el aceptor, sin embargo, tal modificacion no

afectaria la afinidad por el donador, que segin los analisis cinéticos, la

K o cu (9.067 uM) del mutante es practicamente similar a wt (8.024

uM).

UDP-Gal

fg) al

. e

-

His142 \

Figura 7.4. Interacciones de la valina 364 (en azul) con residuos vecinos (modelo
03GT/Mn2/UDP-Gal/Lac).

La N362 tiene la cadena lateral expuesta al disolvente, en las estructuras
moleculares (figura 7.5). De modo que no interaccionan con ninguno de
los ligandos. La disminucion de su eficaciencia catalitica se atribuye a una
disminucion de su estabilidad, datos que son consistentes con su ubicacion
de este aminoacido en las estructuras moleculares. Al igual en que en los
anteriores mutantes, el reemplazo de la cadena lateral, por un grupo mas
pequenio (N362A) conduciria a una conformaciéon que desfavorece la

estabilizacion del estado de transicion.
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Figura 7.5. Situaciéon de los amino4cidos Asn362 y Asn36 de la zona C-teminal en la
03GT (modelo a3GT/Mn2/UDP-Gal/Lac).

A diferencia de los anteriores mutantes, T358A, N367A y V368A tienen
eficiencias cataliticas mas altas que wt. Estructuralmente, la substitucion
de un grupo voluminoso por otro méas pequeiio, como la alanina, resulta en
una mejor estabilizacion del estado de transicién, aumentando la eficiencia
catalitica, especialmente en N367A y V368A, hasta 2 y 3 veces
respectivamente, en relacion a la ke P/Kn®P de wt. Los aminoacidos
N367 y V368 son los ultimos del extremo C-terminal y sus cadenas
laterales estan orientadas hacia el interior de la proteina, interaccionando
con el W195 de la hélice a4, que a su vez interacciona directamente con los
fosfatos del UDP-Gal (figura 7.6). La afinidad por el UDP-Gal en los
mutantes N367A y V368A es tres veces mayor que la de wt, ademas la

kea®PP de V368A es casi el doble que de wit.
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UDP-Gal

Asn3gy

GIn196

Figura 7.6. Interacciones de la asparagina 367 y valina 368 con el tript6fano 195. (A)
Interaccién con el UDP-Gal y (B) distancias entre los aminoacidos vecinos (modelo
03GT/Mn2/UDP-Gal/Lac).
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Mutantes del grupo B: E360A y N366A

La relacion entre la eficiencia catalitica y estabilidad de estos mutantes se
desvia ligeramente de la correlacion lineal, lo cual sugiere que los
aminoacidos E360 y N366 tienen mayor influencia en el empaquetamiento
de la proteina que en la interaccion directa con ligandos.
Estructuralmente, ninguno de éstos aminoacidos tiene la cadena lateral
orientada hacia la cavidad catalitica de la enzima. El glutamano 360
interacciona con la histidina 142 y la tirosina 143 (figura 7.7). El reemplazo
del grupo lateral polar y voluminoso por alanina en el mutante E360A no
modifica su estalidad respecto a wt. Los estudios cinéticos de este mutante
muestran que la afinidad por el UDP-Gal disminuye ligeramente, mientras
la kcq9PP se incrementa hasta 1.4 veces la de wt, por tanto la eficiencia es

solo ligeramene superior del wt.

His142

Ccoo-

Figura 7.7. Interacciones del glutamato 360 con aminoacidos de la hélice a3 (modelo

03GT/Mn2/UDP-Gal/Lac).
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La asparagina 366 tiene la cadena lateral expuesta al disolvente (figura
7.5). El reemplazo de la cadena lateral por alanina (N366A) disminuye la
polaridad y también el volumen del residuo, que se traduce en una
disminucion de la estabilidad. Sin embargo, su posicion alejada del sitio

activolo no afecta significativamente la eficiencia catalitica.
Mutantes del grupo C: K359A, Y361A y R365A
Los aminoacidos K359, Y361 y R365 interaccionan directamente con el

sustrato donador (figura 7.8). Consiguientemente, sus respectivos

mutantes de alanina no son capaces de interaccionar con el ligando, lo cual

se ve reflejado por la actividad no detectada de éstos mutantes.

Figura 7.8. Interacciones de los residuos Arg36s, Tyr361 y Lys359 con los fosfatos del
UDP-Gal en el modelo a3GT/Mn2/UDP-Gal/Lac.
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La Lys359 es de especial interés por ser el aminoacido que se sitia mas
cerca de los atomos de ambos sustratos participantes en la reaccion, segiin
el modelo a3GT/Mn+2/Gal-UDP/Lactosa. Los resultados experimentales
han demostrado que su sustitucién por alanina da un mutante cuya
actividad no se ha detectado, lo cual sugiere su importancia catalitica y ha
llevado a proponer su rol como posible base general en la reaccion,

catalitica, como se ha explicado en el capitulo 1 (figura 7.9):

MNHz E317
e
%%
K359 i
Q. HO
HO,
HO“‘H@ }I'-.:;i’vo \M‘}?
\\._/05_

K358
ENZIMA LIBRE

HO

HO
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Figura 7.9. Rol de la lisina 359 como base general en la catélisis de transglicosilacién de
la a3GT.
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Capitulo 7

La lisina 359, podria actuar como &acido contribuyendo a la hidrolisis del
enlace entre la galactosa y el UDP, posteriormente como base activando la

nucleofilia de la lactosa o N-acetilactosamina.

En conclusion, los estudios cinéticos y de estabilidad de mutantes de
alanina de cada uno de los aminoacidos 358-368 (capitulos 5y 6) fueron
muy consistentes con las estructuras moleculares de los complejos y el
modelo obtenido con ambos sustratos, permitiendo establecer las
funciones de cada uno de los aminoacidos del extremo C-terminal de la

a3GT.
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1.

CONCLUSIONES

A partir de estructuras -cristalograficas, se desarrollaron dos
modelos moleculares de la a3GT, el primero con sustratos UDP-Gal
y lactosa, y el segundo con el producto. Ambos complejos
moleculares obtenidos han permitido inferir las principales
interacciones de los residuos del extremo C-terminal con los
ligandos, y se ha propuesto la funcion de la lisina 359 que actuaria

como catalizador acido base.

