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RESUMEN

En esta tesis doctoral, se han estudiado diversas familias de compuestos proteicos
(proteinas o dominios de proteinas) y de carbohidratos de distinta naturaleza quimica,
derivados de los glicoconjugados de las paredes celulares de microorganismos mediante
una combinacion de métodos de espectroscopia de Resonancia magnética nuclear
(RMN) y modelado molecular, para extender el conocimiento sobre el origen de la
especificidad y estabilidad de complejos carbohidrato-proteina. En el tercer capitulo de
este trabajo ha sido posible definir los epitopos de union en el caso de fragmentos de
peptidoglicano frente a la aglutinina de germen de trigo mediante el uso de técnicas de
diferencia de transferencia de saturacion RMN (desde el punto de vista del ligando). Por
otro lado, en el caso del dominio LysM, se ha confirmado mediante experimentos de
titulacion por RMN (desde el punto de vista del ligando) la interaccion del dominio
LysM derivado de la transglicosilasa litica de Escherichia. coli con el peptidoglicano de
la propia bacteria, mientras que en el caso del dominio PASTA, ha sido posible
determinar su estructura 3D por RMN sin embargo, el analisis de los experimentos de
interaccion (desde el punto de vista de la proteina) indicé que un tinico dominio PASTA

aislado no interacciona con sus potenciales ligandos.

En el cuarto capitulo de esta tesis, usando como modelo la lectina de muérdago,
viscumina, se ha puesto a punto una estrategia basada en RMN para estudiar de manera
diferenciada cada uno de los anomeros de galactosa superando la dificultad de estudiar
y analizar una mezcla de ligandos en equilibrio, indistinguibles por otras técnicas. Los
resultados obtenidos en este capitulo han permitido calcular las constantes de afinidad y
sacar los epitopos de union de los ligandos en los dos sitios de union de la viscumina a
partir de las intensidades de saturacion STD. Mediante la combinacion de los resultados
experimentales con modelado molecular y de analisis con el protocolo CORCEMA se
confirma una preferencia de unién de los dos andmeros de la galactosa al sitio y2
(Y249) de la viscumina con una mayor selectividad hacia el anémero a. La informacion
generada en esta tesis serd de utilidad para comprender el papel que las interacciones
carbohidrato-proteina juegan en algunos mecanismos utilizados por diversas células

para reconocer y defenderse de patdgenos y microorganismos en general.






SUMMARY

Carbohydrates, together with proteins, nucleic acids and lipids, are essential molecules
of biological systems involved in structural, metabolic and cell signaling functions.
Carbohydrates are composed of polyhydroxylated monosaccharide units with an
aldehyde or ketone functional group. Chemically monosaccharides exist in cyclic
structures closed with an acetal or hemiacetal function. Depending on the
stereochemistry and regiochemistry of the acetal function, the same monosaccharide
may exist in various anomeric forms. Monosaccharides generally exist in aqueous
solutions in the equilibrium form between two major anomeric forms, alpha and beta.
The unique reactivity of the acetal function allows monosaccharides to build oligomeric
structures by forming the glycosidic bond between the anomeric position of a
monosaccharide and one of the hydroxyls of the following monosaccharide resulting
oligo-and polysaccharide in both lineal and branched structures of great complexity and
diversity. These oligosaccharide structures can also be conjugated to other biomolecules
to render glycoproteins, glycolipids, proteoglycans, etc., and in many cases are the main
component of the cell outer surface (glycocalyx olisacaridicas capsules etc) or even
constitute the chemical backbone of the cell walls as peptidoglycan in bacteria or chitin
in fungal microorganism. Glycoconjugates are under active research area because, in
addition to its structural role, have been found participating in many fundamental
biological processes, fertilization, development and differentiation, immune system,
recognition of pathogens, cancer metastasis and so on. Many of these phenomena
involve processes of molecular recognition between carbohydrates and glycoconjugates,
expressed on cell surfaces and specific carbohydrate binding proteins including lectins.
Lectins are defined by their ability to bind carbohydrates but are not antibody-like

proteins of immune system neither have enzymatic activity.

Carbohydrate-protein recognition processes implied transient noncovalent interactions
with middle to low affinity in biochemical terms (millimolar of micro-order) but high
selectivity when it is referring to distinguish different types of carbohydrates. Lectins
are able to very selectively discriminate subtle differences as the stereochemistry of a
single hydroxyl group that differentiates galactose from glucose. Significantly different
stereochemistry of the anomeric position is what differentiates the alpha and beta
anomers of monosaccharides however in this case the chemical properties of the acetal

function causes the chemical equilibrium of both anomers in aqueous solution and



therefore to analyze the selectivity towards each anomer individually is not an easy task
and in most cases the affinity studies are conducted on mixtures of anomers that only
allow to drawn average values for the equilibrium mixture but do not allow to establish

preference towards anyone of the two anomers.

Methodologies based on nuclear magnetic resonance are very suitable to study
carbohydrate-protein transient interactions. Both approaches are possible, observing the
NMR signals of the protein spins and its perturbations by the presence of ligands or the
other way around, observing the NMR signals of the ligand and its perturbations by the
presence of lithe receptor. When applying strategies from the point of view of the
protein then it is necessary to previously assign the protein’s signals to the
corresponding atoms of the protein . The assignment can be performed by means of
homonuclear or heteronuclear correlation NMR experiments. In the case of
heteronuclear experiments, mandatory for proteins over 10kD, it is necessary to express
and produce, by means of molecular biology methodologies, the protein isotopically
labeled with 13C and/or 15N to surpass the very low sensitivity of NMR. Once the
chemical shift are assigned to each protein s proton then it is possible to determine the
tridimensional structure of the protein recording nuclear Overhauser effects (NOE)
correlations among the protons of the protein. Those NOE corresponds to dipolar
interactions between hydrogen pair that are inversely proportional to the six power of
interprotein distances. The interproton NOE signals can be translated into distance
restrictions that become into experimental inputs for the calculations of the
tridimensional structure of the by means of molecular modeling protocols. Once the
structure is calculated then the perturbations of the protein NMR signals because of the
interactions with the ligands can be use to estimate the affinity constants performing
titrations with increasing concentration of ligand and additionally, the identification of
the most perturbed signals allows to map the carbohydrate binding site in the protein.
Alternatively applying NMR experiments from the point of view of the ligand make use
of the difference of in the ligand's NMR parameters on passing from the small molecule
regime with fast tumbling correlated with fast rotational correlation time and slow spin
relaxation to the large molecule regime when the ligand is bound to the protein with
slow rotational correlation time corresponding now a fast spin relaxation. Making use of
these differences it is possible determine affinity constants and map the binding epitope

on the ligand with NMR experiments like the saturation transfer difference (STD). STD



experiments are base on the selective transfer of spin saturation from the protein when it
is selectively irradiated (without affecting directly the signals of the ligand) and this
saturation is efficiently transferred only to spins that are in close contact with the
protein as it happens only when the ligand is bound to the protein. relaxation. This
differences between the free and the bound state amplifies the signal perturbations on
the ligand spectrum and the saturation of the spins of the protein will be esasily transfer

to those protons of the ligand in close contact with the protein in the bound state.

In this thesis two different model systems of carbohydrate-protein interactions have

been studied.

Lectins that recognizes N-acetylglucosamine (GlcNAc) related oligosacarides.

N-AcetylGlucosamine (GlcNAc) derived oligo- and polysaccharides participate in
many biological important structures. Chitin (GIcNAc polysaccharide) is the main
structural component of insect and crustaceans exoskeleton and is present in the cell
wall of fungus and other microorganism, as well as bacterial cell walls are made of
peptidoglycan that has its glycan core chain built with dissacharide repeating units of
GlcNAc and related N-AcetylMuramic acid (GIcNAc-N-Acetylmuramyl disaccharides)
crosslinked with short polypeptide fragments. Quite diverse proteins recognize those
chitooligosaccharide related structures accomplishing functions as, for example, defense
proteins (hevein domains), symbiosis signal recognition (Lys-M domains), carbohydrate

processing (chitinases, glucosaminidases) etc.

In this thesis NMR methodologies have been applied for studying those interactions in
model systems based on hevein, Lys-M and PASTA protein domains.

-Hevein Domains:

Many plants express chitin binding proteins that have been identified as plant defense
proteins. A family of these plant defense proteins contains one or several chitin binding
sites localized on the so call "hevein domains". Those domains have been named after
hevein, a small 43 residues protein with 4 disulfide bonds that binds chitin and

chitoligosaccharides.

Wheat Germ agglutinin (WGA) is a lectin compose of four homologous hevein
domains. It has been shown that WGA binds N-AcetylGlucosamine (GlcNAc) related

oligosaccharides and in fact it is use as commercial reagent to detect glycans containing



GIcNACc residues. It has been shown that WGA is able to bind bacterial cells, data that
could correlate with its plant-defense capacities, but there is no information at molecular
level how WGA binds to peptidoglycan. In this thesis the binding of short
peptidoglycan fragments to WGA have been characterized by means of STD-NMR
studies. The results obtained demostrate that disaccharide dipeptide peptidoglycan
fragment (glucosaminyl-muramyl-dipeptide, GMDP) is recognized by WGA and that
the GlcNAc residue establishes the mayor contacts with WGA followed by the N-
Acetylmuramic acid residue while the peptidic moiety is pointing outside of the binding
site. Additionally, as the GMDP is present as the mixture of anomers of its reducing end
(muramic residue), the STD experiments have shown that WGA preferentially binds the

the beta anomer.
-LysM-Domains

The LysM (Lysin motiv) named after Eschericihia c. lytic transglycosidase is a protein
domain of about 50 aminoacid residues being part of larger multidomain proteins
extensively distributed in virus, bacteria, plants, fungi and animals. In bacteria and
plants some of the proteins containing LysM domains are associated with recognition of
peptidoglycan and quitoologosaccharides acting as sensor proteins of pathogens
(recognition of patogen by binding fragmentes of the cell walls of the patoghens) or
simbionts (for example the receptors of bacterial nodulation factors
(chitolipooligosaccharides) contains three LysM domain sequentially organized).
However there is not yet a generalized description of the binding mode between
oligosaccharides and LyM domain. In this thesis a mutant variant of LysM domain from
Eschericihia c. lytic transglycosidase has been used as model system to study LysM-
oligosaccharide interactions. First the domain was successfully expressed and produced
from bacteria. The attempts to similarly express some LysM domains from plant
proteins involved in detecting nodulation factors were unsuccessful. The correct folding
of the model LysM domain was confirmed by assignment of the homonuclear NMR
spectra of the domain. After assignment and structural calculations, binding studies
were performed following possible perturbation of signals from the protein. Only with
polymerized peptidoglican was possible to shown binding of LysM-domain to
peptidoglican following NMR signal intensity decrease after several additions of
peptidoglycan to the sample however no interaction was observed neither with GMDP

nor with quitooligosaccharides.



-PASTA Domain:

Reactivation from dormancy, growth and division of bacteria require cleavage of the
cell-wall peptidoglycan. Bacteria turn over their cell-wall material due to the actions of

peptidoglycan hydrolases and amidases

Muropeptide-driven exit from dormancy requires a member of the serine/threonine
kinase (STPK) family. Proteins of this family are expressed in many prokaryotes,
including a broad range of pathogens, and modulate a wide number of cellular
processes, such as biofilm formation, cell wall biosynthesis and cell division,

sporulation, stress response.

This proteins presents in their domain organizations, an intracellular serine/threonine
kinase domain, a transmembrane region and an extra-cellular portion that contains
domains denoted as PASTA (Penicillin binding Associated and Serine/Threonine kinase
Associated domains) 1t has been described that the PASTA domain is responsible of the
binding to muropeptides. In this thesis it has been determined by NMR, applying
heteronuclear NMR correlations experiments, the tridimensional structure of the second
PASTA domain of Prkc protein from Bacillus subtilis expresed heterogously with
isotopic enrichment in '*C and °N. Interestingly, when the isolated domain was studied
in the presence of muropetides isolated from Bacillus s. cells walls, no interaction was
observed. Additionally no binding was observed with betalactams neither with GMDP
muroppetide. The results obtained rise the hipothesis that more than one PASTA
domain should be necessary to express the full functionality of this protein domains in

order to recognize their natural ligands.
Lectins that binds Galactose. Anomers selection by viscumin

Viscumin is plant toxin-type lectin extracted from latex of mistletoe and has been
proposed to be useful therapeutic drug for treatment some types of cancer. It is a
heterodimer with a toxin subunit A and a lectin subunit B. The lectin subunit has two
carbohydrate binding sites, one located around tryptophan 38 y other around tyrosine
249. The tryptophan site has been characterized as the one with high aaffinity but its
functionality is very much dependent of the quaternary structure of the lectin. Previous
work have shoun some preference for alfa galactosides but there is no data if the

viscumin discriminate the anomers of plain reducing galactose monosaccharide.



Reducing carbohydrates can be characterized in two different structures
depending of the configuration at the anomeric position of the reducing end. Anomeric
selectivity has been observed and studied in enzymes involved in carbohydrate
transformations by diverse kinetic approaches since long time ago, however those
approaches are not possible in the case of just binding studies of carbohydrate in
solution. Lectins and other carbohydrates receptors do not modified their ligands, thus
do not generate time dependent responses feasible of monitoring. Taking into account
that free anomers equilibrate in no more than a few hours, many of the available
biophysical techniques in solution only provide a mean macroscopic view of the
recognition event involving the mixture of anomers in equilibrium. The direct
discrimination of the recognition of each anomer is not an easy task, and NMR can be
technique of choice because it allows observing independent signals for each anomer in
spite of they are in chemical equilibrium exchange. In fact, ">C NMR has been used to
show the [-anomer preference of bacterial chemotaxis sugar binding proteins and more
exotic tritium *H -NMR has been used to study anomeric preference in maltose binding
protein. In this thesis, by means of STD-NMR strategies combined with molecular
docking, it has been possible to obtain quantitative information on the individual
interaction of each anomer, in order to characterize the differential monosaccharide
anomer affinity by viscumin lectin. the obtained data shows an slight preference for the
alfa anomer over the beta anomer in both cases, the free reducing galactose as mixture
of anomers and the alfa- and beta- methyl-galactosides with fix configuration at the
anomeric carbon. On the other side the comparison of the experimental STD data with
theoretical predictions of saturation for each proton of the ligand applying the
CORCEMA protocol allows to define the binding epitope of each ligand and identify
the binding site on the protein. Interestingly, under the conditions of viscumin
concentration used in the NMR experiments that favors the dimer of heterodimers
ABAB quaternary structure, the fitting of the experimental with the calculated STD data
shows that the tryptophan site of viscumin is not full accessible to the ligand while the
experimental data can be explained assuming that the ligand binds mostly to the
tyrosine site of viscumin. This result is in accordance with previous reports that shown
the dependence of the functionality of the tryptophan site on the viscumin

concentration.
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En la presente tesis se presentan estudios, mediante técnicas de espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) en disolucion, de procesos de reconocimiento
molecular de carbohidratos relacionados con polisacaridos de paredes celulares, tanto
por la parte de lectinas que reconocen N-acetilglucosamina y galactosa, especificamente
la WGA y la Viscumina como por otros dominios proteicos llamados LysM y PASTA,
con el objetivo de la elucidacion de las bases moleculares de estos procesos y el origen

de su selectividad.

Previamente a la presentacion de los resultados obtenidos, en primer lugar, se
introduciran las bases moleculares de las interacciones carbohidrato/proteina en las que
se centra esta Tesis, y, seguidamente se describiran las técnicas de RMN que se han

usado a lo largo de este trabajo de investigacion.
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1 LOS CARBOHIDRATOS

La glicociencia estudia la estructura, propiedades y funciones de los carbohidratos en la
materia viva [1]. Estos estudios no se refieren solo a los carbohidratos, sino también a
todas otras clases de moléculas bioldgicas (proteinas, lipidos y acidos nucleicos) que
interactian con ellos. Esta primera parte estd dedicada al estudio estructural de los

carbohidratos y de las interacciones que pueden establecer.

