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1. Resumen

Caracterizacion bioquimica y estructural de glicosiltransferasas bacterianas

1. Resumen

Los polisacéaridos juegan un papel esencial en el metabolismo celular y en el funcionamiento de
los organismos. Son sintetizados empleando enzimas glicosiltransferasas (GTs), cuyas
propiedades determinan el tamafio y la estructura del producto final. Muchas GTs estan
localizadas en membranas celulares, dificultando su purificacion y caracterizacién. En este
trabajo de Tesis se estudian bioquimica y biofisicamente dos GTs que participan en la sintesis

del polisacarido xantano producido por Xanthomonas campestris.

La primer GT es Guml, de la cual s6lo habia escasos antecedentes genéticos. En esta Tesis
presenta la primera caracterizacion bioguimica y funcional de Guml, demostrando su actividad
glicosiltransferasa previamente propuesta. Se realizaron ensayos de complementacion funcional,
demostrando su actividad manosiltransferasavo. Ademas, se demostré que Guml esta unida

a la membrana, y que la interaccion estd mediada por interacciones hidrofébicas y
electrostaticas. Guml fue purificada y su actividad fue estudiradétro, obteniéndee los
parametros o6ptimos de reaccién. Guml dio origen a una nueva familia, GT-94, en la
clasificacion Carbohydrate Active EnZymes. Finalmente, mediante ensayos de cristalizacion se
obtuvieron agujas bidimensionales que al presente no fueron aptas para resolver la estructura de

Guml por cristalografia de rayos-

La segunda GT es GumkK, cuya estructura cristalina se resolvié en el laboratorio y, como Guml,
es una GT monotdpica de membrana. Se profundizé sobre las bases moleculares de la union a
sus sustratos y a la membrana. Se realizaron diferentes mutaciones sobre la zona propuesta de
unién a la membrana, demostrando la complejidad de dicha interaccion. Ademas, se realizaron
estudios por simulacibn computacional con el fin de obtener la estructura del complejo
GumK/UDP-GIcA. El modelo obtenido explicaria la especificidad por este sustrato. Estudios
realizados en este trabajo mediante diversas técnicas -tales como protedlisis limitada,
fluorescencia, dicroismo circular, calorimetria isotérmica de titulacion, resonancia magnética
nuclear y dispersion de rayos-X a bajo angulo- sugieren fuertemente la presencia de cambios

conformacionales disparados por la unién de UDP-GIcCA.

Palabras claves: glicosiltransferasas, xantano, GumK, GumlixXanthomonas campestrjs
cambios conformacionales, proteinas de membrana.



2. Abstract

Biochemical and structural characterization of bacterial

glycosyltransferases

2. Abstract

Polysaccharides, which play a crucial role in cellular metabolism and in the performance of
organisms, are synthesized by glycosyltransferase (GT) enzymes, whose properties determine
the size and structure of the final product. Many GTs are localized in cellular membranes,
difficulting their purification and characterization. In this Thesis, two GTs (Guml and GumK)
which participate in the synthesis of the polysaccharide xanthan produckdniiyomonas

campestrisvere studied biochemically and biophysically.

The genetic background data on Guml is limited. This Thesis reports the first functional and
biochemical characterization of Guml, demonstrating its previously proposed
glycosyltransferase activity. Functional complementation demonstrated inits vivo
mamosyltransferase activity. Results also show that Guml is a membrane-associated protein,
and that the interaction is mediated by hydrophobic and electrostatic forces. Guml was purified
and its activity was studiedn vitro, obtaining optimal reaction parameters. Finally,
crystallization experiments allowed obtaining bidimensional needles, which were not suitable to

resolve Guml structure by X-ray crystallography.

GumK, whose structure was resolved in the laboratory, is a monotopic GT, like Guml. This
Thesis deepened on the molecular basis of the binding to its substrate and the membrane.
Mutagenesis of residues of the region proposed for membrane binding was performed, resulting
in no-soluble protein and thus demonstrating the complexness of membrane interaction.
Moreover, computational simulation studies were carried out with the aim to obtain a model of
the GumK/UDP-GIcA structure. The model obtained may explain the GumK specificity for this
substrate. Studies performed by various techniques, such as fluorescence, circular dichroism,
isothermal titration calorimetry, nuclear magnetic resonance, and small-angle X-ray scattering,
strongly suggest the presence of conformational changes in GumK triggered by the UDP-GICA

binding.

Keywords: glycosyltransferasas, xanthan, GumK, GumlXanthomonas campestrjs
conformational changes, membrane proteins.
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3. Abreviaturas

A
Azso
ADP
buffer
Css
C55
C-terminal
CAZy
CD

Ci
CMC
CP
Da
DM
DOs00
dpm
EDTA
G+C
GalA
GDP
Glc-Man

Glc,-Man-GlIcA
Glco-Man-GlcA-Man

Glc
GlIcA
GIcNAc
GTl/s

HPLC

IMAC

IPTG
ITC

Amstrong

Absorbancia a 280 nm

Adenina difosfato

Solucién tampon

Cadena carbonada de 35 atomos de carbono
Cadena carbonada de 55 4tomos de carbono
Extremo carboxilo terminal

Carbohydrate active enzymes

(Circular dichroism) Dicroismo circular

Curie

Concentracion micelar critica

Cromatografia en papel

Dalton

Dinamica molecular

Densidad 6ptica a 600 nm

Desintegraciones por minuto

Acido etilendiamino tetraacético

Guanina + Citosina

Acido galacturénico

Guanosina difosfato

Man-a-1,3-Glc$-1,4-Glc- (=trisacérido)
GlcA-p-1,2-Man-a-1,3-Glc$-1,4-Glc- (=tetrasacarido)
Man{$-1,4-GIcA$-1,2-Man«-1,3-Glcf-1,4-Glc- (=pentasacérido)
Glucosa

Acido glucurénico

N-acetil glucosamina

Glicosiltransferasa/s

(High performance liquid chromatograph@romatografia liquida
de alta eficacia

(Immobilized metal affinity chromatograph@romatografia de
afinidad por cationes divalentes
Isopropil$-D-1-tiogalactopirandsido

(Isothermal titration calorimetryCalorimetria isotérmica de
titulacion



Lip
Man
N-terminal

PAGE

PCR

PEG
PP
RMN

RMSD

RMSF

SDS

TLC

Tris

UDP

UDP-GalA (UGB)
UDP-Glc (UPG)
UDP-GIcA (UGA)

Lipido

Manosa

Extremo amino terminal

(Polyacrylamide gel electrophore}iglectroforesis en gel de
poliacrilamida

(Polymerase chain reactipiReaccion en cadena de la polimeras

Polietilenglicol
Pirofosfato

Resonancia magnética nuclear

(Root-Mean-Square Deviatipmaiz cuadrada de la desviacién
cuadratica media

(Root-Mean-Square Fluctuatipmaiz cuadrada de la fluctuacion
cuadratica media

(Sodium dodecil sulphate) Dodecil sulfato de sodio

(Thin layer chromatographyCromatografia en capa delgada
Tris(hidroximetil)aminometano

Uridina difosfato

Uridina difosfato acido galacturénico

Uridina difosfato glucosa

Uridina difosfato acido glucurénico
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4. Introducciéon

4. Introduccién
4.1. Relevancia de glicosiltransferasas

El objetivo general de este trabajo es profundizar en el conocimiento de las enzimas
mas abundantes en la Tierra: las glicosiltransferasas (GTs). Estas enzimas y sus
productos poseen funciones de regulacién, estructurales o de sefializacion en todos los

sistemas biol6gicod -4].

Las GTs catalizan reacciones de transferencia de un residuo de azucar desde una
molécula dadora activada hacia una molécula aceptora especifica, formando un enlace
glicosidico. En general, el sustrato dador es un nucleétido azucar, y el aceptor es méas
variable, pudiendo ser un azucar, un lipido o una proteina, entre otras especies. En la
actualidad se proponen mas de 87.000 genes que codificarian GTs. Sin embargo, sélo se
dispone de informacion bioguimica y estructural de unas pocas decenas y mas del 90 %
son marcos abiertos de lectura no caracterizados. Profundizar en la caracterizacion
bioguimica y estructural de GTs permite el entendimiento de procesos normales y
patolégicos. A su vez, el conocimiento generado podria derivar en aplicaciones
biotecnolégicas, como la modificacion de la estructura de los sacaridos obtenidos
mediante GTs, ampliando sus aplicaciones tanto en procesos industriales como
medicinales [5]. Como ejemplos de productos glicosidicos utilizados como drogas en
diferentes tratamientos se pueden nombrar a antraciclinas, anguciclinas,

aminoglicosidos, macrolidos, polienos, flavonoides y antraquinonas, entre otros [6].

4.2. Clasificacion

Las GTs se pueden clasificar considerando tres criterios: identidad de secuencia,

mecanismo de accion y tipo de plegamiento.

4.2.i. Estereoquimica e identidad de secuencia

Las GTs se clasifican primariamente segun el azucar que transfieren, y la
estereoquimica del producto catalizadei, se denominan “de retencién” las enzimas

que mantienen la configuracion dektsao anomérico del dador y “de inversion” las

que lo invierten [7, 8]. Una caracteristica interesante de las GTs es que presentan muy
baja identidad de secuencia. Sin embargo, basandose en analisis de secuencias, que
incluyengappedBLAST, HMMER y modelos ocultos de Markov, se cre0 la base de
datos CAZy Carbohydrate-Active Enzymdstp://www.cazy.ordg/[9-11]. Esta base de
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datos agrupa a las GTs en familias. Aquellas GTs que no pudieron ser caracterizadas ni
poseen suficiente homologia como para pertenecer a alguna familia existente fueron
agrupadas bajo el nombre de GTO. La caracterizacion bioquimica de una proteina
perteneciente a GTO puede ser la semilla de una nueva familia, nucleando otras
proteinas no caracterizadas. Frente a la creacion de nuevas familias, la base de datos
completa es corregida manualmente y los genomas disponibles son analizados en pos de
mantener actualizada la base de datos. Al momento de escribir esta tesis existen 94

familias de GTs y GTO contiene aproximadamente 2.000 secuencias de GTs.

4.2.ii. Mecanismos cataliticos

Los mecanismos cataliticos de las GTs de inversion estdn generalmente de acuerdo con
un desplazamiento@ (Figura 4.1). En cambio, los mecanismos de retencion suelen ser
mas controversiales, encontrandose particularidades en cada enzima [12, 13]. Se han
encontrado ejemplos con mecanismos de doble desplazamiento [14, 15] o con
mecanismos del tipon& En lineas generales, los mecanismos estan descritos en la

Figura 4.1.

La complejidad en la caracterizacion de los mecanismos se ve aumentada debido a que
todas las superfamilias estructurales (apartadaii) presentan miembros que catalizan

reacciones tanto de retencién como de inversion.

Mecanismo de Inversion Mecanismo de Retencion (doble desplazamiento)
g TP 4 g TR iy
) sl - B B 8
= i B .y '/ ao‘\’o f' &
T H w0 b HO™™
s = HO
HO- HO —_-O, —-— -—
! L\q, -== | HO \)T -— S o) H-, _/.:\_0 oy,
- “o- ) 2 "
e 'crp-o “o-g:o ? g;o OTgs0 ik
OR oR ) oR 0-p=0
OR OR

Mecanismo de Retencion (Mecanismo tipo Syji)

¥ 5 T

Q" ™0 0
= / v .
" H Ho/\g HOS HO A -40/——\\
9 . - - ] 5 %
ey O g- o ¥ Q -0- f{_é\ L ~ b H=0, — -q o.
oR i L “o-pe0 R 0-Ps0 R “0-pr0
oA OR o8 oR

Figura 4.1. Mecanismos de reaccion de GTs que llevan a la inversion o retencion del estereo -C
anomeérico luego de la transferencia. Modificado de Chang y col. [12] -

4.2 .iii. Plegamientos
A pesar de la baja identidad de secuencia, se predice que la mayoria de las GTs

dependientes de nucleétidos-azucares (llamadas GTs de Leloir) poseen uno de los dos
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plegamientos principales de GTs: GT-A y BTHS6, 17]. Se espera que todas las
enzimas agrupadas dentro de una misma familia CAZy pertenezcan a la misma
superfamilia estructural. De esta manera, las GTs presentan una gran similitud

estructural.

Como se menciond anteriormente, tanto el plegamiento GT-A como el GT-B presentan
miembros que catalizan reacciones de retencion y de inversion. Recientemente se
corroboré la existencia de una tercer superfamilia, denominad@ 38; 19]. Esta

dltima superfamilia comprende a las GTs que utilizan un lipido-fosfato-azicar como

sustrato dador.

En la siguiente seccion se detallan las caracteristicas mas relevantes de las superfamilias

y se describen algunas proteinas a modo de ejemplo.

4.3. Superfamilias estructurales

4.3.i. Superfamilia GT-A

La superfamilia estructural GT-A se caracteriza por presentar un dominio con
plegamiento tipo Rossmann (o/B/a). Bioquimicamente, se ha visto que los miembros de

esta superfamilia en general necesitan la presencia de cationes divalentes para su
actividad. Esta caracteristica se ha demostrado a nivel estructural, dado que las
estructuras resueltas presentan metales coordinados. La coordinacion de metales es dada
mediante la presencia del motivo DXD (o sus equivalentes EXE, etc.), conservado en
esta superfamilia. En general, el proceso de coordinacion del metal produce cambios
conformacionales en el bucle flexible nimero 3 de cada GT. En algunos casos, los
cambios conformacionales producidos dan lugar a la formacion del sitio de unién del

sustrato aceptor [20].

4.3.i.a. Representante GT-At,4-galactosiltransferasgsdGal-T) (GT7-
inversion) [21]

La familia de B4Gal-T posee al menos siete miembros (Gal-T1 a Gal-T7). Todas las
enzimas utilizan como dador del grupo azucas@P-a-D-Gal, pero generan distintos

tipos de enlaces (B1-4-, B1-3-, B1-6-, a1-3-, y a1-4-). En particular, f4Gal-T1 junto a la
a-lactalbimina forman el complejo lactosa sintasa, transfiriendo un residuo de galactosa
a la glucosa para formar la lactosa secretada en la leche. En cuanto a su topologia, esta
enzima se encuentra anclada en la membrana del aparato de Golgi mediante un

segmento transmembrana (TM) en el N-terminal; ademas, posee una porcion
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citoplasmica y un gran dominio catalitico en el C-terminal, orientado hacia el lumen del
aparato de Golgi. Este dominio catalitico pertenece a la superfamilia GAGal-T1

tiene dos bucles flexibles, uno largo y uno corto, los cuales existen en la conformacién
unida al sustrato (conformacién cerrada) o sin unir, respectivamente. El bucle flexible
largo contiene residuos esenciales en la conformacion cerrada para la unién del i6n
metalico, el nucledtido azlcar y el sustrato aceptor. Este bucle se encuentra alejado del
sitio activo en la apo-enzima, aunque no pudo ser trazado completamente por
cristalografia de rayos-X debido a su flexibilidad. Sin embargo, en la enzima unida al
sustrato, este bucle se cierra sobre este ultimo. En presencia de cationes este bucle se
encuentra mas estabilizado que en la apo-enzima. La union del iébn metalico prepara la
region para el cambio conformacional del bucle y para la participacion del cation en la
catalisis. Los residuos que participan en la unién de cationes divalentes son el Asp254
del motivo DXD y la Met344. Una mutacion del Asp254 inhibe completamente la
actividad. En cambio, una mutacion en Met344 cambia la especificidad hacia los

cationes divalentes.

La unién del nuclettido azucar se da en la conformacion aun abierta. Los &tomos de
oxigeno del a-fosfato y p-fosfato del nucledtido-azucar reemplazan dos moléculas de
agua unidas al metal, y una cadena lateral de His cambia su torsion para coordinar el
cation en reemplazo de la molécula de agua. Luego, el Trp314 del bucle pequefio se
mueve hacia el bolsillo y mantiene al sustrato UDP-Gal interactuando con el azucar
Gal. El bucle largo entonces sufre un cambio conformacional, cambiando su region
bisagra C-terminal hacia una estructura en hélice. De esta forma, cubre al nucleétido
azlcar para que no se “escape” y ademds, crea el sitio de union del sustrato aceptor

(Figura 4.2).
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¢ Figura 4.2. Conformacion abierta y cerrada @§d4Gal-T. En la forma apo, el bucle flexible ‘
- encuentra en conformacion abierta (azul). En el complejo con UDP-Gaf*yeMiucle se encuentr:
¢ en conformacidn cerrada (rojo) cubriendo el nucle6tido azucar. El idhddrencuentra representat
. como una esfera violeta, y los residuos Met344, Asp254 y Trp314 como lineas rojas. Se
- observar el plegamiento tipico G¥.-

4.3.ii. Superfamilia GT-B

Los miembros de la superfamilia GT-B poseen dos dominios Rossmann enfrentados y
unidos por una regiénbisagra”. La hendidura formada entre los dominios define al

sitio activo. Al contrario de las GT-A, este grupo no necesita de cationes divalentes para
su actividad. Ademas, las GT-B han demostrado también presentar cambios
conformacionales en presencia de los nucleétidos azlcares. Este movimiento tendria
como objetivo acercar ambos sustratos, ya que cada uno se une en diferentes dominios
(aceptor en N-terminal y dador en C-terminal). Recientemente se descubrié que los
cambios conformacionales también son disparados por la union del aceptor y que
pueden involucrar, ademas de movimientos inter-dominios, cambios en la estructura

secundaria de las regiones participantes (Guerin ME, comunicacién personal).

A continuacion, se detallan dos ejemplos de enzimas GT-B peculiares e interesantes,
gue son las proteinas MshA y NST.

4.3.ii.a. MshA (GT4, retencion) [22]
MshA es una N-acetil-glucosaminotransferas&deynebacterium glutamicunMshA
transfiere N-acetilglucosamina desde UDP-N-acetilglucosamina hacia 1-mio-inositol-
fosfato, participando en la sintesis de micotiol. En esta proteina se genera un gran
cambio conformacional ante la presencia del sustrato dador. Este cambio fue
encontrado mediante cristalografia de rayos-X y se trata de una rotacién, sobre la regiéon

bisagra, de 97° del dominio N-terminal respecto al C-terminal (Figura 4.3), sin alterarse
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la estructura secundaria individual de cada dominio. El cambio conformacional genera

el sitio de unién del sustrato aceptor.

El modelo del complejo MshA/UDP-GICNAC es consistente con un mecanignem S
el cual el ataque nucleofilico del hidroxilo del 1-mio-inositol-fosfato y la salida del

UDP ocurren en la misma cara.

Abierta (apo) Cerrada (holo) Figura 4.3. Conformacién abierta y
cerrada de MshA. A la izquierda <
observa la estructura apo-MshA, c¢
los dominios alejados entre si. A
derecha se observa la estructura un
a UDP-GIcNAc en la cual, mediant
una rotacién inter-dominio  de
aproximadamente 97°, los dominios
acercan, formando el sitio activo. Lé
estructuras se colorearon en degre
desde N-terminal (rojo) hacia C
terminal (azul). Se puede observar
plegamiento tipico GB.

4.3.ii.b. NST (GT52, inversion) [23]

Por otro lado encontramos a NST, una lipo-oligosacarido sialiltransferageiseria
meningitidisserotipo L1. NST cataliza la creacion de oligosacéridos con uniones 2,3 o
2,6 utilizando como dador a CMP-acido sialico (CMP-Neu5Ac) y como aceptor a

azucares conteniendo galactosa.

NST es una proteina ancladéanembrana, cuya estructura fue resuelta a 1,95 A. Esta
proteina adopta un plegamiento BT pero posee un “trueque” entre cadenas de 130

residuos del dominio N-terminal, para formar un homodimero funcional (Figura 4.4).
Ademas, en la estructura se observa una cavidad hidrofébica en forma de tunel entre la
hélice No4 y el bucle Leul08-Thr121, justo en la region del trueque de dominios. Dado

que uno de sus sustratos es un lipido-diglicérido, se postula que las cadenas de &acidos
grasos del mismo (cadenas de entre 18 a 22 atomos de carbono) se insertarian en las dos

subunidades, estabilizando la dimerizacion.

16



4. Introduccién

- Figura 4.4. Intercambio entre cadenas en NST. Cada cadena se muestra con diferente cojoi
verde). Se muestran las moléculas del anélogo del dador3EpMRyNeu5A y las moléculas dé
¢ detergente Triton X-100 encontradas en la estructura, que definirian el sitio de unién al c
estabilizando la dimerizacion. 5

4.3.iii. GT-Cy GT-D

Cabe destacar que hasta el momento se han propuesto, mediante andlisis de secuencias
multivariado y bdsquedas iteradas en BLAST y con modelos ocultos de Markov, dos
superfamilias estructurales mas: GT-C y GT-D [24]. Sin embargo, ninguna de ellas

seria dependiente de nucledétidos azucares.

Las GT-D serian exclusivas del reino eucariota y aun no han sido descriptas ni
caracterizadas. Las GT-C son dependientes de lipido-fosfato-azlcar y poseen varios
pasos transmembrana. Las GT-C estudiadas hasta el momento poseen actividad
oligosacariltransferasa (OST). En eucariotas, la subunidad llamada STT3 del complejo
proteico OST es la encargada del proceso de N-glicosilacion. En procariotas, OST esta
compuesta por una sola subunidad, homéloga a la STT3 eucariota. Recientemente, la
proteina oligosacariltransferasa PgIB complet&dmpilobacter larifue caracterizada

funcional y estructuralmente.

4.3.iii.a. PgIB de C. lari. (GT66, inversion) [19]
Dado que esta proteina y sus homdlogos poseen 13 segmentos transmembrana,
previamente se caracterizaron estructuralmente los dominios solubles de dos
homologos: PgIB de&. jejuniy AlgB de Pyrococcus furiosu§25, 26]. Sin embargo,

estos homologos fueron cataliticamente inactivos.

Al obtener la estructura completa de la PglBQlelari se observa que el dominio
transmembrana es indispensable tanto para la uniébn de los sustratos como para la
catalisis, explicando la inactividad del dominio solyteée se El dominio periplasmico,

al igual que las estructuras homoélogas resueltas previamente, posee un plegamiento del
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tipo o/f (Figura 4.5.A). Se observa que PglB posee dos cavidades por encima de la
membrana y en lados opuestos: una cavidad para la unién de las proteinas aceptoras y la
otra para la unién del dador lipido-oligosacarido. Estos sitios estan conectados,
permitiendo que la asparagina aceptora se acerque al sitio activo (Figura 4.5.B). La
resolucion de dicha estructura ha sido un hito en la clasificacion de superfamilias,
debido que antes se creia que el sitio catalitico de estas enzimas estaba dado por la

region soluble solamente.

AUn se requieren muchos esfuerzos de caracterizacion bioquimica y estructural debido a

la complejidad de purificar y cristalizar proteinas con varios pasos transmembrana.

Figura 4.5. PglIB, Unico representante
GT-C. (A) Se muestra la estructura de
PgIB en diagrama de cintas, con los
segmentos transmembrana y
periplasmico en azul y verdé
respectivamenteEl péptido aceptor se
representa como bastén en amarilio.
La presunta ubicacion de la membrana
se representa como una barra di. :
idem representacion (A) mas la
superficie en gris semitransparente. Se
muestran las cavidades localizadas ier
lados opuestos. El residuo aceptor Asn
se localiza en el tunel, que conecta
ambos sitios. Adaptado de [19]. '

proteina/
péptido ,e2>

4.4. Aplicaciones de glicosiltransferasas

Se han realizado varias aproximaciones con el fin de obtener productos farmacéuticos
novedosos. Un ejemplo es la evolucién al azar de la enzima oleandomicina-GT (OleD).
Mediante mutagénesis se obtuvieron enzimas con actividad transferasa sobre
novobiocina (aceptor no natural, con propiedades antibidticas) con una alta eficiencia

catalitica [27]. Por otro lado, Zhang y col. se valieron de la promiscuidad de sustrato y

18



4. Introducciéon

reversibilidad en la reaccion de cuatro GTs, logrando mas de 70 variantes del
antibiotico vancomicina y del antitumoral calicheamicina mediante la combinacion de
sustratos, productos y GTs [28]. Estos resultados nos demuestran el amplio panorama
biotecnoldgico que abriria la caracterizacién bioquimica de GTs. Cabe destacar que
estas aproximaciones se realizaron sin conocimiento estructural, y en muchos casos sin

conocer la reaccién catalizada naturalmente por las enzimas.

El conocimiento estructural permitiria la aplicacion de técnicas tales como el
intercambio de dominiogipmain swapping Una muestra clara es el trabajo de Park y
col. en el cual, explotando las caracteristicas diferenciales de los dos dominios en la
superfamilia GT-B (apartad#.3.ii), se realizaron quimeras entre los dominios/ NG-
terminal de las enzimas kanamici@3- (kanF) y vancomicina-GT (gtfE) [29]. La
guimera activa obtenida utiliza el aceptor de kanF y el dador de gtfE, posee una notoria
promiscuidad con respecto al dador y el resultado de la reaccion es un producto

novedoso.

Otros ejemplos de ingenieria de GTs incluyen mutaciones puntuales que mejoran la

eficiencia catalitica, o cambian y amplian la especificidad de sustrato [12].

Con el fin de generar conocimientos que aporten a la enzimologia en general, y a las
GTs en particular, en este trabajo se han estudiado dos GTs que participan en la sintesis
de un polimero bacteriano de interés industrial. En el apartado siguiente se introduce el

sistema estudiado.

4.5. Sintesis del polisacéarido xantano: GumK y Gum|

4.5.i. Sintesis

El xantano es un polisacarido bacteriano producido por la bacteria fitopatdgena
Xanthomonas campestrig{c), el cual participa en la interaccién con la planta y
contribuye a la supervivencia epifita de la bacteria [30]. Debido a sus propiedades
reoldégicas Unicas, el xantano es de gran interés industrial, sirviendo como
emulsificante, viscosificante, gelificante, entre otras aplicaciones [31]. El polimero es
formado a partir de unidades repetitivas pentasacaridica-Gi#Glco-1,3-Man-p-
1,2-GlcA{-1,4-Man (Figura 4.6.A), con un peso molecular final de aproximadamente 2
x 10° Da. Estos monémeros son sintetizados sobre un lipido poli-isoprenol fosfato (lip-
P), inmerso en la membrana interna de la bacteria, formando BR-ppntasacarido.
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Las GTs que participan de la sintesis de la unidad repetitiva son cinco y tradajan d
forma secuencial (GumD, GumM, GumH, GumK y Guml) y altamente concertada,
empleando nucleétidos azucares del citoplasma como sustratos dadores. Al comenzarse
el estudio de las GTs del sistema no se conocia su localizacion subcelular ni si
formaban o no complejos proteicos dentro del sistema. Estas caracteristicas hacen al
sistema fuertemente atractivo, ya que las respuestas a nuestros interrogantes no solo
aportan al conocimiento sobre las GTs, sino también al conocimiento de proteinas que
actian en la interfase citoplasma-membrana. Las Ultimas dos enzimas de la ruta
biosintética del xantano, GumK y Guml respectivamente, son las estudiadas en esta

tesis.