Se obtuvieron mutantes del extremos C-terminal de la o3GT:
T358A, K3590A, E360A, Y361A, N362A, V363A, V364A, R365A,
N366A, N367A y V368A, los cuales se expresaron en E. coli
BL21(DE3) y se purificaron por cromatografia de afinidad
obteniéndose buenos rendimientos, es decir en cantidades
suficientes para realizar experimentos de caracterizacion cinética y
de estabilidad, como proteinas con purezas > 95%. Todas las
proteinas recombinantes tienen procesada la metionina inicial en el

extremo N-terminal, siendo el primer residuo, glicina.

Se ha desarrollado un método para estudios cinéticos de
glicosiltransferasas, basado en HPCE sin derivatizacion de sustratos
ni productos, donde se monitoriza la formaciéon del UDP generado
como subproducto. Este método rapido y versatil puede aplicarse a
otras reacciones enzimaticas donde hay participacién de

nucleétidos o azicar nucleétidos.

Se valid6 un ensayo radiométrico suficientemente sensible (limite

de cuantificacién = 0.28uM) para detectar bajas concentraciones de
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producto de la transglicosidacion catalizada por la a3GT, necesario

para estudiar velocidades iniciales de la enzima.

. Se caracterizaron cinéticamente los mutantes del extremo C-

terminal de la a3GT. Para K359A, Y361A, V363A y R365A no se ha
detectado actividad, por lo cual, los aminoacidos correspondientes
son fundamentales para la actividad a3GT. K359, Y361 y R365
interaccionan con los fosfatos del UDP-Gal, ademas K359A
también interacciona con el hitroxilo 3 de la lactosa en el modelo
molecular, por lo cual se ha propuesto un nuevo mecanismo de
raccion donde K359 jugaria un rol fundamental como acido/base.
Por otra parte, los mutantes N367A y V368A resultaron serde 2 a 3

veces mas activos que wt, respectivamente.

. Los estudios de estabilidad de la a3GT y de los mutantes del
extremo C-terminal mediante desnaturalizacion en equilibrio en
urea, revelan que wt y mutantes de residuos no involucrados
directamente en la interaccion con los sustratos, presentan mayor
estabilidad, que aquellos que segin los modelos moleculares y las
estructuras cristalograficas, interaccionan directamente con el UDP
o UDP-Gal. Por otra parte, se encontr6 que la presencia de UDP
estabiliza al enzima wt, mientras que este efecto estabilizador del
UDP disminuye en mutantes de residuos directamente implicados
en las interacciones con el UDP-Gal, tales como K359A, Y361A y
R365A del extremo C-terminal. Al eliminar la cadena lateral que
interacciona con el UDP, la presencia del ligando practicamente no

afecta a la estabilizacion.
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MATERIALES Y METODOS

Capitulo 1
Modelizacion molecular de complejos de la a-1,3-galactosiltransferasa

con sustratos y producto

Alineamientos de secuencias

Los alineamientos dobles de secuencias fueron realizados con el programa
SIM utilizando la matriz Blosum62 (servidor ExPasy
http://www.expasy.org). Los alineamientos miltiples fueron realizados
con el programa Multalin version 5.4.1, con la matriz Blosum62
(http://www.expasy.org). Las secuencias empleadas fueron tomadas del

GenBanc segtn los codigos de acceso que se indican las tablas 1.2 y 1.3.

Modelizaciéon molecular

Los modelos estructurales de las proteinas iGbs y Forss-S fueron
generados a partir de la homologia de secuencias con las de a3GT, GT-Ay
GT-B, y utilizando como moldes las estructuras cristalograficas de éstas
ultimas tres proteinas. El programa empleado fue Swiss-Model, disponible
partir del servidor ExPasy. La validacion de los modelos se realizd6 por
sobreposicion de éstos con estructuras cristalograficas conocidas de la
oGT, GT-Ay GT-B.

El modelo del complejo a3GT/UDP-Gal/lactosa/Mn*2 fue construido
utilizando como base lar coordenadas atémicas de la estructura
cristalografica 1GWV (Boix, et. al. 2001) que contiene UDP y lactosa. El
UDP fue removido de 1GWV y en su lugar se ancl6 la UDP-Gal en la misma
conformacién en la que estd presente UDP-2F-Gal para el complejo
cristalizado LgtC/UDP-2F-Gal/Mn. Previamente, el flior fue sustituido
por el grupo correspondiente a la galactosa. Posteriormente se seleccion6

una esfera de radio 12A cuyo centro se hizo coincidir con el centro del sito
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activo de la enzima. Esta zona fue sometida a varios ciclos de optimizaciéon
geométrica mediante mecanica molecular utilizando el campo de fuerzas
CHARM con parametrizacion para azucares. El algoritmo empleado fue

Steepesd Descent, con gradiente de optimizacién de 0.1 Keal/(A mol).

El modelo del complejo a3GT/UDP/producto/Mn+2 fue obtenido a partir
del modelo previamente construido «3GT/UDP-Gal/lactosa/Mn+2. La
adecuada orientacién y distancia del O3 de la lactosa hacia el Ca ha
facilitado trazar el enlace entre estos dos 4tomos, a la vez que se eliminé el
enlace del Ca con el oxigeno del UDP. A continuacion se seleccion6 una
esfera de radio 12A cuyo centro se hizo coincidir con el del sitio activo de la
enzima. La zona seleccionada se someti6 a varios ciclos de optimizacion

molecular de la misma manera que se explic en el parrafo anterior.

Capitulo 2
Mutagénesis dirigida de residuos del extremo C-terminal de la

o-1,3-galactosiltransferasa, expresion y purificacion

Cepas y vector:

Cepa de clonacién: Escherichia coli DHso (Life Technologies)
(02EcDH500400II), genotipo: F- ¢8odlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169
deoR recA1 hsdR17(rk, mx*) phoA supE44 A\~ thi-1 gyrAg6 relA1.

Cepa de expresion: Escherichia coli BL21 DE3 (Novagen)
(03EcBL21DE3ao500I), genotipo: F- ompT hsdSs gal decm (DE3).

Plasmido pET15b-a3GT/s. Vector pET15b (Novagen) conteniendo el gen

del dominio catalitico de la enzima a-1,3-galactosil transferasa bovina.