1.1 ESTRUCTURA DE CARBOHIDRATOS

1.1.1 Los monosacaridos:

Los hidratos de carbono (carbohidratos o azucares) estdn constituidos formalmente,
como su nombre indica, a partir de atomos de carbono y moléculas de agua- Se
representans por la formula empirica Cn(H,O)n y se producen en la naturaleza como tal,
o también en forma conjugada con las proteinas y lipidos (glicoconjugados). En estos
glicoconjugados, la parte del carbohidrato puede ser responsable de su solubilidad,

estabilidad y sus interacciones.

La D-glucosa (Cs¢Hi206) es el monosacdrido mas comun. Es la principal fuente de
energia para la mayoria de las células de organismos superiores y se puede describir
quimicamente en tres formas diferentes: una estructura lineal y dos estructuras cerradas
por una funcidon hemiacetal, que forman anillos de 6 6 de 5 4&tomos (piranosa y furanosa
respectivamente) (Figura 1.1). La forma predominante en disolucion acuosa de la
glucosa es la forma piranosa. Cuando se cicla, se crea un nuevo centro de asimetria
respecto a la estructura lineal. De esta manera. se pueden formar dos estructuras: la a-D-
glucopiranosa y la B-D-glucopiranosa. Al C-1 se le denomina carbono anomérico y las
formas a y 3 son andmeros. Hay que resaltar que todas estas formas, que responden a la
misma foérmula molecular, son estructuras quimicas distintas con estabilidades relativas
diferentes. Dependiendo del medio en que se encuentren, se favorecen unas formas
sobre otras. Por ejemplo, la glucosa cristaliza preferentemente en la forma a-D-
glucopiranosa. Igualmente, esta forma es la mas estable en estado gaseoso mientras que
en disolucidén acuosa, la forma B-D-glucopiranosa estd mas favorecida. El anillo
piranosa de seis eslabones no puede ser plano, debido a la geometria tetraédrica de los

atomos de carbono saturados. De hecho, los anillos de piranosa pueden adoptar diversas
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conformaciones (silla, C chair; bote, B boat; bote torcido, S skew boat; y media silla, H
half chair), siendo las mas estables las denominadas silla. Los anillos de furanosa
tampoco son planos. En general, se doblan de modo que tres o cuatro de sus dtomos son

coplanares [2].

\C/

CH,OH |

H—C——0H
CHOH o] H I

HO——C——H
- oy B

H OH H OH

H——C——0H

o on CHZOH B o

D-Glucofuranosa (raro) D-Glucosa D-Glucopiranosa (comun)

Figura 1.1 Las tres formas del D-glucosa, se generan a partir de la molécula lineal por reaccion del
aldehido en el carbono 1 con el hidroxilo en el carbono 5 o carbono 4, la forma de piranosa (derecha)
predominante en los sistemas biologicos.

Como regla general, los sustituyentes voluminosos suelen adoptar una disposicion
pseudo-ecuatorial para evitar interacciones 1,3-diaxiales. Asi, en el caso de la D-

4 . . ;
glucosa, la conformaciéon “C, con todos sus sustituyentes ecuatoriales, es mucho mas

estable que la conformacion 'Cy, en la que todos son axiales [3] (Figura 1.2).

HO —_—

HO OR;

H H OH ORy

Figura 1.2 Representacion de las conformaciones iC, y ICydela D-glucosa.

Hasta ahora hemos descrito a los carbohidratos con la formula molecular Cn(H2O)n,
pero dentro de esta familia de compuestos se incluyen también todos aquellos derivados
de los azucares que muestran modificacion o sustitucion con otros grupos funcionales
(Figura 1.3). Asi, se pueden mencionar los aminoaztcares en los cuales se ha sustituido

algin grupo hidroxilo por un grupo amino o acetamido. Por ejemplo, glucosamina,
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galactosamina. y sus variantes acetiladas N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina,
etc. También existen azicares deshidroxilados, como la fucosa (Fuc) (o 6-
desoxigalactosa) y la desoxiribosa), y otros que presentan algiin grupo carboxilo, como
los acidos urénicos y los acidos sialicos. Finalmente, pueden mencionarse aquellos que
sufren otras modificaciones, como sulfatacion o metilacion de los grupos hidroxilo.
Todas estas modificaciones hacen que los carbohidratos, incluso al nivel de sus
unidades monosacaridicas mas sencillas, presenten una diversidad quimica muy

extensa.

Glucosamina N-acetyl glucosamina
OH OH
OH
OH
HO o] e ©
sl
CO,H OH
AcHN
HO HO HO
o-Acido sialico o-L-Fucosa

Figura 1.3 Ejemplos de carbohidratos que sufren modificacion o sustitucion de grupos funcionales.

1.1.2 Los oligosacaridos

Los monosacaridos se pueden unir entre si formando disacaridos, mediante un enlace de
tipo acetalico denominado enlace glicosidico. Aqui, el hidroxilo libre de la funcion
hemiacetalica del primer monosacarido, que se denomina resto glicosilo o extremo no
reductor, se sustituye por un hidroxilo del otro monosacarido. Este se denomina
extremo reductor. Este tipo de uniones glicosidicas permite formar desde los mas
simples disacaridos hasta oligosacdridos, tanto en estructuras secuenciales como
ramificadas (Figura 1.4). Las estructuras asi formadas pueden ser de gran complejidad,
clasificindose como polisacaridos cuando contienen diez o mds unidades

monosacaridicas.
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Figura 1.4 Ejemplo de una estructura lineal (A) y ramificada (B) de oligosacaridos.

Para la caracterizacion estructural de los oligosacaridos, se requiere definir al menos dos
angulos de torsion fi (D) y psi (¥). Asi, se puede detallar la orientacion relativa de las

unidades de monosacarido (Figura 1.5)

OH

HO Q oH
HO

OH

OH
OH

Figura 1.5 Los angulos de torsion glicosidicos @ y W para el trisacarido Glcp 1—4Glcp 1—4Glc.

Los angulos de torsion (@, ¥ se definen como @ = H1-C;-O;-Cy y ¥ = C;-0,-Cy-Hy,
segun nomenclatura de resonancia magnética nuclear (RMN) (® = O5-C-0,-Cx y ¥ =
C1-01-Cx-Cx+1), seguin la nomenclatura cristalografica). En concreto, Cx se refiere a la
posicion del residuo mas proximo al extremo reductor. Cuando la union glicosidica

implica el grupo hidroximetilo (posicion 6 en hexopiranosas), se requiere definir otro
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angulo diedro llamado omega (w) para definir la orientacion espacial relativa de los

residuos constituyentes del oligosacarido (® = Osx-Csx-Cex-06x-1)-

1.1.3 Efectos estereoelectronicos: efecto anomérico y exoanomérico

Las propiedades estereoelectronicas de la funcion hemiacetalica/hemicatalica en
monosacaridos o acetalica/cetalica en oligosacaridos son un factor determinante de la
estructura tridimensional de los carbohidratos y son el origen de los denominados

efectos anomérico y exoanomérico. [3-6].

El efecto anomérico determina que, para los sustituyentes electronegativos en posicion 1
del anillo de piranosa, la orientacion axial (configuracion o en la serie D es mas estable
que la ecuatorial (configuracién B en la serie D) [7]. En contra de lo previsible, esta
preferencia se produce debido a la deslocalizacion hiperconjugativa de un par de
electrones libres del oxigeno del anillo de piranosa con el orbital 6* del enlace contiguo
C1-O1. Esta deslocalizacion unicamente es posible en la orientacion axial (Figura 1.6).
Este efecto tiene una gran importancia en las moléculas que tienen dos heterodtomos
unidos a un centro tetraédrico y tiene también implicaciones geométricas. Por ejemplo,
en la configuracion axial (andmero a) se observa un acortamiento del enlace O5-C1, un
alargamiento del enlace C1-O1 y un aumento del angulo O5-C1-O1, con respecto al

analogo ecuatorial.

n(09) 0" endo

0
O
O p— O™ exo
“~0-
H ‘Me
n(O1)

Figura 1.6 Representacion esquematica de las de las interacciones responsables del efecto anomérico
n(Os) Rs*(C1-01) (azul) y exanomérico n(O;) Rs *(C,—Os) (rojo).
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Por otro lado, el efecto exanomérico se refiere al predominio de una orientacion de tipo
gauche para la torsion exociclica. Por tanto, es un parametro de gran importancia para
definir la conformacion de oligosacaridos. Se explica, igualmente que el efecto

anomérico, mediante la teoria de orbitales moleculares.

El efecto exanomérico afecta al &ngulo de torsion definido por el enlace glicosidico. De
hecho, determina que se encuentren favorecidas aquellas conformaciones alrededor del
enlace inter-glicosidico que permiten la interaccion entre el par electronico del d&tomo de

oxigeno unido a la posicion | del anillo de piranosa con el orbital o* del enlace

endociclico C1-O5 (Figura 1.6).

1.1.4 Equilibrios de anomerizaciéon y de mutarrotacion

Como se ha mencionado, la preferencia entre las distintas formas anoméricas en
monosacdridos depende del efecto anomérico y del medio. En el contexto de los
sistemas bioldgicos es muy importante resaltar que los azticares disueltos en medios
acuosos sufren una interconversion entre las distintas formas anoméricas en una escala
de tiempo de minutos-horas (dependiendo de las condiciones de pH, temperatura, y
presencia de catalizadores) mediante el proceso de mutarrotacion. El estado de
equilibrio correspondiente entre las distintas formas anoméricas se alcanza finalmente.
Por ejemplo, para la D-glucosa en disolucion acuosa, el equilibrio contiene
aproximadamente un 62% B y 37,6 % a, junto a proporciones muy minoritarias de las

formas furanosas y abierta [8] (Figura 1.7).

La importancia de la presencia de ambas formas anoméricas en medios biologicos se
pone de manifiesto por la existencia de enzimas mutarrotasas [9] y por la distinta
selectividad observada hacia los distintos andmeros en diversos procesos enzimaticos
implicados en el metabolismo de carbohidratos, estudiados mediante medidas cinéticas
de polarografia o RMN [10-11]. Por el contrario, la caracterizacion del reconocimiento
diferencial de andmeros por lectinas (receptores de carbohidratos) en solucion ha sido
poco abordada, dado que las lectinas unen los carbohidratos sin modificarlos y, por

tanto, no generan respuestas dependientes del tiempo que puedan ser monitorizadas.
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o-hexopiranosa (37,6 %)

HO'

Forma abierta (0,01 %)

o-hexofuranosa (0,1 %) B-hexofuranosa (0,3 %)

Figura 1.7 Equilibrio de mutarrotacion para la D-glucosa (porcentajes en equilibrio en agua a 30°C).

Teniendo en cuenta que los andmeros en disolucion se equilibran en unas pocas horas,
la mayoria de las técnicas biofisicas disponibles tinicamente permiten obtener valores
promedio (macroscopicos) en los procesos de reconocimiento que implican mezclas de
anomeros. Cuando se trata de estudiar independientemente el comportamiento de un
anomero especifico, se recurre habitualmente a una estrategia quimica, modificando la
posicion anomérica (por ejemplo mediante metilacion con objeto de producir la
sustitucion mas simple posible). Asi, se rompe el intercambio anomérico y se generan
dos compuestos con su configuracion anomérica, o o B, prefijada. Afortunadamente, la
RMN permite la discriminacion directa del proceso de reconocimiento de cada anomero
en la mezcla. Asi, por ejemplo, se ha aplicado la resonancia de Be para mostrar la
preferencia por el andmero B de las proteinas de unidén a azucares implicadas en
quimiotaxis bacteriana [12]. Ademads, estudios “mas exoticos” de resonancia de tritio
(*H-NMR) se han usado para determinar la preferencia anomérica de la proteina de
union a maltosa [13]. Recientemente, en nuestro grupo de trabajo, se ha mostrado que
también la resonancia de '°F se puede aplicar para determinar la selectividad anomérica

en un proceso de reconocimiento molecular [14].
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1.2 LA IMPORTANCIA BIOLOGICA DE CARBOHIDRATOS

Los carbohidratos son componentes esenciales de todos los organismos vivos, desde los
virus y microorganismos unicelulares hasta los organismos superiores pluricelulares.
Desde el punto de vista de su estructura quimica, muestran una gran variabilidad de
composicion y secuencia, y una alta diversidad geométrica acompafiada de una gran
flexibilidad estructural. Asi, un mismo glicoconjugado puede poblar varios estados
conformacionales que coexisten en equilibrio bajo ciertas condiciones fisiologicas.
Estas propiedades estructurales confieren a los carbohidratos una extraordinaria
capacidad de contener y transmitir informacién biologica especifica [15]. Los
carbohidratos participan, y en muchos casos son protagonistas principales, en una gran
variedad de funciones bioldgicas. Por ejemplo, son la principal fuente de energia
metabolica y el componente estructural esencial de las paredes celulares (quitina,
celulosa peptidoglicano) y la matriz extracelular (proteoglicanos y glicosaminoglicanos,
exopolisacaridos fiingicos y bacterianos). Conforman sitios de interaccion en la
superficie celular esenciales en procesos de reconocimiento intercelular, como los
procesos infecciosos o de simbiosis, la metéstasis, o reconocimiento inmunologico

(grupos sanguineos), de adhesion, de sefalizacion y otros[15-16].

En todos estos procesos participan una gran variedad de glicoconjugados y sus
fragmentos metabdlicos (glicolipidos, glicoproteinas, proteoglicanos, lipopolisacaridos
bacterianos, lipoquitooligosacaridos, fragmentos de peptidoglicano etc.). Las funciones
bioldgicas asociadas con los carbohidratos son muy diferentes, igual que su diversidad
estructural. Sin embargo, dos grandes tipos de funciones se pueden destacar: la funcién

estructural y la funcién de reconocimiento molecular

1.2.1 Funcion estructural

La mayoria de los carbohidratos se encuentran en la naturaleza como parte de los
polisacaridos. Los homopolisacaridos contienen un Unico tipo de monosacaridos. Son
moléculas muy importantes para el almacenamiento de energia quimica; el almidon
(para las plantas) y el glucogeno (para los animales) se componen solamente de
unidades de glucosa. Desde el punto de vista estructural, la quitina forma parte de las
paredes celulares de los hongos y del resistente exoesqueleto de los artrépodos. Por otra

parte, los heteropolisacaridos contienen diferentes tipos de unidades monosacaridicas.
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Por ejemplo, mientras que las paredes de las células de plantas se constituyen a menudo
a partir de homopolisacaridos como la celulosa, las de las células bacterianas se
componen de unidades heterogéneas de peptidoglicano. Estas moléculas a menudo
tienen una carga electrostatica alta, una gran area superficial y una alta hidratacion.
Estas propiedades fisicas juegan un papel fundamental en la estabilizacién estructural, la
solubilizacion y la proteccion contra la protedlisis de glicoproteinas. También forman
parte de la capa de alta densidad molecular, el “glicocalix”, que cubre la superficie de
las células epiteliales en eucariotas. Esta region esta involucrada en la cohesion celular y
en la proteccion de las células contra los choques fisicos y el ataque de

microorganismos.