Ademas de las GTs, el sistema posee otras siete proteinas: encargadas de la decoracién
de las unidades repetitivas, flipasa, polimerasa, co-polimerasa y proteinas de secrecion
(Figura 4.6.B) [32]. Todas las proteinas necesarias para la sintesis se encuentran

codificadas en un mismo operén, denomingaim

Figura 4.6. Sintesis de xantan@?) Diagrama de la unidad repetitiva complé®). Esquema de la
maquinaria biosintética del xantano, donde se muestran las glicosiltransferasas (GumDMHKI
putativa flipasa GumJ, la polimerasa y copolimerasa GumE y GumC, y la putativa proteina
exporta el xantano, GumB. Ml y ME: membrana interna y externa, respectivarieqtemas
adaptados de [33][34].

4.5.ii. Antecedentes

Antecedentes del laboratorio con mutantes Xde para los geneguml y gumK
permitieron asignarle a sus productos proteicos la funcion glicosiltransferasa [33]. Los
ensayos consistieron en la incubacion de células permeabilizadasndgtantes con
nucledtidos azlUcares marcados radiactivamente. Los productos de dichas reacciones

fueron analizados y se observé que en la cepa XckgmK) el producto mayoritario
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corresponde al lif2Rtrisacéarido, y en la cepa XcK¢ guml), el producto encontrado
fue lip-PPRtetrasacarido. De este modo se propuso que GumK seria una
glucuronosiltransferasa y Guml una manosiltransferasa. Sin embargo, hasta el comienzo

de este trabajo, Guml no habia sido caracterizada.

La caracterizacion de GumK a nivel bioguimico y estructural fue realizada en el
laboratorio [35-37], lo cual nos permitié confirmar su actividad y conocer su estructura

tridimensional.

4.5.iii. Caracterizacion de GumK

GumK es una B-glucuronosiltransferasa asociada a membrana con una masa de ~44 kDa
[38], que cataliza la adicion de un residuo de &cido glucurénico (Glesde UDP-

GIcA a un lipido-pirofosfato-trisacarido, segun:

lip-PP-Glc,-Man (lip- PP-trisacéarido) + UDP-GIcA GumK

lip-PP-Glc,-Man-GIcA (lip-PP-tetrasacarido) + UDP

Cabe destacar que la caracterizacion funcional de GumK permitié la creacion de la
familia CAZy GT70. La familia GT70 contiene, al momento de escritura de esta tesis,
33 secuencias de GTs bacterianas, de las cuales s6lo GumK se encuentra caracterizada

bioquimica y estructuralmente.

La estructura experimental obtenida a 1,9 A (c6digo pdb 2HY7) mostré que GumK
pertenece a la superfamilia GT-B, conteniendo dos dominios entre los cuales se forma la
hendidura del sitio activo. EI dominio N-terminal esta formado por los residuos 13-201
y 362380 y esta compuesto por 10 a-hélices envolviendo un nucleo de ocho lamipas-

El dominio C-terminal esta formado por los residuos 210-36dgnyiste en seis o-

hélices rodeando un nucleo de seis lamhaka region bisagra que une los dos

dominios esta compuesta por los residuos 202-208 (Figura 4.7.A).

En el sitio activo, se pudo ubicar experimentalmente la posicion de la porcion UDP del
sustrato dador (cédigo pdb 2Q6V). La estructura del complejo GumK/UDP se obtuvo
mediante la técnica de “remojo” (soaking de cristales, tanto con el sustrato dador del
residuo de azucar UDP-GIcA como con UDP (Figura 4.7.A). La estructura del complejo
no presenta diferencias con respecto a la apo-enzima. La porcion GIcA del sustrato no
pudo observarse en las estructuras analizadas, probablemente debido a la flexibilidad

del azdcar y/o a la hidrolisis del UDP-GICA.
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El motivo de union a UDP esta localizado en una region de carga positiva en la cara
C-terminal de la hendidura, y estd definido por Ca3, Cp4 y Co4 y las uniones entre

ellos. Ademas se propuso, mediante el andlisis de los residuos en el sitio activo y
mutantes puntuales en residuos acidos, al aspartato 157 como aminoacido catalitico. La
mutante GumK/D157A (codigo pdb 3CUY y 3CV3) carece de actividad catalitica, pero
mantiene la estructura y la capacidad de cristalizar con UDP. A pesar de que la mutante
no hidroliza el UDP-GICA, tampoco se pudo resolver la posicion del GIcA mediante los

ensayos dsoakingcon cristales GumK/D157A.

En cuanto a la union del sustrato aceptor, aln no se tienen datos certeros sobre la
posicion del sustrato aceptor en la enzima, dado que carecemos de una fuente comercial
del sustrato aceptor y su purificacion a partir de la bacteria salvaje en cantidades
practicas es extremadamente dificultosa. Sin embargo, algunas caracteristicas
estructurales de la enzima nos permiten suponer la posicibn que ocuparia el
lipido-PPtrisacérido. En el dominio N-terminal se encuentra una concentracién de
aminoacidos basicos e hidrofébicos, obteniéndose un pl tedérico para dicho dominio de
9,97. Estos residuos podrian participar tanto en la unién al glicolipido aceptor como en
la interaccion con la membrana. Estos residuos se encuentran principalmente ubicados
en las hélices Na2 y No4, y en el bucle 8 (oop8) que vincula la Na4 con N4 (Figura

4.7.B).
A B

Dominio N

Dominio C

Figura 4.7. Estructura de GumKA) Diagrama de cintas de la estructura de GumkK, con los dom
de la superfamilia GT-B claramente definidos (N y C). El UDP se encuentra localizado
hendidura, interactuando principalmente con el dominio(B}. Representacion de la superfic
electrostética (semitransparente). Se identifican las regiones propuestas como responsables d
a la membrana &2, No4 y loop8. Rojo y azul: negativo y positivo, respectivamente.
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4.6. Proteinas de membrana

Muchos son los procesos celulares que involucran enzimas que, simultaneamente,
puedan estar en el ambiente hidrofébico de las membranas y en el hidrofilico del

citoplasma. En este sentido, la naturaleza se ha encargado de generar diversos
mecanismos para llevar a cabo las reacciones enzimaticas. Como ejemplo se puede
nombrar a las metaloproteasas integrales de membrana [39]. Estas enzimas unen los
péptidos sustratos mediante difusién lateral en la membrana. Frente a la necesidad de
agua para el proceso hidrolitico, estas enzimas poseen una cavidad interna hidrofilica,

permitiendo la captura de agua desde el citoplasma y la consiguiente catalisis.

GumK y Guml (descripta en esta tesis), junto a otras GTs, pertenecen al grupo de las
enzimas que requieren la interfase membrana-citoplasma para su actividad. Como se
describié en el apartado anterior, GumK se uniria a la membrana y/o a su sustrato
aceptor mediante un parche de aminodacidos basicos e hidrofébicos. Este tipo de parche
se ha observado en otras GTs que se asocian a la membrana [40-42], siendo el mismo
suficiente para la interaccion. Segun la clasificacion de proteinas de Blobel, este tipo de
proteinas se denominan integrales monotopicas de membrana, es decir que se unen e
insertan en la bicapa mediante interacciones electrostaticas e hidrofébicas, pero no la

atraviesan [43].

Como ejemplo bien estudiado se puede nombrar a PimA, una manosiltransferasa
monotépica (GT-B) deMycobacterium smegmatisvolucrada en la sintesis de
fosfatidil-inositol [41, 44, 45]. PimA posee una hélice anfipatica, equivalente
estructuralmente a Na2 de GumK. Se observo que la enzima tiene la capacidad de unir

micelas o liposomas, y que dichas interacciones incrementan la actividad de la enzima.
En este sentido, en mutantes en la héNek de PimA no se observo union a

fosfolipidos.

El ejemplo de PimA, si bien es claro, es uno de los pocos estudios disponibles. La
complejidad de obtener proteinas monotdpicas en cantidad, calidad y de forma estable
es una limitante. En la mayoria de los casos, el uso de detergente es necesario tanto para
la extraccion como para la purificaciéon de la proteina, dificultando muchos estudios

biofisicos.
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En este trabajo de tesis se profundiza la caracterizacion de GumkK, estudiando su
interaccion con la membrana y con el sustrato dador. Se inicia, ademas, la
caracterizacion de Guml, mediante el anadlisis bioquimico de su actividad

glicosiltransferasa.
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5. Objetivos
5.1. Objetivos generales

Los objetivos planteados para esta tesis se basan en profundizar acerca de las bases
moleculares que determinan la actividad glicosiltransferasa, mediante estudios
bioquimicos y estructurales. Se plantea comprender la relacion entre la asociacion a la
membrana y la actividad enzimatica, aspecto fundamental para muchas otras actividades
enzimaticas. Estos estudios posiblemente tendran un impacto inmediato en la

bioquimica de proteinas y glicobiologia en general.
5.2. Objetivos especificos
1. Caracterizar el producto del ggamldeX. campestris
a. Estudios funcionales in vivo, mediante complementacion en trans.
b. Localizacién subcelular de la proteina Guml
2. Expresar y purificar Guml recombinante.
a. Caracterizacion de actividad in vitro
b. Ensayos biofisicos-estructurales

3. Estudiar la interaccion de GumK con la membrana bacteriana y con su sustrato

aceptor.

a. Mutagénesis sitio-dirigida

b. Localizacion subcelular y actividad in vivo e in vitro
4. Estudiar la interaccion de GumK con su sustrato dador.

a. Ensayos biofisicos/bioquimicos de afinidad y especificidad
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6. Materiales y métodos

6.1. Materiales y procedimientos generales

Los nucleodtidos azucares frios fueron adquiridos de Sigma. Los nucléotidos azUcares

marcados radiactivamente fueron preparados por Susana Raffo de la Fundacién Instituto

Leloir.

Con el fin de analizar las proteinas y los extractos celulares, los mismos fueron
resuspendidos ehuffer desnaturalizante (il&HCI 100 mM, Urea 10 M, SDS 2 %,
pH 8,2), tratados 10 min a 100 °C y luego separados en geles SDS-PAGE 10 %, seguido

por tincion conCoomassie blue inmunodeteccion. La concentracion de proteinas fue

determinada por el método de Bradford [46].

6.2. Cepas y plasmidos

Las cepas bacterianas y los plasmidos utilizados en este trabajo se describen en la Tabla

6.1.

Tabla 6.1. Cepas bacterianas y pladsmidos utilizados

Cepa Caracteristicas relevantes Origen /
referencia
Escherichia coli
XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl [lBc proAB| Stratagene
laclgZAM15 Tn10 (Tetr)]
DH5a F- ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169recAl endAl hsdR17 (rK-| Invitrogen
, mMK+) phoA suE44 A thi-1 gyrA96 relAl
BL21(DE3) F ompT gal dcm lon hsgd®:" mg) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 Novagen
indl sam7 ninp
Xanthomonas
campestris
XcFC2 Mutante estable Rifderivada de NRRL B-1459 [47]
XcK XcFC2 portando el plasmido pGum36-18S integrado en el genor [48]
Xcl XcFC2 A(guml-lacZ-aacC1) sitio de insercién: Stul [10097] [48]
Xc1231 Rif® Agum [49]
Plasmidos
pET22b His-tagen el C-terminal, Ap Novagen
pPET28a His-tag en el N-terminal, K Novagen
pBBRprom Derivado de pBBR1MCS-5 con promotgumen el 5'del MCS Gin [34]
pBBAD22K Derivado pBBR1MCS-4 con promotor BAD en el 5 del MCS, Kn [50]
pPETHIisKC Clonado Ndel-XhogumKen pET22bHis-tagen C-terminal [38]
pBHisKC Subclonado en pBBRprom Ndel/BamHjumK His-tag en C- Esta Tesis
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terminal, amplificado de pETHisKC

pETHisIC Clonado Nde-Xhofjumlen pET22bHis-tagen C-terminal [51]
pPETHiIsIN Clonado Ndel-EcoRfjumlen pET28aHis-tag en N-terminal [51]
pBGI Subclonado en pBBRprom Ncol/Hindduml, His-tagen C-terminal Esta Tesis

amplificado de pETHisIC

pETKB1 Producto de la mutagénesis de pETHIisKC, cuyo producto prote Esta Tesis
GumK R55N/R58N/K60Q

pETKB3 Producto de la mutagénesis de pETHIisKC, cuyo producto prote Esta Tesis
GumK R86N

PETKH1 Producto de la mutagénesis de pETHisKC, cuyo producto prote Esta Tesis
GumK L56S/M59S

PETKH2 Producto de la mutagénesis de pETHisKC, cuyo producto prote Esta Tesis
GumK L99S/V106S

pBKB1 Subclonado de pETKB1 en pBBRprom Esta Tesis
pBKB3 Subclonado de pETKB3 en pBBRprom Esta Tesis
pBKH1 Subclonado de pETKH1 en pBBRprom Esta Tesis
pBKH2 Subclonado de pETKH2 en pBBRprom Esta Tesis
pBKNa2 Clonado en pBBRprom, cuyo producto proteico es GumK A55-60 Esta Tesis
pBKNa4 Clonado en pBBRprom, cuyo producto proteico es GumK A97-112 Esta Tesis
pBKNo4N Clonado en pBBRprom, cuyo producto proteico es GumK A97-104 Esta Tesis
pBKNa4C Clonado empBBRprom, cuyo producto proteico es GumK A105-112 Esta Tesis
pBKLoop Clonado en pBBRprom, cuyo producto proteico es GumK A85-96 Esta Tesis
pBKLoopN Clonado en pBBRprom, cuyo producto proteico es GumK A85-90 Esta Tesis
pBKLoopC Clonado en pBBRprom, cuy@oducto proteico es GumK A91-96 Esta Tesis

6.3. Medios y condiciones de cultivo

Para los clonados se utilizé la cepscherichia coliDH50 o XL1-blue Para la sobre-
expresion de proteinas se utiligd coli BL21(DE3). Las células d&. coli fueron
cultivadas en medio Luria-Bertani (LB) [52] a 37 (€menos que se indique de otra
forma) con agitacion a 200 rpm. Las célukascampestrise cultivaron en medio YM

(5 g/l triptona, 3g/l extracto de levadura, 3 g/l extracto de malta, 10 g/l glucosa) o en
medio XOL modificado (10 g/l HPO,, 0,2 g/l KHPO,, 1 g/l (NH,)2.SOy, 0,001 g/l
MnCl,, 0,1 g/l MgC4, 1,25 g/l triptona, 1,25 g/l extracto de levadura, 0,05 g/l, 40 g/l
glucosa, pH 7.5) a 28 °C con agitacién a 200 rpm. Los antibiéticos fueron utilizados en
las siguientes concentraciones (mg/l): pBracoli, ampicilina, 200; kanamicina, 30;
gentamicina, 15; par&. campestriskanamicina, 50; gentamicina, 30; tetraciclina, 10.

Para los diferentes ensayos de expresion, isogsdpilt-tiogalactopiranosido -IPTG-
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(GBT) o L(+)-arabinosa (Calbiochem) se adicionaron a las placas o medios de cultivo a

las concentraciones indicadas.

6.4. SDS-PAGE e inmunodeteccion

Para el analisis de proteinas se utilizO en todos los casos un sistema de geles
desnaturalizantes discontinuo (SDS-PAGE) empleando un gel de apilamiento y
separacion con poliacrilamida al 5 % y 10 % respectivamente. Para tincion con
Coomassie bluese incubd el gel 20 minutos en una solucionCdemassie brilliant

blue R250 0,1 %, metanol 50 % y acido acético 10 %. Los geles fueron destefidos en
una solucion metanol 10 %, &cido acético 7 %, cambiando la solucion cada una hora,

hasta que las bandas proteicas se observaron nitidamente.

Para la inmunodeteccion, los geles fueron transferidos a membranas de fluoruro de
polivinilideno -PVDF- (GE Healthcare) utilizando un sistema semi-seco de
transferencia corbuffer CAPS 10 mM, metanol 10 %, pH 11,0. Los geles fueron
transferidos a una corriente constante de 130 mA por 1 h. Los marcadores de masa
molecular fueron tefiidos con una solucién Rojo Ponceau S 0,2 % y acido acético 10 %,
y destefidos con varios lavados cofOHMQ. Como anticuerpo primario se utilizo IgG

de cabra monoclonal anti-His-tag (Sigma) o anticuerpo policlonal anti-GumK
(preparado segun [35]). Como anticuerpo secundario se utilizé anticuerpo anti-lgG de
ratbn conjugado a fosfatasa alcalina o a peroxidasa (Sigma). Como sustrato de la
fosfatasa alcalina se utilizé BCIP/NBT (Promega) y como sustrato de peroxidasa se
utilizé el sistema ECL-Plus (GE Healthcare). El revelado se realizd segun las

indicaciones de los proveedores.

6.5. Construcciones de plasmidos y mutagénesis

Para los clonados realizados las secuencias de interés fueron amplificadas mediante
PCR. Los oligonucléotidos utilizados (IDT) se detallan en la Tabla 6.2. Los sitios de
restriccibn estan subrayados. Las enzimas de restriccion utilizadas y la T4 DNA ligasa
fueron adquiridas en NEB. Las digestiones y ligaciones fueron realizadas segun
indicaciones del proveedor. La recuperaciéon de plasmidos a partir de cultivos de
bacterias y los geles de agarosa para el analisis de ADN fueron realizados por los

meétodos preestablecidos [52].
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Las mutaciones puntuales se hicieron por el métod®@dalkchange(Qiagen) y las
deleciones se hicieron por el método de P@Rrlapping Para el primer método
utilizado, las mezclas de reaccion fueron: dNTPs 0,4 mM, molde plasmidico
(PETHIisKC) 30 ng, PFU Turbo (Stratagene) 2,%Uffer PFU 10 %, oligonucledétido 2

UM c/u, B0 MQ c.s.p 50 pul. Los ciclos de PCR consistieron en una desnaturalizacion
inicial a 95 °C, 4 min; luego, 20 ciclos de: desnaturalizaciéon a 95 °C (30 s),
hibridizacién a 55 °C (2 min), extension a 68 °C (20 min). Luego de la PCR, las
muestras fueron digeridas con 20 U de Dpnl (NEB), a 37 °C por 3 h. Células
electrocompetentes XLBlue o DHS5a fueron transformadas con los productos
digeridos. La presencia de las mutaciones introducidas fue corroborada por

secuenciacion del marco de lectura abierto completo.

La técnica de PCRverlappingconsiste en 2 pasos de amplificacion, que se realizaron
de la siguiente manera: (a) dNTPs 0.15 mM, molde plasmidico 0.2 ng, Vent polimerasa
(NEB) 1 U, buffer Thermopol (NEB) 10 %, oligonucle6tidos 4 uM c/uOHMQ c.s.p

50 ul. Los fragmentos amplificados fueron extraidos de geles de agarosa, purificados y
utilizados como molde en la PCR (b), cuya mezcla de reaccion es igual a (a). En ambos
casos, los ciclos de PCR consistieron en una desnaturalizacion inicial de 4 minutos a 94
°C, luego 30 ciclos de: desnaturalizacion a 94 °C (30 s), hibridizacion a 58 °C (45 s) y

extension a 72 °C (30 s). Finalmente, se realizd una extension final a 72 °C por 4 min.

Los productos de PCR fueron purificados y utilizados como insertos para los clonados
correspondientes.

Tabla 6.2. Oligonucleétidos

Nombre Secuencia Sitio restriccién
Oligonucléotidos
para
construcciones
FBADIC 5’-CATGCCATGAECGTGTCGCTTCGCTE Ncol
RBADIC 5’-CCCAAGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTE Hindlll
FGKLS 5-GACACGGCATATGAGCGTCTCTC3’ Ndel
BpromKC 5- CGGGATCCICAGTGGTGGTGGTGGTGGT&E BamHI
Oligonucleétidos Mutacion
mutagénicos introducida
RB1 5'-GCGCATATCTCCCTGCATGTTGGAGAGATTGCTG
TATCGCAACG-3 R55N;R58N;K60Q
FB1 5-CGTTGCGATACAGCAATCTCTCCAACATGCAGG (B1)
GAGATATGCGCC3’
RB3 5’-GGATG(;ACCGTCGTGTTCCACAGGTAACAGTCC
ACACCG-3 R86N (B3)
FB3 5-CGGTGTGGACTGTTACCTGTGGAACACGACGGT
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GCATCC3

5-GCAGGCGCATATCTCCCTTCGAGCGGGAGCTTCT]

RH1 GCTGTATCGCAACG3’ 56 M50S (M1
- 5 CGTTGCGATACAGCAGAAGCTCCCGCTCGAAGG : (H1)
GAGATATGCGCCTGCS'
RH2 5 GGCATACCAGCGGAACGAGGCGTCTTCCGTAGG _ _
ACGTGACCAGCTCCGGCG' L995'V(1|3§)T :M106S
i 5-CGCCGGAGCTGGTCACGTCCTACGGAAGACGCC
TCGTTCCGCTGGTATGCCS
FNalfaz 5-CGATACAGCGGAGATATGCGCCTGCCGCTG
RNalfa2 5-GCATATCTCCGCTGTATCGCAACGAAAAAAAAC- |  ARS5-K60 (No2)
>
Floop 5. CTGTTACCTGAGCTGGCTACGTCCTGTGGAAG
Rloop 5 -GTAGCCAGCTCAGGTAACAGTCCACACCGTTGE | AW83-R96 (loop)
Floop-N 5 CTGTTACCTGCCATTCAATACACGCCGGAGCS
RIoop-N 5 GTATTGAATGGCAGGTAACAGTCCACACCGTTG- | AW85-HI0 (loopN)
>
Floop-C 5 GACGGTGCATAGCTGGCTACGTCCTGTGGAAGY
Rloop-C 5 -GTAGCCAGCTATGCACCGTCGTGCGCCACAG: | AP91-R96 (loop€)
FNalfad 5 TACACGCCGGCATCCGCCAAAGCAGTTGCTG
RNalfad 5 TTGGCGGATGCCGGCGTGTATTGAATGGATG | ASI7-AlI2 (Nad)
FNalflad-N | 5-TACACGCCGGGCCATGTTCCGCTGGTATGCG:
RNalfad-N | 5-GGAACATGGCCCGGCGTGTATTGAATGGATGY | AS97-D104 (Na4-N)
FNalfad-C | 5-TGTGGAAGACCATCCGCCAAAGCAGTTGCTGS | ,i0c 15 (-
RNalfad-C | 5-TTGGCGGATGGTCTTCCACAGGACGTAGCE ©)

6.6. Expresién y extraccion con detergentes de Guml

Célulasde E. coli fueron cultivadas a 37 °C hasta alcanzar unaoLR0,5 — 0,8.

Luego, los cultivos de BL21(DE3)/pETHisIC fueron transferidos a 20 °C e inducidos
con 0,5 mM de IPTG durante 18 h. Los cultivos de BL21(DE3)/pETHisIN fueron
transferidos a 28 °C e inducidos con 0,5 de mM IPTG durante 6 h. Las células fueron

cosechadas y resuspendidas en solucién de lisis [Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 0,5 M,

glicerol 20 %, imidazol 3 mM y Triton X-100 2 %rédodecitp-D-maltésido(DDM)

15 mM]. Las células se lisaron mediante tres pasajes por French Press a 20,000 psi. La

concentracion de proteina se ajusté a 10 mg/ml cobuttér de resuspension. El

extracto se incub6 1 h a 4 °C con el fin de solubilizar las proteinas de membrana. El

lisado se centrifugd a 12,000 x g con el fin de precipitar las células sin romper, restos
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celulares y cuerpos de inclusion. El sobrenadante se ultracentrifugoé a 100,000 x g, con

el fin de separar las membranas de la fraccidon soluble.

6.7. Purificacionde Guml

A continuacion se detalla el protocolo definitivo para la purificacion de Guml. Cabe
aclarar que no se detallan aqui las pruebas realizadas previas a la estandarizacion. Sin
embargo, todas las pruebas incluyeron modificaciones en los componentes de las
soluciones (pH, fuerza ionica, detergente).

Las cromatografias fueron monitoreadas por absorbancia a 280 nm. Las fracciones
colectadas fueron analizadas por SDS-PAGE, seguido Gmoymassie blueo

inmunodeteccion.

6.7.i. Purificacion Guml-Hig(C-terminal)

Las proteinas solubles en detergente preparadas como se indica en el apartado anterior
fueron inyectadas en una columna de afinidad por cationes divalentes (IMAC - GE)
utilizando un equipo de HPLC. La columna se encontraba equilibradaffar A:
Tris-HCI 50 mM, NaCl 0,5 M, Triton X-100 0,05 %, Glicerol 20 %, pH 8,0. La
columna fue lavada cdnuffer A, hasta alcanzar la linea de base. Luego, las proteinas
fueron eluidas con un gradiente continuo de imidazol O - 350 nibdféer A en 12 vol

de columna, a 1 ml/min. Las fracciones conteniendo Guml fueron concentradas por
ultrafiltracién (10,000 MWCO Amicon Ultra, Millipore) a 3-5 mg/ml, y luego fueron
inyectadas en una columna de exclusibn molecular Superdex 200 (SZBB
Healthcare) equilibrada epuffer B: Tris-HCI 20 mM, NaCl 0,15 M, Triton X-100
0,05%, glicerol 20 %, pH 8,0. Finalmente, la proteina fue concentrada y utilizada para

las mediciones de actividad y para la cristalizacion.