Medios de cultivo:
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Medio LB (Luria Bertani): En un litro de agua destilada se disuelve 10 g de
bactotriptona (Scharlau), 5 g de extracto de levadura (Scharlau) y 5 g de
cloruro de sodio (Panreac). Se ajusta el pH a 7.0 con NaOH 5 N. La mezcla

se autoclava a 126 °C por 26 minutos.

Medio 2YT: En un litro de agua destilada se disuelve 16 g de bactotriptona
(Scharlau), 10 g de extracto de levadura (Scharlau) y 5 g de cloruro de
sodio (Panreac). Se ajusta el pH a 7.0 con NaOH 5 N. La mezcla se

autoclava a 126 °C por 26 minutos.

Preparacion de células competentes

Se utiliz6 el método quimico mediante lavados celulares con CaCl.
(Sambrook J y Russell DW: 2001). Todo el proceso de preparaciéon de
células competentes se realiza de forma esteril y utilizando materiales y
reactivos previamente autoclavados. A partir de una colonia Gnica de
células se realiza un cultivo en 3 ml de medio liquido 2YT, que se incuba a
37°C y 300 rpm overnight. 300 Wl de este cultivo se inoculan a 30 ml de
medio de cultivo 2YT y se incuba a 37°C y 300 rpm hasta alcanzar una
densidad 6ptica aproximada de 0.3 a 600 nm. El cultivo se mantiene a 0°C
durante 20 minutos y se centrifuga a 3000 rpm, a 4°C por 10 min. Se
elimina el sobrenadante y el botén celular se resuspende cuidadosamente
(por pipeteo) en 15 ml de CaCl. 50 mM a 4°C. Se mantiene la suspension
en frio a 0°C durante 15 minutos, luego se centrifuga a 3000 rpm, a 4°C
por 10 min y nuevamente se elimina el sobrenadante, el botén celular se
resuspende en 3 ml de CaCl. 50 mM frio. Las células asi tratadas se
conservan a 4°C y pueden ser transformadas en 4 horas, aunque la
méaxima eficacia de transformacién se consigue al cabo de 16 a 24 h. Para
utilizar las células competentes en posteriores experimentos se pueden

conservar a -20 °C, afiadiendo un 15 % de glicerol a la suspension celular.

Transformacion
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Se utiliz6 el método de transformacion por shok térmico. En diferentes
tubos de Eppendorf que contienen 100 ul de células compententes se
afiaden 50 ng del DNA plasmidico en volimenes inferiores a 5 ul y se agita
cuidadosamente. Se aconseja transformar con diferentes diluciones de
DNA stock para asegurar la obtencion de colonias aisladas, y también
realizar un control negativo anadiendo 5 ul de agua autocalvada y un
control positivo con un plasmido de referencia (PUC19), para comprobar
la eficacia de las células competentes preparadas. Las células tratadas con
el DNA y los respectivos controles, se incuban a 0°C durante 30 min,
posteriormente se someten a un shok termico, llevandolas a 42°C duratne
2 min e inmediatamente a 0°C por 5 min. Posteriormente se adicionan
300 ul de medio de cultivo 2YT y se incuba 45 min a 37°C para inducir la
expresion de B-lactamasa, que proporciona la resistencia a la ampicilina en
células transformadas con DNA plasmidico conteniendo el gen
correspondiente a la B-lactamasa. Estas células se siembran en placas de
LB suplementadas con 100 pul de ampicilina (20 mg/ml) y se cultivan a

37°C hasta 12 h, para evitar la formacién de colonias satélites.

Obtenciéon de DNA plasmidico.

Se utilizaron kits comerciales de mini y midiprep, segin la cantidad de
plasmido que se requeria segin el tipo de experimento. Para realizar un
screening de diferentes clones de colonias transformadas para detectar la
presencia de una determinada mutacion se realizaron minipreps. Para
obtener stocks de plasmidos mutantes confirmados se realizaron
midipreps. Los kits empleados fueron midiprep Wizard de Promega

(#A7640), y miniprep Wizard de Promega (#A7640).

Electroforesis analitica de DNA en gel de agarosa.

Tampones. Tampon 50x TAE: 242 g Tris-base, 57.1 ml AcOH glacial, 100
ml EDTA 0.5 M (pH 8.0) 6 18.5 g EDTA sdlido. Enrasar a 1 It con agua
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destilada. La disoluciéon de trabajo es 40 mM de tris-acetato y 1 mM de
EDTA. Tampén de carga 10x: 500 mg glicerina, 200 pul EDTA 0.5 M (pH
8.0), 100 ul SDS 10%, 200 M1 azul de bromofenol (E. Merck, 12.5 mg/ml),

200 ul xilencianol (Eastman Kodak). Afiadir agua desionizada hasta 1 ml.

Marcador de peso molecular. DNA molecular Weight Marker III
(Boehringer Mannheim Gmbh):

pb ngdeMlllen1ul  ngde Mill en 3 uL
21226 109.4 328
5148 26.5 79
4973 25.6 77
4268 22.0 66
3530 18.2 54
2027 10.5 31
1904 9.8 29
1584 8.2 24
1375 71 21
947 4.9 15
831 4.3 13
564 2.9 8.7
125 0.6 2
>=48502 2=250 2=750

Preparacion del gel. Se disuelve 0.25 g de agarosa en 25 ml de agua milli Q
y posteriormente se lleva la disolucién a ebullicion. Se deja enfriar y luego
se anaden 500 pul de tampén TAE 50X agitando suavemente y 1.25 ul de
bromuro de etidio (10 mg/ml en tampén TAE). Antes de que gelifique la
agarosa, se transfiere a un molde y se coloca un peine de plastico para

formar los pocillos de carga en el gel. Se deja gelificar durante 30 min.

Preparacion de las muestras. Se Preparan 10 pl de diluciones de la
muestra de DNA en agua milli Q autoclavada, de forma que la cantidad

total de DNA estimada sea de 10 a 30 ng y se afiade 1 ul de tampén de
carga.