1.2.2 Funcion de reconocimiento molecular

Los carbohidratos estan involucrados en muchos de los fendmenos de reconocimiento
molecular receptor-ligando que implican las lectinas y muchos estudios confirman su
participacion en la vida social de las células [17]. Hoy en dia esta claro que el principal
papel biologico de los carbohidratos es el de ejercer de puntos especificos de

reconocimiento molecular para lectinas, enzimas y anticuerpos. [ 18] (Figura 1.8)

(N

Citoplasma/ Citosol

Figura 1.8 Esquema idealizado que muestra el papel de los glicoconjugados situados en la superficie
celular en las interacciones en diverso grado de complejidad desde biomoléculas (lectinas, anticuerpos
toxinas...) hasta células y microorganismos completos (virus, bacterias, parasitos etc.).
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Las interacciones entre carbohidratos y proteinas juegan un papel esencial, mediando
muchos fendémenos fundamentales y complejos. Pueden mencionarse reacciones
alérgicas, la embriogénesis, el desarrollo de los tejidos, la fertilizacion, la metastasis
[19-20], asi como el reconocimiento de los epitopos de la pared extracelular y
bacteriana. La mayoria de los microorganismos, patdogenos o simbiontes, incluyendo
microbios, virus, bacterias y hongos, han desarrollado estrategias de interaccion
mediante lectinas y toxinas para unirse a los carbohidratos de la superficie de las células
diana con el fin de mantener interacciones imprescindibles para una futura infeccion y
colonizacion. Ademas, desde el punto de vista del carbohidrato, sintetizan
glicoconjugados (lipoquitoologosacaridos) como sefiales elicitoras en procesos de
simbiosis [21] o, en sentido opuesto, glicoconjugados de sus paredes celulares
(fragmentos de quitina o peptidoglicano, lipopolisacaridos...) disparan sefiales de

defensa y activan las respuestas inmunoldgicas en las células diana [22-25].

1.3 LAS INTERACCIONES ENTRE CARBOHIDRATOS Y PROTEINAS

1.3.1 Enlaces de hidrogeno

Los carbohidratos son moléculas polihidroxiladas y, por tanto, tienen una gran
potencialidad para establecer enlaces de hidrogeno tanto como donadores o aceptores.
De hecho, los enlaces de hidrogeno son elementos esenciales en la interaccion entre
proteinas y carbohidratos [26-27]. El oxigeno de los grupos hidroxilo (-OH), con
hibridacién sp’, tiene una disposicion aproximadamente tetraédrica de dos pares de
electrones y un proton. Los OHs, por lo tanto, pueden actuar como un receptor de dos
enlaces de hidrégeno, y como donante de uno solo [28-29]. Adicionalmente, hay que
mencionar que el enlace de hidrogeno cooperativo, donde el grupo hidroxilo (OH) actua
simultaneamente como donador y aceptor de enlace de hidrogeno, es caracteristico de la
interaccion de las lectinas y otras proteinas que se unen a los hidroxilos de azucares
[26]. En general, las cadenas laterales acidas en proteinas pueden actuar como aceptores
de enlaces de hidrogeno, a partir de uno o dos OHs del aztcar. Los donantes de enlaces
de hidrégeno provienen principalmente de los grupos amida de la cadena principal o del
grupo amida de cadenas laterales de asparagina y, menos frecuentemente, de glutamina.
También, aunque es menos comun, los OHs de las cadenas laterales de tirosina, serina y

treonina participan como donantes o aceptores de enlaces de hidrogeno con los OHs del
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azucar [30]. De este modo, el esquema de union del hidrogeno mas comin relacionado
con los OHs del aztcar es de tipo cooperativo, donde el grupo hidroxilo (OH) actua
simultineamente como donador y aceptor de enlace de hidrogeno: (NH)n - OH 2> O =
C; donde el NH es el grupo donador del enlace de hidrégeno, O = C es el carbonilo
aceptor de la cadena principal de grupos carboxilato o carboxiamida, OH es un
hidroxilo del aztcar, y n puede valer 1 o 2. La geometria del enlace de hidrogeno entre
aceptores y donadores es fija, mientras que un OH tiene la libertad de torsion en la
ubicacion del proton y los pares no enlazantes. Presumiblemente, la libertad de rotacion
permite la optimizacién de los enlaces de hidroégeno entre el grupo OH y sus grupos
vecinos, aunque con cierto coste entropico, debido a los rotameros preferentes del los

grupos OH.

El atomo de oxigeno del anillo de azucar también tiene hibridacion sp3 y tiene dos pares
de electrones en la geometria tetraédrica que pueden actuar como aceptores de enlaces
de hidrogeno. Sin embargo, no puede participar en los enlaces cooperativos de
hidrogeno. En general, este oxigeno es comun en todos los azucares y, por tanto, no
puede utilizarse para distinguir entre ellos. La presencia de otros grupos funcionales en
carbohidratos como grupos carboxilo, acetamido y sulfato, amplia la diversidad de tipos
de puentes de hidrogeno que pueden formar los carbohidratos en sus interacciones con
proteinas. Los grupos acetamido de N-acetilglucosamina (GIcNAc), N-
acetilgalactosamina (GalNAc), y N-Acetilneuraminico (NeuNAc) son un factor
determinante para la selectividad en el reconocimiento de estos carbohidratos. Al
contrario del grupo hidroxilo, el grupo amida y el oxigeno carbonilico del sustituyente
acetamido tienen una geometria fija y plana. El grupo amida actia como donador de
enlaces de hidrogeno al carbonilo planar o a los oxigenos del carboxilato en todos los
casos observados hasta la fecha, mientras que el oxigeno acetamido acepta con
frecuencia los enlaces de hidrogeno por parte de la serina.

Desde el punto de vista termodinamico, hay que tener en cuenta que los enlaces de
hidrégeno que se forman en la interaccion carbohidrato-receptor deben, por un lado,
compensar energéticamente la ruptura de los correspondientes enlaces de hidrogenos del
carbohidrato con el agua del medio y, por otro, introducir los elementos de selectividad
en el reconocimiento de unos carbohidratos y no de otros. En general, las
funcionalidades del azucar que forman enlaces de hidrogeno con las lectinas son las

necesarias para el reconocimiento especifico y la discriminacion, mientras que aquellas



Capitulo 1: Introduccion General

posiciones que no se utilizan como elementos de reconocimiento tienden a estar mas
expuestas al disolvente, aunque pueden formar contactos indirectos con la proteina, por

ejemplo, a través de moléculas de agua (Figura 1.9).

Figura 1.9 Representacion de los diferentes enlaces de hidrogeno con sus correspondientes distancias en
A de la B-galactosa en el sitio de union y 2 de la cadena B de la viscumina (cédigo PDB: 1PUM).

Los enlaces de hidrogeno entre las lectinas y los determinantes esenciales del
reconocimiento del azlicar estan habitualmente mas protegidos del disolvente, lo que
significa que estan en un entorno dieléctrico bajo por los que sus entalpias de unién son
previsiblemente mas fuertes que las formados con el agua [31-32] Ademas, el uso de
donadores y aceptores de enlaces de hidrégeno con geometria fija puede ser importante
para la especificidad y para minimizar costes entropicos. Por otro lado, un grupo con
gran libertad de giro, como el OH de la serina, tiene cierta plasticidad/adaptabilidad
para formar enlaces de hidrégeno con el azucar [30, 33]. En este sentido, puede que no

sea capaz de discriminar entre grupos hidroxilo epimeros de dos azucares distintos.

1.3.2 Interacciones CH-n

Ya se ha mencionado que los carbohidratos son moléculas polihidroxiladas. No
obstante, ademas hay que decir que presentan superficies no polares, que contienen
enlaces C-H. Por ello, tienen un caracter anfifilico y, en funciéon de su naturaleza
quimica, pueden mostrar superficies no polares capaces de interaccionar con residuos

hidréfobos complementarios de Tyr, Phe y Trp. De este modo, los enlaces C-H
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localizados en la misma cara del carbohidrato, préximos en el espacio, pueden participar
en interacciones CH-T con las nubes © de las cadenas laterales de los aminoacidos
aromaticos [34-35]. Las interacciones CH-T son muy comunes en los sitios de
reconocimiento de las proteinas que reconocen los carbohidratos tales como las
galectinas [36] o los dominios de heveina. Este tipo de interacciones con residuos
aromaticos se ha investigado ampliamente en nuestro laboratorio [37-41]. La fuerza de
esta interaccion es relativamente débil, ya que una unica interaccion CH-n es del orden
de 1 kcal/mol [38, 42-43]. Ademas de la cara mas apolar del anillo de aztcar, el grupo
metilo de acetamidas en GIcNAc y NeuNAc interacciona a menudo con el anillo
aromatico en lectinas, como la WGA [30, 33, 44]. El uso frecuente de las cadenas
laterales aromaticas en las interacciones con azucares [45] indica que la interaccion con
la nube de electrones deslocalizados del anillo aromatico es energéticamente
significativa, mas alld de proporcionar simplemente una superficie apolar
geométricamente complementaria. En el caso de la galactosa, siempre se encuentran
cadenas laterales aromaticas interaccionando. Sin embargo, esta situacién apenas se da
con manosa. Estas observaciones pueden reflejar el hecho de que la disposicion del

grupo 4-OH axial en Gal crea una superficie apolar continua y muy amplia.

1.3.3 Las interacciones polares

Aparte de las interacciones por puente de hidrogeno ya mencionadas, también se
encuentran casos de interacciones polares como la coordinaciéon con idnes metalicos
(por ejemplo en el caso de las C-lectinas, ver mas adelante figura 1.14) o interacciones
electrostaticas entre residuos cargados de la proteina y oligosacaridos modificados con
grupos ionizables, como por ejemplo en el caso del reconocimiento de
glicosaminoglicanos donde residuos de arginina y lisina establecen interacciones

electrostaticas con los grupos carboxilo y sulfato de los oligosacaridos[46-48].

1.3.4 El papel del agua

Teniendo en cuenta el caracter polihidroxilado de los carbohidratos, es evidente que sus
interacciones con el medio acuoso fisioldgico debe jugar un papel esencial en el balance
global energético de las interacciones con sus receptores. Es necesario tener en cuenta

todos los procesos de solvatacion-desolvatacion que tienen lugar en la formacion de los
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complejos carbohidrato-receptor [49]. Adicionalmente, también se ha observado que las
moléculas de agua pueden jugar un papel especifico al mediar en enlaces de hidrogeno
entre el aziucar y la proteina, segin se ha determinado en diversas estructuras
tridimensionales de complejos carbohidrato-lectina [32]. Estudios de los inhibidores de
glucogeno fosforilasa han demostrado que los enlaces de hidrogeno mediados por agua
entre el azucar y la proteina pueden ser tan fuertes como los enlaces de hidrogeno
directos entre la proteina y el carbohidrato [50]. La comparacion de una serie de
azucares unidos a una lectina dada, o una serie de lectinas unidas a un azucar dado,
revela, a veces ,moléculas comunes de agua que se pueden presumir que sean elementos
importantes en el reconocimiento. Por ejemplo, se ha observado que tres moléculas de
agua median una misma interaccion entre galactosa (Gal) con una enterotoxina (‘“‘heat-
labile”) y con la toxina del colera[51-52], asi como entre la lactosa y otros receptores
LT [52-53]. Ademas, la comparacion del sitio de unién entre los estados libre y
asociado muestra que algunas moléculas de agua unidas a la proteina en el estado libre
de aztcar permanecen en presencia del aztcar y forman enlaces de hidrogeno con él. En
este caso, las moléculas de agua actuan como elementos estructurales fijos y, por lo

tanto, se pueden considerar como parte de la arquitectura del sitio de unién[54].

2 LAS LECTINAS

La palabra lectina viene del verbo latino LEGERE que significa “seleccionar” o
“elegir”, y fue propuesta por W. C. Boyd en 1954 [55-56] para designar a las
aglutininas especificas de los grupos sanguineos extraidas de ciertas semillas vegetales.
El tiempo ha venido a confirmar lo apropiado de esta denominacion para esta clase
importante de proteinas que "seleccionan" carbohidratos. Actualmente, las lectinas
engloban a aquellas proteinas de origen no inmune que se unen especificamente y de

forma reversible a los azucares, sin mostrar actividad enzimatica sobre estos [57-59].

Segtin describe H.-J. Gabius en su articulo "History of Lectinology" [56] se puede decir
que Stillmark en 1888 identifico la primera lectinas, al describir el fenomeno de
hemaglutinacion producida por extractos de semillas de ricino (Ricinus Communis).
Aislo el componente toxico de cardcter proteico responsable de dicha aglutinacion de
los eritrocitos, y lo denomin6 Ricina. James B. Sumner en 1919 [60] aislo la

Concanavalina A, a partir de Canavalia Ensiformes. Esta fue la primera lectina vegetal
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analizada y caracterizada mediante difraccion de Rayos X. Con A actiia asociandose
especificamente a glucosa y a manosa [61]. En 1936, junto con Howell [62], describio
la capacidad de aglutinar tanto eritrocitos como células de levaduras. Esta aglutinacion
se inhibia por la adicién de ciertos azucares, lo que demostro, por primera vez, la

especificidad de esta lectina por Glc y Man.

Morgan y Watkins, en los aflos 50, utilizaron la especificidad hemaglutinante del tipo de
sangre para demostrar que los tipos de sangre con inmunodeterminantes (A) se unen a
o-GlcNAc y los que tienen el determinante (O) se unen a a-L-Fuc. Esta fue la primera
demostracion de que los carbohidratos de la superficie pueden servir como soportes de

informacion biologica [63].

Desde entonces, y segun se han ido descubriendo sus propiedades en la aglutinacion de
eritrocitos y de otras células como linfocitos, espermatozoides, plaquetas y bacterias,
induccién de mitosis en linfocitos, efectos citotoxicos sobre linfocitos, aglutinacion de
virus, etc. [57], las lectinas han sido objeto de interés y herramientas esenciales en
muchos estudios en muy diversos campos (histologia, inmunologia, cancer, infecciones

por patoégenos, disefio de farmacos etc.) [56, 58, 64-65].

Aunque el interés por las primeras lectinas identificadas provenia de su capacidad para
aglutinar células y, por tanto, las lectinas deberian poseer por lo menos dos sitios de
reconocimiento de carbohidratos, en la actualidad el término lectina se ha generalizado
y se aplica a proteinas con al menos un sitio de reconocimiento. En cualquier caso, la
multivalencia es una propiedad muy generalizada en las lectinas. En algunos casos, una
lectina en estado monomero puede tener uno o mas sitios de union de carbohidratos. En
otros casos, los monomeros de las lectinas con un solo sitio se asocian como dimeros,
trimeros o tetrameros, etc., creando un sistema polivalente que garantiza una alta
especificidad para interacciones con ciertos tipos de superficies celulares. Estas
presentan igualmente de una forma polivalente los correspondientes carbohidratos

ligandos, aprovechando de esta manera el caracter aditivo de las interacciones multiples

[66].

En general, este grupo de proteinas de union a carbohidratos actian como mediadores
centrales de la transferencia de informacion en los sistemas bioldgicos. Realizan sus
funciones mediante la unién a glicoproteinas, glicolipidos y oligosacaridos, y presentan

preferentemente selectividad para los residuos de carbohidratos terminales y/-o
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subterminales. Debido al papel fundamental que desempefian las lectinas, estdn
omnipresentes en muchos procesos vitales, y han sido identificadas en todos los seres

vivos, desde microorganismos unicelulares hasta animales y plantas.

Actualmente, una gran variedad de lectinas se pueden obtener en cantidades
significativas, bien por extraccion directa desde la fuente natural o bien por expresion en
bacterias o cultivos celulares. Esta disponibilidad hace que las lectinas, especialmente
las de origen vegetal, sean un modelo muy asequible para el estudio de interacciones
carbohidrato-proteina y, al mismo tiempo, una herramienta muy poderosa para la
identificacion de las distintas estructuras mono-, oligo- o polisacaridicas (libres o
formando parte de glicoconjugados como glicoproteinas y glicolipidos) presentes en

una gran variedad de sistemas bioldgicos.

Estas caracteristicas de las lectinas las han convertido en herramientas importantes en
diversas areas de investigacion en histoquimica [65], analisis estructural de cadenas de
oligosacaridos, deteccion de la alteracion de la glicosilacion, cuantificacion y
purificacién por afinidad de los glicoconjugados, estudios citofluométricos de las
células y separacion celular [67]. Algunas lectinas son mitogénicas, mientras que otras
son citotoxicas y participan en multitud de procesos de reconocimiento célula-célula.
Por ejemplo, puede mencionarse la interaccion microorganismo-célula, tanto de caracter
patdgeno (p. e. toxina de colera) [52], como simbidtico (reconocimiento de factores de
nodulacion) [68]. Las lectinas también son vehiculos para la administracion de farmacos
[69]. Ademas, las lectinas de plantas ampliamente distribuidas en los alimentos,

desempefian un papel importante en nutricion y salud [65, 69-71].