6.7.ii. Extra-purificacién

Para ensayos posteriores de cristalogénesis se adicion6 un paso de purificacién por
intercambio idnico. Para ello, la proteina purificada fue diluida a la mitdoiféer A

sin NaCl e inyectada en una columna de intercambio cationico MonoQ (GE Healthcare)
pre-equilibrada con emuffer C: Tris-HClI 20 mM, NaCl 0,05 M, Glicerol 20 %,
Triton X-100 0.05%, pH 8,0. La elucion se realiz6 en 10 vol de columna con un
gradiente conbuffer de NaCl hasta 0,5 M, a 0,5 ml/min. El pico mayoritario

conteniendo Guml fue concentrado y utilizado en los ensayos de cristalogénesis.
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6.7.iii. Purificacion Guml-His (C-terminal) conn-dodecits-D-maltésido(DDM)

Dado que el detergente puede ser un determinante para la cristalogénesis, también se
purific6 Guml utilizando el detergente DDM. Para ello, Guml fue extraida con dicho
detergente como se indica en el apartado anterior, y purificada bajo el mismo protocolo
de IMAC y S200, pero con el siguientffer Tris-HCI 20 mM, NaCl 0,05 M,
Glicerol 20 %, DDM 0,25 mM. La proteina fue concentrada y utilizada en ensayos de
cristalogénesis.

6.7.iv. Purificacion Guml-Hig(N-terminal)

La purificacion se llevd a cabo mediante IMAC y S200, tal como se describe en el

apartadd.7.i. Luego de la cromatografia S200, el analisis por SDS-PAGE mostré una

protedlisis estable, por lo que la proteina fue nuevamente sometida a IMAC, eluyendo
en este caso en #bwthrough Esta fraccién, que contuvo a Guml sin su N-terminal,

fue establemente concentrada y utilizada en ensayos de cristalogénesis.

6.8. Dispersién de luz estatica (SLS)

Para corroborar la monodispersidad de la solucién de la proteina purificada, la misma
fue analizada en un instrumento de dispersion de luz estética (Presicion Detectors
PD2010) conectado a un equipo HPLC (LKB 2248) y a un detector UV (Waters 486).
En general, 250-500 pug (en 200-450 ul) fueron inyectados en una columna S200,
acoplada a los instrumentos descriptos. Los datos fueron grabados y analizados con el

programa Discovery32 (Precision Detectors).

6.9. Espectrometria de masa MALDI-TOF

Guml purificada se acidificO mediante la adicion de acido trifluoroacético 0,1 %.
Luego, se coloc6 una gota en placas para MALDI-T®Rt(x-Assisted Laser
Desorption/lonization- Time {d-light) con un volumen equivalente de una solucién de
acido sinapinico (acido sinapinico 6 mg/ml, acido trifluoroacético 0,1 %, acetonitrilo 70

%). La gota fue secada y analizada en un equipo Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA.

6.10. Preparacion de células permeabilizadas

Células de XcFC2, XcK, Xcl y de estas cepas conteniendo los plasmidos indicados
fueron crecidas en medio YM hasta fase exponencial. Las células fueron cosechadas y

lavadas 2 veces con 1 volumenffer Tris-EDTA 10 mM, pH 8,0. Finalmente se
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resuspendieron en 1/3 vol con llffer indicado y se sometieron a 3 ciclos de
congelamiento en Niquido y posterior descongelamiento es0Hb3]. Finalizados los

tres ciclos, se incubaron las muestras con 30 mM Mg@unta de espatula de DNAse

| (Sigma), por 10 min a 10 °C. Luego fueron centrifugadas, resuspendidas en 1/100

volumen y reservadas a -20 °C hasta su uso.

6.11. Preparacion de sustrato

Para preparar el sustrato de Guml, 200 pl de células permeabilizadas Xcl fueron
incubadas con UDP-GIc 3 mM, GDP-Man 1,5 mM y UDP-GIcA 1,5 mM [6 0Ci de
UDP-[**C]GIcA en caso de preparar sustrato marcado), ¢.s.p 350 pl de buffer TM (Tris-

HCI 20 mM, MgC} 24 mM, pH 8.2).

Para preparar el sustrato de GumkK, se prosiguié como se indica en el parrafo anterior,
utilizando células permeabilizadas de XcK 'y, en el caso de preparar sustrato marcado,
se utilizé 015 uCi de GDP-[**C]Man.

Las mezclas se incubaron a 20 °C por 30 min. Luego se lavo 3 veces con 1@l de H
MQ, y el precipitado de células fue extraido 3 veces con 150 pl de
cloroformo/metanol/agua (1:2:0,3). Las fracciones organicas fueron concentradas bajo
corriente de nitrégeno, solubilizadas en 0% e Triton X-100 y utilizadas para las

reacciones de actividaul vitro.

Para los ensayos de especificidad, el sustrato obtenido fue hidrolizado (segun apartado
6.13) y el producto’fC]GIcA-Man-Glc;, fue utilizado como aceptor de la reacciéon de

Guml.

La concentracion de glicolipidos fue estimada en base a incubaciones paralelas
empleando UDPYC]GICA o GDP-f*C]JMan de baja radiactividad especifica
(0,44 mCi/mol).

Para medir la actividadh vitro de las células XcK complementadas con el plasmido
conteniendo las mutaciones de GumK, se siguié el mismo protocolo indicado en el

primer parrafo de este apartado, utilizando UHR]GICA.

6.12. Ensayosle actividad in vitro

Para Guml, las mezclas de reaccion estandar se prepararon con: 10 ul de sustrato
enddégeno concentrado, Tris-HCI 50 mM pH 8,0, Mg&ImM, Tritébn X-100 2 %,
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GDP[**C]Man 0,15 pCi y Guml-His0,2 pg, en un volumen final de 100 pl. Salvo las
excepciones indicadas en el texto, las reacciones se llevaron a cabo por 2 minutos a
25°C. Las reacciones fueron detenidas mediante la adicion de 200 pl de
cloroformo/metanol (1:1) y 120 pl de,®. La fase organica obtenida luego de
centrifugar 5 minutos a 4.000 x g se reservo y la interfase fue lavada 2 veces con 150 pl
de cloroformo/metanol/agua (1:2:0,3). Alicuotas de la fraccién organica total obtenida
fueron contadas en un contador de centelleo, o bien preparadas para cromatografia (ver
apartado 6.13

Para analizar los efectos del tiempo, temperatura, pH, iones metéalicos y detergentes,
todos los parametros se mantuvieron constantes excepto el pardmetro bajo estudio. Los
valores de concentracion micelar critica (CMC) para el Triton X-100 (0,25 mM) y el
DDM (180 uM) fueron tomados de le Mareal.[54].

La especificidad con respecto al dador fue ensayada con 1 mM de ADP-Man o

GDP-Glc en la reaccién estandar descripta en este apartado.

6.13. Cromatografias en papel y en capa delgada (CPy TLC)

Los motivos oligosacaridicos fueron liberados del difosfato y poliisoprenol por
hidrolisis acida. Brevemente, las muestras organicas fueron concentradas por corriente
de N, hasta 10-20 pul. Luego, se agreg6 200 ul de HCI 0,01 N, pH 1,5 y se incubd a
100 °C por 10 minutos. Las muestras fueron secadas y resuspendidas en 10801l de H
este Ultimo procedimiento fue repetido 3 veces.

Para cromatografia en papel, las muestras fueron sembradas en papel Whatmann 1
(Maidstone, U.K.), y desarrolladas en una cuba saturada con solvente isopropanol/acido

acético/agua (24:7:9).

Para las cromatografias en capa delgada, las muestras fueron hidrolizadas con HCI
como se indicé anteriormente. Luego las muestras se deslipidificaron con 600 ul de

cloroformo/metanol (2:1). El sobrenadante acuoso fue incubado con 500 ul de piridina

1 min a 100 °C, y secado con corriente delMego de tres lavados con 150 pl d@,H

las muestras fueron sembradas en placas de TLC de silica (Merck). La cromatografia

fue desarrollada en solvente 1-propanol/nitrometano/agua (5:2:2).

Las cromatografias TLC y CP fueron visualizadas con el software ImageQuant y el

scanner Storm 840 (Molecular Dynamics). Alternativamente, las cromatografias CP
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fueron analizadas directamente cortando cada carril de papel de a 1 cm, y analizando

cada fraccidon en contador de centelleo.

6.14. Complementacion funcionain vivo (medicién de xantano)

Las bacterias complementadas fueron cultivadas en placas YM, suplementado o no con
el antibiético correspondiente con el fin de observar el fenotipo obtenido. Para la
cuantificacion de la produccion del exopolisacarido, las cepas mutantes
complementadas fueron cultivadas en medio XOL modificado por 5 dias, hasta fase
estacionaria. Los sobrenadantes de los cultivos fueron analizados en su contenido de
xantano mediante el método del cloruro de cetilpiridinio (CPC) [55]. Brevemente, 20 ul
del sobrenadante fueron supendidos en 3 ml @k He agregaron 3 ml de una solucion

de CPC 0,036 % p/vy N80, 0,2 % p/v. Las mezclas fueron incubadas 1 ha 37 °C, y
luego centrifugadas 20 min a 5.000 x g, con el fin de precipitar los complejos
CPC/xantano. A cada sobrenadante se le midié absorbancia a 260 nm y se infirié la
cantidad de xantano mediante la curva de calibracion realizada con xantano comercial
(Kelco).

6.15. Fraccionamiento subcelular

Para la localizaciéon subcelular, tantokercoli como enXc, las células correspondientes
fueron cosechadas y resuspendidasbefier Tris-HCI 50 mM, MgC} 5 mM. Las

células se lisaron mediante tres pasajes por French Press a 20.000 psi. El lisado se
certrifugd a 5.000 x g con el fin de precipitar las células sin romper y los restos
celulares. El sobrenadante fue nuevamente centrifugado a 12.000 x g para aislar cuerpos
de inclusion. Finalmente, el sobrenadante se ultracentrifug6é a 100.000 x g, con el fin de
separar las membranas de la fraccion soluble. Las muestras fueron analizadas por SDS-

PAGE e inmunodeteccion.

6.16. Hidrdlisis de nucleodtidos azucares sin aceptor

6.16.i. Hidrdlisis de GDP-Man por Guml
Se incubé Guml-His25 uM con GDP}'C]Man 200 uM (5 mCi/mmol), ebuffer de
purificacion de GumK (ver apartado), a 20 °C. Se tomaron alicuotas en los tiempos

indicados en resultados.
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6.16.ii. Hidrolisis de UDP-GIcA por GumK
Se incubé GumK (0 Gumk/D157A) 70 pM con UDP]GICA 105 pM (6
mCi/mmol), enbuffer de purificacion de GumK (ver apartado), a 20 °C. Se tomaron

alicuotas en los tiempos indicados en resultados.

En ambos ensayos, las reacciones fueron frenadas con 1 vol de etanol absoluto. Luego
de centrifugar 3 min a 5.000 x g, la fraccion acuosa se sembr6 directamente en placa de
TLC (ver apartado).

6.17. Reacciéon en tandem de GumK 'y Guml

Para la preparacién de la unidad repetitiva completa a partir dePligpsacéarido, se
incubo este aceptor con 6 pg de GumK y 1 pg de Guml-Hig purificadas, con
UDP-GICA 1 mM y GDP-Man 5 mM, MgGl 6,25 mM, Triton X-100 0,5 %,
Tris-HCI 20 mM pH 80, a 25 °C durante 1 hora en un volumen final de 100 pl. En las
incubaciones se utiliz6 UDPCIGICA 6 GDP-f“C]Man, manteniendo las
concentraciones mencionadas, con una actividad especifica de 3,2 mCi/mrol y O,
mCi/mmol, respectivamente. Las reacciones fueron frenadas como se indicé

anteriormente en el apartado 6.12. Los productos fueron analizados por CP.

6.18. Extraccion con carbonato y Triton X-114

Las membranas de Xcl/pBGl y Xc1231/pBGl fueron obtenidas como se indicé
anteriormente. Se resuspendieron lemffer Na,CO; 100 mM, pH 11,4 a una
concentracién final de proteina 1,5 mg/ml, y se incubaron con agitacion durante 60 min
a 4 °C. Luego se ultracentrifugd a 100.000 x g por 60 min a 4 °C. El sobrenadante fue
removido y el precipitado fue lavado cbuoffer fosfato salino (PBS). El sobrenadante
junto a los lavados fueron combinados y el pH fue ajustado con 0,1 volumen de
Tris-HCI 1 M pH 7,0. Las proteinas fueron recuperadas mediante precipitacion con 10
volimenes de acetona a -20 °C por 60 min. Las muestras fueron sometidas a
SDS-PAGE e inmunodeteccion.

Para la particion de fase con Tritdbn X-114 se utiliz6 el protocolo de Brusca y Randolf
para identificar proteinas integrales de membrana [56]. Para ello, las membranas fueron
incubadas con Tritdn X-114 2 % en PBS en una relacién proteina:detergente de 1:10,
por 2 h a 4 °C. La fraccion insoluble fue removida por centrifugacion a 13.000 x g, 10

min a 4 °C. El sobrenadante fue incubado a 37 °C por 10 min para inducir la separacion
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de fases. Las fases acuosa y detergente fueron separadas por centrifugacion a 13.000 x g
por 10 min. La fase acuosa, fue lavada con la solucion del detergente. La fase
detergente, fue lavada con PBS. Cada fase fue precipitada con 10 vol de acetona, como
se indic6 anteriormente. Las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE seguida por

inmunodeteccion.

6.19. Tratamiento con p-manosidasa

La mezcla de reaccion enzimatica contenia citrato de sodio 50 mM, pH 4,4, 11 nCi de
[**C]Man-oligosacéaridos producidos por XcFC2 (ver apartado) o por GumglyHis
0,2U de p-manosidasa delelix Pomatia(Sigma), en un volumen final de 65 pl. Las
incubaciones se llevaron a cabo durante 16 h a 25°C y fueron frenadas mediante la

adicién de 1 vol de etanol. Alicuotas fueron analizadaSpor

6.20. Andlisis bioinformaticos

El analisis basico de secuencia de aminoacidos fue realizado mediante programas de

dominio publico del portal Expasyhtfp://expasy.org/ Para analizar la estructura

primaria, se utilizé el programa PROTPARAM [57]. Las busquedas de similitudes de
secuencia fueron realizadas con dos iteraciones de PSI-BLAST [58], fijando como
umbral de “expected value(E) un valor de 1 x I8 Las predicciones de regiones
transmembranas y de orientacion proteica fueron realizadas con los siguientes
programas: HMMTOP [59], DAS [60], SOSUI [61], TMHMM [62] y AmphipaSeeK
[63]. El andlisis de la orientacion de GumK en un modelo de membrana fue realizado
por la base de datoSrientation of Proteins in Membrane®©PM) [64, 65]. El
modelado por homologia de Guml fue realizado por el servidor automatico SWISS-
MODEL [66].

6.21. Cristalogénesis

Para la cristalogénesis de Guml, la proteina purificada en diferentes concentraciones,
entre 2 y 25 mg/ml, fue mezclada en proporcién 1:1 con soluciones comerciales de
cristalizacion (Hampton Jena Biosciences). El método utilizado fue difusion de vapor,

en las versiones gota colgante y gota sentada. La mayoria de los ensayos se realizaron

manualmente, y en algunos casos también se utilizé un robot dispensador de liquidos.
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Se probaron mas de 300 soluciones, varias concentraciones de proteina, a 4 °C y a

18 °C. Ademas, se ensayaron aditivos (Tabla 6.3) en condiciones selectas.

Tabla 6.3. Aditivos ensayados

Compuesto Concentracion final Compuesto Concentracion final
Fenol 10 mM LiCl 100 mM
1-propanol 4 % viv MgCl, 10 mM
Acetonitrilo 4 % viv Tartrato de Na+ K+ 100 mM
Metanol 3% viv CaClb 10 mM
Etanol 3% viv NaCl 200 mM
DMSO 3% viv (NH,)2S0y 100 mM
MPD 3% viv NiCl, 10 mM
Acetona 4 % viv KCI 100 mM
Etilenglicol 3% viv CsCh 100 mM
DDM 0,5 % viv Citrato de Na+ 100 mM
LDAO 0,2 % viV MnCl, 10 mM
oG 0,5 % viv CoCl 10 mM
PEG 400 5% viv Cloruro de guanidinio 100 mM
PEG 600 5% viv ZnCl, 10 mM
PEG 1000 2% viv UREA 10 mM
PEG 1500 3% viv EDTA 10 mM
PEG 3350 1% viv Glicina 100 mM
PEG 6000 3% viv Glicerol 3% viv
PEG 20000 1% viv Glucosa 3% plv
PEG MME 550 3% viv GDP 2y1mM
PEG MME 2000 3 % viv GDP-Man 100, 10, 2, 0.2 mM
PEG MME 5000 3% viv

Los cristales de GumK fueron obtenidos como se indica en Baetexb86].
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6.22.Soakingscon lipidos

Cristales maduros de GumK fueron incubados en 30 pibufiier de cristalizacion
suplementado con 20 mM de los lipidos heptaprenil monofostatehéptaprenil-B,
decaprenil monofosfatoCgs-prenil-P) (Department of Lipid Biochemistry, Polish
Academy of Sciences) o fitanil pirofosfato celobiosgiil-PP-celobiosa (Dpto. Qca.
Orgéanica, FCEN, UBA). Los tiempos de incubacion ensayados fueron 2, 3, 5y 20 h.
Los cristales fueron montados y crio-conservados hasta su medicién en el sincrotron

LNLS Campinas, Sao Pablo, Brasil.

6.23. Agregacion por presencia de sustrato: absorbancia a 350 nm

GumK fue purificada por el método estandarizado por Barreras [35]. La agregacién de
GumK 2, 5y 10 uM sola o con sustratos (en relacion molar 1,5, 4,5y 7,5) fue
monitoreada en el tiempo mediante la absorbancia a 350 nm, en un espectrofotbmetro

Jasco a temperatura ambiente.

6.24. Modificacion del protocolo estandar de purificacion de GumK

Para evitar la agregacion que impide los ensayos de interacciébn con sustrato, el
protocolo de purificacion por cromatografia de exclusiéon molecular fue modificado
cambiando elbuffer a fosfato 25 mM pH 8,0, NaCl 0,4M, glicerol 10 %,
Tritdbn X-100 0,05%. Esta modificacidn en la preparacién de GumK fue utilizada para la
mayoria de los ensayos biofisicos. EI mismo método fue utilizado para la purificacion
de la mutante D157A.

6.25.Cross-linkingin vitro

GumK purificada, aproximadamente 20 puM, fue incubada con UDP-GICA en
proporciones molares 10x y 50x. Las mezclas se incubaron con ditiobis[succinimidil
propionato] -DSP- (0, 0,1y 0,5 mM) a 20 °C o en hielo. Se tomaron alicuotas a 2y 10
min. Luego de mezclarse cdmffer desnaturalizante, las muestras fueron sometidas a
SDS-PAGE seguida por tincion c@oomassie bluePara analizar la reversibilidad del

entrecruzamiento, se agregé ditiotre{@TT) 2 mM.
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6.26. Simulacién computacional

6.26.i. Dinamica Molecular

Debido al tamafio de las proteinas y a la ausencia de una redistribucidn electrénica en la
etapa del proceso abordado por esta metodologia, se utilizaron modelos de mecanica
cldsica (mecanica molecular) para estudiar dichos sistemas mediante simulacion
computacional. En estos métodos, se del@nexpresion de la energia potencial en
funcidn de las posiciones de los atomos, siendo representados por esferas con cargas
puntuales. EI campo de fuerza utilizado es el que considera cdmo interaccionaran los
atomos/esferas entre si. Por ejempén un campo de fuerza “all-atom” las
interacciones entre los atomos pueden separarse en dos grupos, las de union y las de no
unién. En las interacciones de unidon estan involucrados los enlaces, angulos de tres
miembros y angulos diedros; mientras que las de no unién estan conformadas por las
interacciones electrostaticas basadas en la ley de Coulomb y un potencial de Lennard-
Jones entre atomos que se encuentran a mas de 3 enlaces covalentes. En este trabajo se
utilizé el campo de fuerza AMBER99 [67] para la parte proteica y nucleotidica, y

GLYCAMOG [68] para la region glicosidica de las moléculas estudiadas.

Los modelos de partida para las simulaciones se prepararon a partir de las estructuras
experimentales de GumK depositadas en la base de datosHP@BI{ Data Bank
(cédigos 2Q6V y 2HY7). Las estructuras fueron preparadas para las simulaciones
(solvatadas y protonadas) con la herramiéietsp del paquete AMBER. La solvatacion

se realizé con un modelo simple de agua explicita con el potencial TIP3P [69], en forma
de un octaedro regular, de forma tal que entre los extremos de la caja y la superficie de
la proteina exista aprox. 6 A. Cada sistema fue sometido a una optimizacion de 1.000
pasos realizado con el método de gradiente conjugado. La estructura optimizada fue
sujeta a una simulacién de DM de 120 ps a volumen constante, donde la temperatura
fue lentamente incrementada hasta llegar a 300 K. El calentamiento fue seguido por 80
ps de DM en los cuales se mantuvo constante la temperatura y se ajusto la presion de los
sistemas a fin de equilibrar su densidad. Dependiendo del sistema y del tipo de estudio,
las simulaciones fueron extendidas hasta 50 ns, realizandose las mismas con las
condiciones de cantidad de materia, presion y temperatura constantes (NPT), sin ningan
tipo de restriccion sobre los atomos del sistema, siendo T = 300 Ky 2 ps el tiempo de

integracion del algoritmo de Verlet (paso de simulacion).
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Para la visualizacion de las trayectorias obtenidas y la preparacion de las imagenes se
utilizé el programa Visual Molecular Dynamics (VMD) [70]. El célculo de la raiz
cuadrada de la desviacion cuadratica media (RMSD, de sus siglas en inglés) de la
cadena principal (Ca, C, N, O) se realizo mediante VMD, segtin la ecuacién 6.1, donde

0 es la distancia entre los N atomos equivalentes seleccionados.

(ec.6.1)

El calculo de la raiz de grado 2 de la fluctuacion cuadratica media (RMSF, de sus siglas
en inglés) se realiz6 mediante el médotiaj de AMBER, segun la ecuacion 6.2, donde
T esel tiempo tomado en cuenta para el promedif;'y es la posicion de referencia de

la particula.

T

RMSF = | 1 3 (lty) — &)

S ot=1
(ec. 6.2)

6.26.ii. Construccién de ligandos in silico

El docking brevemente, es un método que permite predecir la orientacion de una
molécula respecto a la otra en un complejo. Los resultados obtenidiackiglg son

muy dependientes de las estructuras iniciales utilizadas asi como la libertad
conformacional que se le permite a las moléculas interactuantedotkisgsfueron
realizados con el paquete de herramientas Autodock [71]. Los resultadiogkiieg

fueron visualizados en VMD.

Mientras que las cargas puntuales de los residuos proteicos ya se encuentran
parametrizadas en el campo de fuerza utilizado, las correspondientes a las moléculas
UDP-GIcA, UDP-Glc y UDP-GalA se encuentran ausentes en todos los campos de
fuerza. Para la parametrizacion de dichos ligandos, se realizd en primer lugar una
optimizacion de la geometria utilizando métodos de estructura electronica
(Hartree-Fock) con el programa Gaussian 03. Luego de obtener la estructura con las
distancias y angulos optimizados, se calcularon los parametros de carga puntuales
utilizando el método RESP [72]. Como control de la parametrizacion se realizaron 3-5
ns deDMs de cada ligando solvatado en una caja octaédrica de agua con el modelo
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TIP3P. Luego se realiZdM de los complejos formados como se indica en 6.Réra

la estimacion del cambio de energia libre dado por la union de los ligandos ensayados se
utilizé el médulo MM-GBSA del paquete AMBER. Esta metodologia posee una gran
correlacion con datos experimentales al analizar la energia libre de union entre
diferentes moléculas con una dada proteina, o entre un ligando en interaccién con una
proteina en diferentes conformaciones. La localizacion de moléculas de agua con mayor
ocupancia que el promedio en el solvente (sitios de agua) BiMiasue analizada por

la aplicaciongapecluster disefiada por Gauto D. y Petruk A (FCEyNUBA). La

misma analiza la trayectoria de las moléculas de agua sobre la superficie proteica a
partir de una simulacién de DM. Blas-dockingfue realizado mediante un algoritmo

de dockingmodificado por Gauto D., por el cual se adicionan pozos de energia en la
superficie potencial de los atomos seleccionados, y luego se utiliza el Autodock [73].

6.27. Dispersién de luz a bajo angulo (SAXs)

GumK en diferentes concentraciones entre 1 y 8 mg/ml fue medida en la linea X9 de
dispersion de rayos X (BNL-NSLS, New York, EEUU) en presencia y ausencia de
sustrato UDP-GIcA o UDP, en relacibn molar 5x y 10x. Las mezclas fueron
centrifugadas 10 min a 4 °C, y mantenidas en la celda a 10 °C. Se realizaron 4
exposiciones individuales, de 120 s cada una. El analisis de los datos fue realizado por

el responsable de la linea X9, Dr. Lin Yang.

6.28. Protedlisis limitada

GumK 80 pM fue incubada ebuffer de purificacion de GumK, manteniendo una
relacion en masa 1:200 con tripsina (Sigma), en ausencia de sustrato o en presencia de
1 mM de: UDP, UDP-GIcA, UDP-GIc o UDP-GalA, a 20 °C. Bajo las mismas
condiciones se realizd la protedlisis con tripsina de GumK/D157A en ausencia y
presencia de UDP o UDP-GIcA.

Para la protedlisis con a-quimiotripsina (Sigma), GumK y GumK/D157A fueron
incubadas ebuffer de purificacion de GumK, manteniendo una relacion en masa 1:150
con la proteasa, en ausencia de sustrato o en presencia de 1 mM de UDP o UDP-GIcA,
y CaCh 10 mM, a 20°C.

En todos los casos, alicuotas fueron tomadas a diferentes tiempos e incubadas con 1
volumen debuffer desnaturalizante suplementado con PMSF 2 mM. Luego fueron
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incubadas 10 min a 100 °C y reservadas a -80 °C hasta su uso. Las muestras obtenidas
fueron analizadas por SDS-PAGE seguido por tincidbn @oamassie bluePara la
secuenciacion N-terminal de los fragmentos de interés, las digestiones fueron separadas
por SDS-PAGE vy luego transferidas a membrana de PVDF como se indica en el
apartado inmunodeteccion. Las bandas transferidas fueron tefiidas con Rojo Ponceau S
y secuenciadas por el método de degradacion de Edman en un secuenciador modelo 477
(Applied Biosystems), en el servicio de LANAIS (FFyB, UBA).