Procedimiento: Cuando el gel estd completamente gelificado se introduce

en la camara electroforética y se anaden 250 ml del tampon de
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electroforesis TAE 1x, previamente preparado por dilucion del estock 50x.
Se cargan 10 pl de la muestra en cada pocillo del gel, y en uno de ello el
marcador de peso molecular. Finalmente se conecta la camara
electroforética a la fuente de alimentacién, a un potencial de 70 V por 1.5
h. Las bandas de DNA en el gel se visualizan a través de un

transiluminador de luz ultravioleta.
Cuantificacion de DNA

Cuantificacion por electroforesis. Se cuantifica por comparacién de la
intensidad de la banda o bandas de interes de DNA muestra, con bandas
patron de marcador que corresponden a cantidades conocidas de DNA,

segln la siguiente ecuacion:

n°pb banda de intensidad equivalente (muestra)

ngDNA =
Zpb de todas las bandas del marcador

x ngtotales del marcador cargado

El marcador utilizado es el DNA Molecular Weight Marker III
(Boehringer Mannheim Gmbh), ver apartado 1.3.

Cuanificacion por espectrofotometria. Se determina la concentracion de
DNA espectrofotométricamente por el método de las adiciones, leyendo a
260 nm, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Abs =¢-b-[DNA]- fd

donde: A4bs = absorbancia, € = coeficiente de extincién molar,» = camino
optico (1 cm), [DNA]= concentracién de DNA y fd = factor de dilucién.

Obteniendo la pendiente la curva se calcula la concentracion de DNA:

[DNA]:L
b
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Los coeficientes de extincion molar para diferentes tipos de DNA son:

Tpode DNA ¢ (ug’ micm’)

oligonucleotidos 0.050
ssDNA 0.025
dsDNA 0.020

Secuenciacién por el método BigDye Terminator v2 (ABI Prism, PE).

En un tubo de Eppendorf autoclavado se prepara la siguiente mezcla de
reaccion: 1 ul DMSO 50%, 4 ul (=200 ng) de dsDNA (circular o plasmidico)
a secuenciar, 1.5 ul de primer 5 pmol/ul (T7 promotor o T77 terminador) y
9.5 ul de agua autoclavada. La mezcla de reaccion se lleva a termociclador

y se ejecuta el siguiente programa:

PASO TEMPERATURA TIEMPO

1 98 °C 5 min
2 94 °C 3 min
3 96 °C 30 seg
4 50 °C 15 seg
5 60 °C 4 min
6 29 veces a partir del paso 3
7 4°C Infinito
8 End

Terminado el paso 1, se pone en pausa el programa para llevar los tubos a
hielo por 1 min, luego se anaden 4 ul de Premix adjunto en el Kity 15 ul de
aceite mineral para evitar la evaporacion. Los tubos se llevan nuevamente
al termocilcador y se pone en marcha el programa de los pasos 2 a 8.
Finalizados los ciclos de reaccién, se procede con la eliminacion de los
dNTPs no incorporados, para ello se transfieren 18 pl de la mezcla de
reaccion a nuevos tubos de Eppendorf y se anaden 19 ul de agua
autoclavada y 61 ul de etanol. La mezcla se mantiene 10 min en hielo, luego
se centrifuga a temperatura ambiente durante 20 min a 13 200 rpm y se
elimina el sobrenadante por aspiracion. Se anaden 200 ul de disolucién de
etanol al 70 %, se centrifuga 2 min a 13 200 rpm y se elimina el
sobrenadante por aspiracion. Se deja secar el pellet en un desecador y se

envian estas muestras al Servicio Cientifico Técnico de la Universidad de
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Barcelona para la electroforesis capilar de secuenciaciéon. Los
cromatogramas y secuencias se leen y analizan con el programa
CROMAS2.

Mutagénesis dirigida por PCR total

Disenio de oligonucleétidos (primers) mutagénicos. Longitud adecuada,
entre 25 y 45 mononucledtidos. La mutacion deseada debe estar
flanqueada por alrededor de 15 nucle6tidos por cada lado. Ambos
oligonucleotidos mutagénicos deben contener la mutacién deseada
alineada en la misma secuencia de la cadena opuesta. El primer nucleétido
a adicionarse (extremo 3°) en la reaccion de polimerizacion debe
corresponder al de adenina para ambas cadenas. La temperatura de fusiéon
(Tm) maxima no debe superar a la temperatura de elongacion. La
temperatura de hibridaciéon (annealing) se sugiere que esté cerca de 2°C
por debajo de la Tm para evitar la formacién de repeticiones. Los
oligonucle6tidos 6ptimamente tendrian que tener un minimo de GC de
40%, y tendrian que terminar en una o mas nucle6tidos de C o G. Los

oligonucleotidos se diluyen a una concentracion de 100uM.

Mezcla de reaccién para la DNA polimerasa PfuTurbo. Tampén de
reaccion (10x para PfuTurbo) 5ul (1X). DNA molde (doble cadena) de 5 a
song. Oligonucledtido mutagénico #1, o0.25uM. Oligonucle6tido
mutagénico #2, 0.25uM. Mezcla de dNTPs, 0.2mM. DNA polimerasa
PfuTurbo 2.5U (se anade al final). Agua milli Q hasta completar un

volumen total de sopl.

Mezcla de reaccién para la EcoZyme. Tampén de reaccion (10x para
EcoZyme) s5ul (1X). DNA molde (doble cadena) de 5 a s5o0ng.
Oligonucle6tido mutagénico #1, 0.25uM. Oligonucle6tido mutagénico #2,

0.25uM. Mezcla de dANTPs, 0.2mM. MgCl. de 1.5 a 4mM. DNA polimerasa
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EcoZyme 2.5U (se anade al final). Agua milli Q hasta completar un
volumen total de sopl.

Ciclos de temperatura. (Paso 1) Desnaturalizacién inicial 95°C, 30s. (Paso
2) Desnaturalizacion 95°C, 30s. (Paso 3) Hibridizacion. la temperatura de
hibridizacion depende de las caracteristicas del oligonucleétido, y debe ser
unos 2°C menor que la temperatura de fusion (Tm), la cual se calcula segin

el la siguiente ecuacion:

Tm=81.5+0.41(%CG)-675/N-%bases desapareadas

donde N es la longitud del oligonucle6tido mutagénico. (Paso 4)
Elongacién: para PfuTurbo, 2min/Kb a 68°C, para EcoZyme 10nmoles de
dNTPs/30min a 72°C, el tiempo depende del tamafio del plasmido. (Paso
5) Volver al Paso 2 de 25 a 30 veces. (Paso 6) Conservacion a 4°C

indefinidamente.

Digestiéon con Dpni. Afiadir 1ul de la enzima Dpnz1 al producto crudo de la
PCR total. Incubar la reaccion por 12 horas a 37°C. Finalmente, se

transforma células E. coli DH50 con 10 ul del crudo de la reaccion.