2.1 CLASIFICACION DE LAS LECTINAS

Se han identificado grandes variedades de lectinas, pero no existe un criterio
absolutamente general para su clasificacion. Dependiendo del contexto de estudio se
utilizan distintos esquemas de clasificacion, por ejemplo, segin su origen (lectinas
animales, vegetales, bacterianas, etc.), segin su secuencia de DNA y relacion evolutiva,
segun su funcionalidad y especificidad frente a carbohidratos, segin su plegamiento y
homologia estructural, o siguiendo otros criterios como los tipos de estructuras

cuaternarias o supramoleculares.
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Sharon [57] agrup6 a las lectinas en cinco clases, segun su afinidad maxima para Man,
Gal o GalNAc, GlcNAc, Fuc o acido sidlico (NeuAC, N-Acetilneuraminico). Estos
monosacdridos y sus derivados son las unidades tipicas de la estructura de
oligosacaridos en las superficies celulares. Sin embargo, esta clasificacion no es
suficiente para abarcar todos los tipos de interacciones carbohidrato-lectina. Por un
lado, hay otros tipos de monosacaridos que, aunque con menos frecuencia, también se
han encontrado en procesos especificos de interaccion carbohidrato-lectina y, por otro
lado, hay lectinas cuya especificidad se expresa frente a estructuras oligosacaridicas mas

complejas y no se pueden definir frente a un tinico monosacarido [72].

Con la secuenciaciéon de un nimero cada vez mayor de genomas, el numero de posibles
proteinas identificadas como lectinas estd en continua expansion. Sin embargo, su
caracterizacion funcional y estructural crece a un ritmo mucho mas lento y ninguno de
los criterios de clasificacion es completamente satisfactorio por si solo. Varki y col. han
presentado una clasificacion basada en una combinacion de similitudes estructurales y/o

de secuencia y relaciones evolutivas[73].

Imberty y col. mantienen una base de datos estructural de lectinas clasificadas
primeramente en funciéon de su origen (Figura 1.10) y seguidamente agrupadas en
familias manteniendo una nomenclatura y criterios de clasificacion semejantes a los que
fueron usadas por Varki y col. Esta base de datos comprende, hoy en dia, mas de 1100
estructuras tridimensionales de lectinas en estado libre y enlazado, algunas de los cuales
estan representados por varias estructuras obtenidas con diferentes ligandos. La base de
datos incluye 56 familias estructurales diferentes, 8 familias virales, 6 de plantas y 9 de

hongos y levaduras, 15 de bacterias, 19 de animales y una de algas (Figura 1.10).

[ ] Algal lectins 13

B Animal lectins 350
Bacterial lectins 209
Fungal and yeast lectins 96
Plant lectins 353
Virus lectins 165

Figura 1.10 Numero de lectinas identificadas, caracterizada y recogidas en grupos segun su origen en la
base de datos de Imberty y col (http://lectin3d.cermav.cnrs.fr/search.php).
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El Consorcio de Glicomica funcional (CFG, Consortium of Funtional Glycomics,
http://www.functionalglycomics.org), sin tratar de presentar una clasificacion
exhaustiva, agrupa las lectinas del consorcio en 9 familias de glycan binding proteins

(GBPs), diferenciadas esencialmente por parametros funcionales.

Desde el punto de vista de su estructura cuaternaria, Sharon y Lis clasificaron las
lectinas en tres categorias segiin su topologia macro- o supra macromolecular [56, 58,

64-65]:

Lectinas simples. Estas lectinas se componen de varios monomeros formando homo- o
heterooligémeros, el peso molecular de cada mondémero en general, no supera los 40
kDa. Cada monomero contiene un dominio con el sitio de uniéon a carbohidratos y, en
algunos casos, también contiene otro dominio con distinta actividad. En esta categoria
se incluyen la gran mayoria de las lectinas de plantas, lectinas bacterianas solubles y

algunas lectinas animales como las galectinas, especificas de galactosa (Figura 1.11 a).

Lectinas en mosaico. Este grupo incluye una gran variedad de proteinas, muchas de las
lectinas de origen animal, pero también de otras fuentes (virus, bacterias, plantas, etc.).
Pueden presentarse en forma monomérica o multimérica (Figura 1.11 b), pero los
mondémeros son cadenas polipeptidicas complejas que incluyen varios tipos de médulos
o dominios con distintas funcionalidades. Solo uno de estos tipos de modulo es el
responsable del sitio de unién a carbohidratos, pero puede aparecer en forma pseudo-
polimérica por repeticiones multiples en la misma cadena polipeptidica. Este es el caso

de algunas C-lectinas (Figura 1.11 c).

Ensamblajes macromoleculares. Las lectinas de este grupo se encuentran con
frecuencia en el reino de las bacterias, donde forman estructuras filamentosas de 3 a 7
nm de didmetro y hasta 100 nm de longitud, llamadas fimbrias o pilis. La mayor parte
de este filamento se forma por la polimerizacion de una unidad dominante, que
desempeiia un papel estructural. Sélo un tipo de unidades, generalmente minoritaria,
tiene el sitio de union para los carbohidratos y, por lo tanto, es responsable de la
capacidad de adhesion de las fimbrias a otras células (Figura 1.11 d). Esas lectinas son

importantes factores de patogenicidad.
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Figura 1.11 Estructuras tridimensionales de a) Lectina simple, monémero de Concanavalina A de
Canavalia ensiformis en complejo con el trimanosido (c6digo PDB 1CVN), b) Lectina mosaico, trimero
de la hemaglutinina del virus de influenza en complejo con el acido sidlico (codigo PDB 1HGI),
¢) Esquema de lectina mosaico, receptor de manosa de macrofagos con hasta 8 repeticiones del
Carbohydrate recognition domain [74] y d) Esquema de ensamblajes macromoleculares, ejemplos de
fimbria bacterianas, la subunidad marcada en negro corresponde a la subunidad adhesina de unién a
carbohidrato [64]. Las flechas azules sefialan al aziicar sustrato.

2.2 LOS SITIOS DE UNION DE LECTINAS

Los sitios de union de las lectinas estan constituidos generalmente por una cavidad,
poco profunda, en la superficie de la proteina, preorganizada para acoger al ligando de
manera que su geometria no varie mucho después de su unién. Las lectinas
interaccionan con los carbohidratos mediante una red de enlaces de hidrogeno y de
interacciones hidréfobas y de van der Waals. En algunas familias de lectinas, también
participan cationes en el proceso de union a carbohidratos o se dan interacciones de tipo
ionico, en el caso de que los ligandos sean azucares cargados. Ademas de estas
generalidades, los sitios de unién a carbohidratos tienen caracteristicas propias segun
sea la familia estructural de lectinas y su ligando especifico, de modo que no es posible

establecer un modelo general del sitio de unién en lectinas.

En la figura 1.12 se presentan, a modo de ejemplo, la estructura de dos complejos
lectina-carbohidrato (galectinas, lectinas animales que unen galactosa y C-lectinas, con
dependencia de Ca’"). El primer caso corresponde a la galectina 8 unida a o(2-
3)sialillactosa [75] (Figura 1.12 a) , donde la union proteina-aziicar estd basada en los

tres tipos de las interacciones descritos en el apartado 1.xx: enlaces de hidrégeno (las
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argininas 45 y 69 establecen enlaces de hidrogeno con el carbohidrato), apilamiento
CH/Tr (el triptéfano 86 estabiliza la cara apolar del segundo anillo del azucar) e
interacciones polares (el carboxilato del acido sidlico se une con el resto guanidinio de
la arginina 59). El segundo caso corresponde al sialyl-Lewis X unido a la E-selectina
humana (Figura 1.12 b). Aqui se observa un cation Ca®" que esta coordinado con dos

hidroxilos del aztcar [76].

Figura 1.12 Imagen de a) Sitio de reconocimiento de la galectina-8 en complejo con la sialillactosa
(Codigo PDB 3AP7), b) Sitio de unién de la E-selectina (C-lectina) humana en complejo con el Sialyl
Lewis X (PDB 1GI1T). El calcio esta presentado por una esfera de color verde.

Desde el punto de vista termodinamico, en este tipo de sitios de union superficiales no
se suelen establecer interacciones de gran afinidad con las unidades monosacaridicas
(entre 10%-10* M™). En el caso de ligandos mas complejos, como oligosacaridos, se
pueden establecer mas contactos con la proteina aumentando asi la afinidad (Figura
1.12). Adicionalmente, la baja afinidad por monosacaridos es obviada mediante
fenomenos de multivalencia. En algunos casos, la lectina presenta multiples sitios de
unién por repeticiones intramoleculares de varios dominios de union en la misma
cadena polipeptidica o por formacioén de estructuras multiméricas con varias cadenas de
lectinas. Por otra parte, el ligando oligosacaridico puede presentarse en forma de
glicoconjugados multivalentes (por ejemplo, como estructuras oligo y polisacaridicas
ramificadas (Figura 1.4) o como glicoproteinas modificadas por multiples cadenas

oligosacaridicas o glicolipidos en membranas) [77].
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2.2.1 Las lectinas que reconocen galactosa

Es interesante resaltar que, desde el punto de vista quimico, la galactosa tiene una
naturaleza inherentemente distinta a la de la glucosa, manosa y fructosa en el contexto
de su biosintesis y de su posible origen evolutivo. Los tltimos tres monosacaridos se
pueden interconvertir abidticamente mediante la transformacion aldosa-cetosa (Lobry de
Bruyn-van Ekenstein transformation) [78]. Por otro lado, la glucosa y la manosa son
materiales de partida en la biosintesis de otros diversos azucares, pero no asi la
galactosa [79]. Estas y otras observaciones llevaron a Hirabayashi a proponer una
hipotesis sobre el origen de hexosas elementales en la que la galactosa es definida como
un sacarido “recién llegado” en relacion a la glucosa y manosa [79-80]. En el contexto
de las estructuras oligosacaridicas mas complejas, estd bien establecido que en la
biosintesis de cadenas de N-glicano, la galactosa se incorpora en las etapas terminales
después de la eliminacion de los residuos de glucosilo y manosilo desde el precursor
comun GlcsManyGlcNAc, [81-82]. Este caracter terminal hace que, en muchos casos, la
galactosa quede presentada en las zonas mas expuestas de las células, a menos que se
enmascaren por los 4cidos sidlicos. De este modo, pueden ser facilmente reconocibles o
accesibles o incluso utilizadas como puntos de anclaje por diversas
moléculas/receptores expresados por otras células con relacion homofilica (células del
mismo tipo) o heterofilicas (células distintas, de otros tejidos u otros organismos). En
este contexto, es interesante resaltar la gran variedad de lectinas que reconocen
galactosa en las mas diversas especies. Una posible explicacion para tal variedad reside
en el hecho de que parece que la galactosa ha sido seleccionada evolutivamente como
un carbohidrato importante para el reconocimiento molecular y, muy especialmente, en
los organismos superiores. Dentro de las familias de lectinas que interaccionan con
galactosa encontradas en los vertebrados, el grupo de las galectinas (anteriormente
denominadas S-lectins) representa una amplia familia con mas de 15 tipos descritos en
animales. Se unen especificamente a la galactosa y a oligosacaridos relacionados
(lactosa (Gall-4bGlc), N-acetil-lactosamina (Gall-4bGIcNAc), etc.) [83]. Se ha
caracterizado la estructura tridimensional de un gran nimero de galectinas formando
complejo con sus ligandos (hasta 160 estructuras relacionadas con galectinas estan en el
RCSB) (en la figura 1.12 a se muestra la estructura de la galectina 8). En 1998 se
describi6 la primera estructura 3D de una galectina humana (la galactina-7 (hgal-7)) en

su forma nativa y asociada a galactosa, galactosamina, lactosa, y N-acetil-lactosamina
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[36]. En la familia de las C-lectinas también hay varios representantes con especificidad
hacia galactdsidos. En los invertebrados y las plantas también se encuentran otras
familias de lectinas que reconocen galactosidos, especialmente las que tiene en comun
la presencia de dominios estructurales "beta-trébol" en su estructura y cuyo
representante mas caracteristico es la ricina. Existen estructuras 3D de lectinas de tipo
ricina como la lectina III (CEL-II) de Cucumaria echinata [84] y la lectina de
Lumbricus terrestres [85]. En el reino vegetal, dentro de la familia de las moraceas, se
encuentran lectinas que se unen a galactosa, como la jacalina extraida de las semillas de
Artocarpus integrifolia [86]. La familia de Amaranthaceae contiene la lectina ACA
Amaranthus caudatus, que se cristalizé con la B Gall-3GalNAc [87]. La familia
euphorbiaceae incluye lectinas que presentan una alta toxicidad. Un ejemplo de esta
familia es la propia ricina o su variante tetramérica ABAB "Ricinus communis
agglutinin" (RCA), menos toxica, ambas aisladas de las semillas de Ricinus communis.
La ricina es un heterodimero AB, clasificada también dentro de las proteinas
inactivadoras de ribosomas tipo 2 (RIP-II), en las que la cadena B de 262 aminoacidos
constituye el dominio lectina que reconoce la galactosa [88]. En los microorganismos,
la familia de lectinas solubles incluye proteinas citopldsmicas como PA-IL de
Pseudomonas aeroginosa especifica para a—D-galactosa. PA-IL muestra una estructura
tetramerica en la que uno o dos iones calcio estdn implicados en el sitio de

reconocimiento al carbohidrato [89].

Las RIP de tipo Il y la Viscumina:

Dentro del gran grupo de lectinas de plantas, una serie de lectinas pertenece al grupo
denominado RIP-II (proteinas inactivadoras de ribosomas de tipo 2). Esta actividad
inhibidora de la sintesis de proteinas les confiere un caracter toxico y se les asigna una
funcion defensiva en plantas [90]. El miembro mas destacado de este grupo es la ricina,
proteina aislada de la semilla de Ricinus Communis conocida desde hace mas de cien
afios como proteina hemaglutinante y altamente toxica. Ademas de la ricina y las
lectinas de muérdago (ML “Mistletoe Lectin” o VAA “Viscum dlbum agglutinin”),
encontramos lectinas similares en otras plantas como, por ejemplo, la volkensina
(Adenia volkensis, planta Kilyambiti, Somalia), abrina (4brus precatorius, arbol de
rosario, Peru), ebulina II (Sambucus ebulus, sauco menor) y otras [58, 67, 70, 72, 91-

92].
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Las RIPs son una familia bien definida de proteinas que pueden inhibir cataliticamente
la sintesis de proteinas en c€lulas eucariotas, dafiando el ribosoma [90]. Se dividen en
dos grupos: RIPs de tipo I, que representan proteinas de una sola cadena sencilla que no
se une a los carbohidratos y RIPs de tipo II, que engloban proteinas de 2 cadenas
peptidicas: A (cadena activa) y B (cadena de unién a carbohidratos) unidas por un
puente disulfuro. La cadena A posee actividad RNA N-glucosidasa y es la responsable
de su actividad inactivadora de los ribosomas [93]. La cadena B es la que interviene en
la primera parte del proceso; es decir, en la localizacion y anclaje a las células diana. Se
une especificamente a los glicoconjugados expuestos en la superficie celular facilitando
la entrada al interior de la célula de la cadena A, que inactiva los ribosomas [94-95]. Es
en este punto donde la capacidad de reconocimiento de galactésidos cobra especial
relevancia. De hecho, se ha propuesto la aplicacion de estas proteinas como "magic
bullet" en el tratamiento del cancer capaces de identificar y anclarse a las células diana
gracias a su caracter lectina y destruirla gracias a su capacidad inactivadora de

ribosomas.