6.29. Fluorescencia

En todos los casos se utilizé un fluorimetro Jasco FP 6500 (Jasco, Japoén).

6.29.i. Espectros en presencia de sustratos

GumK 80 pM fue sometida a espectros de emision intrinseca de triptéfanos. Cada

muestra fue excitada a 295 nmy 229 nm y el promedio de cuatro espectros de emision
fue registrado entre 300-450 nm y 270-330 nm, respectivamente. Se registraron también

los espectros en presencia de concentraciones crecientes de ligando. Los espectros
fueron medidos a 20 °C, a menos que se indique lo contrario. La temperatura se

mantuvo en un rango de £ 0.1 °C, utilizando un disposipetiier. Los datos

registrados fueron exportados y analizados con GraphPad Prism 4.

6.29.ii. Espectros en funcién de la temperatura

Los espectros de &K 80 pM en ausencia y en presencia de UDP-GIcA 120 pu
fueron registrados con una rampa de 1 °C/min. Los datos registrados fueron exportados
y analizados con GraphPad Prism 4. Los espectros resultantes provienen de un
promedio de 4 mediciones.

6.30. Dicroismo circular (CD)

Las mediciones de CD fueron realizadas en un espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco,
Japon) empleando una velocidad de escaneo de 100 nm/min, un ancho de banda de

1 nm, y una respuesta promedio de cuatro segundos.

6.30.i. Espectros en presencia de sustratos
Los espectros de CD en el UV cercano fueron obtenidos utilizando las muestras
descriptas en el aparta8d9.ien una cubeta de cuarzo con un paso Optico de 0.1 cm.

Los espectros fueron medidos a 20 °C, a menos que se indique lo contrario. La
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temperatura se mantuvo en un rango de + 0,1 °C, utilizando un disppsitien. Los

espectros resultantes provienen de un promedio de seis mediciones.

6.30.ii. Espectros en funcion de la temperatura

Los espectros en el UV lejano fueron analizados en el rango de 15 °C a 60 °C, con una
rampa de 1 °C/min, utilizando una concentracion de proteina de 10 uM. El sustrato fue
agregado en una concentracion de 15 pM. Los datos registrados fueron exportados y
analizados con GraphPad Prism 4. Los espectros resultantes provienen de un promedio
de seis mediciones. Los espectros en el UV cercano fueron obtenidos de la misma

forma, utilizando una concentracién de proteina de 80 uM y de sustrato 120 uM.

6.31. Dispersion de luz dindmica (DLS)

Se evalud el diametro hidrodinamico de GumK en funcién de la temperatura en un
aparato de dispersion de luz dinamico Zetasizer Nano Series Zen 1600 (Malvern
Instruments Ltd. Worcestershire, UK). Se utilizé6 una celda de cuarzo de 1 cm de paso
de luz y una concentracion de proteina de aproximadard@niel. La temperatura se
aumento6 con una pendiente de 2 °C/min. El sustrato fue agregado en una concentracion
de 120 uM. Los resultados fueron exportados y analizados (normalizados) con
GraphPad Prism 4.

6.32. Calorimetria isotérmica de titulacion (ITC)

GumK 80 - 160 uM fue dializada extensivamente contréutler de purificacion
(apartado 6.24). Esteuffer fue utilizado para preparar las soluciones de UDP-GICA
para evitar las diferencias de composicion de las soluciones. GumK a una concentracion
de 80 uM fue titulada con una solucion 3 mM de UDP-GIcA en un microcalorimetro
VP-ITC (Microcal). Se realizaron, ademas, ensayos con mayor cantidad de proteina,
escalando en forma directamente proporcional la concentracién de ligando utilizado.
Las condiciones de las titulaciones fueron: una primera inyeccién de 2 ul, seguida por
39 inyecciones de 6 pl, con una duracion de 12 s y una distancia temporal de 180 s entre
inyecciones, con una agitacion de 250 rpm, a 20 °C. Siguiendo el mismo procedimiento
se realizaron titulaciones controles que incluyeron los siguientes sistemas celda/jeringa:
proteinabuffer, bufferligando, buffer (5x detergente)/ligando. Los datos fueron
analizados con el programa Origin MicroCal.

Las mismas condiciones fueron ensayadas utilizando GumK/D157A.
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6.33. Resonancia magnética nuclear (RMN)

GumK 350 - 450 uM con dioxano 0,4 % (como estandar interno) fue medida en un
equipo Bruker a una frecuencia de 600.3 MHz, a 20 °C. Se utilizé la técnica de
gradiente de campo pulsado (PFG) ejecutando la secuencia PGSLED [74]. La longitud
de los pulsos y retardos en la secuencia se mantuvieron constantes y se colectaron 20
espectros variando la fuerza del gradiente de difusion de 5 % a 95 % del valor maximo.
Los espectros del dioxano se adquirieron con 16.000 puntos complejos y los de la
proteina con 4.000. Los ligandos fueron mezclados con GumK en una relacion molar de
1,5x. Los resultados fueron analizados por la Dra. Mariana Gallo (servicio de RMN,

Fundacién Instituto Leloir).
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7. Resultados y Discusion Guml
Resultados
7.1. Complementacion funcionain vivo

La funcién del gemumlfue previamente inferida mediante el andlisis de los productos
intermediarios en la cepAc mutanteguml, Xcl [33]. En esta cepa se encontrd
principalmente como glicolipido intermediario al lipido-pirofosfato-tetrasacarido,
lip-PRGlc,-Man-GIcA, indicando una sintesis incompleta de la unidad repetitiva.
Segun dichos resultados, Guml seria una manosiltransferasa no-procesiva que utilizaria
GDP-Man como dador y lipido-pirofosfato-tetrasacarido como aceptor. Para comprobar
la funcién del marco de lectura abiegiomlin vivo, el mismo fue clonado en un vector

de amplio rango de hospedador inducible por arabinosa, pBBAD22K [50], bajo la
direccion del promotor pBAD. El plasmido obtenido pBGI fue introducido en las cepas
XcFC2 (salvaje) y Xcl.

Las cepas d&c productoras de xantano lucen peculiarmente mucosas en medio sélido,
debido al exopolisacéarido secretado. Como se muestra en la Figura 7.1.A, Xcl (ii)
presenta un fenotipo seco comparada con la cepa salvaje XcFC2 (i). Esto permite
observar cualitativamente en placas de Petri la complementacién funcional del gen en
trans, obteniendo en la cepa Xcl/pBGlI (iv) un fenotipo mucoso similar al control

positivo XcFC2. El vector vacio pBBAD22K no tuvo efecto sobre Xcl (iii).

El analisis de los glicolipidos intermediarios producidos por Xcl/pBGl mediante

cromatografia en papel (CP, Figura 7.1.B) mostré que la cepa produce un lipido
intermediario similar a la unidad repetitiva completa lipido-pirofosfato-pentasacarido
(lip-PR-Glc-Man-GIlcA-Man) obtenida en XcFC2.

Para cuantificar el nivel de la complementacién funcional, se analiz6 la produccién de
polisacaridoin vivo en medio liquido, comparandose la produccion de xantano de la
cepa Xcl/pBGI con la de la cepa salvaje XcFC2, en funcion de la concentracion del
inductor arabinosa (Figura 7.1.C). En este caso, se observd que la expresion de la
proteina Guml en la cepa Xcl restaura la produccién de xantano a niveles salvajes, es
decir que restituye la actividad manosiltransferaBaralelamente se estudio la
expresion de la proteina en funcion de la concentracion de arabinosa. Como se observa

en la Figura 7.1.D, la cantidad de proteina expresada no varia en presencia de diferentes
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concentraciones de inductor y tampoco es reprimida por la presencia de glucosa en el

medio de cultivo.
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Figura 7.1. Complementacién funcional de la mutante Xcl por el geml (A) Rescate del fenotif
mucoso en medio solido. i. XcFC2 (salvaje), ii. Xcl, iii. Xcl/[pBBAD22K, iv. Xcl/pBGI suplemer
con 0.05% de arabinosg@B) Restauracion de la sintesis de la unidad repetitivBRi@Ic,-Man-GIcA-
Man. Los oligosacaridos de los glicolipidos producidos luego de la incubacion de células permes
de Xcl (carril 1), Xcl/pBGlI (carril 2), y XcFC2 (carril 3) con UDP-Glc, GDP-Man y UBRIGIcA
fueron liberados y analizados p@P. Se indica en la figura la migracién de los estan
Glc,-Man-[“C]GIcA (T) y Gle-Man-[*"C]GIcA-Man (P). (C) Restauracién de la produccion

polisacarido. El polimero producidio vivo por las cepas d¢. campestrisndicadas fueron cuantificac
por el método de CPC (ver Materiales y Métodos). La cuantificaciéon fue relativizada respecto

XcFC2. Las barras de error denotan la desviacién estandar de tres experimentos indepébliea
expresion de Guml en extractos totales de Xcl/pBGI inducidos con arabinosa fue analiz
SDS-PAGE seguido por tinciébn c@@oomassie blueLa posicion de los marcadores de masa mole
se indica en la figura. La flecha indica la posicién de Guml.

7.2. Localizacion subcelular de Guml eiXc

Dada la importancia de la participacién de la membrana para el funcionamiento del
sistema de sintesis de xantano, se analizé la localizaciéon subcelular de Guml

recombinante, expresada a partir del plasmido pBGI, tanto en la cepa XcFC2, en Xcl
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como en la cepa carente del opegiimn Xc1231 (Figura 7.2.A). En todos los casos la
proteina fue hallada en la fraccidon de membranas, indicando que dicha localizacion es
una propiedad intrinseca de la proteina y no depende de la interaccibn con otras

proteinas Gum.

El analisis de secuencia de Guml predice que la proteina completa posee un pl de 8,4,
mientras que su porcion N-terminal y C-terminal tienen un pl de 10,3 y 5,4,
respectivamente. Esto indicaria que, como en otras GTs descriptas, la interaccion seria
mediada por el extremo N-terminal, involucrando aminoacidos basicos e hidrofébicos
de dicha regién. Con el fin de estudiar las interacciones que gobiernan la union de Guml
a la membrana, se realizaron dos aproximaciones experimentales. Por un lado, se
sometieron las membranas Xecon el plasmido pBGI a extraccién con una solucién a

pH béasico. Luego de ultracentrifugar las membranas de Xcl/pBGI y de Xc1231/pBGl
previamente incubadas con una solucion de 0,1 M d€®a(pH 11), se analizé la
localizacion de Guml por geles desnaturalizantes e inmunodeteccion. Se pudo observar
que Guml fue solubilizada en parte, pero no absolutamentaedio basico (Figura
7.2.B). Este resultado sugiere que la interaccion de Guml con la membrana no es

meramente idnica.

Por otro lado, se extrajeron las membranas con el detergente Tritobn X-114. Este
detergente posee una temperatura micelar critica de 22 °C, es decir que por encima de
esta temperatura una solucion de dicho detergente se separara en dos fases: acuosa y
rica en detergente. Esta cualidad se utilizé para diferenciar las proteinas integrales de
membrana de aquellas periféricas [56]. Las membranas de Xcl/pBGl y de
Xc1231/pBGI fueron incubadas con una solucién de Triton X-114 2 %, a 37 °C. Luego

de la separacion de fases, las proteinas localizadas en las diferentes fases fueron
analizadas por inmunodeteccion, observando la particion diferencial de Guml en la fase
detergente (Figura 7.2.C). Segun estos resultados, sumando ademas la ausencia de
prediccién de segmentos transmembranas por métodos bioinforméaticos, se infiere que

Guml seria una proteina integral monotdpica de membrana.
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Figura 7.2. Localizacion subcelular de Guml
asociacion a la membrangA) Localizacion
subcelular de Guml. SDS-PAGE (pan
superior) e inmunodeteccion (panel inferior)
proteinas de las fracciones soluble (S) y
membrana (M) de X. campestris (B)

Solubilizaciéon de proteinas de membranas
Xcl/pBGIl 0 Xc1231/pBGI con NAOs. Luego
del tratamiento descriptolas membranas
celulares totales fueron colectadas [
ultracentrifugacion y las muestra
correspondientes a membranas celula
iniciales (M), soluble (S) e insoluble (P) fuerc
sometidas a inmunodeteccig{C) Membranas
celulares totales derivadas de Xcl/pB@®l

Xc1231/pBGlI fueron extraidas y sometidas
separacion de fase con Tritdbn X-114. L
muestras correspondientes a las membre
celulares iniciales (M), acuoso (Aq) y fas

detergente fueron  sometidas

(Tx)

inmunodeteccion. Las flechas indican
posicién de Guml.

7.3. Expresion heteréloga del marco abierto de lectura propuesto paguml

La proteina Guml se expresa en niveles muy bajosceBsta caracteristica dificulta la
purificacion y el analisis de la proteina a partir de dicho sistema. Por tal motivo, fue
necesario clonar el marco abierto de lecguml en vectores de expresion de la familia
PET para el sistema heterdloga coli. Las construcciones se realizaron bajo un
promotor fuerte inducible por IPTG y se fusionaron alternativamente ambos extremos
del marco abierto de lectura a una secuencia nucleotidica que codifica para seis
histidinas (Hig - etiqgueta de polihistidinas), para facilitar la inmunodeteccion y la
purificacion mediante cromatografia de afinidad por cationes divalentes. De esta forma
se obtuvieronE. coli BL21(DE3)/pET28HisIN (His en N-terminal) yE. coli
BL21(DE3)/pETHisIC (Hig en C-terminal).

Se probaron distintas condiciones de expresion, variando tiempos y temperaturas de
induccién y concentracion de inductor. Los extractos resultantes fueron analizados por
SDS-PAGE. En todos los casos ensayados se observaron bandas diferenciales de

expresion [51].

El andlisis de la localizacion subcelular mostré que las condiciones de mayor expresion
presentaron un porcentaje alto de proteina en cuerpos de inclusion. Por tal motivo, se

eligieron inducciones mas débiles, en condiciones suaves de temperatura (20 °C), que
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minimizan la proteina ubicada en cuerpos de inclusion. Cabe destacar que, al igual que
en Xc, Guml expresada ek. coli se localiza en membranas. Esta caracteristica
determind la necesidad de utilizar detergente y fuerza idnica para la extraccion de la

proteina. ErMateriales y métodose detallan las soluciones utilizadas.

7.4. Purificacion de Guml

La purificacion de la enzima Guml recombinante se ensay0 a partir de las dos
construcciones obtenidas En coli. La proteina Guml que posee el & el extremo
N-terminal mostré ser inestable durante las etapas de purificacion, siendo degradado su
extremo N-terminal. Su purificacion sera descripta mas adelante. En cambio, Guml
presentando el Hisen el C-terminal fue mas estable, siendo purificada en dos pasos
cromatograficos El primer paso consisti@n una cromatografia de afinidad por
cationes metalicos (IMAC), y el segundo en una cromatografia de exclusién molecular
(S200), obteniéndose finalmente proteina purificada en al menos un 95 % (Figura 7.3),
con un rendimiento de 5 mg de proteina purificada por litro de cultivo. Cabe destacar
que el proceso de purificaciéon fue desafiante debido a la inestabilidad intrinseca de la
proteina que requiere alta fuerza idnica, detergente y glicerol 20 %. En las condiciones
detalladas, Guml-Hisa una concentracion de 5 mg/ml es estable durante un mes a 4 °C

y durante cinco meses a -20 °C.
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Figura 7.3. Purificacion de Guml recombinantfd) Se muestran esquemas representativos de
cromatogramas de los dos pasos cromatogréaficos de la purificacion de GyniMAIS (arriba) y

S200 (abajo). La estrella denota la fraccion correspondiente a la pr@BiS&®S-PAGE tefiido cor:
Coomassie bluéarriba) e inmunodeteccién (abajo) del proceso de purificacién: 1, Extracto to
células BL21(DE3)/pETHisIC; 2, Extracto soluble en el detergente TritdA0X3, fraccién IMAC;

4, fraccién S200 final. La punta de flecha indica la posicién de Guml.

% En adelante, salvo se indique lo contrario, cuando se nombre GundeHisfiere la construccion
purificada con el Hisen el C-terminal.
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7.5. Caracterizacion de la proteina GumiHisg purificada

Segun la secuencia del ggumml se espera un producto proteico de 40 kDa. En la Figura
7.3.B (carril 4) se puede observar que Gumkldiggra en un gel desnaturalizante como

una proteina de tamafo ligeramente menor al esperado (~36 kDa). Esta diferencia puede
corresponder a una migracién aberrante debida a la unién de lipidos y detergentes, al
igual que muchas proteinas de membrana [75]. Entonces, para comprobar el tamafio real
de la proteina purificada, se realizé un analisis por espectrometria demaiaba
assisted laser desorption/ionization-time of f(tALDI-TOF). Como se observa en la

Figura 7.4.A, la proteina purificada posee el tamafio esperado.

Con el fin de comprobar pureza y calidad de la proteina purificada se realizaron ensayos
de dispersion de luz estéatico acoplado a cromatografias de exclusion molecular (SEC-
SLS). En este caso, se observo que la proteina purificada es monodispersa, eluyendo

como Unica especie, y no presenta agregados (Figura 7.4.B).
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Figura 7.4. (A) Determinacion de la
masa molecular de Guml purificad
Se observa el valor de m/z obteni
por MALDI-TOF, el cual se acerca &
valor predicho de40.038 Da (B)
JL Dispersiéon de Guml purificada. S
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7.6. Actividad de GumlHisg

Una vez obtenida la proteina purificada de forma estable, ensayamos la actividad
manosiltransferasa propuesta. Para ello utilizamos como sustratos al aceptor endégeno
lip-PR-Glc,-Man-GIcA y al nucleotido azucar dador GDP-Man. El analisis @Brde

los productos de las reacciones ensayadas demostré que al utilizar el aceptor
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lip-PRGlc,-Man-GIcA frio, y luego de incubarlo con GDP'¢]Man (Figura 7.5.A), se
obtuvo un producto pentasacaridico radiactivo. EI mismo producto fue encontrado al
incubar lipPRGlc-Man-[**C]GIcA con GDP-Man (Figura 7.5.B) en presencia de
Guml. Estos resultados demuestran que la proteina Guml purificada tiene actividad
manosiltransferasen vitro (Figura 7.5). En estas condiciones, Guml tiene una tasa de

transferencia de Man de mas de 50 pmoles Xmimng ™.
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. Figura 7.5. La actividad de Guml-Hisrecombinante purificada fue medida y analizada por !
- incubando(A) lip-PRGlc,-Man-GIcA, GDP-f'C]Man y Guml o(B) lip-PR["C]Glc,-Man-GIcA y
: GDP-Man, con (linea continua) o sin Guml (linea discontirB@)ndica la posicion de los estandar
pentasacarido (P) y tetrasacarido (T).

Con el fin de investigar las condiciones Optimas de actividad de la proteina
recombinante, se realizaron curvas de actividad en funcién del tiempo, temperatura,
concentracion y tipo de detergente, y presencia de cationes metalicos divalentes (Figura
7.6).

Se observo que la actividad es maxima a pH 8,0 y disminuye por debajo de pH 7,5y por
encima de pH 9,5 (Figura 7.6.A). Resulta importante destacar que la presencia de
cationes metalicos divalentes no es necesaria para la actividad de la enzima, y es
ligeramente estimulada en presencia del agente quelante acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) (Figura 7.6.B). Este resultado tiene implicancias estructurales, debido a que
hasta el momento, todas las GTs que no dependen de cationes divalentes pertenecen a la
superfamilia estructural GB-[76]. En cuanto a la temperatura, se observé que la
actividad maximasa 35 °C, con una caida del 20 % de actividad a los 20 °C y casi una
completa inhibicion a 60 °C, probablemente debido a la desnaturalizacion de la enzima
(Figura 7.6.D). Se encontr6 ademas que la actividad de Guml es afectada por la
concentracion y estructura del detergente (Figura 7.6.C). La reduccién de la

concentracion de detergente resulté en una disminucion de la actividad en al menos
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50 %. Ademas, la actividad 6ptima en presencia de Triton X-100 resulté un 60 % menor
que la obtenida con DDM. Estos resultados podrian ser explicados por el rol de las

superficies de contacto lipido-proteina en la actividad enzimatica.

Figura 7.6. Analisis de la actividad

A B manosiltransferasa de la enzima Gu
g g purificada en funcién de la variacié
%100 %100 de diferentes parametros de reacci
5 75 o 75 (A) pH. Una solucién tampér
-IEU 50 § 50 ﬁ H Tris-HCI fue utilizada para pH 7.0
B o5 5 25 ﬂ 8.0, y Glicina-NaOH se utilizé par:
; - f\o L los valores de pH entre 9.2 y 10(B)

7 8 9 10 1 ¥ & ¥ Sy P lones/EDTA. La enzima fue pre-
pH S "(’0«5;;\‘& incubada en presencia de 10 mM

iones o 10 mM EDTA. C)
Detergente. La actividad fue

Cg o analizada en presencia de Triton
%20 T 100 100 (barras rayadas) o DDM (barr
215 g 75 vacias). Los resultados esté
210 | 50 expresados relativos a la actividad
% 5 2 o5 presencia de Triton-X 100
g é utilizando la concentracién micelg

20 30 40 50 60 critica (CMC) como unidad de
Temperatura (°C) concentracién(D) Temperatura.

Cada punto representa el promedio

tres experimentos independientes.

Ademas, se ensayd si Guml es capaz de hidrolizar su sustrato GlaBdvian en
ausencia del aceptor. Como se observa en la Figura 7.7, Guml es incapaz de hidrolizar
el sustrato dador en ausencia delRiptetrasacarido, a diferencia de GumK [37],

indicando una posible diferencia en el mecanismo catalitico entre estas dos enzimas.

Figura 7.7. Hidrdlisis del sustrato dador e
ausencia del aceptor. Se incubd la enzi
Guml-Hig; con GDP-}*C]Man y se tomaron
alicuotas a 1, 6 y 20 h. Como control de
estabilidad del GDPYC]Man se lo incub6
sin enzima durante 20 h (s/ez). Las mues
. - ‘ fueron analizadas por TLC junto a estanda
- Lt GDP-[“C]Man y [“C]Man.
5

@’b

> 1h 6h 20h 20h
Q Q’b s/ez
&

7.7. Caracterizacion del producto

Como se describié en el Capitulo 4, las GTs pueden catalizar reacciones de inversion o

de retencion. Esta cualidad queda en evidencia, l6gicamente, en el producto de reaccion.
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Dado que solo se obtienen pequefias cantidades de producto en forma cruda, no
pudimos realizar un examen quimico directo del mismo. Por tal motivo, se utilizé la
enzima B-manosidasa dielix Pomatiapara determinar la estereoquimica del producto
formado por Guml. El pentasacarido radiactivo obtenido en la reaccion de Guml fue
digerido con B-manosidasa y se analizaron los productos de dicha reaccion por CP
(Figura 7.8). Como control de la digestion se utilizé el pentasacéfi@dfGjc,-Man-
GlcA-Man obtenido a partir de XcFC2, el cual liberé tanttCMan-tetrasacérido

como [“C]Man luego de la digestion (Figura 7.8.A). La ausencia de actividad
a-manosidasa se ensay6 utilizando como sustratb'GiGlc,-Man preparado con
células XcFC2 (Figura 7.8.B), el cual contiene anace en configuracion a. En la
digestion del producto de Guml se observo también la liberacion del residuo de
[**C]Man (Figura 7.8.C), demostrando que la manosa adicionada por Guml se encuentra

en configuracion beta.

A B C
— e L It Man _— X &k It Man —_ £ I It Man
E6 b = 32 = 4.0
1 i g Saal
Z A Z24 232 i
o4 - i - o I
1] i 1] T 2.4 EE
2 i h=RT je! n
> i = S i
= A = =16 it
Q37 ] 1 5] =] i
o I Sos S :
] i i=he L0 4
=] ! = o )
o] o] © i
m T T T T T T T L) 1 I = m b —
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Distancia (cm) Distancia (cm) Distancia (cm)

Figura 7.8. Estereoquimica del producto de Gurgh) Los [*C]Man-oligosacéaridos obtenidos
partir de incubaciones con células permeabilizadas XcFC2 con UDP-Glc, &IMdn y con UDP-
GlcA (B) o sin UDP-GIcA, fueron utilizados como controles positivos y negativos, respectivan
(C) El producto de la reaccién de Guml fue sometido al tratamient§-otemosidasa. En todos Ic
paneles, las lineas llenas representan las muestras tratafiasanosidasa y las lineas punteada
las muestras sin tratar. Se indica la migracién de los estandares pentasacarido (P), tetrasac

trisacéarido (Tr) y manosa (Man)

7.8. Especificidad de sustrato

Se ensayo la especificidad de la enzima Guml mediante el uso de diferentes nucleétidos
azucares. Se incub6 a Guml con ADP-Man o GDP-Man vy los productos de reaccion
fueron analizados por CP (Figura 7.9.A). Se observé que Guml prefiere GDP-Man, pero
puede utilizar ADP-Man con un rendimiento del 35 % aproximadamente respecto al
rendimiento con GDP-Man. El rendimiento con GDP-Glc es de un%i5
aproximadamente del rendimiento con GDP-Man. Cabe destacar que ambos

nucleotidos-azucares son no fisioldgicoskenEsta flexibilidad en cuanto al sustrato se
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observo también en otras GTs de la superfamiliaB3T7-79]. Como se discutird mas

adelante, esta caracteristica es muy diferente a lo observado con GumK.

Por otro lado, se prepar6 mediante hidrélisis pentasacarido libre de la porcién lip o

lip-PP con el fin de utilizarlo como aceptor de la reaccion de Guml. En este caso, se
observd que Guml es incapaz de transferir el residuo de Man al tetrasacarido sin la
porcién lipidica, demostrando la importancia del lipido para la actividad de la enzima

(Figura 7.9.B).

A x B =
o P T e I T
£ - - =) _
g =0 S 1.5
T 1.5 4 o
B S 1.0
= =
*g 1.0 4 T(é
=] / B 0.51
e 051 VY <Y &
a7
T T —y = T T T 1
25 30 35 40 25 30 35 40

Distancia (cm) Distancia (cm)

Figura 7.9. Requerimiento de sustrato y especificidad de G@#)l.El aceptor lipPR[**C]Glc,-Man-
GIcA fue incubado con Guml y GDP-GIc (lineas llenas), ADP-Man (lineas discontinuas) o GD}
(lineas de puntos)(B) PR[*C]Glc,-Man-GIcA (ineas llenas) o *{C]Glc,-Man-GIcA (lineas
discontinuas) fue incubado con GumiGPP-Man. Los oligosacéridos fueron liberados por hidréli
acida suave y alicuotas fueron analizadas por cromatografia en papel. Se indica la migracié
estandares tetrasacérido (T) y pentasacarido (P).