Expresion de la a~1,3-galactosiltransferasa.

Tampones y reactivos. IPTG (Isopropil-ftiogalactésido): 100 mM. PMSF
(Fluoruro de fenilmetasulfonil fosfato): 100 mM en etanol. Disolucién de
lisis: 0.25 ml de tampo6n de lisis BB (4x), 20 ul de lisozima (10 mg/ml), 10
ul de Triton X-100, 2 ul de DNAsa (20 mg/ml), 10 ul PMSF (100 mM) y
volumen necesario de agua para aforar a 1 ml. Tamp6on BB: 2M NacCl,
8omM tris-HCI: 9.69g /L tris-HCl, 116.88¢g/L, pH 7.9.

Tansformacién de vectores de expresion e induccion de la expresion. Se

transforman (como en el apartado 1.1.2) las células competentes

BL21(DE3) con el plasmido de interés, y de la placa de transformantes se
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selecciona una colonia, que se siembra en una placa LB para obtener
colonias tinicas. Se prepara un pre-inoculo de 4 ml de medio LB a partir de
una colonia tnica. Se incuba a 37°C y 300 rpm hasta que se aproxime a
una DO (600 nm) de 0.8. Posteriormente, se transfiere 1 ml del de pre-
in6culo a 1 It de medio LB, y se incuba o/n a 300 rpm y 37°C. Finalmente,
la expresion se induce con 800 pl de IPTG (100 mM) durante 4 h a 30°Cy

250 rpm.

Lisis celular. La a-1,3-galactosiltransferasa es una proteina expresada en
el medio intracelular, por tanto, se debe llevar a cabo una lisis celular. La
lisis puede ser realizada con lisozima o por sonicacién, con ésta ultima
técnica se obtuvo mejor resultados cuando la expresiéon se realiz6 en
volumen de cultivo mayores a 200 ml (recomendable para la purificacion
preparativa de proteina). En ambas técnicas se centrifuga el cultivo
durante 10 minutos a 8000 rpm y 4°C para separar el medio de cultivo del

sedimento bacteriano. El medio extracelular se descarta.

Lisis por sonicaciéon. El boton celular se resuspende en tampo6on BB 1x de
modo que concentre 1/10 el volumen inicial del cultivo. Mantener la
muestra en todo momento en un bafio de hieloSe anade PMSF, que es un
inhibidor de proteasas, de manera que la concentracién final de PMSF sea
de 1 mM. El PMSF se hidroliza y se ha de renovar cada 30 minutos. El
sonicador se limpia con NaOH (1 M), agua Milli-Q y tampon BB 1X. Se
sonica la disoluciéon aplicando los siguientes parametros: Qutput control=
5.5y Duty Cycle= 40 %. Se realizan pulsos de sonicacién durante 30 sy se
dejan transcurrir 10 min entre pulsos para evitar que la temperatura de la
suspension supere los 10°C. El proceso de sonicacion tiene una duracion
aproximada de 1 hora 30 minutos para cultivos de 200 ml y de 45 minutos

para cultivos de 5 ml.
La suspension resultante de la lisis se centrifuga a 10000 rpm y 4°C

durante 15 min para separar la fraccion citoplasmatica soluble de la

insoluble, que contiene los restos de las paredes y membranas celulares,
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entre otros. Para analizar el contenido de la fraccion intracelular insoluble
por electroforesis en gel de acrilamida, se resuspende afadiendo SDS y se
agita con vortex y/o se aplica ultrasonido. Tando las muestras de la
fraccion soluble como la resuspendida en SDS pueden ser desnaturalizadas
y cargadas en el gel. La fraccion soluble interesa para purificar la enzima
activa, por ello se filtra (0.22 um) y se carga a la columna previamente

acondicionada como se explica mas adelante.

Analisis de expresion por electroforesis de proteinas SDS-PAGE.

Disoluciones. Disolucion A: Acrilamida / bis-acrilamida 30 %, Mix ratio
91:1 (Sigma) filtrada con filtro de 0.2 um. Disolucién B: Tris-HCI 1.5 M;
9.08 g tris-base (Merk), anadir 40 ml de agua milli Q y ajustar el pH a 8.8
con HCl 5 N y enrasar a 50 ml con agua milli Q. Disolucién C: Tris-HCI 0.5
M; 3 g tris-base (Merk), afiadir 30 ml de agua milli Q, ajustar el pH a 6.8
con HCI 5 N y enrasar a 50 ml con agua milli Q. Disolucion D: SDS 10 %;
10 g SDS (Scharlau), 100 ml agua milli Q. Disolucion G: Persulfato
amonico 20 %; 100 mg (NH,).S.0, (Bio-Rad), 0.5 ml agua milli Q.
Preparar cada vez, justo antes de utilizar. Disolucién Coomassie: disolver
al 1 % la disolucién Coomassie Brillant Blue R (Sigma) en una mezcla
AcOH, MeOH y agua (2:9:9). Disolucion destefiidora: 50 % agua destilada,
40 % MeOH y 10% AcOH. Marker Low Range de Bio-Rad.

Tampones. Tamp6n de carga: 4 ml agua milli Q, 1 ml Tris-HCI 1.5 mM, 0.8
ml glicerina (Merk), 1.6 ml SDS 10 % (p/V), 0.4 ml B-mercaptoetanol (Bio-
Rad), punta de espatula de bromofenol (Bio-Rad). Tampoén de
electroforesis 5x: 7.5 g de Tris-base (Merk), 36 g glicina (Merk), 2.5 g SDS
(Scharlau), anadir 40° ml de agua milli Q y ajustar el pH a 8.3 con HCl 5

N. Enrasar a 500 ml de agua.

Preparacion del gel. Se utilizé una celda electroforética Mini-PROTEAN®

de Bio-Rad. Primero se prepara el gel separador (14 % en acrilamida): en
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un vaso de precipitados se mezclan 2.75 ml de Agua Milli Q, 100 ul de
disolucion D, 2.5 ml de disolucién By 4.6 ml de disoluciéon A; se agita y se
afiaden 50 pul de disolucion G y 5 ul de TEMED. Con esta mezcla se llena el
bolsillo de vidrio hasta 2 cm por debajo de la superficie total, luego se
vierte cuidadosamente agua Milli Q. Se espera a que la mezcla gelifique,
aproximadamente 30 min. Luego se prepara el gel apilador (4 % en
acrilamida): en un vaso de precipitados se mezclan 6.1 ml de agua Milli Q,
100 ul de disolucion D, 2.5 ml de disolucion C y 1.3 ml de disoluciéon A; se
agita y se anaden 50 l de disolucién G y 10 ul de TEMED. Se elimina el
agua previamente afiadida en el bolsillo de vidrio, utilizando papel filtro,
posteriormente se completa el llenado del bolsillo de vidrio con esta
mezcla que dara lugar al gel apilador. Justo después de verter la mezcla se
coloca el peine que defiirad los pozos de carga entre los dos vidrios que

forman el bolsillo. La gelificacion tiene una duracién de 30 minutos.