2.2.2 Las lectinas que reconocen N-acetilglucosamina

La GIcNAc es un carbohidrato que se polimeriza en largas cadenas, a través de enlaces
B (1-4), formando la quitina, que se encuentra en los exoesqueletos de insectos.
También se encuentra en la capa de péptido-glicano que protege a las células del mundo
de las bacterias y en la pared celular de ciertas algas marinas. Encontramos también la
N-acetilglucosamina con el acido glucurénico en el hialuronato, un polisacérido que
sirve como amortiguador y lubricante. Las lectinas que se unen a este grupo de
carbohidratos se pueden encontrar en todos los seres vivos (virus, bacteria, plantas,
animales etc.). A modo de ejemplo, en microorganismos como la ameba patogénica
Entamoeba histolytica, se ha descrito una lectina que reconoce GlcNAc [96]. En
invertebrados, la tachylectine 2 [97] y la tachylectine 5A, una proteina de tipo
fibrindgeno [98] se asocian a GIcNAc. En plantas se ha descrito un gran niimero de
lectinas que unen GIcNAc. En la tabla 1.1 se mencionan algunas de las lectinas de

origen vegetal no relacionadas secuencialmente y con distintas estructuras.
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Tabla 1.1 Ejemplos de algunas lectinas vegetales con especificidad de union a GlcNAc.

Lectina Origen / familia Carbohidrato inhibidor
LEA Lycopersicum esculentum / Solanaceas D-GIcNAc

PWL Phytolacca americana / fitolacaceas D-GlecNAc

WGA Triticum vulgare (germen de trigo) / Poaceas D-GlecNAc
STA Solanum tuberosum / Solanaceas D-GlecNAc

En la base de datos CAZY (Carbohydrate Active enZYmes) se pueden encontrar varias
familias de los denominados Carbohydrate Binding Modules, CBM, para los que se ha
identificado capacidad de reconocimiento de quitina o estructuras relacionadas, entre los

que se pueden mencionar el CBM 18 (http://www.cazy.org/CBM18.html). Este modulo

incluye mas de 800 secuencias del denominado dominio heveina, caracterizado por su
potencial de unién a la quitina y presente en muchas proteinas de defensa de plantas
[99-102] o el CBM 50 (http://www.cazy.org/CBM50.html), que incluye los dominios
LysM, de unos 50 aminoécidos. Estos dominios se han asociado a funciones de union y

reconocimiento de factores de nodulacion del tipo lipoquitooligosacaridos [103-106].

Algunas lectinas de origen vegetal, denominadas dominios heveina, se unen
reversiblemente a la quitina (oligomeros de GIcNAc), el componente principal del
exoesqueleto de insectos y crustaceos y que esta también presente en la pared celular de
numerosos microorganismos. Muchos de los dominios de heveina se han asociado con
las funciones de defensa antimicrobiana de las plantas. Sus propiedades estructurales
intrinsecas, asi como su disponibilidad, han permitido su utilizaciéon como modelos de
estudio para investigar el mecanismo, el origen y las caracteristicas estructurales
involucradas en la formacion de los complejos proteina-carbohidrato. De esta manera,
se ha determinado la estructura molecular de distintos dominios de heveina, bien libres

o bien unidos a carbohidratos, mediante RMN [33, 107-108]

3 INTRODUCCION AL ESTUDIO DE INTERACCIONES
PROTEINA-CARBOHIDRATO MEDIANTE RMN

Es bien conocido que, mediante el uso de técnicas modernas de espectroscopia de
RMN, es posible investigar, con cierto detalle, los eventos de interaccion en disolucion,

en condiciones proximas al medio fisioldgico. Las técnicas de RMN se pueden emplear
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tanto para estudios de procesos de interaccion proteina-ligando como proteina-proteina.
Estos métodos, generalmente asistidos por protocolos computacionales, permiten
elucidar las caracteristicas estructurales de las entidades de unidn, asi como las
caracteristicas cinéticas y termodinamicas del equilibrio entre el estado libre y el estado
asociado.
Las interacciones proteina-carbohidrato estdn involucradas en una gran variedad de
procesos biologicos, por lo que el conocimiento de la estructura y dindmica de estos
complejos es de vital importancia para comprender los fenémenos correspondientes.
Desde el punto de vista de la RMN, todos los parametros espectroscopicos, como son
los desplazamientos quimicos, constantes escalares, difusion, velocidades de relajacion,
NOE, etc., se afectan en mayor o menor medida, dependiendo de la afinidad y de la
velocidad del intercambio entre los estados libre y asociado, al producirse la asociacion
entre ligando y receptor.
Existen dos enfoques basados en RMN que son complementarios para la identificacion
y estudio de estas interacciones carbohidrato-proteina:

- Siguiendo las variaciones de los parametros de RMN de las sefiales del

receptor al interaccionar con el ligando (carbohidrato).

- Siguiendo los efectos producidos en los parametros de RMN del ligando al

pasar del estado libre a asociado.

La unioén de los ligandos (pequefios) a las proteinas receptoras (de gran tamafio) sigue

una reaccion de asociacion biomolécular con cinética de segundo orden.
kon

[P] + [L] P e— [PL]
Kosr

Esta ecuacion representa un equilibrio dindmico en el que hay tres especies: el receptor
P libre, el ligando L libre, y el complejo receptor-ligando PL. La constante de velocidad
kot es inversamente proporcional a la vida media del complejo receptor-ligando. La
constante biomolecular k,, mide la probabilidad de un encuentro productivo entre el
receptor y el ligando libre. Se supone que esta controlada por la difusion. Por lo tanto,
Kon puede variar entre 10°y 10'° M s™'. La afinidad de union puede ser descrita por la

constante de disociacion Kg, que depende de la temperatura del equilibrio.
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Kq=[P] * [L]/[PL] = Kofr / kon

K4 tiene las unidades de concentracion. Por lo tanto, un valor de K4 en el intervalo de
mM implica una relacion de aproximadamente 1:1000 de libre a estados ligados en una
mezcla equimolar de P y L. Una Ky en el intervalo de uM implica una relacion de
aproximadamente 1:1.000.000 de estos estados; es decir, un complejo mucho mas
estable, con menos estados “libres” en los especies presentes. k,, puede variar
extensamente, entre un rango de 10 — 10", siendo mayor si el proceso de unioén
necesita reordenamientos conformacionales del ligando o del receptor. Diversos
métodos de RMN se pueden utilizar para la determinacion de la Ky de un complejo
proteina-ligando, como se ha revisado por Fielding [109].

En el equilibrio de dos estados dado por la ecuacion de arriba, las moléculas de ligando
y receptor existen en estado libre (P, L) o enlazado (PL). En el estado libre, tanto el
receptor como el ligando conservan sus parametros intrinsecos de RMN (por ejemplo,
los desplazamientos quimicos, velocidad de relajacion, coeficiente de difusion
traslacional). En el estado enlazado, la afinidad mutua de la union del ligando al
receptor conduce a un proceso de intercambio, que alterna las dos moléculas entre sus
estados libres y asociados. El equilibrio que adopten las poblaciones del estado libre y
enlazado ([P], [L], [PL]) es consecuencia de la ecuacion de arriba. Bajo estas
condiciones, el ligando transitoriamente adopta los parametros de RMN caracteristicas
del receptor, tipicamente mucho mas grande.

En esta parte de la memoria s6lo hemos abordado métodos de RMN basados en la
observacion del ligando; es decir, vamos a centrarnos en la deteccién de la existencia de

interaccion siguiendo las sefales del ligando.

3.1 METODOS DE RMN BASADOS EN LA OBSERVACION DEL
LIGANDO

Los métodos basados en la observacion de las sefiales del ligando se apoyan en el
hecho de que es posible distinguir entre los estados libre y asociado desde el punto de
vista de la RMN, gracias a las diferencias de la velocidad rotacional y traslacional de
una molécula pequeiia al pasar del estado libre al asociado. Las aproximaciones basadas
en la observacion del ligando se basan en la transferencia, mediada por intercambio

quimico de la informacién del estado asociado al estado libre. Este requisito hace que
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estos métodos sean especialmente utiles para la identificacion de ligandos con
afinidades entre débiles y moderadas (intercambio relativamente rapido, con ko mayor
de 2-3 s'l). Generalmente, los ligandos son moléculas con un peso molecular inferior a 1
kDa y se caracterizan por tener tiempos de correlacion cortos, lo que se traduce en
velocidades de relajacion lentas y coeficientes de difusion translacional relativamente
altos. Sin embargo, cuando se asocian a una macromolécula, sus propiedades de RMN
cambian y adquieren las propiedades de ésta.

La ventaja de este método radica en que se evita la necesidad de producir grandes
cantidades del receptor marcado isotopicamente. Ademas, tampoco es necesaria la
asignacion de la proteina, ni imprescindible el conocimiento de su estructura
tridimensional. La ausencia de estos requisitos hace que estos métodos sean mas rapidos
y de mayor aplicabilidad al estudio de los procesos de formacion de los complejos que
los basados en la observacion del receptor. Obviamente, la informacion relativa al
receptor que se puede obtener con estos métodos es mas limitada que en los anteriores,
aunque, en casos favorables, pueden complementarse eficazmente con protocolos de

docking.

3.1.1 Diferencia de Transferencia de Saturaciéon (STD)

Esta técnica no tiene limite superior del tamafio de la molécula del receptor y se puede
aplicar para detectar cualquier interaccion ligando-receptor, siempre que exista la
posibilidad de irradiar selectivamente las sefiales de RMN del receptor.
Experimentalmente, para las proteinas, la irradiacion selectiva se realiza tipicamente en
la region aromadtica (si los ligandos son carbohidratos) o en la region alifatica de campo
alto (ca -2 ppm), donde hay una densidad relativamente alta de sefiales de proteina y no
hay resonancias de ligando [110-111]. La saturacion se mantiene durante un
determinado periodo (de centenares de milisegundos a unos pocos segundos) y en este
intervalo, la magnetizacion se transfiere a través del espacio a todos los protones de la
proteina. Si un ligando interacciona con la proteina, sus protones también sentiran la
transferencia desde los nucleos del polipéptido y, por tanto, se afectaran sus
intensidades (Figura 1.13). Si el experimento STD se realiza con una biblioteca de
moléculas pequeias, solamente se afectaran las sefiales de RMN de aquellas moléculas
que interaccionen con el receptor. Desde el punto de vista experimental, el experimento

se realiza en el modo de diferencia. Es decir, al espectro resultante de la saturacion
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mencionada antes se le resta el obtenido mediante saturacion en una region de espectro
sin sefiales (ca. 100 ppm). El espectro diferencia so6lo muestra las sefiales de los
ligandos que interaccionan con el receptor. Ademads, dependiendo del tiempo de
saturacion y de la velocidad de disociacion del complejo, los protones del ligando que
mostraran mayor transferencia de saturacion seran aquellos que estén mas cerca de los

protones del receptor, lo que puede permitir deducir el epitopo del ligando.

Este método se ha utilizado para determinar afinidades absolutas y relativas mediante
experimentos de competicion y de titulacion. Pero quizés, el aspecto mas elegante del
método STD es que también permite conocer la region del ligando que esta en contacto

mas intimo con el receptor (epitopo) [112].

\ X
g@ <—I_. ) N“““*‘”Cﬂfﬂ:_:—o
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Figura 1.13 Representacién de un experimento STD. Cuando el ligando interacciona con la proteina
saturada, la saturacion se transfiere al ligando. Los protones del ligando que estan en contacto con el sitio
de unién se afectan antes y mas fuertemente por la saturacion de los protones de la proteina.

El experimento STD presenta ciertas caracteristicas que merecen ser resaltadas.
Primero, el STD es ideal para el estudio de receptores de gran tamaiio (> 30 kDa) que
son los que generalmente se encuentran durante el proceso de descubrimiento de
farmacos. Las macromoléculas con grandes pesos moleculares poseen tiempos de
correlacion rotacional grandes que favorecen la difusion de espin, y consecuentemente,
la transferencia de saturacion entre el receptor y el ligando es muy eficaz. Segundo, los
experimentos STD no necesitan de altas concentraciones de receptor (~ 1-50 pM). Si
asumimos un intercambio lo suficientemente rapido del ligando, la poblacion de

ligandos saturados crece durante el tren de pulsos de radiofrecuencias sostenido, debido



Capitulo 1: Introduccién General

a sus bajas velocidades de relajacion en el estado libre. A través de este mecanismo, una
pequefia cantidad de receptor puede lograr un gran efecto de amplificacion del ligando
saturado. Una tercera ventaja de este método es que so6lo se observan las seiales del
ligando unido. No hay que hacer correcciones basadas en la contribucion del estado
libre que podrian complicar la interpretacion. Esto es particularmente util cuando se
emplea un disefio experimental donde existe una proporcion elevada ligando: receptor.
Se estima que el rango de aplicacion de esta técnica va desde constantes de disociacion

10 8 <Ky<102

3.1.2 Experimentos de medidas de tiempo de relajacién T1

Las variaciones de los tiempos de relajacion longitudinales T o de las inversas de las
velocidades de relajacion, R; (1/T;), utilizando sus versiones selectivas (T),s) pueden
también utilizarse para detectar la existencia de entidades supramoleculares en
disolucion [113]. De hecho, existe una contribucion muy importante del tiempo de
correlacion t. al valor de Tis, con lo que la medida de este pardmetro también
proporciona informacion muy ttil sobre la existencia o no de reconocimiento. Asi, las
medida de T;s se han utilizado en experimentos de cribado de moléculas mediante
RMN, e incluso se han utilizado para determinar constantes de disociacion en

experimentos de titulacion.

3.2 METODOS DE RMN BASADOS EN LA OBSERVACION DE LA
PROTEINA

3.2.1 Las perturbaciones de desplazamientos quimicos del receptor

El efecto producido por los diferentes ambientes quimicos de los protones de una
molécula se traduce en la existencia de distintos desplazamientos quimicos.
Obviamente, cuando existe asociacion ligando-receptor, se generan variaciones en los
desplazamientos quimicos de ambas especies; especificamente, en los nucleos que se
encuentran en el sitio de union y cercanos a este. La estimacion de estas perturbaciones
se puede llevar a cabo a través de técnicas de RMN mono y bidimensionales en los

casos en los que se conocen los desplazamientos quimicos del receptor (Figura 1.14)
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El seguimiento de estas perturbaciones de desplazamiento puede permitir llevar a cabo,
mediante titulacion, la determinacion de parametros termodindmicos como constante de
asociacion, entalpia de union, entropia y la energia libre asociada, usando una
aproximacion de van’t Hoff. Es decir, si el intercambio entre los estados libre y
asociado es rapido en escala de tiempos de los desplazamientos quimicos, se puede
estimar el valor de la constante de asociacion. [114] [115] En estos casos, la variacion
del desplazamiento quimico de las sefiales de la proteina para las distintas

concentraciones molares de ligando sigue la siguiente ecuacion:

8obs - 6libre = (8comp - 8libre) [PL]/PT

PL: es la concentracion del complejo proteina-ligando ; Pr es la concentracion total de
proteina ; dibre ¥ dcomp SON los desplazamientos quimicos de la proteina libre y del
complejo respectivamente; dops €5 €l desplazamiento quimico observable por una

concentracion dada de ligando.