7.9. Reacciéon enandemGumK 'y Guml

En la biosintesis de la unidad repetitiva del xantano, GumK cataliza la transferencia de
un residuo de GIcA para formar IRR-Glc,-Man-GIcA, el cual es el sustrato aceptor de
Guml. Dado que se dispone de ambas enzimas purificadas, se probo la sintesis de
lip-PRGlc,-Man-GIcA-Man a partir de lilPRGlc-Man. En vista de que ambas
proteinas tienen diferentes temperaturas optimas de reaccion (20 °C para GumK 'y 35 °C
para Guml), se realizaron los ensayos a 25 °C, por 1 h. La mezcla de reaccién contenia
uno de los dos sustratos nucledtidos-azlUcares marcados radiactivamente, el aceptor
lip-PRGlc,-Man 'y las enzimas purificadas (Figura 7.10). El lipido
lip-PR-Glc,-Man-GIcA-Man fue formado solamente cuando ambas enzimas y ambos
nucleotidos-azucares estaban presentes. Como se observa en la Figura 7.10.B y C, la

reaccion de Guml tuvo aproximadamente un 95 % de rendimiento.
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Figura 7.10. Sintesis enzimatica del liPRGlc,-Man-GIcA-Man usando Guml y Gumk
recombinantes. GumK junto a su sustrato aceptor fueron incubadd@)c@DP-[C]GIcA; (B)
UDP-[*C]GIcA, GDP-Man y Guml;(C) UDP-[**C]GIcA, Guml sin GDP-Man (control negativo
(D) UDP-GIcA, GDP-f’C]IMan y Guml. Los lipo-oligosacéridos fueron extraidos y I
oligosacaridos fueron liberados por hidrdlisis, y analizados por CP. La migracion de los est
pentasacarido (P) y tetrasacarido (T) se encuerdieada.

7.10. Estudios estructurales: cristalogénesis

Guml cataliza el ultimo paso en la sintesis de la unidad repetitiva durante la sintesis del
xantano. Por lo tanto, la enzima podria funcionar como un nexo entre la sintesis del
glicolipido intermediario y la reaccion de polimerizacién. Por otra parte, hasta el

momento de la realizacion experimental del trabajo, Guml se encontraba incluida como
no clasificada en la base de datos CAZy, lo que implica que la enzima no posee
proteinas homologas o similares caracterizadas bioquimicamente. Con el fin de

completar la caracterizacion de Guml, se realizaron ensayos de cristalogénesis.

En una primera aproximacion se utiliz6 Guml purificada en presencia de Triton X-100,
también utilizada en los ensayos bioquimicos mostrados anteriormente. El método de
cristalizacion utilizado fue difusibn de vapor, en sus versiones de gota colgante,
realizado manualmente, y gota sentada, utilizando un robot dispensador de liquidos para
cristalizacion. Se utilizaron mas de 300 soluciones de cristalizacion comerciales. Se
ensayaron diferentes combinaciones de concentraciones de proteina, temperaturas y

aditivos sin obtenerse formacion de cristales (ver apartado 6.21).
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Con el fin de eliminar posibles impurezas, no detectadas en la caracterizacion previa,
gue eviten el ordenamiento cristalino, se agregé al método de purificacién establecido
un paso de cromatografia de intercambio i6nico (MonoQ). Se repitieron las mismas
condiciones y variantes, sin obtenerse mejoras de resultados. Por tal motivo, se
realizaron otras variantes en la purificacion y en la proteina utilizada para los ensayos,

las cuales se detallan en los apartados siguientes.
7.10.i. Purificacién GumlI-N

Como se nombrd anteriormente, la construccion que expresa Guml con la etiqueta de
polihistidinas en el extremo N-terminal, pese a sus buenos niveles de expresion,
demostr6 inestabilidad durante el proceso de purificacion. La inestabilidad observada es
consecuencia de una protedlisis limitada de la enzima. La degradacion observada
probablemente sea en el N-terminal, inferido por la pérdida de deteccibn mediante
anticuerpos anti-polihistidina y por la falta de unién a la columna IMAC (Figura

7.11.A). En muchas proteinas, los residuos en los extremos suelen estar
desestructurados. Dado que se perdieron aproximadamente s6lo 20 aminoacidos del
extremo N-terminal, esta variante fue utilizada en ensayos extensivos de cristalizacion,

sin obtener formacioén de cristales.
7.10.ii. Purificaciéon Guml con detergente DDM

Para las proteinas de membrana se ha visto que la identidad del detergente utilizado
puede alterar los resultados obtenidos en la cristalizacion [80, 81]. Dado que en general
los detergentes glucosidicos, y en particular el B-dodecilmaltésido (DDM), han dado
buenos resultados en la cristalizacidon de proteinas, se utilizé dicho detergente en
reemplazo del Tritdbn X-100. Gumli-Hifue extraida de membrana con una solucion
conteniendo 10 mM de DDM (~58 veces la CMC). Luego, la proteina fue purificada a
homogeneidad mediante los métodos cromatograficos pre-establecidos, en presencia de
0,2 mM de DDM (~1.2 CMC) (Figura 7.11.B). En este caso se notdé un aumento de la
estabilidad de la proteina con respecto a la proteina en Triton X-100, demostrado por la

capacidad de alcanzar concentraciones mas elevadas (hasta ~30 mg/ml) sin colapsar.
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B Figura 7.11. Variantes en la purificacior
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Utilizando los mismos métodos y combinaciones descriptas anteriormente en este
apartado, se realizaron los ensayos de cristalizacion con la proteina Ggml-His
purificada con DDM. En este caso se ofitbn cristales tipo “agujas” (sélo en
presencia de GDRtan) no aptos para la cristalografie rayos X, y otras formaciones

microcristalinas (Figura 7.2

A partir de las agujas obtenidas se realizaron experimentos de sensmadiod. El
sembrado consiste en la utilizacion de dichas agujas como generadores de nucleos de
cristalizacion en una gota fresca (Figura 7.13.A). Ademas, se ensay0 la adicion de
pequefias moléculas (aditivos) que pueden afectar la solubilizacion y/o cristalizacion de
las proteinas (ver tabla éviateriales y métodod-igura 7.13.B). En ningun caso fue
posible la obtencion de cristales, ni se observdé una mejora considerable en las

condiciones descriptas anteriormente.
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90 dias - Gumli 30 mg/ml
30% PEG 4K, Tris-HCI pH 8,5, Li,SO, 200 mM

Figura 7.12. Fotografias de gotas de cristalogénesis. Para las gotas se utilizé Ggpusiiisada con
el detergente DDM. La concentracion de proteina y la composicidufiet se muestran en cada pan
Todas las fotografias fueron tomadas a los 90 dias del inicio del e(spyqB) representan ensayc
sin aditivos, utilizando soluciones comercial@) Posee la misma composicién que el panel B, co

agregado del sustrato GDP-Man como aditivo. Mediante las flechas se indican las formacio
“agujas”.
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30% 2-propanol, Hepes 100 mM pH 7.5,
MgCl,200 mM + GDP-Man 2 mM

30% 2-propanol, Hepes 100 mM pH 7.5,
MgCl,200 mM + GDP-Man 2 mM
+ CaCl ,10 mM

Figura 7.13. Optimizacién de agujas y microcristales. Se muestra fotografiaAjle€Ensayo de5
. seeding utilizando la condicién y las agujas mostradas erFigura 7.12.C; (B) ejemplos de
- optimizacion por aditivos, utilizando ZnGizquierda) y CaGl(derecha).

7.11. Identidad de secuencia

Debido a la imposibilidad encontrada de obtener la estructura de Guml mediante

cristalografia, ya que su tamafio no permite el uso de otras técnicas resolutivas, como

RMN, se decidio realizar un acercamiento bioinforméatico a la estructura de Guml.

En primer lugar, el algoritmo psi-blast fue utilizado para buscar en la base de datos no-
redundante del NCBI similitudes a la secuencia de aminoacidos de Guml. Luego de dos
iteraciones se identificaron 2.217 proteinas homologas confiables. Los homélogos

encontrados pertenecen a diferentes organismos, principalmente Gram-negativos y
Gram-positivos ricos en G+C. Como era de esperar, los homélogos con mayor identidad
pertenecen al géneXanthomona$84— 86 % identidad de aminoacidos, Tabla 7X.):

campestris pv. vasculorum, X. campestris pv. musacearum, X. oryzae pv. oryzae, X.
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axonopodis pv. citri, X. fuscans sp. aurantifolii, X. oryzae pv. oryzigofa,campestris

pv. vesicatoria Estas especies producen, o se predice que producen, exopolisacaridos
similares o idénticos al xantano. Proteinas de los Gram-positivos ricos en G+C
Clavibacter michiganensidfNakamurella multipartite y Cellulomonas flavigenaon

mas de 40 % idénticas a Guml, y secuenciaSdileibrio japonicus(y-proteobacteria),
Trichodesmium erythraeum(cyanobacteria), y Rhodospirillum centenum(a-
proteobacteria) tienen una identidad alrededor del 30 %, en la region alineada.

Las proteinas en la Tabla 7.1 contienen un motivo tipico de la superfamilia GT-B,
observado mediante la busqueda de dominios conservados. La busqueda mediante psi-
blast identifico s6lo dos proteinas con funciones establecidas. Ambas proteinas son GTs
de retencion y sus estructuras cristalograficas han sido resustss.sin la enzima
asociada a membrana PimA (GDP-Man: inositol-fosfato manosiltransferasa, pdb 2GEJ,
Cobertura 81 %, identidades 20 %; E, 5e-09Myeobacterium smegmatis MshA
(UDP-GIcNACc: inositol-fosfato N-acetilglucosaminiltransferasa, pdb 3C48, cobertura
95 %, identidades 16 %; E, 3e-08)Cerynebacterium glutamicum

TABLA 7.1. Homélogos de Guml

Posicion Fuente en base de Especied F:obe.rtura Valor E
datog (identidad)
1 ZP_06483326.1 X. campestripv. vasculorur 100 % (85%) 8e-133
2 ZP_06489773.1 X. campestripv. musacearum* 100 % (85%) 2e-132
3 YP_452041.1 X. oryzaepv. oryzaé& 100 % (84%) 2e-130
4 NP_642892.1 X. axonopodigv. citri* 100 % (86%) 5e-130
5 ZP_06704790.1 X. fuscansp. aurantifolii* 100 % (86%) le-129
6 ZP_02242811.1 X. oryzaepv. oryzicola 100 % (84%) 5e-128
7 YP_364511.1 X. campestripv. vesicatori& 100 % (85%) 2e-126

Clavibacter michiganensip.
8 YP_001221571.1 o . 92 % (43%) 4e-86
michiganensis

9 YP_003203725.1 Nakamurella multipartita 89 % (41%) 8e-86
Clavibacter michiganensip.

10 YP_001711051.1 . 97 % (41%) 1e-85
sepedonicus

11 YP_723605.1 Trichodesmium erythraeum 91 % (27%) 8e-83
12 YP_003635853.1 Cellulomonas flavigena 97 % (42%) le-75
13 YP_002298764.1 Rhodospirillum centenum 97 % (28%) 5e-75
14 YP_001981138.1 Cellvibrio japonicus 93 % (28%) 5e-74

3 Nimero de acceso de base de ddtdSspecies marcadas con * se predice o estd comprobado que producen
polisacaridos de similar estructura al xantan& deampestris.
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En particular, PimA es una manosiltransferasa, que utiliza el GDP-Man como dador.
Ademas, PIimA se asocia a la membrana fuertemente y presenta un cambio
conformacional luego de la unién del dador [45]. Por este motivo, analizamos con mas
detalle la identidad de secuencia con PimA. En este caso, se observé como la estructura
secundaria predicha para Guml coincide con la estructura secundaria experimental de
PimA, cuando estas secuencias se alinean segun psi-blast (Figura 7.14). Se observa que
algunos aminoécidos que en PimA resultan estar involucrados en la interaccion con

GDP-Man, se encuentran conservados claramente en Guml.
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Figura 7.14. Alineamiento de secuencia de Guml y PimA. Se muestra el alineamiento ps
obtenido luego de dos iteraciones. La prediccién de la estructura secundaria de Guml (PSIP
representa arriba de la secuencia de Guml (en verde). La estructura secundaria experimental
se ubica debajo de su secuencia (en rojo). Los residuos involucrados en la unién de GDP-
PimA se encuentran en negrita y subrayados. Dentro de ellos, los residuos invariante
recuadrados. Los cilindros representan hélices alfa y las flechas representan laminas beta.

7.12. Modelado por homologia

Teniendo en cuenta la similitud estructural entre las glicosiltransferasas, se realizé un

modelado por homologia automatico en el servidor en lines&BWESS-MODEL

(http://swissmodel.expasy.ojdB2]. Para el modelado por homologia, la seleccion del
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molde y el alineamiento con el objetivo es fundamental y puede ser la mayor fuente de
error en el modelo finaEl resultado obtenido para Guanirojé 4 modelos, todos ellos

con el plegamiento de la superfamilia GT-B. En la Figura 7.15 se muestra el mejor

modelo obtenido para Guml, de la region 59-342, utilizando como molde a la proteina
PimA. La region modelada se corresponde con la region alineada mediante psi-blast.
Este modelo nos permite reafirmar la hipétesis de que Guml posee un plegamiento
GT-B, aunque perfeccionar el modelo y extraer mas informacion del mismo requiere

intervencién manual en el proceso del modelado.

Figura 7.15. Modelo de la region 59
i 342 de Guml tomando de molde a:

. proteina PimA, generadé
- automaticamente por el servidc
. SWISS-MODEL
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Discusion
7.13.Guml es una p-manosiltransfersa

Como se introdujo en la seccion 4.1, la caracterizacion de las glicosiltransferasas es
fundamental para el entendimiento de los mecanismos de reaccion y para la ingenieria de

azucares en busqueda de nuevas drogas.

Como resultado principal y general de este capitulo, se demostr6 que Guml es una
glicosiltransferasa, especificamente una manosiltransferasa, involucrada en la biosintesis

del polisacéarido xantano.

En primer lugar, analizamos la actividad mediante complementacidro de la cepa
mutante Xcl Observamos que la presenciateans del marco de lectura abierto (ORF

de sus siglas en ingleguml propuesto es suficiente para la restauracion del fenotipo
salvaje. Este ensayo, si bien no es definitivo, si es fundamental. Antecedentes previos de
complementacion funcionah vivo de la cepa XcK con el ORF propuesto glanK
mostraron la ausencie produccién de xantano. Dicho resultado llevé a una cuidadosa
evaluacion del operogum De esta forma, se extendié el ggamK en 315 pares de
bases en su extremo 5', siendo este ultimo ORF el correcto, demostrado tanto por
complementacién funcional como por ensayos bioquimicos con proteina purificada [38].
La complementacion funcional también fue analizadétro mediante la incubacion de
células permeabilizadas Xcl/pBGI con nucleotidos-azucares. El andlisis por TLC de
dichos productos mostré6 una especie que co-migra con el producto pentasacaridico

obtenido de la cepa salvaje XcFC2.

En conjunto, la restauracion de la produccion de polisacéridivo y la generacion de
pentasacaridan vitro permiten concluir que el ORguml es suficiente para obtener un
fenotipo salvaje en la cepa Xcl. Este resultado proporciona bases soélidas para cumplir el
objetivo de purificar la proteina, con el fin de caracterizarla bioquimica y

estructuralmente.

Con el fin de analizar bioquimicamente a la proteina, se llevo a cabo la purificacion de
Guml recombinante. Para ello, se analizaron diferentes condiciones de cultivo e
induccion, obteniéndose, en general, una expresion de aproximadamente el 15 % de las
proteinas totales erk. coli. Como primera caracteristica se observo, mediante

fraccionamiento subcelular, qua E. coli Guml se encuentra localizada en membrana.
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Cabe destacar que Guml es una proteina fuertemente hidrofobica, con gran tendencia a
agregar, por lo que su purificacion fue una etapa desafiante del proyecto. Obtener la
proteina estable y pura requirié la presencia de glicerol como estabilizante, ademas de la
presencia de detergente y alta fuerza i6nica. Guml fue purificada, con al menos 95 % de
pureza, mediante dos pasos cromatograficos (IMAC y S200). La calidad de la proteina
fue evaluada por MALDI-TOF y SEC-SLS. La espectrometria de masa mostré que, a
pesar de la migracion andmala observada en SDS-PAGE, la proteina posee el tamafio
esperado de ~ 40 kDa. Como se ha visto para proteinas de membrana, es probable que la
migracion andémala sea debida a la interaccion de Guml con moléculas de detergente o
restos de lipidos bacterianos acarreados durante el proceso de purificacion [75]. La
técnica de SEC-SLS da cuenta de la ausencia de agregados y la existencia de una Unica
especie. Este procedimiento nos permitié obtener aproximadamente 5 mg de Guml por
litro de cultivo, permitiendo la concentracion hasta ~20 mg/ml y su almacenamiento
hasta por cinco meses a -20 °C. Si bien el rendimiento es mucho menor comparado a
obtenido con la mayoria de las proteinas solubles purificadas, consideramos que el

mismo es adecuado, teniendo en cuenta las caracteristicas hidrofobicas de Guml.

Finalmente, la proteina purificada fue incubada con los sustratos propuestos (GDP-Man y
extracto enriquecido de lipPtetrasacarido). La transferencia de Man se corrobord
mediante la utilizacién de GDP!C]Man como sustrato dador. El anélisis de los
productos obtenidos luego de la incubacién ¢é@]flador o f*Claceptor muestran, en
ambos casos, el mismo producto: una especie que co-migra con el producto de hidrélisis
del lip-PRpentasacarido salvaje. Se demostré de esa manera que la proteina purificada en

forma estable también es activa, poseyendo actividad manosiltrangferdsa

7.14. Guml es una proteina integral monotopica de membrana

Como primera aproximacion, se analizé la localizaciéon subcelulaXxcede Gumi
producida ertrans Como resultado se observé que Guml se encuentra localizada en la
fraccion de membrana en XcFC2, Xcl y Xc1231. La localizacion en membranas en
Xc1231 es indicativo de la capacidad intrinseca de Guml para unirse a la membrana y su

independencia de otras proteinas del sistema Gum.

Segun la secuencia primaria de Guml, se predice un pl de 8,4 para la proteina completa,
pero con un pl de 10,3 para el dominio N-terminal, indicando un posible rol de

aminoacidos basicos del N-terminal en una asociacion periférica con la membrana. Con
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el fin de distinguir si Guml es una proteina periférica o integral de membrana, se analiz6
si la incubacién con una solucién a pH basico es suficiente para extraer a Guml de la
membrana, evitando las interacciones electrostéticas. El resultado demuestra que si bien
existe una cierta extraccion con medio bésico, la misma no es total, indicando la

presencia de otro tipo de interacciones ademas de las electrostaticas.

Para corroborar la existencia de interaccion hidrofébica entre Guml y la membrana, se
realizo la separacion de fases mediada por el detergente Triton X-114. En los resultados
se observa como Guml se encuentra casi completamente en la fase detergente, indicando

gue Guml presenta, principalmente, una asociacion hidrofébica con la membrana.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que Guml es una proteina integral monotopica
de membrana. Las proteinas monotépicas no poseen segmentos transmemlaanas, y
diferencia de las proteinas periféricas, se introducen en la membrana sin llegar a

atravesarla, mediante interacciones electrostaticas e interacciones hidrofébicas.

La localizacion de Guml era un punto a elucidar al momento de iniciar el trabajo de tesis.
Previamente, se trabajaba con un modelo hipotético de sintesis del xantano donde las
GTs estaban asociadas formando un complejo multiproteico. En dicho complejo el
producto de una GT era transferido internamente a la siguiente GT. Los resultados
experimentales aqui mostrados, junto con los obtenidos previamente para GumkK,
sugieren un modelo de sintesis alternativo, en el cual las GTs se encuentran asociadas a la
membrana celular por sus propiedades, y no requieren de otra proteina del sistema Gum.
Una confirmacion a esta aseveracion es la asociacion a la membrana citoplasméatica en un

sistema heterélogo, como Escoli.

Como se menciond anteriormente, el sustrato aceptor es un lipido azticar embebido en la
membrana interna y su sustrato dador se encuentra en el medio hidrofilico del citoplasma.
En esta tesis se demostré que la porcion lipido-pirofosfato es necesaria para la actividad
de la enzima, aseverando la necesidad de la interaccion con la membrana para su funcion,
por lo que Guml es una proteina que requiere trabajar en la interfase membrana-

citoplasma.

7.15. Caracterizacion bioquimica de la actividad de Guml

7.15.i. Especificidad y estereoquimica
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Estudiamos la especificidad de sustrato a través del nucleétido y del azucar, observando
gue Guml es capaz de transferir el azicar con menor eficiencia a partir d&aDP-

(35 % respecto a GDP-Man), y aun en menor medida a partir de GDP-Glc (15 % respecto
a GDP-Man). Esta flexibilidad no es comun a todas las glicosiltransferasas, aunque hay
ejemplos en la literatura de enzimas GT-B con esta cualidad [77-79]. Sin ir mas lejos,
GumK es altamente especifica para su sustrato dador UDP-GIcA, como se discutird mas

adelante.

También se evalu6 si la porcion lipido-PP del sustrato aceptor es necesaria para la
actividad de Guml. Para ello se incubé6 Guml con GDP-Man y el sustrato delipidificado,

sin obtenerse reaccion de transferencia. De esta forma se demostré que la porcion lipido
es fundamental para la actividad enzimatica. Esta caracteristica habia sido demostrada

previamente también en GumK.

Ademas, se incub6 s6BDP-[**C]Man con Guml y las alicuotas a diferentes tiempos

fueron analizadas por TLC, mostrando que al menos en 20 h de incubacion no hay
hidrélisis de GDP-Man en ausencia de aceptor por parte de Guml. Esta es una diferencia
con GumK (como se discutira mas adelante), pero en general no hay reglas sobre este
punto en las GTs. La utilizacion o no de moléculas de agua en reemplazo del aceptor

podria tener implicancias en el mecanismo catalitico de cada GT.

Por otro lado, estudiamos la estereoquimica de la reaccion mediante la hidrélisis del
producto por B-manosidasa. En este sentido, observamos que el producto catalizado por
Guml esta en conformacion beta, al igual que el producto extraido de XcFC2, siendo

entonces Guml una manosiltransferasa de inversion, catalizando la siguiente reaccion:

GlcA-B-1,2-Man-a-1,3-Glc$-1,4-GlcPRlip + GDP-Man --------
------ > Man$-1,4-GIcA$-1,2-Man-o-1,3-Glc-1,4-GlcPRlip + GDP

7.15.ii. Condiciones 6ptimas de actividad

Mediante ensayos de actividaal vitro, observamos que las condiciones 6ptimas de
actividad de la enzima purificada son a pH 8,0 y a 35 °C. Ademas, vimos que la
presencia de cationes divalentes en la reaccién no afecta sustancialmente la catalisis.

Como se menciond en Introduccién, una diferencia entre superfamilias es queAas GT-
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requieren para su actividad la presencia de cationes. Entonces, los resultados sugeririan

gue Guml pertenece a la superfamilia B.T-

También observamos que la actividad de Gurwitro depende del ambiente hidrofébico

en el cual se encuentra. Nuestro analisis muestra que la enzima es 5 veces mas activa en
presencia de DDM en comparacion con Triton X-100 a una concentracion de detergente
de 33,3 veces la CMC correspondiente. Esta caracteristica podria estar fuertement
relacionada con la unién a la membrana de Guml y con el requerimiento de un ambiente

hidrofobico para la actividad de la enzima.

7.16. Hacia la sintesis quimio-enzimatica de polisacaridos

Dado que en el laboratorio disponemos de GumK y Guml purificadas en forma activa y
estable, se ensay0 la capacidad de generBRjmpentasacarido utilizando ambas enzimas

y el aceptor de GumKljp-PRtrisacarido. Si bien ambas enzimas poseen diferentes
condiciones Optimas de actividad, se logré obtener el producto deseado con mas de 90 %
de eficiencia. Lamentablemente, hasta el momento no se ha podido obtener de forma
exitosa el lipPRtrisacarido mediante sintesis quimica. Sin embargo, en un futuro es
posible utilizar ambas enzimas para sintesis quimio-enzimatica y, junto a la ingenieria de

enzimas, generar nuevos productos purificados con una alta eficiencia.

7.17. Cristalizacion de Guml

Con el fin de cumplir el objetivo de caracterizar estructuralmente a Guml mediante
cristalografia, se realizaron diversos ensayos de cristalizacion. Dichos intentos fueron
infructuosos, a pesar de que se ensayaron mas de 300 soluciones de cristalizacién,
diferentes estados de la proteina, varias temperaturas y aditivos. La combinacién de todas

las variantes realizadas demuestra intentos exhaustivos de cristalizacion.

En primer lugar se utilizé en los experimentos la proteina purificada y utilizada para los
ensayos bioquimicos. Pese a los intentos realizados no se obtuvo ningun tipo de

formaciones cristalinas.

El proceso de cristalizacion requiere un ordenamiento de las moléculas de proteina [83]
Cuando se purific6 Guml con la cola de poli-histidinas en el extremo N-terminal, se
observo una protedlisis limitada de dicho extremo. Probablemente, la portédmihgl

sea muy flexible y/o desestructurada, pudiendo ser una limitante para la cristalizacion.
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Por tal motivo, y haciendo uso de la enzima truncada purificada, se ensayd la

cristalizacion de la porcion estable de esta construccion, sin obtenerse tampoco cristales.

Como observamos que la actividad de Guml aumentaba notablemente con el detergente
DDM, encaramos la purificacién con dicho detergente. En estos ensayos sélo observamos
agujas y microcristales en ciertas condiciones, cuando GDP-Man era utilizado como
aditivo. Nuestros resultados, en conjunto con el hecho de que la proteina homéloga PimA
presenta cambios conformacionales frente a la union de GDP-Man, nos hace pensar que
Guml presentaria una dinamica importante en su forma apo, y que su conformacion seria
estabilizada en presencia del sustrato. De esta forma, la estabilizacion con su sustrato
GDP-Man permite a la proteina ordenarse en agujas. Pese a la variacion de aditivos, de
soluciones de cristalizacion y el ensayo de “sembrado”, no fue posible obtener cristales a

partir de dichas agujas, y éstas no presentaron calidad ni tamafio suficiente para encarar
estudios estructurales. A pesar de que aun existen muchas variantes para intentar

cristalizar Guml, enfrentar ese desafio excede a los alcances de los objetivos de esta tesis.