Carga de las muestras y del marcador de pesos moleculares. El gel
polimerizado se coloca en el soporte de electroforesis y se introduce en la
celda electroforética. Se prepara el tampén de electroforésis (70 ml de
tampon 5x mas 280 ml de agua Milli Q) y se vierte en la cavidad central de
la celda electroforética hasa llenarla completamente, el resto se vierte en la

cavidad principal de la celda.

Marker Low Range de Bio-Rad: en un tubo de Eppendorf se vierten 2 ul
del marcador de pesos moleculares, 4 ul de tampon de carga y 14 ul de

agua Milli Q, se mezcla por pipeteo.

Cada muestra se prepara en un tubo de Eppendorf: se vierten 10 ul de
muestra, 4 ul de tampoén de carga y 6 ul de agua Milli Q, se mezcla por

pipeteo.
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Tanto el marcador de pesos moleculares como las muestras preparadas se
centrifugan a 10 000 rpm por 10 s, y se introducen a un bafo termostatico
a 95°C durante 10 minutos. Se dejan enfriar, se centrifugan nuevamente a
10 000 por 10, s y cargan 20 W en cada pozo del gel con una jeringa
Hamilton y utilizando un accesorio de guia que viene adjunto con el kit.
Una vez concluida la carga se retira el accesorio de guia y se pone la tapa
de la celda electroforética con la polaridad correcta. La electroforesis se

realiza a 160 Vy dura aproximadamente 1 h.

Tincion y revelado. Se extrae el gel del bolsillo y se lleva a un recipiente
conteniendo disolucién de Coomasie para la tincion. El recipiente se lleva
a un agitador orbital por un periodo de 15 a 30 min. Posteriormente se
elimina o recicla la disolucion de Coomasie y se procede con el revelado,
que consiste en decolorar el gel hasta que se distingan las bandas
correspondientes a las proteinas, lavandolo con la disolucion desteniidora
en un recipiente y con agitacion orbital. El gel revelado se puede conservar
a temperatura ambiente dentro de una bolsa plastica sellada conteniendo

agua Milli Q para evitar su deshidratacion.

Purificacién de proteinas por cromatografia de afinidad HiTrap

Chelating Column

Stock de tampones 4x: Todos los buffers deben prepararse con H.O milliQ
y filtrarse por 0.45u. Tampon de carga (Charge buffer) 200 mM NiSOy:
para 250 ml, 13,14g NiSO,-6H.0 (262.85g/mol). Tampo6n de quitado de Ni
(Strip buffer, SB) 4oomM EDTA, 2M NaCl, 8omM Na;PO,: para 250 ml,
686,5mg Na.HPO,-12H.0, 2.17g NaH.PO,, 29.22g NaCl, 37.23g EDTA
(372.24g/mol), pH 7.4. Tampoén de unién (Binding buffer, BB) 2M NaCl,
8omM tris-HCI: 9.69g /L tris-HCI, 116.88g/L, pH 7.9. Tampoén de eluciéon
(Elution buffer, EB) 2M NaCl, 8omM tris-HCl, 1M imidazol: 4.846g
/500ml tris-HCl, 58.44g / 500ml NaCl, 68.08g / 500ml imidazol, pH 7.9.
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Acondicionamiento de la columna. La columna se lava con 5 volimenes
(25ml) de agua Milli-Q, evitando la entrada de aire a la columna. El cation
metalico se carga haciendo pasar pasan 7 volimenes (35ml) de Charge

Buffer. Finalmente se lava con 3 volimenes (15ml) de agua milliQ.

Carga de las proteinas. Se equilibra la columna con 5-10 volimenes (25-
5oml) de Binding Buffer a un flujo de 5ml/min. Posteriormente se aplica
la muestra resuspendida en Binding buffer. El volumen de muestra no es
critico si las proteinas de interés se unen fuertemente a la columna con las

condiciones del tampén de carga.

Lavados. Inicialmente se lava con 10 volimenes de Binding Buffer (50ml).
Posteriormente, se hace pasar el volumen suficiente de Binding Buffer
como para conseguir el lavado de todas las proteinas que no se retengan en

columna.

Elucién. Se eluye con un gradiente de imidazol de 0 a 0.5M imidazol (100
ml).

Limpieza columna y preservado. Concluida la eluciéon de la proteina, se
procede con la limpieza de la columna, tal como sigue a continuacion:
quitar el niquel de la columna con 5 volamenes de Strip Buffer, lavar con 5
volimenes de H.O milliQ y finalmente lavar con 5 volamenes de EtOH al
20% (en H.O milliQ).

Capitulo 3
Método de electroforesis capilar para analisis de azacar nucleétidos y

ensayos enzimaticos de glicosiltransferasas

Reactivos. UDP-galactosa, UDP-glucosa, UDP-N-acetilgalactosamina,
lactosa, UDP y HEPES (Sigma). Patron (2mg/ml) de albimina sérica
bovina (BSA) (Pierce). Acido 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfénico (ANTS)
(Fluka).
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o-1,3-Galactosiltransferasa bovina recombinante. Dominio catalitico de
la a-1,3-galactosiltransferasa bovina (aminoacidos 80-368) expresado en
E. coli BL21(DE3) y purificado por cromatografia de afinidad, tal como se

describe en el capitulo 2.