L P LP
Klmciacil‘m
+ a
-Ha Ktﬂmehnlﬂn i _
e
Hb Fb
ppm (5) ppm (8)
Espectro 'H de la proteina Espectro 'H del complejo

Figura 1.14 Representacion de la asociacion ligando-proteina mediante RMN. Se muestra la variacion de
desplazamiento quimico para Ha (rojo), que se localiza en el sitio de reconocimiento. Sin embargo, el
desplazamiento quimico de Hb (negro) no se afecta.
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Puesto que K asociacion es directamente proporcional a la concentracién de complejo e
inversamente proporcional al producto de las concentraciones de la proteina y ligando,

la ecuacion queda definida como:
8obs - 6libre = (8comp - 6libre) Kasociacién [P] [L] / PT

El experimento de perturbacion de desplazamientos quimicos en 2D utilizando un
espectro de correlacion cudntica simple heteronuclear (HSQC) '°N- 'H es muy sensible,
y permite detectar perturbaciones en el ambiente de las amidas de la cadena principal,
debido a la union del ligando. Los desplazamientos quimicos de las amidas también son
sensibles a las perturbaciones de las cadenas-laterales conectadas, que también
interaccionan con el ligando. Mediante la asignacion y calculo de los desplazamientos
quimicos se identifican los sitios de union, con su correspondiente afinidad hacia el
ligando. Debemos mencionar que se pueden observar cambios importantes en un
residuo dado y eso puede ser interpretado de dos maneras diferentes: (1) un cambio
local en la conformacion proteica que altera la magnetizacion detectada en un nucleo en

particular debido a nuevas modificaciones por los electrones que lo rodean; y (2) que el

residuo esta involucrado en una interaccion directa con el ligandou Comentario [j1]: llevarlo a
generalidades

3 OBJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis ha sido extender el conocimiento sobre el origen de la
especificidad y estabilidad de complejos carbohidrato-proteina mediante una
combinacion de métodos de espectroscopia de RMN y modelado molecular. Para ello se
han escogido diversas familias de compuestos proteicos (proteinas o dominios de
proteinas) y de carbohidratos de distinta naturaleza quimica, derivados de los
glicoconjugados de las paredes celulares de microorganismos, implicados en procesos
de reconocimiento célula-célula. En definitiva, se ha utilizado una aproximacion
multidisciplinar que ha incluido el uso de técnicas diversas de RMN, de modelado
molecular, métodos bioquimicos, incluyendo medidas de afinidad, y protocolos de

biologia molecular, incluyendo expresion y purificacion de proteinas

Esta Tesis se puede dividir en dos partes bien diferenciadas recogidas en los capitulos 3

y4:
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Capitulo 3. -Modelos de interacciones de proteinas con carbohidratos derivados de

N-acetilglucosamina

El objetivo de este capitulo, se ha centrado en el estudio mediante técnicas de RMN de
la interaccion de dominios tipo Heveina, LysM y PASTA con posibles ligandos
relacionados con  oligosacaridos de las paredes de  microorganismos
(quitooligosacaridos y fragmentos de peptidoglicano). Se han empleado métodos de
RMN que permiten seguir procesos de reconocimiento molecular desde el punto de
vista del ligando o desde el punto de vista del receptor. También se ha determinado la

estructura 3D de una proteina.

e En el primer apartado de este capitulo, hemos planteado caracterizar, mediante
técnicas de STD RMN (desde el punto de vista del ligando) la interaccion de
fragmentos de peptidoglicano con dominios de tipo heveina e identificar la
posible participacion de la parte peptidica del peptidoglicano en la interaccion.
Se elegio la proteina WGA extraida de las semillas del trigo Triticum vulgaris

como modelo de lectina con dominios heveina.

e En el segundo apartado de este capitulo se ha planteado, como objetivo
especifico, el estudio de la interaccion carbohidrato-proteina en los procesos de
reconocimiento de los factores de nodulacion, en los que se ha propuesto que
participan dominios LysM. En este caso, se han empleado técnicas de RMN
desde el punto de vista de la proteina. Para alcanzar dicho objetivo, se ha
planteado la obtencion de proteinas recombinantes correspondientes a estos
dominios y su caracterizacion estructural. En una primera etapa se eligio el
dominio LysM de la transglicosidasa litica de Escherichia coli como un sistema
modelo para el estudio de este tipo de interacciones usando como ligandos
estructuras poliméricas de N-acetilglucosamina. En una siguiente etapa, se
pretendia estudiar el dominio LysM de proteinas receptoras de factores de
nodulacion del sistema de simbiosis bacteriana en plantas. En particular, se
escogio el segundo dominio LysM, presente en la parte extracelular de la

proteina Lyk-3, que se habia propuesto como receptor del tipo “LysM-RLK” de
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los factores de nodulacion de tipo LCO, en procesos de simbiosis en Medicago

truncatula (un tipo de trébol).

En el tercer apartado de este capitulo, se pretendié confirmar, mediante RMN y
tambien desde el punto de vista de la proteina, la posible uniéon del tercer
dominio PASTA de la proteina PrcK de Bacillus subtilis a con diferentes
ligandos potenciales derivados del peptidoglicano o de antibidticos
betalactamicos. Con dicho objetivo, se ha llevado a cabo la determinacion de la
estructura tridimensional en solucion, mediante RMN, del tercer dominio
PASTA de Bacillus subtilus para, a continuacién, tratar de caracterizar los

aminoacidos que participan en la posible interaccion.

Capitulo 4. -Caracterizacion del reconocimiento diferencial de los anémeros de

galactosa por la viscumina

En este capitulo, y siguiendo con nuestra linea de trabajo en este area, nos propusimos

determinar, mediante la aplicacion y el desarrollo de estrategias basadas en RMN desde

el punto de vista del ligando, la posible selectividad de una lectina hacia cada uno de los

dos andémeros a- y - de un monosacarido, cuando estos estan en equilibrio en una

disolucion del monosacarido. Para ello se empleo, la técnica de STD y se usaron como

modelos la galactosa (como ligando) y la viscumina (como receptor).

Nos propusimos, como primer objetivo, calcular las constantes de afinidad de
los ligandos y comprobar si los mismos competian entre si en los sitios de union
de la proteina. La caracterizacion de las afinidades requerié un estudio detallado

de los factores que afectan a esta clase de medidas.

Para explicar la informacion obtenida desde el punto de vista del ligando
mediante una interpretacion estructural detallada que incluyera el sitio de union
de la proteina, se dedujeron los epitopos de union de los ligandos a partir de las
intensidades de saturacion STD. Esta informacion se sustentdé con métodos de

modelado molecular y de analisis con el protocolo CORCEMA.
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1 MATERIALES

1.1 SECUENCIAS Y PROTEINAS

1) La lectina del trigo WGA, fue comprada de Sigma-Aldrich (N° Referencia
9640).

2) Los plasmidos clonados con la secuencia del segundo dominio LysM (Residuos
389-452) de E.coli (GenBank numero de acceso AAC73316), fueron
amablemente cedidos por el Dr. J. Clarke, del Centre for Protein Engineering en

Cambridge (UK).

3) El tercer dominio PASTA de la region extracelular de B. subtilis (residuos 493-
559 de CE-PrkC), fue cedido por la Dra. Rita Berisio del Instituto de
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Bioestructuras y Bioimagines, del Consiglio Nazionale delle Ricerche (CNR) en

Napoles (Italia).

4) La viscumina, fue purificada y cedida por el Dr. Hans-Joachim Gabius de la

Universidad LFW, en Munich (Alemania).

1.2 CARBOHIDRATOS

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Los oligosacaridos N,N,N-triacetil-quitotriosa y N,N,N,N,N-pentaacetil-
quitopentaosa fueron adquiridos de Toronto Reaserch Chimical (N°

Referencia T735000 y N° Referencia P225000 respectivamente).

El compuesto N-Acetyl-D-glucosaminyl-(B1,4)-N-acetylmuramyl-L-alanyl-
D-isoglutamine (GMDP) fue subministrado de Calbiochem (N° Referencia
110150).

La resina de quitina o chitin beads fue comprada de New England Biolabs (N°
Referencia 319-93)

El peptidoglicano (PGN) de la pared de E. coli fue cedido por el Dr. Juan
Ayala, del Centro de Biologia Molecular (CBM) en Madrid (Espafia).

El muropéptido de B. subtilis fue cedido por el Dr. Antonio Molinaro en
Napoles (Italia).

La ampicilina en forma de sal sodica fue comprada de Sigma-Aldrich (N°
Referencia BCBB3794).

El tripetido N-Acetil-L-Lisina-D-Alanina-D-Alanina fue comprado de
Bachem (N° Referencia H-4085)

La galactosa y sus derivados o y B-Metil Galactosido fueron comprado de
Sigma Aldrich (N° Referencias 59-23-4 y 3396-99-4 y 1824-94-8

respectivamente).
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2 METODOS

2.1 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.1.1 Clonaje y transformaciéon del DNA plasmidico

La clonacion consiste al proceso de aislar una secuencia de DNA de interés, insertarlo
en un plasmido, generando asi un DNA recombinante y obtener multiples copias de ¢l
en un organismo.

Primero, Se debilita la membrana de las cepas bacterianas receptoras del nuevo
plasmido siguiendo el protocolo de Dagert [1] que implica la utilizacion de CaCl, a
100mM. Las células competentes se transformaron luego con los plasmidos
recombinantes mediante el un choque eléctrico de las células competentes por un solo
pulso de 2.5 kV en cubetas de electroporacion de 0.2 cm utilizando un electroporador
(BioRad). Las células a continuacion se incuban en medio cultivo rico en alimentos para
favorecer su recuperacion. Luego se seleccionan las células transformantes que han
incorporado el DNA en placas que tienen un medio selectivo con presencia del

antibiodtico al que resiste el nuevo plasmido.

2.1.2 Electroforesis

Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

Se sigue el protocolo descrito por [2]. El DNA plasmidico se analizd en geles
horizontales de agarosa al 0,8% (p/v), en tampon Tris /acido acético/EDTA
(0.4M/200mM/20mM), desarrolladas a 100 voltios que se corren durante 30-45 min.
Finalmente, el DNA se visualiza tras la tincion con bromuro de etidio (10 mg/ml) a

través de su iluminacion con luz UV a 310 nm.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las electroforesis se lleva a cabo en un sistema discontinua siguiendo los protocolo de
laemmli [2]. La polimerizaciéon de los geles y el desarrollo de la electroforesis se
llevaron a cabo en un sistema Mini-Protean de BioRad usando geles de tamafio 10 x 8
cm y de 1 mm de grosor y empleando sistemas de 10 pocillos. En cada pocillo se

aplicaron muestras de extractos crudos o de purificaciones en un volumen final de 10 pl.
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El gel separador se prepara con un 15% de acrilamida y bisacrilamida al 0.5% en Tris
0.38 M, pH 8.8 y SDS 0.1% (p/v). Para la polimerizacion de los geles se afiaden
disoluciones de persulfato amoénico al 0.02% (p/v), como agente catalizador, y
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) al 0.075%, como propagador de la

reaccion.

Las muestras antes de cargarlas en el gel, se disuelven en el tampon de electroforesis
que contiene (Tris/HCI 80mM a pH 6.8, DTT 10mM, 2% (p/v) SDS, B-mercaptoetanol
5% (v/v), 6M urea, azul de bromofenol 0.1% (p/v) para la tincion). Se resuspenden las
muestras con el tampdn de carga en una relacion 1: 1, y se incuban durante 10 minutos a

95°C.

La electroforesis se desarrolla a temperatura ambiente en tampon Tris/glicina/SDS
(25mM/192mM/0,1%) a pH 8,3 y a 30 mA por gel hasta que el marcador llega al final
del gel. En los geles se incluyeron un pocillo muestra de patrones de proteinas de bajo

peso molecular usando marcadores de BioRad (N° referencia 4110029).

Finalizada la electroforesis, las proteinas se detectan mediante tincion con azul de
Coomasie G-250 (Coomassie Brilliant Blue G-250 siguiendo las instrucciones del
fabricante). El exceso de reactivo se elimina mediante lavajes sucesivos de los geles en

agua MiliQ.

2.1.3 Expresion y purificacion del péptido recombinante

Los péptidos recombinantes se expresaron como péptidos de fusion con una extension
de 6 histidinas en el extremo N-terminal. Se realiza la prueba de expresion a pequeia
escala (10 ml) seleccionando varios transformantes de E. coli con objeto de determinar
las condiciones mas adecuadas para la induccion de la expresion. Los parametros que se
analizan durante la optimizacion de la misma fueron: los medio de -cultivo
suplementados con antibiético, momento de induccion en la fase de crecimiento
bacteriano (entre 0,2 hasta 1,7), temperatura (16, 25 y 37°C), concentracion de IPTG
(0,1 a ImM) y tiempo de induccion (4, 6 y 20 horas). En cada caso la produccion del
péptido se determind mediante SDS-PAGE al 15%.

Establecidos los parametros Optimos de crecimiento, se llevo a cabo la produccion a

gran escala.
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2.1.4 Purificacion del péptido recombinante

2.1.4.1 Columna de afinidad de niquel

La purificacion de proteinas con una extension de seis histidinas se llevo a cabo por
cromatografia de afinidad empleando la resina Ni-acido nitrilotriacético-agarosa (Ni-
NTA-agarosa). De esta forma se dispone de un método rapido de purificacién en un solo
paso.

La unién de la proteina a la resina se produce a través de los seis residuos de histidina.
En la figura 2.1 se observa la interaccion que se produce entre los anillos imidazdlicos
de los residuos de histidina y los iones Ni 2+, asi como el resto de las posiciones de
coordinacion de dicho i6n. El &cido nitrilotriacético es el que queda unido a la resina. La
capacidad de union de la resina de Ni-NTA-agarosa es de 5-10 mg de proteina por ml.
Las proteinas que contienen una extension de seis histidinas se unen a la resina de Ni-
NTA con una afinidad muy elevada (Kg = 10 -13 M a pH 8.0). Por ello, las proteinas
contaminantes, que se unen inespecificamente, pueden ser eliminadas facilmente
lavando la columna con disoluciones que contienen imidazol a concentraciones entre 10
y 50 mM. Ademads, la unién de proteinas con extensiones de seis histidinas no requiere
una estructura determinada, por lo que no se ve afectada por la presencia de agentes
desnaturalizantes como urea o cloruro de guanidinio, de detergentes no i6nicos o de
concentraciones elevadas de sal (0.1-1.0 M).

En lineas generales el proceso de purificacion es el siguiente: la muestra a purificar se
aplica en una columna de Ni-NTA-agarosa equilibrada en el tampén de carga,
manteniendo el flujo entre 0.25 y 0.5 ml/min. La columna se lava con el tampon de
carga con imidazol 10 mM vy, a continuacion, con este mismo tampon con imidazol 30
mM, hasta que la absorciéon a 280 nm disminuya a menos de 0.03. La proteina unida
especificamente a la columna se eluye con imidazol 200 mM, recogiéndose fracciones

de 1-1.2 ml.
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Figura 2.1 Interaccién entre los anillos imidazdlicos de los residuos de histidina y los iones Ni 2+. Los
iones Ni 2+ tienen dos de sus posiciones de coordinacion ocupadas por dos atomos de nitrogeno de los
anillos imidazolicos de los residuos de histidina. El resto de las posiciones estan ocupadas por tres atomos
de oxigeno y uno de nitrogeno del acido nitriloacético, el cual queda unido a la resina mediante un enlace
éter.

2.1.4.1 Cromatografia de filtracién en gel

La cromatografia de filtracion en gel es una técnica que permite separar moléculas en
funcion de su tamafio molecular. La capacidad separadora reside fundamentalmente en
el gel cuya matriz consta de un gran niimero de esferas porosas microscopicas. Cada gel
se caracteriza por un rango de fraccionamiento que depende del tamafio de sus poros.

Las separaciones se realizaron en Columna Superdex tipo Hiload 16/60 y 26/60 de

separacion por filtracion en gel.

2.1.5 Método de Bradford

La valoracion de la concentracion de proteina total se realizd mediante el método de
colorimétrico de Bradford [3], utilizando una curva patron que se realizo a partir de una
solucion madre de BSA (albumina de suero bovino) de 2 mg/ml. Los resultados se

expresan en pg/pL.
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2.2 TECNICAS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
2.2.1 Preparacién y adquisicién de las muestras

Asignacion del Triacetil-quitotriosa

Se preparo una disolucion de la triacetil-quitotriosa libre (a 2 mM) en agua (con 10%
D,0) y se adquirieron los espectros ROESY a 400 ms [4] y TOCSY a 20 y 60 ms en un
espectrometro Bruker Avance 600MHz a 25°C.

Estudio de interaccidn del Triacetil-quitotriosa con la WGA mediante STD

Para el estudio de la interaccion, se prepar6 una muestra del Triacetil-quitotriosa (1mM)
en presencia de WGA (en relacion molar 100:1) y se registraron los espectros de STD a
dos frecuencias de saturacion: 100 ppm (frecuencia off- resonance) y 7 ppm (frecuencia
on-resonance en la zona aromatica donde el ligando no presenta ningin protébn no
intercambiable) a pH 6 y un tiempo de saturacion de 2s en un espectrometro Bruker

Avance 500 MHz a 25°C en D,O.