7.18. Homodlogos de Guml

En cuanto a la identidad de secuencia de Guml, observamos que tiene parientes distantes
en bacterias de géneros no relacionados. Estas identidades solo fueron encontradas
mediante algoritmos de psi-blast, y todas son predichas GTs pertenecientes a la
superfamilia GT-B. En particular, observamos aproximadamente un 20 % de identidad
con la enzima PimA deMycobacterium smegmatisEsta enzima es una
manosiltransferasa de retencidon de la superfamilia GT-B asociada a membrana. [41, 45]
El alineamiento de la estructura secundaria experimental de PimA con la predicha para
Guml muestra una gran coincidencia, principalmente en el dominio C-terminal,
involucrado principalmente en la union al sustrato dador. De todas formas soélo dos
residuos que en PimA participan en la union del sustrato dador se encuentran

conservados en Guml.

A partir de los resultados discutidos hasta aqui, y luego de la publicacion de la
caracterizacion bioquimica [84], Guml dio origen a la fundacion de una nueva familia en
la clasificacionCAZy (familia GT94). A enero de 2013 la familia GT94 agrupa a 26
putativas GTs bacterianas, siendo Guml la Unica caracterizada bioquimicamente. Esta
familia agrupa los homologos altamente relacionados pertenecientes al género
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Xanthomonagy otras GTs que fueron encontradas en nuestro analisis de psi-blast , las

cuales pertenecian a GTO hasta la creacion de la familia GT94.

7.18. Modelode la estructura de Guml

Dada la imposibilidad de obtener la estructura experimental, y haciendo uso de la gran
similitud a nivel estructural entre glicosiltransferasas, se realiz6 un modelado de la
estructura de Guml en el servidor de modelado automético SWISS-MODEL. El servidor
seleccion6 autométicamente la estructura de PimA como molde, a partir de la cual se
pudieron modelar los residuos 59-342 de Guml. Se resalta que estos residuos son los
mismos alineados mediante psi-blast. Por un lado, en el modelo se observa claramente el
plegamiento del tipo GT-B adoptado, adicionando una fuerte sugerencia a nuestra
hip6tesis previa. Por otro lado, la regién 1-59 correspondiente al dominio N-terminal no
pudo ser modelada. Cabe destacar que el dominio N-terminal suele ser el mas variable en
las GT-B, dada la gran variedad de aceptores que pueden unir estas enzimas mediante ese
dominio. Teniendo en cuenta que los aceptores de Guml y de PimA son notablemente

diferentes, es esperable la diferencia estructural en este sector de la proteina.

Los mecanismos cataliticos moleculares y de interaccién con sustrato no pueden ser
inferidos por medio del modelado por homologia, ya que es posible que haya cambios
conformacionales en Guml, que intervengan con su actividad. Ademas, dado que Guml
es una proteina monotdpica de membrana, es posible que la interaccién con los lipidos de
la membrana participen indirectamente del mecanismo de accion de esta GT. Los

resultados de la actividad de Guml en funcion del detergente soportan dicha hipoétesis.
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8. Resultados y Discusionr GumK
Resultados
8.1. Asociacion de GumK a la membranaviutantes puntuales

GumK pertenece a la superfamilia estructural GT-B, conformada por dos dominios con
plegamientos del tipo Rossmann formando una hendidura entre ellos, donde se
encuentra el sitio activo. El analisis de la superficie electrostatica de la estructura de la
enzima pone en evidencia una region con alto contenido de aminoacidos bésicos e
hidrofébicos en el dominio N-terminal, alejada del sitio activo. En GumK, como se
postula para otras GTs [41, 85-87], éstos aminoacidos podrian estar involucrados en la
interaccion con la membrana y/o con el sustrato aceptd?PRipisacarido).

Recientemente, se describi6 una aproximacion computacional para evaluar la
orientacion relativa de las proteinas respecto a las membranas [65]. Utilizando dicho
método,se postuld un modelo de union de GumK a la membrana que involucra una
inclinacion de 61° respecto al eje de la proteina y una insercién de 5 A en la membrana
simulada (Figura 8.1). Dicho modelo es acorde a lo observado en el andlisis de la
estructura de GumK. Estos datos estan descriptos en la base d©rimetion of
Proteins in Membranes (OPNG4].

Para estudiar el rol en la unién a la membrana de los residuos del parche basico-
hidrofobico, se realizaron mutantes sitio-dirigidas en dicha zona (Figura 8.1) utilizando
como molde el plasmido con el ggnmK salvaje pBHisKC. Las mutantes obtenidas
fueron:B1l: R55N/R58N/K60QB3: R86N;H1: L56S/M59SH2: L99S/V102T/M106S.

Figura 8.1. Asociacion de GumK a la membrana bacteri@jaPrediccion de la base de datos OF
en donde se muestra el arreglo espacial de GumK respecto a un ntcleo de hidrocarburos de:
lipidica. B) Localizacion de los residuos mutagenizados segun la prediocgico. B1, verde; B3

rojo; H1, azul; H2, amarillo; D157, magenta. :
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8.2. Localizacion subcelular de las mutantes puntuales &h campestris

Con el fin de estudiar la importancia relativa para la asociacion a la membrana de los
aminoacidos basicos e hidrofébicos mutagenizados, se analiz6 la localizacion subcelular
de las proteinas mutantes, expresadas a partir de los plasmidos obtenidos, en las cepas
XcFC2, XcK (mutantegumK) y Xc1231. Células de los cultivos de las diferentes cepas
fueron lisadas y sometidas a centrifugaciones diferenciales, con el fin de separar las
fracciones celulares solubles de las de membrana. Las fracciones obtenidas fueron
analizadas por inmunodeteccion (Figura 8.2). En todos los casos se observd que las

mutaciones realizadas no afectan la localizaciéon en la membrana.

XcK

K B1 B3 HA1 H2
S M S M S M S M S M
| kDa

- J - s |45

XcFC2 Figura 8.2. Localizacién subcelular de
K B1 B3 HA1 H2 GumK ty_ rrllutanpes pugtuales te):b(. j
S M S M S M S ™M s m campestris Fracciones de membrane

(M) y solubles (S) fueron analizadas p

} kDa
= S e R inmunodeteccion. K: plasmido con el ge
. c s o [ gumK salvaje. B1, B3, H1 y H2
- plasmidos conteniendel gengumK con
Xc1231 las mutaciones indicadas en el texto.
K B1 B3 H1 H2

S M S M S M S M S M

kDa
45

e

e

8.3. Complementacion funcionain vivo

Dada la correcta localizacion de las proteinas en la membrana, se estudio si las mismas
poseian actividad. La actividad vivo fue estudiada midiendo la produccion de xantano

en la cepa XcK complementada con las mutantes de GumK (Figura 8.3). Se observé

que tanto la expresion de GumKH1 como de GumKH2, fueron incapaces de restaurar

los niveles salvajes de produccién de xantano.

Previamente, se observé que GumK con una mutacion puntual a alanina en el propuesto
aminoacido catalitico D157 es capaz de anular la produccion de xantano cuando es

expresada etrans en la cepa XcFC2, a pesar de contar con la presencia endégena de
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GumK salvaje [37]. Una de las explicaciones posibles de tal efecto es que GumK
salvaje funcione como dimero, por lo que un mondémero inactivo ansieaizividad
enzimatica. Con la intencion de profundizar sobre dicha hipoétesis, se estudié el efecto
de expresion etransde las proteinas mutantes en XcFC2. En ningun caso la expresion
de las mutantes de GumK alter6 la produccion de xantano en la cepa salvaje XcFC2
(Figura 8.3).

3
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8.4. Actividad de las proteinas mutantes puntuales vitro

Con el fin de evaluar la actividad glicosiltransferasa de las proteinas mutantes, s
estudié la actividaéh vitro de las mismas. Por un lado, células permeabilizadas de cada
cepaXc fueron incubadas cddDP-Glc, UDP-GIcA y GDP-f’C]Man (verMateriales y
método¥ y los productos organicos radiactivos extraidos fueron analizados por TLC
(Figura 8.4.A). El andlisis por TLC de los intermediarios producidos por las Xefas
complementadas con las distintas mutantes mostré que la cepa XcK/H1 produjo el
mismo lipido intermediario que la cepa Xdfip-PRGlc,-Man). El resto de las
proteinas mutantes produjeron, ademas d@®m&Ic-Man, un lipido intermediario
similar al pentasacarido producido por XcFC2. En los productos de las reacciones con
la cepa XcK/Bl y XcK/B3 se encontrd, ademas, un intermediario similar &Plip-
Glc,-Man-GIcA.

Por otra parte, se analizo la actividad de las mutantes sobre-expresadas en extractos de
E. coli. Para ello, las proteinas solubles en el detergente Triton X-100 fueron incubadas
con el aceptor enddgeno extraidoXiey con UDP-*C]GIcA. Los glicolipidos fueron

extraidos mediante mezclas de solventes organicos, siendo posible relacionar la
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radiactividad de la fraccién organica con la incorporacion@jNlan a un glicolipido

(ver Materiales y métodQs Se hall6 radiactividad en todas las fracciones organicas
extraidas de las reacciones, mostrando asi que todas las mutantes de GumK mantienen
la actividad glucuronosiltransferasa en extractog& deoli en presencia de detergente
(Figura 8.4.B).

A
XcK
XcFC2 - K B1 B3 H1 H2 D157A
- m & . Figura 8.4. Analisis de la
- ke ‘ actividadin vitro de las mutantes
puntuales (A) Analisis por TLC
de los  productos C-
intermediarios obtenidos en |g
N «T incubaciones con células de X
permeabilizadas. Tr: trisacaod
' T: tetrasacarido P: pentasacaric
*® *. L 1R (B) Inmunodeteccion de Gumk
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8.5. Asociacion de GumK a la membranaMutantes por deleciéh

Como se mencion6 anteriormente, se ha visto en otras GTs que mutantes por delecién
de determinadas estructuras a-hélices anfipaticas evitan la interaccién con la membrana
[41]. Entonces, como segunda aproximacion en el estudio de la asociacién de GumK a
la membrana, se realizaron deleciones de las regiones propuestas para dicha asociacion
descriptas en el apartadob.iii. Las deleciones obtenidas fueracxR55K60 (Na2),
AS97-A112 (Na4), AW85-R96 (loop), AS97-D104 (Nad-N), AA105-A112 (Na4-C),
AWS85-HI0 (loopN), AP91-R96 (loop-C).

P Este trabajo ha sido realizado en parte por el estudiante Nicolas G. Brukman, en el contexto de su Tesis
de Licenciatura (FCEN, UBA- 2013) titulada “Identificacion de la region de union a membrana
citoplasmatica de GumkK, una glucuronosiltransferasa baote”, de la cual la autora del presente
trabajo es la Directora Asistente.
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8.6. Expresidn y localizacion subcelular de mutantes por delecion de GumK ¥n
campestris

Debido a la posibilidad de inestabilidad mediada por las deleciones realizadas, s

analizd, en primer lugar, la expresion de las mutantes por delecién de GumK en la cepa
XcK. Como se observa en la Figura 8.5.A, las cepas complementadas con las proteinas
mutantes cuyas deleciones son de mayor tamafio presentan una disminucién en la

cantidad de proteina detectada respecto a la expresitanede la proteina salvaje.

Con el fin de estudiar si las deleciones afectaron la asociacion a la membrana de GumkK,
se realizd un estudio de localizacion subcelular de las proteinas mutantes. Pese a la
deteccion de proteina en la fraccion soluble y que en algunos casos se ddicultd
deteccion de proteinas por su escasa cantidad, se observé que todas las mutantes
mantuvieron su localizacién en membrana (Figura 8.5.B)

pBBRprom K Na2 Na4 Na4-N Na4-C loop loop-N loop-C KDa

Figura 8.5. Expresion y
localizacion subcelular de
las mutantes por delecié
de GumK en XcK. (A)

Inmunodeteccién de Gumk
en extractos totales
provenientes de cultivos d
dos dias en medio liquid
(B) Fracciones de proteina
solubles (S) y de membran
(M). Como controles se€

XcK pBBRprom

utilizaron las cepas
XcK/pBBRprom
(pPBBRprom) y

XcK/pBHisK (K).

8.7. Complementacidrin vivo y actividad in vitro

Se midié la produccién de xantamovivo por las cepas XcK complementadas con las
diferentes mutantes. Como se puede ver en la Figura 8.6.A, ninguna cepa produ
xantano, a pesar de la existencia de proteina en la membrana. A su vez, tampoco las
mutantes interfirieron con la produccién de xantano en la cepa salvaje XcFC2 (no
mostrado).

A su vez, la actividath vitro de células permeabilizadas XcK conteniendo las proteinas

mutantes fue medida incubando dichas células con los nucleétidos azUcares necesarios.
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Figura 8.6. Actividad de las cepas complementadas con las mutantes por deglagiQuantificacion
de la produccién de xantano, relativa a la produccion en la cepa salvaje XcFC2. Las barras
corresponden a la desviacién estandar de tres experimentos indepengB@meslisis por TLC de
los productos *“C-intermediarios producidos en incubaciones de las correspondientes ¢
permeabilizadas con nucleétidos azlcares. Se indica la migracién de los estandares trisacari
pentasacarido (P).

Los glicolipidos extraidos fueron hidrolizados y analizados por TLC (Figura 8.6.B). Se
observé que ninguna de las proteinas mutantes produjo glicolipidos pentasacaridicos
con la misma eficiencia que la proteina salvaje. En conjunto, se puede inferir que la
asociacion a la membrana es un proceso complejo que involucra, probablemente, a un

estado dinamico de la proteina y podria estar relacionado con la union de sustratos.

8.8. Dindamica de GumK.Simulaciéon computacional

Es sabido que la dindmica de las proteinas es, en la mayoria de los casos, fundamental
para su funcion [88, 89]. En las ultimas décadas, con el desarrollo de la tecnologia
computacional, ha sido posible avanzar en la exploracion temporal de la superficie de
energia potencial tedrica de numerosos sistemas biologicos. Esta metodologia es
denominada simulacion de dinamica molecular (DM), y permite analizar al nivel
atomico la dinamica de un sin fin de sistemas. El complemento de dicha metodologia
con resultados experimentales es de fundamental ayuda a la hora de la comprension del
comportamiento molecular.

Por lo tantocon el fin de explotar la estructura tridimensional de GumK y de conocer

su dindmica en sus formas apo y holo, se realizaron simulaciones de DM a partir de las
estructuras obtenidas experimentalmente. Los sistemas utilizados fueron apo-GumK
(pdb 2HY7) y GumK/UDP (pdb 2Q6V). Como primer paso fundamental p@&lase
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prepararon bioinformaticamente las estructuras experimentales, adicionandoles los
atomos de hidrégenos correspondientes y solvatando con moléculas de agua en un

octaedro regular con una distancia del borde a la proteind ¢Eigura 8.7.A).

A .. B B
4
<3
%
£ 2
o
1 — GumKIUDP
— Apo
" 10 20 30 40 50
Tiempo (ns)
D

Figura 8.7. Dinamica Molecular depp-GumK y GumK/UDP (A) Representacion del sistema inici
solvatado apo-GumKB) RMSD en funcién del tiempo simulado de &1 de go-GumK (rojo) y
de GumK/UDP (azul)C) Superposicién de la estructura experimental (naranja) y representative
DM (puarpura) de po-GumK. (D) Superposicion de la estructura experimental (azul) y represent
de la DM (rojo) de GumK/UDP.

Los sistemas fueron minimizados y sometidos a 50 ns de simulacion de dinamica
molecular, con el sistema de fuerzas clasico de Amber [90]. Ambos sistemas sufrieron
rearreglos conformacionales estables. El analisis de la raiz cuadrada de la desviacion
cuadratica media (RMSD, por sus siglas en inglés) permite obtener las distancias
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promedio entre atomos equivalentes en estructuras superpuestas. El RMSDMs las
(Figura 8.7.B) muestra que la desviacion de la estructura cristalina se da antes de los
5 ns, y luego de ello, el sistema se mantiene estable durante iga En las Figuas

8.7.C y D se muestran las estructuras representativas obtenida®dfslasmparadas

con las estructuras cristalinas, donde quedd en evidencia la existencia de un pequefio
cambio en la conformacién de la proteina, manteniendo la estructura secundaria
individual de cada dominio.

La raiz cuadrada de la fluctuacion cuadratica media (RMSF, de sus siglas en inglés
ofrece informacion de la fluctuacion en el tiempo de los atomos seleccionados. El
RMSF de cada residuo durante las dinamicas fue analizado (Figura 8.8.A). En general,
se observé que tanto en presencia de UDP como en su ausencia, los residuos de las
proteinas sufrieron practicamente las mismas fluctuaciones, excepto en la region
258-280. Esta zona presenta una menor fluctuacion @ laon UDP, probablemente
porque dichos residuos estan localizados en la hendidura y sufren menor fluctuacion
debido a la interaccion con el ligando. Se pueden relacionar estos resultados
comparando el factor b de las estructuras cristalinas (factor que describe la dispersién de
la densidad electrénica), en donde no se observaron diferencias entre apo-GumK vy
GumK/UDP (Figura 8.8.B). La ausencia de correlacion entre el RMSF y el factor b
demuestra la limitante de la cristalografia de rayos-X con respecto a la dinAmica de los

atomos para este sistema.

B
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Figura 8.8. (A) RMSF de la cadena principal durante la DM ge-@umK (naranja) y GumK/UDP
¢ (marron).(B) Factor b de la cadena principal en funcién del namero de residuo del cnsta#d
- GumK (naranja) y GumK/UDP (marrdn). ~
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8.9. Construcciodnin silico del complejo GumK/UDP-GICcA

Los esfuerzos previos por obtener la estructura experimental del complejo
GumK/UDP-GIcA fueron infructuosos. Como se detall6 anteriormente, sélo se obtuvo
la estructura de la porcion UDP aun en presencia del ligando completo. Con el fin de
conocer las bases moleculares de la especificidad de sustrato de GumkK, se realizaron
estudiosin silico de simulacion comput#onal. Para este fin se utilizd6 el método de
docking técnica con capacidad de predecir la ubicaciébn de una molécula respecto de
otra.

En primer lugar, se construyd la moléculaleP-GlcA (UGA) agregando el residuo

GIcA al UDP en la estructura representativa dBN& del complejo GumK/UDP. Las
posibles orientaciones fueron analizadas gmrking.En segundo lugar, se analizé la
posicion de las moléculas de agua, tanto en el cristal como en las DM. Antecedentes
previos indican que la ubicacién de un grupo hidroxilo de un ligando puede estar
relacionada con la ubicacion de moléculas de agua en las estructuras de apo-proteinas
[73, 91], desplazando dicha molécula de agua en el complejo proteina-ligando. En
conjunto, los resultados debckingy de los sitios de agua arrojaron una sola posicion
viable quimica y estéricamente para la localizacion del azucar, a partir de la cual se
obtuvo el complejo completo.

Ademés, dado que GumK no es capaz de utilizar como dador a nucleétidos-azucares
reladonados como UDP-Glc (UPG) y UDP-GalA (UGB), también se construyeron
dichos azucares a fin de comprender a nivel dinAmico y molecular las bases de la
especificidad. En la Figura 8.9 se muestran las estructuras modeladas de los nucleétidos

azlcares en la hendidura de GumK.

Figura 8.9. Construccion de los modelos de los ligandos en GumK. Se modeld, meltiekitegel
UGA, sustrato de la enzima. A partir de dicho modelo, se construyeron los analogos UGB (i
en el 4-OH) y UPG (carece del acido en C6). En la figura se observan las estructuras inicia
DM. ‘
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8.10. Dindmica Molecular con ligandos

Se realizaron 40 ns de simulacion de los sistemas presentados en el apartado anterior
En las estructuras representativas de las DMs se observé que, si bien todas las
simulaciones resultaron nuevamente en un pequefio movimiento intra-dominio con
respecto a las estructuras iniciales, en la DM con UGA el movimiento de la proteina fue
mayor que en las simulaciones con los otros ligandos (Figura 8.10.A). En el andlisis del
RMSD de cada ligando se observé que los tres nucleétidos azlcares variaron con
respecto a la estructura de partida, siendo UGA el ligando con mayor variacion (Figura
8.10.B). En todos los casos, se alcanzo la estabilidad de la dinAmica del ligando en el
sitio de unién a los 10 ns de simulacion.

En la Figura 8.10.C se observa una foto representativa de cada uno de los ligandos en el
sitio de unién en la conformacion representativa obtenida. Claramente, se observa como
cada nucleotido azucar cambié su conformacion y cémo interaccionan diferencialmente
con GumK. Estas interacciones fueron cuantificadas mediante el analisis de las energias
en la dinAmica mediante el método MM/GB%Molecular Mechanics/Generalized

Born Surface Area)que opera sobre la trayectoria obtenida de la simulacion de DM.
Brevemente, MM/GBSA es un modelo conocido como un método de energia libre de
punto final, ya que Unicamente seran evaluados los estados iniciales y finales del
sistema a partir de la trayectoria obtenida del complejo, asumiendo que la estructura
proteica no experimenta grandes cambios en ausencia de ligando. El andlisis mostré que
la energia de interaccion electrostatica contribuye mayoritariamente a la union de UGA,
y que UGB se une con un 92 % de energia y UPG con un 70 %, respecto a la energia de
union de UGA. En parte, esta diferencia de energia entre los ligandos se deba
posiblemente a una mayor estabilizacion de la carga negativa del UGA durante la
dinamica. A partir del analisis visual de las trayectorias, se encontré que el residuo
Arg29, solo en el complejo GumK/UGA, orientd su cadena lateral para dejar su carga
positiva en posicion cercana al pirofosfato y al grupo &cido del UGA (Figura 8.10.C y
Figura 8.11.C), estabilizando de esta manera la carga negativa del ligando.
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30 40
Tiempo (ns)

Figura 8.10. Dinamica Molecular de GumK con ligando@) Superposicion de la estructu
experimental con UDP (azul) y de las estructuras representativas de las DMs con UGB (p
UPG (marrén) y UGA (verde)B) RMSD de los nucle6tidos azucares enDdds. (C) Estructuras
representativas de los ligandos en el sitio de union a GumK obtenidasEvdasSe muestran la
interacciones significativas; notese la torsion adoptada por cada ligando.

El cambio en la conformacién de los ligandos durante la dinAmica involucr6 ademas un
acercamiento al residuo catalitico Asp157 (Figura 8.11.A y 8.11.B), deBda 3 A
aproximadamente, aunque este acercamiento es menos estable en la dinamica UGA, por
lo que no se observo finalmente en la estructura representativa obtenida.

El analisis de RMSF de GumK (Figura 8.11.D) mostr6 nuevamente un mayor
movimiento en la DM con UGA en la region del sitio activo y, notablemente, en la
region correspondiente a la hélice de putativa interaccion con la membran@®5N

60). Dicha region carece de contacto directo con los ligandos simulados.
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Figura 8.11. Reordenamiento de ligandos. Distancias durante las dinAmicas del Asp15{AalyO

al 04 (B) de las hexosas, y de la Arg29 al grupo acido de UGA y UGB (D) RMSF de los
residuos de GumK en cadaM.

El analisis de los sitios de aguas en las simulaciones con ligandos mostraron una
molécula de agua fuertemente localizada cerca del C1DRIGICA (3,6 A). Esto no

se observé en las MDs con los otros nucleétidos azlcares (Figura 8.12). La presencia de
una molécula de agua fuertemente estabilizada en dicha region podria explicar el

mecanismo por el cual, en ausencia de sustrato aceptor, el UDP-GIcA es hidrolizado, y
no asi los analogos.

Figura 8.12 Hidrdlisis del UGA

, ‘ I
Q’ /".}‘\/ i
@

en ausencia del aceptor media
por HO. Ubicacién de un sitio dé
agua cercana al Cl del &cic
glucurdnico. En las dinamicas ca
los sustratos UGB y UPG no ¢
observaron sitios similares
coincidentemente con la ausenc
de hidrdlisis de dichos sustratc
analizados experimentalmente.
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8.11. Agregacion por interaccion con el sustrato

Debido al indicio de la existencia de movimientos en GumK en presencia de UDP-GICA
observado en las MDs, se desarrollaron diferentes técnicas bioquimicas y biofisicas para
estudiar dicha interaccion.

En primer lugar, se estudi6 la existencia de cambios macroscopicos en soluciéon
disparados por la presencia de UDP-GIcA. Mediante el monitoreo en funcién del tiempo
de la absorbancia a 350 nm (turbidez), se observo la agregacion de GumK (preparada
segun [35]) en presencia de ligandos. Como se observa en la Figura 8.13, GumK agrego6
en presencia de UDP-GIcA, de forma directamente dependiente de la concentracién de
ligando. En presencia de UDP-GalA, se comienza a observar agregacion a los 50 min de
incubacion, indicando una posible interaccion. Esta caracteristica no fue observada con
el agregado de UDP-Glc.

Debido a que la insolubilidad de los agregados interfiere con las mediciones biofisicas,
se decidio ensayar la estabilidad de la proteina en difedenffiess De esta forma, se
cambio el sistema Tris-HCI a fosfato, manteniendo el pH y demas aditivos. Ademas, la
adicion de glicerol fue necesaria para mantener a la enzima soluble. En este sistema,
GumK purificada no acusa turbidez aun en presencia de excédoRISICA (Figura

8.13).