Condiciones de reaccion para la o~1,3-galactosiltransferasa. La mezcla de
reaccion enzimatica se prepar6 con UDP-Gal 10oouM, Ictosa 1omM,
MnCl., 13mM, BSA 0,13mg/ml, KCl 13mM, HEPES, pH 7.0, y la enzima a-
1,3-galactosiltransferasa. Se incub6 a 30°C y se fueron tomando alicuotas
de 20ul en diferentes intervalos de tiempo. Para cada alicuota se par6 la
reaccion calentando a 98°C por 30s (previamente se estudi6 la hidrolisis
térmica del UDP-Gal con método radiactivo, que se describe en el capitulo
4), se enfrio y se anadi6 5ul de patréon interno ANTS (50uM, concentracién

final). Las muestras asi obtenidas se llevaron a electroforesis capilar.

Analisis por electroforesis capilar

La electroforesis capilar se realizoé en un equipo Hewlett-Packard HP3P CE
G1600 AX equipado con un detector de diodo array UV-Vis. El capilar
(72cm de longitud, 50uM de diametro interno, silica fundida con una
burbuja de extension para el paso de la luz en la ventana de deteccion) fue
tratado o regenerado con 0.1M de NaOH, agua desionizada y tampén
(50uM de acido fosforico ajustado a pH2.5 con trietil amina) de corrida

(por 30, 10 y 10 min, respectivamente).

Las muestras se inyectaron hidrodinAmicamente con una presion de
5ombar por 12s. El acondicionamiento entre inyecciones consistio en el
equilibrado con tampoéon de corrida durante smin. La electroforesis se
realizé a 30kV y a temperatura constante de 30°C. Se utiliz6 el detector de
diodo array UV/Vis y los electrofoerogramas fueron obtenidos a una

longitud de onda de 270nm (20-nm slit).

169



Materiales y Métodos

Capitulo 4
Validacion de ensayo radiométrico para estudios cinéticos de la

o-1,3-galactosiltransferasa

Reactivos y equipos. Uridine diphosphate galactose [galactose-1-3H(N)]
9.1Ci/mmol (0.1mCi/ml). Liquido de centelleo biodegradable EcoLite™
(NC882475). Resina Dowex 1x8 (intercambio aniénico cloruro) 100g
(200-400 mesh) (Fluka 44339). Minivials C Roth Art. 5404.1 2000 stiick
OptiPhase ‘HiSafe’ 3 Perkin Elmer # 1200-437.

Validacion del método radiométrico

Se validaron el margen de linealidad del método, la repetibilidad, los
limites de deteccién y cuantificacion mediante la realizacion de una recta
patron a partir de una disolucion stock 150uM UDP-Gal*. El ratio
radioactivo:no radioactivo se optimiz6 en el desarrollo del método como
1/1000 (mol/mol) para un determinado estoc de UDP-Gal radioactivo. Al
cambiar la actividad especifica entre los diferentes estocs de UDP-Gal
radioactivo, lo que se hizo fue mantener el ratio en volimenes de la
disolucion radioactiva con la de no radioactivo UDP-Gal 0.5mM (1:21) en
todos los experimentos realizados, para obtener el mismo factor de

respuesta.

A partir de la disolucién 5ouM UDP-Gal* se prepararon una serie de
diluciones (25, 12.5, 6.25, 3.13, 156, 0.78, 0.39) y se cont6 la
radioactividad presente en cada una de ellas durante 2 minutos. Se
represento la recta patron y se determiné el margen de linealidad a través
del factor de respuesta (f + 15%). La repetibilidad se evalué a dos niveles
distintos de concentracion (0.78 y 50uM) con 6 repeticiones; y los limites
de cuantificacion y deteccion se calcularon a partir de la sefial del blanco

de agua milli-Q.

Estudio de la reaccion catalizada por la o3GT

170



Materiales y Métodos

La reacciéon se sigue en discontinuo tomandose alicuotas de 2oul a
determinados tiempos, y adicionandolas sobre un Eppendorf con 100ul de
EDTA 0.1M a 4°C que provoca la detencion de la reacciéon. Las muestras se
mantienen en hielo durante el tiempo que dura el ensayo, tras el cual se

procede a la cromatografia de intercambio aniénico.

Por cada una de las muestras se prepara una mini-columna a partir de una
punta de 1ml en cuya parte inferior se ha anadido un poco de fibra de
porcelana que ejerce de soporte. Entonces se afiaden 4ooul de la resina
Dowex (1600ul de la disolucién preparada), y se pasan 8ooul de agua
milli-Q. A continuacién se afiaden los 120ul procedentes del crudo de
reaccion y se eluyen con 0.2+0.3+0.4ml de agua milli-Q directamente
sobre el vial de centelleo. Se adicionan 4ml de liquido de centelleo al vial y
se cuenta la radioactividad durante 2 minutos.

. Reaccion en condiciones estandar

La reaccion se hace en goul de volumen y se toman 4 muestras de 2oul
cada una. Las condiciones estandar para la determinacion de actividad son
las siguientes: souM UDP-Gal* 1/1000 (6 1/639), Lac 1omM, MnCl2
13mM, BSA 0,13mg/ml, tampén HK 1X, pH 7.0 y T=30 °C. Los enzimas
wt y H315A se estudian en dilucién 1/10 en BB1x suplementado con Mn2+
13mM y BSA 0.13mg/ml; sin embargo el resto de enzimas de actividad

muy inferior (E317A, D316A, D225A, A282G) en disolucién estoc de BB1x.
Capitulo 5

Caracterizacion cinética de mutantes del extremo C-terminal de la

o-1,3-galactosiltransferasa

Tampon de reaccion HK: KCl 13mM, HEPES, pH 7.0,

Actividades especificas
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Las reacciones enzimaticas fueron monitorizadas mediante el método
radiométrico segin la metodologia descrita en el apartao anterior. Las
condiciones de reaccién fueron: lactosa 10mM, UDP-(1-3H-galactosa)
50uM, MnCl. 13mM, BSA 0,13mg/ml, tampén HK pH 7, temperatura 30
°C, volumen total 9oul. Se cuantificé la formacion de producto cada 3

minutos.