Asignacién del GMDP

De una solucién Stock del GMDP en D,O a 11 mM, se preparo una muestra del GMDP
solo a 2mM en ausencia de proteina para asignar sus correspondientes seiales de
resonancia mediante una combinacion de experimentos TOCSY (20 y 60 ms), NOESY
(400 y 800 ms) y ROESY (a 400 ms) a 298K en D,0 a pH 6 en un espectrometro
Bruker Avance 600 MHz.

Estudio de interaccién del GMDP con la WGA mediante STD

Para el estudio de la interaccion, se prepard una muestra del GMDP (2 mM) en
presencia de 0,2 mM WGA) y se registraron los espectros de STD a dos frecuencias de
saturacion (tiempo de saturacion = 2s; frecuencia off-resonance: 100 ppm; frecuencia

on-resonance: 7 ppm).

Asignacion homonuclear del dominio LysM

Con una muestra del dominio LysM purificada a 0,8 mM, se realizaron los espectros

TOCSY con secuencias estandar y con tiempos mezcla de 20, 40, 60 y 70 ms para el
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TOCSY y de 100 y 200 ms para el NOESY a 298 K en un equipo Bruker Avance 500
MHz.

Titulaciones de LysM-CAMI con el pentaacetil-quitopentaosa

De una solucién concentrada del pentaacetil-quitopentaosa a 9 mM (conteniendo el
dominio LysM-CAMI a la misma concentracion inicial de 0,4 mM para mantener su
concentracion constante durante toda la valoracidn), se ailaden sucesivos alicuotas sobre
una muestra de LysM-CAM-1 a concentracion constante (0,4 mM, en tampoén de fosfato
sodico con 10% de agua deuterada a pH 5,8) y se registraron 10 espectros de proton
monodimensionales con concentraciones crecientes del quitopentasacarido [0,0, 0,21;
0,40; 0,66; 0,99, 1,58; 2,37; 3,30, 4,43 y 9,0 mM] en un espectrometro Bruker Avance
500MHz a 298 K.

Titulaciones de LysM-CAMI con resina de quitina

A partir de resina comercial compuesta por particulas de quitina (resina de quitina)
facilmente manipulables en su forma hidratada se afiadieron alicuotas sucesivos de una
suspension de la resina a una disolucién de LysM-CAM-1 a 0.4 mM, en tampon fosfato
sodico a pH 5,8 y se adquirieron espectros de 'H RMN tras cada adiciéon en un

espectrometro Bruker Avance de 500MHz a 298K.

Titulaciones de LysM-CAMI1 con el GMDP

De una disoluciéon de GMDP (11 mM), se realizaron una serie de adiciones sucesivas de
alicuotas sobre una muestra de LysM-CAM-1 a 0.4 mM a 298 K y pH 5,8 hasta llegar a
una relacion 5:1 GMDP:LysM adquiriendo espectros "H RMN tras cada adicién en un
espectrometro Bruker Avance de S00MHz.

Titulaciones de LysM-CAMI1 con PGN

Se suspendieron 6,3 mg de PGN extraido de la pared de E. coli en 2 ml de D,O. Una
alicuota de esta suspension se diluyo con D,O hasta una concentracion final de 0,8 mg
de peptidoglicano por mililitro y se utilizd para realizar sucesivas adiciones de 20 pl
cada una sobre la muestra de LysM-CAM-1 (0.4 mM, pH 5,8) hasta alcanzar una
concentracion final de 0,18 mg/ml de peptidoglicano en el tubo de RMN. Tras cada
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adicion, se adquirieron espectros de H RMN en un espectrometro Bruker Avance de

500MHz a 298K.

Asignacion homonuclear del dominio PASTA

Con una muestra del dominio PASTA a 0.8 mM en PBS 10% D,0O a pH 7.3, se
adquirieron los espectros TOCSY a 60 ms y NOESY a 200 ms en un espectrometro
Bruker Avance 600 MHz a 298K.

Asignacion heteronuclear del dominio PASTA

A partir de una muestra del dominio PASTA a 0.6 mM marcado en °N se adquirieron
los experimentos 'H-"’N-HSQC, TOCSY-HSQC y NOESY-HSQC en un espectrometro
Bruker 600 MHz a 298K en un buffer PBS a 10%D,0 y a pH 7.3.

Con otra muestra del mismo dominio pero esta vez con doble marcaje isotopico (°C y
N) a 0.9 mM y en tampén fosfato sodico 10% D,O a pH 6.5, se adquirieron los
espectros, HNCA, HN(CO)CA, CBCA(CO)NH y HNCACB en un aparato de 800 MHz
del Instituto Rocasolano de Quimica-Fisica del CSIC en Madrid, en colaboracion con la

Dra. Marta Bruix.

Asignacion homonuclear del muropéptido

Se suspendieron 2 mg de muropéptido extraido de la pared de B. subtilis en > ml de
H,0 con 10% de D,0, y se adquirieron los espectros TOCSY a 60 ms y NOESY a 350
ms en un espectrémetro Bruker Avance 600 MHz a 298K.

Titulaciones del dominio PASTA con el muropéptido

El muropéptido suspendido en %2 ml de HO con 10% de D,0 y se utiliz6 para realizar
sucesivas adiciones sobre la muestra de LysM-CAM-1 a 0,4 mM hasta alcanzar una
relacion de 20:1 Muropéptido:dominio-PASTA, adquiriendo los espectros de '"N-HSQC

tras cada adicion en un espectrometro Bruker 600 MHz a 298K.
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Titulaciones del dominio PASTA con la ampicilina

De una solucién concentrada de la ampicilina a 20 mM, se afiadieron alicuotas sobre
una muestra del dominio PASTA a 0,2 mM hasta un exceso 10:1 del antibidtico y se
adquieren los espectros de '"N-HSQC tras cada adicién en un espectrometro Bruker 600

MHz a 298K.

Determinacion de la Ky de la interaccion de la Gal con la VAA

En muestras que contenian una concentracion fija de la VAA a 50 pM, se realizaron una
serie de experimentos de titulacion a diversos tiempos de saturacion (0.5, 1,2, 4, 8s) y
a diferentes concentraciones de ligando [1, 1.26, 2, 3.6, 6.1 y 9.8 mM], empleando la
técnica de STD-NMR en un espectrometro Bruker Avance de S00MHz a 298K.

Determinacion de la Kq de la interaccion de la a y B-Metil-Gal con la VAA

Analogamente a lo que se aplico a la galactosa, se realizaron experimentos de STD-
NMR con cada uno de los metil derivados independientemente a varias concentraciones
de ligando y a distintos tiempos de irradiacion de la viscumina (0.5, 1, 2, 4, 8 s) la que
se mantiene en ambos casos durante todo el proceso de la titulacion a una concentracion

fija equivalente a 50 uM en un espectrometro Bruker Avance de S00MHz a 298K.

Competicion entre el o.- -Metil-Galactosido para la unién a la Viscumina

Se adquirieron una serie de experimentos de STD-RMN con concentraciones crecientes
de B-metil galactosido [0, 0.3, 0.6, 1.2, 2.1, 3.9, 8.2 mM] sobre una concentracion fija
de a-metil galactosido a 1 mM en presencia de viscumina a 50 pM en un espectrometro

Bruker Avance de 500MHz a 298K.

2.2.2 Procesado de los espectros

Los espectros mono y bidimensionales se procesaron con el programa TopsSpin 2.0
(Bruker Biospin, Karlsrube, Alemania), a los cuales se les aplico la transformada de
Fourier y se realizo la correccion de linea base en la dimension directa e indirecta segiin

fuera necesario en cada caso.
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2.2.3 Aplicacion de RMN en la determinacion de la estructura 3D de polipéptidos y

proteinas

Todos los espectros se procesaron con el software TOPSPIN y se analizaron y asignaron
usando el programa CARA (Computer Aided Resonance Assignment, http://cara.nmr.ch/)
disefiado y desarrollado por Rochus L.J. Keller en el grupo del Dr. Kurt Wiithrich en el
ETH de Ziirich, Suiza [5].

Asignacion Homonuclear

Para la determinacion de la estructura tridimensional de moléculas mediante RMN, en
primer lugar, es necesario realizar la asignacion inequivoca de los desplazamientos
quimicos (8) de las sefiales de resonancia de cada uno de los atomos magnéticamente
activos de la molécula en estudio. Esta asignacion no es facil en el caso de las proteinas
grandes, ya que los & de los protones de la molécula (que pueden ser centenares o
incluso miles) se distribuyen en un rango de unas pocas ppms produciéndose un fuerte
solapamiento de las sefiales. Es por tanto, necesario recurrir a experimentos
bidimensionales (y multidimensionales) que permiten expandir el rango de observacion
de las sefiales de RMN a dos o més dimensiones amplificandose, por tanto, la dispersion
de las sefiales. Adicionalmente estos experimentos bi-multidimensionales permiten
establecer correlaciones entre distintos nucleos de la molécula y que a su vez dichas

correlaciones se pueden transformar en informacién estructural.

En proteina pequeiias sin enriquecimiento isotdpico o etiquetadas uniformemente con
N, se aplico la estrategia de asignacion desarrollada por Wiithrich y col. El primer
paso es la identificacion de los sistemas de espin correspondientes a los distintos tipos
de aminoécidos a partir de las conectividades debidas a los acoplamientos escalares.
Estas conectividades se detectan en los experimentos TOCSY, o 3D 'H-'’N TOCSY-
HSQC

En el experimento TOCSY la magnetizacion fluye a lo largo de toda la red de
acoplamientos, y se obtienen sefiales de correlacion entre todas las frecuencias de los
protones que pertenecen a un mismo sistema de espin [6],[7]. Los planos a cada 6 de
N de un experimento 3D 'H-""N TOCSY-HSQC contienen las correlaciones TOCSY

de los sistemas de espin cuyo N-amidico tiene ese valor de § y, evidentemente, el


http://www.rochus-keller.info/
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solapamiento es mucho menor que en un 2D TOCSY. Asi pues, si el solapamiento lo
permite, se pueden agrupar las resonancias presentes en sistemas de espines de
desplazamientos quimicos conocidos, que constituyen patrones caracteristicos. Los
sistemas de espines de los 20 aminoacidos naturales se pueden agrupar en 8 grupos con
patrones distintivos. Los residuos de Ala, Thr, Gly, Ser y Val constituyen grupos propios
y sus sistemas de espines pueden identificarse directamente con el aminoacido al que
pertenecen, mientras que los de Asp, Asn, Cys, Tyr, Phe, His, Trp constituyen el grupo
AMX (las resonancias aromaticas no estan acopladas escalarmente al sistema que parte
del HN). Finalmente, Glu, GIn, Arg, Lys, Met, Leu e Ile forman parte de los sistemas de
espin de “cadena larga”. Las Pro, al no presentar HN, constituyen un caso aparte, ya que
la identificacion de su sistema de espines es mas complicada. Deben asignarse a partir
del Ha, que se encuentra en una region espectral mas colapsada.

Normalmente, en proteinas se suelen registrar varios espectros TOCSY con diferentes
valores de tiempo de mezcla. Usando entre 20-40 ms se obtienen los picos de cruce de
los espines directamente acoplados, mientras que con tiempos mayores pueden llegar a
espines situados relativamente alejados en la cadena.

Una vez identificadas todas las sefiales de resonancia, el segundo paso consiste en la
identificacion de cada sistema de espin con un residuo concreto de la secuencia de la
proteina. Mediante experimentos tipo NOE: Nuclear-Overhauser-Effect [8],se podra
observar al menos una sefial de correlacion entre dos residuos consecutivos, que
permitira la conexion secuencial de pares de sistemas de espines [8].
Independientemente de la conformacion del esqueleto polipeptidico siempre es posible
encontrar una distancia secuencial (entre aminoacidos contiguos en la secuencia)
inferior a 3 A entre el HN de un residuo y los protones HN, Ha o HPs del residuo
anterior (Figura 2.2). Por tanto, en los experimentos 2D NOESY y 3D 1H-15N NOESY-
HSQC A partir del establecimiento de pares, trios, y, en general, segmentos de sistemas
de espines consecutivos en la secuencia y comparando la naturaleza de esos sistemas de
espines con la secuencia de la proteina, se puede asignar cada sistema identificado a una

aminoacido concreto de la secuencia.
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Figura 2.2 Definicion de las conexiones secuenciales de un fragmento de cadena peptidica. Las flechas
sefialas las tres conexiones secuenciales interprotonicas y sus distancias caracteristicas dxy, dan y dpn.

Asignacion Heteronuclear

La asignacion de proteinas de peso molecular mayor de 15 kDa so6lo es posible, de
forma general, si se dispone de ellas etiquetadas con BN y BC o con PN, BC y ’H. En
estas proteinas doble o triplemente etiquetadas, la conexién secuencial entre los
sistemas de espin se basa en las conectividades observadas en espectros 3D y/o 4D en
los que se hace uso de acoplamientos escalares a uno o dos enlaces en los que participan
los heteronucleos (Figura 2.3). Este método fue desarrollado por Bax y colaboradores
[9] v presenta ventajas respecto a los métodos anteriores, basados en el efecto NOE.
Ahora, ya que los acoplamientos escalares empleados son poco dependientes de la
conformacion, se evitan errores de asignacion debidos a una interpretacion incorrecta de

los NOEs secuenciales, cuyas intensidades si son dependientes de la conformacion.
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Figura 2.3 Constantes de acoplamiento a uno y dos enlaces involucradas en la transferencia de
L : . . : 13
magnetizacion en los experimentos de triple resonancia. Las constantes de acoplamiento “N-"C se
~ . Bl
sefialan en azul, las *C-"C en rojo, las "N-"H en verde y las *C-'H en negro.
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Las estrategias de asignacion a través de enlaces covalentes son multiples, ya que se
pueden combinar distintos experimentos 3D y 4D para obtener las conexiones
secuenciales entre residuos contiguos en la secuencia (Tabla 2.1). El proceso comienza
con la asignacion de los nucleos del esqueleto peptidico, '"HN, HPN, CO, 'Ho, *Ca,
13CB y 1Hﬁ, y posteriormente se completa con la asignacion de las cadenas laterales de
los distintos aminoacidos.

El uso combinado de los experimentos 3D HNCA y 3D HN(CO)CA es una de las

posibilidades mas utilizadas para realizar la asignacion secuencial.

Tabla 2.1 Conectividades intrarresiduales y secuenciales observadas en algunos experimentos tri-y tetra-
dimensionales, ttiles para la asignacion secuencial a través de enlaces covalentes.

Experimento Conectividad intrarresidual | Conectividad interresidual
3D HNCA "Hyi- "Ny *Cagy "Hyi)-"Nep-*Caginy

3D HN(CO)CA IHN(i)'ISN(i)'BCa(i—l)

3D H(CA)NH lHa(i)'ISN(i)'lHN(i) 1Hoz(i)'ISN(HI)'IHN @i+1)

3D HN(CA)CO "Hyg-"Ney»-"COg "Hye-"Ng-"COf1

3D HNCO 1HI\J(i)-15N(i)-13CO(1-1)

3D HCACO "Hy-"Cugi-*COg)

3D HCA(CO)N lHa(i)'BCa(i)'lSN(iH)

4D CBCANH PCpp-"Cag-"Noy-"Hu) 1Cp)-"*Cagi-"Naisn- Hygiony
4D CBCA(CO)NH 13Cﬁ(i)'13Ca(i)'15N(i+1)'1HN(i+l)

El experimento HNCA correlaciona los 8 de 'H y '°N amidicos con el & de *Co de un
aminoécido dado, haciendo uso de la constante de acoplamiento directa "N-"*Co a un
enlace (~11 Hz). Asimismo, este experimento proporciona correlaciones secuenciales
por transferencia de magnetizaciéon desde el '°N de un aminoacido al *Ca del residuo
que le precede en la secuencia, a través de la constante de acoplamiento "N-"*Ca a dos
enlaces (~7 Hz). Por tanto, en este experimento, para cada HN se obtienen dos picos de
correlacion en la dimension de carbono, uno que corresponde a la correlacion
intrarresiduo 'Hy (i)-ISN(i)-BCa@) y otro, a la interresidual IHN(i)-ISN(i)-BCa(i_l) (Figura
2.4).
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HNCA HN(CO)CA

Figura 2.4 Nucleos implicados en la transferencia de magnetizacion en los experimentos de triple
resonancia, HNCA y HN(CO)CA. Los atomos recuadrados pertenecen al mismo residuo.