__0.34
‘; GumK Tris
= GumK Tris + UGA 1.5x
= GumK Tris + UGA 4.5x
€ 0.2+ GumK Tris + UGA 7.5x
8 Buffer+ UGA75uM
o GumK Tris + UDP 4.5x
g GumkK Tris + UPG 4.5x
&S 0.14 GumK Tris + UGB 4.5x
-8 GumK Fosfato+Glicerol
8 GumK Fosfato+Glicerol + UGA 2x
el
. — . —
T T
1000 2000 300
Tiempo (s)

Figura 8.13.Monitoreo de agregacion mediante absorbancia a 350 nm. Se observabgtferdrris
.y en presencia de sustrato, existe agregacion disparada por UGA. Tanto con los anélogos
- bufferfosfato+glicerol, si existe agregacion, la misma es despreciable.
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8.12. Protedlisis limitada

Como una aproximacion alternativa para estudiar si la presencia de UDP-GICA ejerce
un cambio estructural sobre GumkK, se realizaron ensayos de protedlisis limitada del
complejo GumK/UDP-GIcA con tripsina. Ademas, se ensayaron UDP, y los analogos
UDP-GalA y UDP-Glc. Como se observa en la Figura 8.14, GumK se digiere mas
lentamente y en forma diferencial en presencia de UDP, y mas aun en presencia de
UDP-GIcA.
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Los extremos N-terminal de los productos de digestibn mayoritarios fueron
secuenciados por el método de Edman y se infirid6 precisamente la identidad de los
fragmentos (Figura 8.15). El fragmento de ~34 kDa liberado en primer lugar
corresponde al segmento 97-406, abarcando el dominio C completo y una parte del
dominio N. Este fragmento se ve notablemente protegido de digestion. Luego, ese
fragmento es digerido principalmente en un fragmento de ~20 kDa (correspondiente al
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dominio C completo), siendo la cinética de aparicion de éste mas efyaga-GumK
respecto de GumK/UDP-GIcA.

Fragmento 34 kDa Fragmento 20 kDa Fragmento 10 kDa
97-406 197-380 2-96

. Figura 8.15. Fragmentos principales de la protedlisis. Los extremos amino-terminal de los fragr
fueron secuenciados por el método de Edman. Se muestran las estructuras correspondiente:
: regiones, deducidas en funcién de la secuenciacion y del tamafio del fragmento. En am:
. muestra la posicion del UDP. :

Se realiz6 también el ensayo de protedlisis limitada utilizando la proteasa
a-quimotripsina (Figura 8.16.A, panel izquierdo). En este caso, se observa que toda la
proteina es mas estable en presencia de sustrato. Sin embargo, un andlisis detallado de
las bandas de digestién es muy complejo.

Anteriormente se observo que GumK purificada segun Barreras y col. hidroliza al UDP-
GIcA en ausencia del sustrato aceptor [35, 37]. Para corroborar la estabilidad del
sustrato dador en los tiempos ensayados y con GumK obtenida con el nuevo método de
purificacion, se ensay0 la hidrolisis del UDP-GIcA en ausencia del sustrato aceptor.
Como se puede observar en la Figura 8.16.C, el UDP-GIcA comienza a ser hidrolizado
luego de 2 h de incubacién. Para analizar si la proteccién frente a la protedlisis otorgada
por el sustrato esta relacionada con el mecanismo catalitico de hidrdlisis, se realizaron
ensayos similares con la mutante inactiva (no hidrolitica) GumK/D157A [37]. Como se
observa en la Figura 8.16.A y 8.16.B, tanto GumK salvaje como GumK/D157A

resultaron menos sensibles a protedlisis en presencia del sURRBICA y de UDP.
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Figura 8.16.Protedlisis limitada de GumK salvaje y GumK/D157A e hidrolisis de UGA. SDS-P/
teflido conCoomasie bluale alicuotas de protedlisis limitada c@®) a-quimotripsina de GumK
salvaje (izq.) y GumK/D157A (der.) §B) con tripsina de GumK/D157AC) Andlisis por TLC de
hidrélisis de f*CJUGA en ausencia de aceptor por parte de GumK salvaje (arriba) y GumK/D

8.13. Estudios biofisicos de GumK en presencia de ligandos

Las técnicas biofisicas permiten el estudio del comportamiento de las proteinas frente a

ligandos, obteniéndose de dichos experimentos datos tales como constantes de afinidad

por ejemplo.

En proteinas, el aminoacido triptéfano es una importante sonda fluorescente intrinseca.

Al excitarse las proteinas a 295 nm, la fluorescencia emitida por el triptéfano es la
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dominante. La observacion de cambios en la fluorescencia intrinseca de proteinas puede
ser de utilidad para monitorear cambios estructurales. Con dicho fin, se analiz6 la
fluorescencia emitida intrinsecamente por los triptéfanos de GumK luego de la
excitacion de las muestras a 295 nm, en ausencia y presencia de concentraciones
crecientes de sustratos (Figura 8.17). Ademas, se sigui6 la fluorescencia emitida de las
mismas muestras, pero excitando especificamente el detergente Tritdbn X-100 presente
en elbuffera 229 nm (Figura 8.18).

Como se puede observar en la Figura 8.17, si bien se observaron cambios en la
intensidad de la fluorescencia emitida por las muestras, no hubo cambios en las

longitudes de onda correspondientes a los maximos de emisién de los espectros de
emision del triptéfano.
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Figura 8.17. Espectros de fluorescencia intrinseca de triptéfanos en funcién del agregadoé
. ligandos (A) UDP, (B) UGB, (C) UGA y (D) UPG. Las figuras internas representan los dé
- normalizados. Se indica los colores correspondientes a cada concentracion de ligando en uM. |

Con respecto a la emision obtenida luego de la excitacion del Tritdbn X-100, se observo

un desplazamiento del maximo de emision frente a la adicion de UDP-GIcA (Figura
8.18.C).
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Figura 8.18. Espectros de fluorescencia luego de excitar las moléculas de Tritén X-100, en f
. del agregado de los ligand@gd) UDP, (B) UGB, (C) UGA y (D) UPG. Las figuras interna:
- representan los datos normalizados. Se indica los colores correspondientes a cada concent

Como se ha reportado previamente que la excitacion a 229 nm de las moléculas de
Tritdbn X-100 puede tener un efecto resonante a 280 nm [92], y ademas considerando un
posible efecto de corrimiento del maximo debido a agregacion (por ende la disminucion
de la concentracién de proteina), se monitore6 la agregacion mediante la dispersion
resultante de excitar las muestras y analizar la emision a la misma longitud de onda
(Em/Exc: 690 nm/690nm Figura 8.19.A). Estos experimentos mostraron que no hay
agregacion detectada por dispersion, o bien la misma fue reversible. Cabe destacar que
en los puntos correspondientes a una relacibn molar ligando/GumK de
aproximadamente 1, las mediciones de dispersion acusaron un aumento de la relacion
R/Ry (no mostrado), pero la misma fue reversible, retornando a los valores esperados
para una muestra sin agregados. Se discutirh mas adelante las posibles razones para ello.
Ademas se realizaron, con el fin de detectar agregacion, incubaciones de la proteina con
exceso de sustrato, a diferentes temperaturas y en presencia de diferentes
concentraciones del agente entrecruzador de grupos amino ditiobis[succinimidil
propionato] (DSP). En todos los casos se observd que GumK mantuvo su estado

monomeérico pese a la adicién de sustrato (Figuras 8.19)By C
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Figura 8.19. Agregacion/oligomerizacion de GumK en presencia de ligan@jsDispersion a
690 nm relativizada a la dispersion sin ligando de las muestras analizadas por fluorg8)esbia-
PAGE tefiidos co®oomassie blude reacciones de entrecruzamiento con 0,1 mM de DSP de C
sola (APO) o con exceso de sustrato (UGA 10x y 50x). El entrecruzamiento con DSP es re
por DTT. (C) SDS-PAGE tefiidos coCoomassie bluale reacciones de entrecruzamiento ¢
0,5 mM de DSP de GumK sola (APO) o con exceso de sustrato (UGA 10x y 50x). Las reac
mostradas en (B) y (C) se realizaron tanto en hielo como a 20 °C.

Estos resultados mostraron que, si bien hubo efectos de dispersién sélo en algunos
puntos, discutidos més adelante, éstos fueron despreciables y no estan relacionados al
corrimiento del maximo de emisién luego de la excitaciéon del Triton X-100.

Por otro lado, se analizaron los espectros de dicroismo circular (CD) en el UV cercano
de las mismas muestras utilizadas para los ens&yfhsodescencia. Como se observa

en la Figura 8.20, los espectros no variaron con la adicion de ligando, excepto con
UDP-GIcA. En presencia de UDP-GICA, se observo la disminucion de sefial a 260 nm,
provocando en consecuencia un corrimiento del maximo. Como se vera a continuacion,
el cambio en el espectro difieced cambio obtenido por la agregacion inducida por

temperatura.
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Figura 8.20. Espectros de dicroismo circular en el UV cercano, en funcion del agregado
ligandos(A) UDP, (B) UGB, (C) UGA y (D) UPG. Las figuras a la derecha de cada panel repres¢
los datos normalizados. Se indican los colores correspondientes a cada concentracién de I|(

8.14. Estabilidad Térmica
Con el fin de estudiar si la presencia de sustrato introduce una estabilidad adicional en
la estructura de GumkK, se realiz6 el seguimiento de la agregacion/desnaturalizacién en

respuesta a la temperatura, mediante varias técnicas:
8.14.i. Fluorescencia

La emisién de los triptéfanos y del Triton X-100 fue medida en ausencia y presencia de
sustrato, en funcién de la temperatura (Figura 8.21.A y 8.21.B). Tanto para la apo-
proteina como para el complejo GumK/UDP-GICA se observd wynaphkrente de

38 °C.
8.14.ii. Dynamic Light Scattering (DLS)

La agregacion en funcion de la temperatura fue medida por DLS (Figura 8.21.C). Se
observo que la proteina comenzo a agregar (incremene&nvaddor R, medido) a los
35 °C, alcanzando su maximo a los 50 °C, tanto en presencia como en ausencia de

GIcA.
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- Figura 8.21. Respuesta de GumK con y sin sustrato frente a la temperatura monitoreat
fluorescencia y DLS(A) Se grafica el desplazamiento relativo de centro de masa relativo ¢
- espectros de fluorescencia intrinseca de triptéfanos en funcion de la tempéBatRranera derivada
- de (A), mostrando el punto de inflexion de la cu(@).Incremento del Rmedido por DLS. :

8.14.iii. CD

Se obtuvieron y analizaron los espectros de CD en el UV lejano (Figura 8.22.A'y
8.22.B) y cercano (Figura 8.22.C,D y E), en funcion de la temperatura, de GumK con 'y
sin sustratos. Por CD en el UV lejano se observo que, si bien ambos presentan la misma
Tm aparente de aproximadamente 38 °C, la apo-proteina comienza primero la pérdida de
sefal, y el estado final del complejo GumK/UDP-GIcA perdi6 so6lo un 60 % de la sefial
con respecto a la apo-proteina.

Los espectros en funcién de la temperatura en el UV cercano mostraron un
comportamiento similar para la forma apo y para el complejo, pese a la diferencia

inicial de sefial a 260 nm otorgada por la interaccion de GumK con UDP-GIcA.
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¢ Figura 8.22. Respuesta de GumK con y sin sustrato frente a la temperatura monitoreaé
- dicroismo circular(A) Se grafica el porcentaje de pérdida de sefial de CD a 22B)Rrimera
- derivada de (A), mostrando el punto de inflexion de la c@pEspectros de CD en el UV cercar.
: de Apo-GumK en funcién de la temperatura. Se grafica la sefial versus temperaturas para Ap:
-y GumK/UGA a 282 nnfD) y 260 nmy(E).

8.14.iv. Protedlisis limitada vs. temperatura

Para corroborar las posibles diferencias en la cinética de agregacion en apo-GumK con
respecto a GumK/UDP-GIcA, se incubé GumK con y sin sustrato a diferentes
temperaturas. Luego, las mezclas fueron sometidas a protedlisis con tripsina &0 °C.

la Figura 8.23 se observa que luego de la incubacion a 20 °C y 30 °C, se mantuvo la
proteccion frente a la protedlisis en el complejo GumK/UDP-GICA descripta
anteriormente. Posterior a la incubacion a 40 °C, hubo digestién sélo en el complejo
GumK/UDP-GIcA, indicando la agregacion de la apo-proteina. A 50 °C, ambas se

encontraban agregadas, por lo cual no se observo digestion en ningan caso.
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Figura 8.23. Protedlisis limitada en funcion de la temperatura. Apo-GumK 'y GumK/UDP—GIcAf
- incubada a 20, 30, 40y 50 °C, y luego se incub6 a 20 °C con tripsina. Se muestran en las figt
PAGE tefiido con Coomassie blue de alicuotas de las digestiones tomadas a los tiempos indic;
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8.15. Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)

Mediante el uso de las técnicas biofisicas detalladas anteriormente no fue posible la
obtencién de parametros de afinidad, y los resultados acusan un mecanismo complejo
de unién a ligando. Con el fin de profundizar en el mecanismo de union se realizaron
experimentos de ITGSe utilizé6 una concentraciéon de GumK de 80 uM y de 3 mM de
UDP-GIcA o de anélogos, o bien 128 uM de GumK y 4,8 mM de ligandos. De esta
forma, se obtuvieron isotermas de unién sélo para la reaccion de uniéon a UDP-GIcA.
Concentraciones mas elevadas de analogos fueron ensayadas, sirs@b&fiadrde

unién en dichas condiciones. En la Figura 8.24 se muestran los resultados obtenidos.
Como se observa claramente, la isoterma obtenida en la titulacién con UDP-GIcA no se
corresponde con un modelo de unién simple. Los datos obtenidos acusan dos etapas en
el binding (Figura 8.24.A). En cambio, en la titulacion con UDP se observé una entalpia
de valor absoluto menor, con una isoterma de union diferente (Figura 8.24.B). A modo
de ejemplo, se muestran los resultados obtenidos con UDP-GIc (Figura 8.24.C).

En la estructura de GumK es claro que la misma posee s6lo un sitio de unién. Aun asi,
esfuerzos por ajustar los datos experimentales a modelos de un solo sitio de unién, o a

otros modelos simples, no han dado resultado.
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Figura 8.24.ITC. Se muestran el termograma y su integracion, resultante de titular GumK saE
- GumKD157A con UDP-GIcAA), GumK salvaje con UDEB) o GumK salvaje con UDP-GIC).
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Si bien la hidroélisis de UDP-GIcA es despreciable en los tiempos ensayados, se realizo
una titulacion de la forma inactiva GumKD157A con UDP-GICcA, para analizar si las
dos etapas se correspondian a procesos de union e hidrélisis. Se obtuvo un perfil de
titulacion similar al obtenido con la proteina salvaje, con una diferencia en la cantidad
de entalpia producida en el proceso de union. Esto ultimo indicaria que la hidrélisis
podria enmascarar la entalpia obtenida con la union de GumK salvaje a UDP-GIcA.
Ademas, afirma que las etapas observadas en las isotermas de GumK salvaje
corresponden al proceso de union, y no al de hidrdlisis.

8.16. Dispersién de rayos-X de bajo angulo (SAXs)

Con el fin de observar la respuesta en solucion de GumK frente a la union del sustrato,
se utiliz6 una técnica de mediana resolucion como lo es SAXs. En los casos mas
exitosos, SAXS permite la obtencion aglvelopede la proteina en solucion. En este
caso, se observd un cambio sistematico disparado por la unién de GumK a UDP-GICcA
y, en menor medida, a UDP (Figura 8.25.A). La funcién p@jr{distance distribution
function otorga informacién sobre la probabilidad de encontrar un atomo a una
determinada distancia (r). Segun el calculo de la funcion p(r) a partir de los datos
obtenidos por SAXs, la conformacién en presencia de ligando seria mas compacta,

acercando los dos dominios que componen la proteina.

8.17. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros monodimensionales’depara un gradiente de campo pulsado fueron
tomados a 20 °C, en ausencia y presencia de UDR, &btBnido para la apo-proteina

fue de 28,7 A, esperable en funcion de la estructura cristalina del monémeradéEl R
GumK en presencia de UDP no pudo ser determinado, debido a la imposibilidad de
ajustar los datos experimentales. Sin embargo, se observé un claro cambio en los
espectros, indicando la presencia de interaccién (Figura 8.25.B). Dado que las
mediciones demandaron aproximadamente 40 h, no fue posible realizar el experimento
con GumK salvaje y UDP-GIcA debido a la hidrélisis del UDP-GIcA en dicho tiempo.
En su lugar, se utilizo la mutante GumKD157A obteniendo ydeRcomplejo de 27,3

A, sugiriendo una compactacion de la proteina en presencia del ligando.
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Figura 8.25. SAXs y RMN. (A) Se muestra la funcién p(r) obtenida por SAXs para apo- Gu
GumK/UDP y GumK/UGA.(B) Se muestran el espectro monodimensidhiaide RMN para apo~
GumK salvaje (negro) y GumK/UDP (rojo).

8.18. Unidn al sustrato aceptor

Como aproximacion al estudio estructural de la unién al sustrato glicolipsco,
realizaron ensayos de “remojo” (soaking) con analogos del sustrato. Esta técnica
consiste en sumergir el cristal de la apo-proteina en una solucién conteniendo los
analogos. Estos analogos no poseen la porcion oligosacaridica completa. Sin embargo
poseen la porcion lipido-fosfato, indispensable para la actividad de GumK. Los
analogos utilizados fuerorCss-prenil-P, Gs-heptaprenilP y fitanil-PP-celobiosa.
Ademas se realizaron los mismos ensayos de inmersion en presencia del sustrato dador
UDP-GIcA o del producto de reaccion, UDP. Cabe destacar que, en presencia de los
lipidos, los cristalesse tornaron muy fragiles. Los datos cristalograficos
correspondientes fueron colectados en la linea DO3B-MX1 para cristalografia de
macromoléculas de la fuente de luz sincrotron LNLS (Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotron, Campinas, Brasil).

Los datos fueron analizados y las estructuras fueron resueltas por reemplazo molecular,
utiizando como molde la estructura apo-GumK. En los datos analizados no se

observaron ligandos ni diferencias con la estructura resuelta previamente.

8.19. Construccion del complejo ternario.
8.19.i. Docking

Al no disponer del sustrato aceptor completo en forma comercial para encarar

experimentos estructurales, se intentdé modelar éRipdisacarido en GumK. Dado que
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se no se conoce con exactitud la identidad del lipido aceptor de GuiS s utilizo

como lipido modelo una molécula del prenol geranil. Para la construccion del sustrato
aceptor completo, se utilizaron diferentes estrategias. La estrategia principal se baso en
la utilizacion de algoritmos d#ockingsobre la estructura representativa del modelo del
complejo GumK/UDP-GIcA. El sustrato fue diseccionado en partes, y se realizaron
dockings con las siguientes entidades: pirofosfato (PP), geranil-PP, trisacarido,
combinaciones de disacaridos y monosacaridos.

El dockingde PP sobre la estructura representativa d@Made GumK/UGA mostro,

como resultado con mayor probabilidad, una ubicacién que se corresponde con el PP de
UDP, sirviendo dicho resultado de control interno. Los demas resultados obtenidos para
el PP se localizaron en el N-terminal, como era de esperarse. En todos los casos, se lo
encontré interaccionando con residuos basicos, propuestos ademas como residuos de
interaccion con los fosfolipidos de membrana (Figura 8.26.A). Resultados similares se
obtuvieron con etlockingde geranil-PP. En cambio, los resultadosddekingcon los
azucares, en todas las variantes ensayadas, fueron muy dispersos, no encontrandose una

localizacion clara de la porcién sacaridica.
8.19.ii. Bias docking

Con el fin de localizar de manera confiable al trisacarido, se analizaron los sitios de
agua generados durante DM del sistema GumK/UDP-GIcA. Como se comento
anteriormente, los sitios de agua generados en la dinamica pueden ser desplazados por
los grupos OH de los azucares. Por tal motivo, los sitios de agua encontrados cerca de la
probable localizacion del trisacarido fueron utilizados para redliaardockingFigura

8.26.B). En esta técnica, dbckingconvencional se le adicionan pozos de energia en

los mapas de cada &tomo de O, de tal forma que tengan una preferencia por localizarse
en estos sitios. De esta forma, y teniendo en cuenta principalmente los resultados de

dockingdel PP, se obtuvo un primer modelo de complejo ternario (Figura 8.26.C).
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Figura 8.26.Construccion delip-PPtrisacarido(A) Resultados delockingdel PP sobre la estructur
del complejo GumK/UGA(B) Localizacion de sitios de agua, generados eDNMa GumK/UGA, en la
probable zona de unién del trisacarigé) Modelo del complejo ternario formado. Se muestra
superficie de GumK en donde se puede observar la disponibilidad estérica de la hendidura.

8.20. Dinamica Molecular del complejo ternario

Con el complejo modelado indicado en el apartado anterior se realizaron simulaciones
deDM. En este caso, se observé que el O2 de la manosa terminal del trisacarido se aleja
del C1 del glucurénico, desde 6 A hasta 10 A, quedando muy lejos para la reaccion de
transferencia (Figura 8.27.A). Ademas, segun el mecanismo propuesto, el residuo D157
atacaria al O2 de la manosa del aceptor. Cuando se analizé la distancia D157(0OD)-
Man(0O2) en |eEDM se observo que la misma se mantuvo relativamente estable alrededor
de 6 A (Figura 8.27.B). Este resultado resalta el hecho de que, probablemente, exista un
cambio conformacional grande disparado por la unién de UDP-GICA, que permitiria
acercar ambos sustratos. Este tipo de cambio no es viable de ser analizado por

simulaciéncomputacional hasta el momento.
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Figura 8.27. Andlisis de distancias durante @M del complejo ternario(A) Distancia Man(O2)-
- GIcA(C1).(B) Distancia Man(02)-D157(0D).
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Discusion
8.21. Interaccion de GumK con la membrana

Experimentos previos realizados durante la caracterizacion bioquimica de GumK
demostraron que la proteina se encuentra asociada a membrana, siendo probablemente
una proteina integral monotopica de membrana. Al obtenerse la estructura, el calculo de
superficie electrostatica mostré una regién en el N-terminal con alta probabilidad de ser
responsable de la union a la bicapa, debido a su concentracion de aminoacidos basicos e
hidrofébicos. Ademas, mediante estudiossilico de asociacion a una membrana
modelo, GumK se insertaria en la membrana por la regidon propuesta previamente.

Dichos datos son de acceso publico en la base de datos OPM [64].

Para estudiar mas en profundidad la region, y teniendo en cuenta que ademas dicha
region podria estar involucrada en la interaccion con el lipRlisisacarido aceptor, se
realizaron las mutantes puntuales y las mutantes por delecion descriptas en Resultados.
Como primera conclusién se puede decir que ninguna de las mutantes realizadas afecta
significativamente la localizacion en la membrana de la enzima. Sin embargo, la

actividad se ve afectada en diferente medida en cada mutante.

En cuanto a las mutantes puntuales observamos g¥e, excepto H1 (L56S/M59S),

todas mantienen la actividad glucuronosiltransferasa pero poseen una eficiencia menor
de transferencia. Estes evidenciado por la presencia de intermedidimpPP
trisacarido en el analisis por TLC, encontrandose una relacion entre los productos
trisacarido/pentasacarido de aproximadamente 0,5. Por otro lado, la preséncia de
intermediariolip-PPRtetrasacarido en las reacciones con las mutantes B1 y B3 podria
indicar la disminucién de la actividad de Guml, posiblemente por ver afectada la

interaccion con GumkK.

En Xc, la Unica mutante que perdié su actividad fue la mutante H1. Se observo que esta
mutante no es capaz de complementar la produccion de xantano en la cepa XcK. La
mutante H2 si mantiene la actividad GT, pero complementa en aproximadamente un
50 % con respecto al nivel de xantano sahexjeXcFC2. Ninguna de las mutantes
puntuales interfiere con la produccion de xantano cuando son expresadass en
XcFC2. Teniendo en cuenta estos resultados, y que la mutante inactiva GumKD157A

en XcFC2 interfiere con la produccién de polisacarido, se puede pensar que las
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mutaciones H1 y H2 afectarian a una posible interaccion con otros componentes del
sistema o que pierde afinidad por el aceptor, dejando a este ultimo totalmente disponible
para GumK salvaje. Llamativamente, en extractosEdecoli y en presencia del

detergente Tritdbn X-100 todas las mutantes presentan actividad GT, en acuerdo con la

necesidad de un ambiente simil-membrana para la actividad de la enzima.

Las mutantes por delecion tampoco perdieron su capacidad de unirse a membrana, sin
embargo también se encontré a las mutantes en la fraccion soluble. En este caso, y
como era de esperar, se observo inestabilidad en las proteinas truncadas, evidenciada
por el andlisis de la expresion. Todas las mutantes resultaron inactiwasy con una

eficiencia practicamente nula en ensaiyogitro con células permeabilizadas.

Al comienzo de este trabajo se postulaba que la interaccion con la membrana aportaba
solamente a la correcta localizacion espacial para interactuar con ambos sustratos. Sin
embargo, queda claro que la interaccibn con la membrana es parte ademas del
mecanismo global de catalisis. Tanto la orientacion relativa de la proteina respecto a la
membrana como su grado de insercion en la misma son determinantes en diferentes
procesos, por ejemplo la unién a un sustrato embebido en la membrana [65]. Existen
diferentes mecanismos de unién a la membrana, encontrandose ejemplos en numerosos
sistemas bioldgicos [93]. En cuanto a las GTs, al menos ocho familias CAZy poseen
miembros caracterizados que cumplen su funcién asociados a membrana. Por ejemplo,
como se menciono enttoduccion, la Na2 en PimA es fundamental para la interaccion

con fosfolipidos, a su vez resultando en una mejora de la actividad GT [41]. Como otro
ejemplo podemos nombrar a la proteina aIMGSAdkoleplasma laidlawii Se ha
demostrado que la proteina monotépica de membrana alMGS tiene la capacidad de
sensar la curvatura y la calidad de los lipidos, regulando asi su actividad enzimatica
[94].

En conjunto, se puede decir que la asociacion a membrana es un proceso complejo en
GumK, que probablemente dependa de varios determinantes moleculares. Los
resultados obtenidos con la mutante H1 indicarian un posible rol de esta region, No2, en

la union al sustrato aceptor. Con el fin de estudiar biofisica y estructuralmente a

GumKH1, se realizd la purificacion de la proteina a partiEdeoli. La mutacion

puntual introducida otorg6 inestabilidad a la proteina y no fue posible obtener

cantidades suficientes para la realizacion de los estudios propuestos (no mostrado).
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Cabe destacar que la estructura secundBiid es conservada en otras GTs

monotopicas probablemente debido a su importancia [42, 45].