Parametros cinéticos

La Kn®P y la kepP para el UDP-Gal se obtuvieron a partir de la
monitorizacion de diferentes reacciones a concentraciones de UDP-Gal
entre 8 y 250uM, para cada uno de los enzimas mutantes. Posteriormente,
los datos se ajustaron al modelo de Michaelis Menten. A continuacion se
describe el procedimiento de preparaciéon de cada una de las mezclas de

reaccion:

Stocks y condiciones de reaccion:

Stocks Condiciones de reaccion
Lactosa 100 mM Lactosa 10 mM
UDP-Gal* 500 uM UDP-Gal* variable pM
UDP-Gal* 250 uM
MnCI2 130 mM MnCl, 13 mM
BSA 2 mg/ml |BSA 0,13 mg/mi
tampo6n HK 10 X tampo6n HK 1 X
pH 7
T 30 °C
Enzima 0,1327 uM Enzima 0,0037 uM
Volumen 90 ul

Preparaciéon de mezclas de reaccion:

[UDP-Gal*] UDP-Gal* Agua Lactosa MnCl, BSA HK
(1M) () () () () (W)  (u) Enzima
8 2,9 51,77 9 9 5,85 9 25
12 4,3 50,33 9 9 5,85 9 2,5
20 72 47,45 9 9 5,85 9 25 Stock
30 10,8 43,85 9 9 5,85 9 2,5 UDP-Gal*
40 14,4 40,25 9 9 5,85 9 25 250 uM
50 9,0 45,65 9 9 5,85 9 2,5
Stock
100 18,0 36,65 9 9 5,85 9 2,5 UDP-Gal*
250 45,0 9,65 9 9 5,85 9 2,5 500 uM
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Para cada reaccion se monitorizo la cinética tomando alicuotas de 20ul
cada 3 minutos. El analisis de las muestras fue mediante deteccion de
radiactividad por contador de centelleo como ya se ha descrito en la

seccion de materiales y métodos del capitulo 4.

La Knr y la ke®P para la lactosa se obtuvieron a partir de la
monitorizacion de diferentes reacciones a concentraciones de lactosa entre
0.5 y 15mM, para cada uno de los enzimas mutantes. Posteriormente, los
datos se ajustaron al modelo de Michaelis Menten. A continuaciéon se
describe el procedimiento de preparacion de cada una de las mezclas de

reaccion:

Stocks y condiciones de reaccion:

Stocks Condiciones de reaccion
Lactosa 100 mM Lactosa variable mM
UDP-Gal* 500 uM UDP-Gal* 50 uM
Lactosa 10 uM
MnCI2 130 mM MnCl, 13 mM
BSA 2 mg/ml |BSA 0,13 mg/mi
tampo6n HK 10 X tampo6n HK 1 X
pH 7
T 30 °C
Enzima 0,1327 uM Enzima 0,0037 uM
Volumen 90 ul

Preparaciéon de mezclas de reaccion:

[lactosa] lactosa UDP-Gal* MnCl; BSA HK
(mM) () Agua() ()  (u)  (u) () Enzima
0,5 4,5 50,15 9 9 5,85 9 2,5
Stock
1 9,0 45,65 9 9 5,85 9 2,5 Lactosa 10mM
2 18,0 36,65 9 9 5,85 9 2,5
3 2,7 51,95 9 9 5,85 9 2,5
6 54 49,25 9 9 5,85 9 2,5
; 4 Stock
9 8, 6,55 9 9 5,85 9 2,5 Lactosa 100mM
12 10,8 43,85 9 9 5,85 9 2,5
15 13,5 41,15 9 9 5,85 9 2,5

Para cada reaccion se monitorizo la cinética tomando alicuotas de 20ul

cada 3 minutos. El analisis de las muestras fue mediante deteccion de
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radiactividad por contador de centelleo como ya se ha descrito en la

seccion de materiales y métodos del capitulo 4.

Capitulo 6
Analisis de estabilidad de mutantes del extremo C-terminal de la

o-1,3-galactosiltransferasa

Condiciones de desnaturalizacion

Las condiciones de desnaturalizacién se muestran en la siguiente tabla:

Urea 0-6 M
Proteina 20 pg/ml
Volumen 1200 ul
MnCl, 13 mM
Tampén HEPES KCI (pH) 7
Temperatura 30 °C
Tiempo 12 hrs.

Parametros instrumentales

Se estableci6 una longitud de onda de excitacién a 281nm. Se ha trabajado
con una ventana de excitacion (slit.x) de 2nm y una ventana de emision
(slitem) de 2nm, que da una relacién senal ruido adecuada. La senal de
emision se ha recogido en un intervalo de 300 a 450nm con un tiempo de

integracion total de 1min.

Curvas de desnaturalizacion

A partir de los siguientes stocks: urea 8M, proteina 200ug/ml y MnCl.
260mM, se prepararon 12 mezclas de desnaturalizacién de 1200ul, para

cada mutante, variando la concentraciéon de urea como se indica en la tabla

siguiente:
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Preparacion de las mezclas de desnaturalizacion:

Urea Urea HK  Proteina agua MnCl,
[M] (uh) (u) (ul) (u) (uh)
0,0 0 900 120 120 60
1,0 150 750 120 120 60
1,5 225 675 120 120 60
2,0 300 600 120 120 60
2,2 330 570 120 120 60
24 360 540 120 120 60
2,6 390 510 120 120 60
2,8 420 480 120 120 60
3,0 450 450 120 120 60
4,0 600 300 120 120 60
5,0 750 150 120 120 60
6,0 900 0 120 120 60

Los datos obtenidos se ajustaron a al modelo que describe la

desnaturalizacién de proteinas considerando dos estados,: plegado y

desplegado (ecuacion 19 del capitulo 6, pag. 129).
Efecto estabilizador del UDP-Gal o UDP

Las mezclas de desnaturalizacion se prepararon de manera similar a lo

descrito en el apartado anterior, pero aniadiendo UDP-Gal a concentracion

final so0uM, a partir de un stock 40mM, como se detalla en la siguiente

tabla:

Urea Urea HK Proteina UDP-Gal MnCl,
[(M] () () ()] () ()
0,0 0 900 120 120 60
1,0 150 750 120 120 60
1,5 225 675 120 120 60
2,0 300 600 120 120 60
2,2 330 570 120 120 60
2,4 360 540 120 120 60
2,6 390 510 120 120 60
2,8 420 480 120 120 60
3,0 450 450 120 120 60
4,0 600 300 120 120 60
5,0 750 150 120 120 60
6,0 900 0 120 120 60

Los datos obtenidos se ajustaron a al modelo que describe la

desnaturalizacién de proteinas considerando dos estados,: plegado y

desplegado (ecuacion 19 del capitulo 6, pag. 129).
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