8.22. Modelo de la localizacion de UDP-GIcA en GumK

En esta tesis se intentaron explotar los conocimientos estructurales de GumkK, con el fin
de obtener indicios sobre el mecanismo y la especificidad de la enzima hacia su sustrato
dador. Previamente observamos mediante ensayos de actividad que GumK es altamente
especifica hacia UDP-GIcA. Nucledtidos-azucares relacionados, como UDP-Glc y
UDP-GalA, no son empleados como sustratos dadores por GumK. En el laboratorio se
realizaron esfuerzos tanto en laatalizacion como en experimentos de “remojo” de

GumK con UDP-GIcA. Al resolver las estructuras de los cristales provenientes de los
experimentos de “remojo” con UDP-GICA se encontré sélo la regiébn UDP. Visto esto,

se postuld que o bien existe la hidrdlisis del UDP-GICA 6 la porcion del azucar es
flexible en el cristal. Por TLC se observd que GumK hidroliza al UDP-GICA en
condiciones similares a las del cristal. Por tal motivo, se intentdé responder los

interrogantes planteadasediante herramientas de simulacion computacional.

En primer lugar, se realizar@Ms a partir de las estructuras cristalinas de apo-GumK 'y
GumK-UDP. En las dinamicas se observa que el esqueleto de ambas estructuras se
reordena, dando un RMSD en el equilibrio de aproximadamente 2,5 A. Este
reordenamiento esta dado por la flexibilidad en la regién bisagra. Se observa en la
Figura 7.21.C y 7.21.D como al alinear un dominio el otro se ve desplazado con
respecto a la estructura cristalina, sin obtenerse modificacibn en la estructura
secundaria. El analisis de la fluctuacion de cada residuo durante la dinamica (RMSF)
muestra que en IBM con UDP los residuos 255-275 se encuentran mas estabilizados
con respecto a IBM de apo-GumK, probablemente debido a que en dicha region se
encuentran la mayor parte de los residuos que interactian con UDP. Si bien ésto es un
estudioin silico, los resultados presentan l6gica y permiten observar comportamientos
dinamicos que, por ejemplo, al analizar los valores de factores de temperatura (b) en el

cristal no es posible observar.

En segundo lugar, mediardeckingsobtuvimos un modelo Iégico de la ubicacion de la
porcién GIcA del UDPRGIcA. Ademas, utilizando de base al modelo GumK/UDP-GIcA
se realizaron modelos de GumK con UDP-Glc y UDP-GalA. Con cada uno de estos

sistemas se realizarddMs, que permitieron profundizar sobre la especificidad de
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GumK con su sustrato dador. Nuevamente observamos un reordenamiento
conformacional en todos los casos. Sin embargo, el movimiento relativo de dominios en
presencia de UDP-GIcA es diferente a los observados con los nucleétidos-azucares
analogos y con UDP. Todos los nucleétidos-azicares cambian su conformacion, siendo
el UDP-GIcA el que presenta una mayor RMSD eDN& De esta forma, solo el UDP-

GIcA se posiciona de una manera favorable para la reaccién quimica de transferencia,
dejando expuesto el C1 del GIcA. Esta ubicacion mas favorable es dada en parte por la
interaccion especifica con la Arg29, la cual se reorienta el a-fosfato y hacia el

grupo acido del GIcA. Debido a que el UDP-GalA interacciona mediante su OH3 y
OH4 con el Aspl157, no genera un cambio en su conformacién y tampoco interacciona

con Arg29.

Ademas, los calculos de las energias de unidn, si bien son meramente estimativos, son

coherentes con la especificidad de sustragg{Eca > Eupp-caa > Eubp-cic).

El andlisis de la®Ms con los ligandos nos permitidé encontrar un “sitio de agua”, es

decir una region con mayor ocupancia de agua que el promedio del solvente, ubicado a
una distancia de 3,61 A del C1 del GlcA, siendo dicha distancia adecuada para la
reaccion de hidrolisis. Este resultado esta de acuerdo con la reaccidon de hidrolisis

observada experimentalmente.

El analisis de RMSF de los residuos en datdh demuestra que en presencia de UDP-
GIcA los residuos que interactuan con el UDP en la region 255-275 se encuentran
menos estabilizados y sorpresivamente se encontr6 mayor movilidad en los residuos
pertenecientes a la hélid&?2 del N-terminal. Este indicio es el primero que indicaria
que la unién del UDP-GIcA influye en la region N-terminal, mediante posibles cambios
conformacionales, probablemente preparando un sitio para la uniéon del aceptor. Dado
que los tiempos de simulacion fueron de 40 ns, no es posible observar en este tiempo

grandes cambios conformacionales, si los hubiere.

8.23. La union de UDP-GIcA dispara un cambio conformacional en GumK

El modelo propuesto se complementd con estudios biofisicos, orientados a la
comprension de la bioquimica detras de la especificidad. En primer lugar, observamos
gue GumK purificada en forma estandar descripta por Barreras y col. [35] agrega de

forma insoluble cuando se adiciona UDP-GICA a la solucion de proteina. Este fue el
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primer indicio experimental de la existencia de un cambio conformacional,
probablemente con la exposicién de parches hidrofébicos, disparado por la unién del
ligando dador. Por tal motivo se debieron optimizar las condiciones de purificacion, de
forma tal que no se detecte insolubilidad en presencia del sustrato. El sistema
encontrado fue la utilizacion dmuffer fosfato (en lugar de Tris-HCI) y glicerol 10 %,

manteniendo el NaCl y el detergente Tritdbn X-100.
8.23.i. Estudios biofisicos/bioquimicos en presencia de ligandos.

Ensayos de proteolisis limitada con tripsina y a-quimotripsina dejaron a la luz que la
presencia de UDP-GIcA produce un cambio conformacional en GumK, de modo tal que
es menos sensible a la digestién enzimatica. La secuenciacion de las principales bandas
de degradacion permite distinguir la regibn mas estable. Esta region incluye todo el
dominio C-terminal y parte del N- terminal. Los resultados de la protedlisis estan de
acuerdo con una flexibilidad en el dominiotddminal, especificamente en la Na2 y el

loop8 (elementos propuestos como responsables de la asociacion a membrana y/o
sustrato aceptor), localizados en el primer fragmento de digestion de 10 kDa. El
fragmento de 34 kDa es el que presenta mayor proteccion frente a tripsina,
posiblemente debido a un acercamiento entre los dominios y a una consecuente menor
accesibilidad a la region bisagra. En la apo-enzima se observa como el fragmento de 34
kDa es mucho menos estable siendo digerido en la regién bisagra, para formar el
fragmento de 20 kDa. Ademas, se comprobd que la proteccién, y por ende el cambio
conformacional, es independiente del mecanismo catalitico, ya que se observé el mismo
comportamiento utilizando la mutante GumKD157A, la cual no hidroliza el UDP-GICcA

aln en 96 h de incubacion.

Luego, se utilizaron en conjunto las técnicas biofisicas de fluorescencia y CD. Dado que
los ensayos fueron realizados con las mismas muestras, es posible una observacion
global de los resultados. De todas formas cabe resaltar que la presencia de detergente

dificulta la interpretacién de los resultados.

En primer lugar se observé que, al excitar los triptofanos de GumK vy registrar la
emision de fluorescencia, hay un cambio de intensidad, en presencia de UDP-GIcA, y
en menor medida en presencia de los otros ligandos analizados. Este cambio en la
intensidad de la fluorescencia no conlleva un corrimiento en la longitud de onda del

maximo, como se puede apreciar en los espectros normalizados. La variacién del
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maximo en la intensidad no es dada siempre de la misma manera, y no fue posible
encontrar una relacién entre la intensidad y la concentracion de ligando. Mecanismos de
union a ligandos con cambios conformacionales, cdnuuced-fit o seleccion

conformacional pueden variar la intensidad de la emision de fluorescencia [95-97].

Las mismas muestras fueron excitadas a 229 nm, longitud de onda que excita las
moléculas de Triton X-100 presentes en la solucion. La literatura existente admite la
posibilidad de que ocurra un efecto resonante a 285 nm, excitando a su vez los grupos
aromaticos presentes en la proteina [92]. Por ende, es posible que los espectros
representen sucesos ocurridos tanto en el detergente como en GumK. En este caso,
también se observaron cambios en la intensidad en tadamidiciones, pero soélo con
UDP-GIcA se observé corrimiento del maximo en los espectros (observado claramente
en los datos normalizados). El maximo de emisién de una solucién de Triton X-100
ronda los 303 nm y en presencia de GumK el maximo es de aproximadamente 320 nm.
A medida que se adiciona UDP-GICA a GumK, se observa un corrimiento hacia
longitudes de onda cercana al méaximo del Tritdbn X-100 puro. Este corrimiento se
podria interpretar como que, en presencia del sustrato, existiria una disminucién de la
interaccion de la proteina con el detergente, o algin cambio en dicha interaccion. Para
comprobar si existio una disminucion de la interaccion de GumK con el detergente
mediada por la agregacion de la proteina, se estudié en pdsaliikpersion de las
muestras a 690 nm. Como se observa, no existe agregacion neta. En el gréfico de la
Figura 7.33.A se observa la dispersion neta final (R/R0) de cada muestra. Sin embargo,
cabe destacar que solo en presencia de UDP-GICA, la dispersion aumento
dindmicamente en presencia de hasta dos equivalentes de ligando, y luego volvié a los
valores iniciales, de forma dinamica y en el tiempo que duraron las mediciones.
También, el analisis por columnas de exclusion molecular de una mezcla de GumK con
dos equivalentes de UDP-GIcA presenta el mismo perfil monodisperso que la apo-
proteina, indicando la ausencia de agregaciéon. En conjunto, los resultados podrian
sugerir un rearreglo conformacional que incluya al detergente, obteniéndose dispersién
por la presencia de proteomicelas y no por la agregacion de proteina. Los ensayos de
entrecruzamiento apoyan la idea de que no hay oligomerizacion dependiente del

sustrato.
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Luego, las mezclas fueron analizadas por CD en el UV cercano. En este caso se observo
un claro cambio en el espectro de GumK en presencia de UDP-GIcA. Nuevamente, este
cambio en los espectros es diferente a los cambios obtenidos en los experimentos d
desnaturalizacién/agregacion en funcién de la temperatura, por ejemplo. En conjunto,
estos resultados apoyarian la existencia de un cambio conformacional en presencia del

sustrato dador.
8.23.ii. Estabilidad térmica en presencia de ligandos

Se ha observado previamente que la interaccién con ligandos ofrece estabilidad a la
proteina, permitiendo por ejemplo una mayor estabilidad térmica [45]. Para analizar si
los posibles cambios conformacionales desatados en GumK en respuesta a la adicion de
UDP-GIcA ofrecen una estabilidad térmica superior, se realizaron varios estudios
biofisicos. Al analizar la fluorescencia intrinseca de triptéfanos, se observa que la
respuesta frente a la temperatura es practicamente idéntica en las formas apo y holo.
Cabe destacar que en cada punto se estudi6 ademas la dispersion a 690 nm (no
mostrado), observando que a 38 °C, si bien la tendencia al aumento de la dispersion por
agregacion es clara e irreversible, la cinética es mucho mas rapida en la apo-proteina.
Esto se ve apoyado en el estudio de CD en el UV lejano (Figura 7.36.A y 7.36.B), en
donde se observan dos detalles relevantes. Por un lado, se observa que hay una cinética
diferente en la pérdida de sefial, siendo esta Ultima mas rapida en apo-GumK. Sin
embargo, esta diferencia de cinética no altera el punto de inflexion de la curva, y por
ende, la T, aparente. Por otro lado, se observa que la pérdida de sefial en el estado final
en presencia de UDP-GICA es mucho menor con respecto a la apo-proteina. Este
resultado podria indicar la existencia de un estado desnaturalizado parcialmente
desplegado en presencia de sustrato, auabegperimento realizado no es suficiente

para asegurarlo.

El andlisis de CD en el UV cercano no acusa diferencias en el comportamiento frente a
la temperatura. En este punto se analizaron las sefales a dos longitudes de onda (260
nm y 282 nm), correspondientes a picos en el espectro (Figuras 8.22.D y E). Se observa
nuevamente la diferencia de sefal inicial a las longitudes de ondaaslkégimida a la

interaccion con el sustrato, pero luego las curvas son solapadas perfectamente.

Mediante DLS se observa un punto de inflexion en la cupvasRremperatura. Dado

que en este experimento lo que se observa eg ptdRedio en la cubeta, es decir,
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agregacion, podemos concluir que a 35 °C comienza a agregarse GumK, encontrandose

completamente agregada a los 50 °C.

Por dltimo, dado que se observaron aparentes diferencias en la cinética de
desnaturalizacion, se realizaron ensayos de protedlisis limitada a 20 °C con tripsina
luego de incubar a GumK o al complejo GumK/UDP-GIcA a diferentes temperaturas.
Luego de la incubacion a 20 °C y 30 °C, se observa nuevamente la diferencia entre la
protedlisis con y sin sustrato. Después de la incubacién a 40 °C, se observa que solo hay
protedlisis en la mezcla GumK/UDP-GIcA. Dado que al formarse agregados insolubles
la proteasa no puede actuar y, teniendo en cuenta que soélo hay protedlisis en presencia
de sustrato, se puede inferir que hay una diferencia en la cinética de agregacion.
Ademas, esta diferencia se determind visiblemente durante el ensayo, observandose
clara turbidez en la muestra correspondiente a la apo-proteina incubada a 40 °C, pero no
en su par con sustrato (no mostrado). Luego de incubar a 50 °C, el comportamiento

frente a protedlisis es idéntico.

En conjunto, se puede decir que si bien la union al UDP-GIcA no ofrece un aumento en
la estabilidad térmica respecto a lg, Ta cinética de agregacion puede ser diferente,
probablemente debido a una conformacion distinta de GumK en el complejo.

8.23.iii. ITC

La técnica de ITC es sumamente poderosa y es mucha la informacién que se puede

extraer de los ensayos.

Como primera conclusion simple, podemos definir claramente que el UDP-GIcA
interacciona con GumK. La unién de UDP presenta un comportamiento diferencial
frente a la unién, y con UDP-GalA y UDP-Glc no fue posible detectar interaccion.

Luego, podemos ver que las isotermas de union al UDP-GICcA presentan claramente al
menos dos etapas, no pudiendo ajustar las isotermas a los modelos simples de union (un
solo sitio, dos sitios independientes, o dos sitios secuenciales). Con el fin de distinguir
si lo observado correspoiada los procesodle interaccién junto a la hidrélisis del
sustrato, se realizaron los experimentos con la mutante no hidrolitica GumKD157A.
Como se observa claramente, se mantiene la forma de la isoterma, cambiando la
entalpia del proceso. Probablemente, ésto se deba a que el proceso de hidrolisis tenga
una entalpia opuesta y disminuya globalmente la isoterma de GumK salvaje con UDP-
GIcA.
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Entonces, la isoterma podria estar informando tanto la interaccion como el cambio
conformacional observado. En particular, se ha visto en la GT-A GpgS [98], isotermas
de union para el UDP-Glc similares a las obtenidas con GumK/UDP-GIcA. Para
explicar esa observacion se postulé un modelo de unién que implica la presencia de dos
conformaciones de GpgS en equilibrio, de las cuales s6lo una es capaz de unir al
ligando. A medida que la unién se lleva a cabo, el equilibrio es desplazado hacia la
conformacion activa, como ocurre en procesos de seleccidn conformacional. Un
mecanismo similar fue demostrado en la galactosiltransferaSaisigeria meningitidis

LgtC. Mediante estudios de RMN se observé que la proteina adopta principalmente dos
estados conformacionales, siendo sélo uno de ellos competente para la unién del
sustrato. Si bien no fue posible relacionar directamente los movimientos detectados con
el mecanismo enzimatico, se demostré claramente la dinAmica estructural compleja de

esta GT [99]. Ambos ejemplos son claros mecanismos de seleccidon conformacional.

La creaciéon de un modelo que explique lo observado en GumK requiere de profundos
conocimientos y mediciones adicionales. Esto se esta llevando a cabo en el laboratorio y
excede a esta tesis.

8.23.iv. SAXs y RMN

Los resultados de los experimentos disefiados para SAXs y RMN fueron analizados por
respectivos expertos (ver Materiales y Métodos). Por un lado, SAXs no nos permitio
obtener un valor de feonfiable, debido a la complicacion que agrega la presencia de
detergente. Sin embargo, se observa claramente como la funcion de distribucion p(r)

cambia en presencia tanto de UDP-GIcA como de UDP.

La funcién p(r) de lapo-GumK muestra dos picos, clasicos de una proteina no globular
con al menos dos dominios separados entre si. En cambio, la funcién del complejo
GumK/UDP-GIcA muestra una tendencia a una form&cdmpana” de la curva p(r),
correspondiente a un estado mas globular de la proteina. Este cambio se puede
corresponder a un cambio conformacional tendiente al acercamiento de los dos

dominios de GumK.

En cuanto a RMN, se pudo obtener unde 28.7 A para la apo-proteina que se acerca
notablemente al esperado por la estructura cristalogréafica. En presencia de UDP, no se
pudo calcular un Rconfiable. Sin embargo, se observa el cambio en el espectro

monodimensional, indicando la interaccién. Dado que las mediciones de RMN llevan
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aproximadamente 40 horas, no se pudo realizar el experimento de difusion de la
proteina salvaje con UDP-GIcA, ya que el sistema analizado va transformandose en el
tiempo por la hidrdlisis del sustrato. Para analizar,edldRGumK/UDP-GICA se utilizd
nuevamente la mutante GumK/D157A. En este caso, se observé una disminucién en
1 A del Rh, apoyando la hipétesis del cambio conformacional con tendencia al

acercamiento de dominios.

8.24. Modelo del complejo ternario

Como se nombré en la Introduccion de este trabajo, no hay conocimientos certeros

sobre la ubicacion del sustrato aceptor ni acerca del mecanismo de interaccion.

Experimentos déremojd’ utilizando algunos lipidos-P fueron realizados, sin obtenerse
ninguin cambio en las estructuras analizadas. Por ese motivo se model6 el sustrato
aceptor utilizandodocking Los resultados obtenidos con la porcion pirofosfato
demostraron una posicion clara de dicha porcién, ubicada en el dominio N-terminal,
estabilizado con residuos basicos. Resultados similares fueron obtenidosiackire)

de un lipido geranil-pirofosfato. En contraste, como se detalla en Resultados, la
localizacion del trisacarido no fue tan obvia. Sin embargo, junto a los resultados de
dockingy de bias-docking se pudo localizar el trisacarido, generando finalmente el
geranilPRGlc,-Man. Del complejo final formado y su analisis se deduce que no son
muchas las posibilidades de localizar al aceptor dentro de GumK. Cabe destacar que en
este modelo la Arg60 de la No2 se encuentra estabilizando al pirofosfato del sustrato
aceptor. Como se ve en la representacion de la superficie en la Figura 8.40.C, el aceptor
se acomoda sobre GumK en direccion al GIcA, que es la Unica porcidn estéricamente
disponible del UDP-GIcA. De todas formas, el complejo inicial formado posiciona al
02 de la manosa terminal del trisacarido a 6 A del C1 del GIcA y del Asp157, siendo
estas distancias no aptas para la catalisis. Se reali®lla@sperando observar un
reacomodamiento de los sustratos, obteniéndose por el contrario un alejamiento de los
atomos participantes. Revisiones exhaustivas de los resultados obtenidos y un cuidadoso
analisis de la estructura y sus cavidades nos permite concluir que en las conformaciones
obtenidas tanto por cristalografia como en las relajadas medahtao es posible
acomodar el sustrato aceptor. Estos resultados estan de acuerdo con la idea del cambio

conformacional para generar el sitio de sustrato aceptor acorde.
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9. Conclusiones generales y perspectivas

La primera parte del presente trabajo consistié en el estudio de la proteina Guml. Hasta
el comienzo de este trabajo de tesis, Guml no habia sido caracterizada. Su actividad
glicosiltransferasa fue inferida en funcion de las caracteristicas de unfcoepdante

para el gerguml De esa manera, se habia propuesto que Guml catalizaria el Gltimo
paso de la sintesis de la unidad repetitiva del xantano, produciendo el lipido-pirofosfato-
pentasacarido. Partiendo de dicha hipétesis, en este trabajo se desarrolld la
caracterizacion de la enzima Guml. Las conclusiones obtenidas en este trabajo se

describen a continuacion.

El gen propuestguml codifica para la glicosiltransferasa Guml, siendo suficiente dicho
gen para restaurar el fenotipo salvaje de una cepa mutante Xcl.

En Xc, la proteina Guml se encuentra localizada en la membrana, siendo dicha
asociacion una propiedad intrinseca de la proteina Guml, sin ser necesaria la asociacion
con otras proteinas del sistema de sintesis de xantano. Ademéas, Guml se comporta
como una proteina monotépica de membrana, es decir que la union es mediada por
interacciones hidrofébicas y electrostaticas, penetrando la membrana bacteriana sin

atravesarla.

Guml recombinante fue purificada en forma estable y activa. La proteina mostrd ser una
manosiltransferasa de inversion, catalizando la adicion de un residuo de Man para
formar el producto lilPRGlc,-Man-GlcA-Man. Ademas, Guml resulté ser altamente
especifica para GDP-Man, si bien puede utilizar ADP-Man y GDP-Glc con menor

rendimiento.

En las condiciones de purificacién y de reaccion utilizadas en el presente trabajo, la
actividad optima de Guml es a 35°C, sin requerimiento de cationes, a pH 8,0 y en

presencia de 5,6 mM del detergente DDM.

La proteina Guml presenta, probablemente, una dinamica importante. Por tal motivo no
se pudieron obtener cristales tridimensionales de la enzima. La presencia del sustrato
GDP-Man provee cierta estabilidad y permite la formacion de un ordenamiento en

forma de “agujas” de las moléculas de proteina.

De los homdlogos encontrados para Guml, sélo dos se encuentran caracterizados

bioquimica y estructuralmente. A partir de esta homologia, de los resultados obtenidos
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con el modelado automatico por homologia, y del no requerimiento de cationes para la

actividad, se concluye que Guml pertenece a la superfamilia estructural GT-B.

Como ya se ha discutido, aiin quedan muchas posibilidades para ensayar con respecto a
la cristalizacion. Los métodos para colectar datos a partir de formaciones cristalinas
pequefias han mejorado notoriamente. De todas formas, se debe tener en cuenta que la
diversidad estructural en GTs dependientes de nucle@ioares es minima y es
posible que no se encuentren sorpresas en la estructura de Guml. Sin embargo, la
caracterizacion bioquimica, de mecanismos de reaccién y de estructuras de GTs es la
base para la ingenieria racional de enzimas. En algunos casos, la nhovedad de las GTs se
encuentra en los mecanismos de catdlisis y los cambios conformacionales inducidos por
ligandos. Estos aspectos no son menores a la hora de la ingenieria y el desarrollo de
drogas [100]. Estudiar el comportamiento biofisico de Guml frente a sus ligandos sin

duda aportaria al entendimiento de estas enzimas.

En la segunda etapa del presente trabajo se profundizé el estudio sobre la
glicosiltransferasa GumK. La actividad bioquimica glucuronosiltransferasa habia sido
previamente descripta en el laboratorio. Ademas, la estructura tridimensional de GumK
mostré que la proteina presenta un plegamiento de la superfamilia GT-B. A partir de
dichos conocimientos, en este trabajo se profundizé en dos aspectos esenciales de la
proteina: la asociacion a membrana y la unidn a sus sustratos. A continuacion, se

detallan las conclusiones obtenidas.

La interaccion de GumK con la membrana es un proceso complejo. Si bien GumK, al
igual que Guml, posee la propiedad intrinseca de unirse a membrana, probablemente
dicho proceso sea altamente dinamico y regulado, por ejemplo, por la unién de ligando.
Se obtuvo un modelo racional de la posicion del residuo GIcA del UDP-GIcA mediante
simulacién computacional. Este modelo concuerda con la especificidad de sustrato que

presenta GumK experimentalment

La union de UDP-GIcA a GumK dispara cambios conformacionales en la proteina. Si
bien dichos cambios no pudieron ser descriptos con precision, el analisis en conjunto de
los resultados indicaria que al unirse el UDP-GIcA, GumK acerca sus dominios,
reduciendo la superficie accesible al solvente de la hendidura, y generando cambios en

residuos del N-terminal. Probablemente el cambio conformacional esté relacionado por
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un lado a la exposicion de regiones hidrofobicas, que “atrapen” al sustrato aceptor, Y

por otro lado a un acercamiento de dominios, para retener al aceptor y permitir la
reaccion de transferencia. Estos tipos de cambios de conformacion son comunes en
muchos sistemas y se han comenzado a describir en GTs como parte del mecanismo de
catalisis.

Mediante simulacion computacional se creé un modelo del complejo ternario
GumK/aceptor/dador. Sin embargo, la MD del complejo es incoherente con un
mecanismo de catdlisis. La observacion de la trayectoria obtenida, junto a los indicios
de cambios conformacionales, sugiere que el sitio de uniébn completo del sustrato

aceptor es generado como consecuencia de la unién del UDP-GIcA.

Sin duda que los resultados obtenidos en esta tesis abren caminos a profundizar. El
estudio de GumK es un claro ejemplo de como el obtener la estructura tridimensional de
una enzima es simplemente la apertura a un camino aun mas complejo. GumK es una
proteina que debe trabajar en la interfase membrana-citoplasma. Por tal motivo, y como
se ha discutido, posee una cierta naturaleza hidrofébica. Realizar estudios biofisicos
vitro, si bien ha sido un desafio, ha dado ciertos frutos. Como conclusion general se
puede decir que GumK presenta un cambio conformacional en respuesta al sustrato
dador UDP-GIcA. Como ultimo proyecto, para culmifeademostracion de presencia

de cambios conformacionales inducidos por ligando, se estan realizando expsrimento
mas profundos utilizando ITC. De esta forma, se espera demostrar termodinamicamente
el modelo de cambio conformacional propuesto. Si bien el sistelnaffée de GumK

es complejo, es posible con cuidado disefar aun mas experimentos
bioquimicos/biofisicos en pos de discernir el comportamiento de GumK frente al
ligando. Por ejemplo, estudios de cinética de union del ligando podrian discernir entre
mecanismos de seleccion conformacionaldeiced fit Seria un logro mayor, ademas,
obtener la estructura experimental del complejo GumK/UDP-GICA en un estado
fisiolégicamente relevante.

Por otro lado, obtener un analogo del sustrato aceptor permitiria la realizacion de un
estudio bioquimico y estructural completo. El analisis en conjunto del comportamiento
de GumK frente al sustrato dador y al aceptor probablemente otorgue una visién global

y certera del mecanismo de catalisis de esta glicosiltransferasa.
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