El experimento HN(CO)CA permite obtener correlaciones secuenciales de los d de IHy
"N amidicos de un aminoacido con el & de *Ca del aminoacido que le precede en la
secuencia. La transferencia de magnetizacion se produce a través de las constantes de
acoplamiento Jnco ¥y Jcaco. Estas correlaciones secuenciales también aparecen en el
HNCA pero en ocasiones no son faciles de distinguir de las correlaciones intrarresiduo
en este experimento puesto que las constantes de acoplamiento 1Jcan v 2Jcan pueden ser
de la misma magnitud, o los & de ’Ca intrarresiduo e interresiduo pueden coincidir. Por
tanto, en estos casos, es muy util disponer del experimento HN(CO)CA, que solo
presenta las correlaciones interresiduales. Ademas, la sensibilidad del experimento
HN(CO)CA es mayor que la del HNCA para la deteccion de correlaciones
interresiduales, porque la transferencia de magnetizacion a través de las constantes de
acoplamiento a un enlace Jnco ¥ Jeaco €s més eficiente que la transferencia via la

constante a dos enlaces 2Jcqn que es relativamente pequeiia.

La asignacion secuencial de los NH del esqueleto también puede realizarse mediante la
combinacion de los experimentos 3D HNCO y 3D HN(CA)CO. El experimento HNCO
permite obtener la correlacion secuencial de los & de 'H y "N amidicos de un
aminoécido con el & de '*C del carbonilo del aminoécido que le precede en la secuencia.
El experimento HN(CA)CO proporciona, ademas de la correlacion secuencial, la
correlacion de los & de "H y "N amidicos con el & de *CO del mismo residuo. Los

nucleos implicados en la transferencia de magnetizacion se muestran en la (Figura 2.5)
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HNCO HN{CA)CO

Figura 2.5 Nucleos que participan en la transferencia de magnetizacion en los experimentos de triple
resonancia HNCO y HN(CA)CO. Los atomos recuadrados pertenecen al mismo residuo.

Calculo de estructura

El célculo de la estructura tridimensional de una proteina consiste en un protocolo que
permite encontrar un conjunto de estructuras consistentes con los datos de RMN y con
el conocimiento quimico a priori de las biomoléculas (geometria covalente y
restricciones estéricas). El método de calculo debe ser capaz de ajustar todas las
restricciones experimentales a una geometria y de explorar adecuadamente el espacio
conformacional. Para ello, se emplean métodos de geometria de distancias y de
dindmica molecular restringida (normalmente, usando una estrategia de temperatura
variable, también denominada ‘“enfriamiento simulado”. Mediante geometria de
distancias, los primeros procedimientos de célculo hicieron uso de la matriz métrica,
operando en el espacio de distancias. La matriz de distancias ideal contendria las
distancias entre todos los atomos de la biomolécula y, a partir de ella, se obtendrian las
coordenadas cartesianas. En la practica, no se conocen todos los términos de la matriz, y
se utilizan dos matrices, una con las cotas superiores de las distancias y otra con las
inferiores. El inconveniente de estos métodos es la dificultad de incluir restricciones
experimentales diferentes de las de distancia proporcionadas por los NOEs, como son
las restricciones angulares proporcionadas por las constantes de acoplamiento o los
desplazamientos quimicos. Los métodos mas empleados en la actualidad que se
clasifican dentro del protocolo de geometria de distancias, aunque en rigor no lo sean, se
basan en la minimizacién de una funcion blanco variable, que opera generalmente en el
espacio de los angulos de torsion. La funcién blanco es cero si se cumplen todas las

restricciones experimentales y distinta de cero en cualquier otro caso. Dicha funcién se
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define con las propiedades adecuadas para ser derivable y continua, de modo que el
problema de obtener una estructura compatible con las restricciones experimentales se
traslada al de minimizaciéon de una funcién. El algoritmo usado por el programa
CYANA [10], que es el utilizado en esta Tesis, opera en el espacio de los angulos de
torsién, en torno a enlaces sencillos con giro no restringido, y mantiene fijos las
distancias y angulos de enlace, asi como los angulos de torsion en torno a enlaces con
rotacion impedida, de acuerdo a la geometria covalente estandar. De este modo, la
dimensionalidad del problema se reduce en casi un orden de magnitud al ser los angulos
sefialados los tunicos grados de libertad considerados, y la geometria covalente se
mantiene durante el calculo. El problema consiste, por tanto, en encontrar los angulos de

torsion que hacen minima la funcion de blanco variable.

Los métodos de mecéanica molecular se fundamentan en el empleo de una funcion de
energia potencial, que evaliia las caracteristicas energéticas de la proteina en funcion de
su conformacién y, consecuentemente, permite refinar la estructura de acuerdo a dichos
criterios energéticos. El refinamiento de una estructura CYANA dada puede lograrse
por técnicas de minimizacion energética, o por métodos de dindmica molecular. Estos
ultimos se basan en la integracion numérica de las ecuaciones del movimiento de un
sistema de particulas, desarrolladas por Newton. Las posiciones iniciales provienen de
una estructura de partida, resultado de un célculo anterior, mientras que las velocidades
se toman de una distribucion de Maxwell-Boltzmann a una temperatura dada,
normalmente aquella a la que se va a realizar la simulacién. La forma general de un

potencial V normalmente utilizado para calculos de dinamica molecular es:
V=V enlaces +V angulos +V diedros +V van der Waals +V electrostatica-

En el protocolo de refinamiento de estructuras de RMN, se usan métodos de dindmica
molecular restringida (DMR), en los que, al potencial que se acaba de describir, se le
afladen unos términos de pseudo-energia, que penalizan las desviaciones de las
restricciones experimentales de RMN. La ventaja principal de la dindmica molecular
sobre la minimizaciéon de energia reside en su capacidad para saltar barreras de
potencial y, por tanto, poder superar minimos locales, con lo que el espacio
conformacional accesible se muestrea mas exhaustivamente. Para ello, el calculo suele
realizarse a altas temperaturas, que permiten un salto mas eficiente de las barreras, para

luego enfriar el sistema lentamente. Después de la simulacion de dindmica molecular
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suele llevarse a cabo una minimizacion de energia en el campo de fuerzas considerado.
Esta minimizacion final proporciona estructuras con unas caracteristicas energéticas

mejoradas y elimina la energia cinética introducida en el sistema.

2.2.4 Aplicacién de RMN en el reconocimiento molecular carbohidrato/proteina
2.2.4.1 Métodos basados en la observacion del ligando

Diferencia de Transferencia de Saturacién (STD)

Los experimentos de STD se llevaron a cabo segin el método propuesto por Meyer,
Peters y col. [11] (ver Introduccion General). Los efectos STD se adquirieron en los
espectrometros de 500 y 600 MHz y se evaluaron mediante la substraccion de dichos

espectros.

e Calculo de Kg mediante STD

Estudios recientes [11-19], han propuesto la utilizacion de los experimentos de STD
para la determinacion directa de constantes termodinamicas de equilibrio en procesos de
formacion de complejos ligando-proteina mediante valoraciones directas o por estudios

de competicion entre ligandos.

Para poder calcular constantes de equilibrio a partir de datos de transferencia de
saturacion es necesario controlar de manera precisa las condiciones experimentales y asi
mismo definir la relacion entre la cinética de la transferencia de saturacion la relajacion

de los espines y la constante de equilibrio.

Para todos los protones de cada ligando, se construyeron las curvas de crecimiento de
saturacion a diferentes concentraciones, Estas curvas se ajustaron a una funcién mono-

exponencial asintotica dada por la ecuacion:

STD (tsat) = STD . X (1_ e(ksat X tsat))

Donde tg es el tiempo de saturacion, mientras que STDpax ¥ ket SOn parametros
ajustables. STDpax corresponde al valor maximo de STD que un protén dado puede
alcanzar y kg, tiene forma de constante de velocidad de saturacion que refleja a la

velocidad con la que se alcanza el estado estacionario en la curva de saturacion. Esta
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constante se puede asimilar a una constante de velocidad macroscopica que incluye
tanto la velocidad de transferencia de saturacion desde los espines saturados de la
proteina a los espines del ligando cuando esta unido a la proteina asi como la velocidad
de relajacion longitudinal de dichos espines del ligando cuando no estan en contacto con
la proteina y la posible reasociacion del ligando ya saturado que se va acumulando en el
estado no asociado y que vuelve a ocupar el sitio de union en el receptor. Después del
ajuste matematico, la pendiente inicial del STD, que es una medida de la velocidad
inicial de saturacion (Vo) y donde la relajacion de los espines del ligando en la forma
libre y la posible reasociaciéon estin minimizados, es obtenida como producto de dos

parametros; STDmax X Kat
VO = STDmax X ksat

Las velocidades iniciales de saturacion para cada protoén, en semejanza a un proceso
enzimatico, son proporcionales a la concentracion de forma unida [Proteina.Ligando] y
permiten la estimacion de las constantes de disociacion mediante su ajuste a ecuaciones

hiperbdlicas del tipo de isotermas de Langmuir:

) Vi, *L)
Vl()bs =
(L+K,)

donde, Vigs es la velocidad inicial de saturacion observada para cada proton a una
concentracion, L, del ligando en forma no asociada, Vimay, la velocidad maxima de

saturacion a concentracion constante de ligando y Kqla constante de disociacion.

Por ultimo, el crecimiento inicial de STD (V) sobre la concentracion del ligando se
ajustod para cada proton por la ecuacién de Michaelis Menten para determinar la Ky y
Vmax. Para cada proton del ligando y a diferentes concentraciones, se representan las
curvas de crecimiento del porcentaje de saturacion referido a la concentracion total del
ligando presente en la muestra expresadas como concentracion saturada de cada proton,
obtenida por el producto del porcentaje de saturacion multiplicado por la concentracion

de ligando total presente en la muestra (%STD X [Lotal])-
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o FExperimentos de competicion por STD

Un protocolo que permite estudiar la competencia entre los ligandos para el mismo
receptor mediante el uso de experimentos STD. En esta tesis se aplico por el estudio de
las interacciones de los anémeros de la galactosa con la VAA. Utilizando un ligando
como referencia llamado “espia” o “reportero” que debe ser una molécula con una
constante de disociacion conocida, es posible monitorizar la potencia inhibidora de un
ligando con referencia al compuesto "espia", siguiendo la posible disminuciéon de las
intensidades de las sefiales STD del compuesto espia. Esta estrategia requiere que la Kg4
y la respuesta de la sefial de RMN de la molécula espia sean previamente determinados.
Esta estrategia ha sido aplicada previamente utilizando medidas de STD [20-21]. De
hecho, el cribado en resonancia mediante experimentos de competencia por STD,
utilizando una molécula espia bien caracterizada por el compuesto de ensayo, elimina
las dos limitaciones importantes del método basado sobre la observacion del ligando;
los falsos negativos de alta afinidad de los compuestos ensayados (constantes de
disociacion en el rango nanomolar), y los falsos positivos resultantes de solubilidad
limitada de los compuestos de ensayo y unioén no especifica al receptor.

La interferencia que causa cada compuesto en la union de la molécula espia al receptor
se sigue y se cuantifica por la disminucién de la sefial STD de la molécula espia. Y por
tanto su potencia inhibidora se calcula a partir de la ecuacion que define una constate de

disociacion aparente:

K'pL=Kbp,L (1 + [l]’]

1,1

Donde, K;; es la constante de inhibicion del inhibidor afiadido, Kp;, se refiere a la
constante de disociacion conocida (molécula espia), [I] y [L] son las concentraciones

del inhibidor afiadido y de la molécula espia respectivamente.

Las sefiales observadas de STD para el ligando L o molécula espia observada (STDy 1)
en presencia del otro compuesto o inhibidor I se relacionan con los valores de las

constantes de disociacion segun la siguiente ecuacion:
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STDL,max * [L]t

Koo v 0 4[2]

STD,, _ K,,
STDL (STDL,max * [L]t J
Ky, +lL]

e Modelizacion teorica de experimentos de STD por CORCEMA

Debido a que el método STD en RMN se basa sobre la transferencia de relajacion
transversal, métodos tedricos se han desarrollado para analizar esta tltima. Se ha
descrito el programa CORCEMA basado sobre estrategias que permiten obtener los
efectos cuantitativos del STD para un determinado modelo, considerando los procesos
de relajaciéon y las caracteristicas cinéticas del sistema estudiado [15]. Este
procedimiento considera la influencia del complejo y de la conformacion del ligando
sobre las velocidades de relajacion de los protones del ligando, y luego, a sus
correspondientes efectos de STD. El método CORCEMA también es 1util en la
determinacion de las condiciones experimentales Optimas para la realizacion de las
mediciones de STD-RMN en un complejo determinado mediante simulaciones por
ordenador. También permite el refinamiento estructural de ligandos unidos a receptores
determinados por modelado y cristalografia de rayos-x [14, 16]. Para la construccion de
una matriz de relajacion precisa, el protocolo CORCEMA requiere una estructura de

alta resolucion de la proteina.

El protocolo CORCEMA, fue empleado en el para la validacion de los modelos 3D de
complejos obtenidos a partir de los procedimientos de acoplamiento por AutoDock
(figura 2.6). Este método permite la prediccion de los efectos del STD para un conjunto
de 100 complejos carbohidrato-proteina, una vez conocidos la constante de unién y los
tiempos de correlacion en estado libre y enlazado. Otros parametros, tal como el tiempo
de saturacion, la concentracion de ligando y de proteina, los protones metilicos en el
ligando y en la proteina, asi como el campo magnético, se registran como datos de
entrada para el calculo en el programa. Las intensidades tedricas de STD se comparan
cuantitativamente a los obtenidos experimentalmente por RMN, por la funcién de

calificacion denominado NOE R-factor, tal como se aplica en el programa. Luego, se
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conservan o rechazan las estructuras en funcion del NOE R-factor, para obtener el mejor

ajuste entre los valores experimentales de STD-RMN vy los valores predichos por el

programa.
Las 100 estructuras Nuevas coordinadas (.pdb)
resultantes del docking % Se meten los ligandos en
molecular por Autodock un radio de 8A alrededor
o/y Estructuras Cristalinas del sitio de unién
CORCEMA Datos de entrada:
1. Leer las coordinadas (.pdb), la oo deidisgl
relajacién, los datos cinéticos etc. . ,'po 0 ve"te,
2. Calcular las matrices R y K _ Tiempo de saturaciin
3. Leer los detalles de saturacion :Tlemp? d’e.:orfelaaén
4. Crearla matiz Q Datos cme‘t!c’us. kon, koft, Kd,
5. Extraer la matriz Reducida R °Concentral:l.e‘n de p.rotema
6. Extraer la matriz reducida K : Concentracm: t_]e ligando
7. Dinamica de la matriz (D=R+K) *Campd maghéticoetr.

E——)) [ NOE FactorR

Para cada modelo se /\I
obtienen los efectos

Se comparan los ol =% i
resultados con los datos o
experimentales de STD

cuantitativos del STD

Figura 2.6 Esquema del protocolo para el calculo tedrico de las intensidades de STD y su comparacion
con los datos experimentales mediante el programa CORCEMA.

2.2.4.2 Métodos basados en la observacion del receptor

Los pardmetros espectroscopicos del receptor (proteina) se afectan al producirse la
asociacion con el ligando (carbohidrato), como por ejemplo, los desplazamientos

quimicos, constantes escalares y de difusion, velocidades de relajacion, NOE, etc.

En esta tesis, se ha seguido la estrategia de observacion de las perturbaciones de
desplazamiento quimico de las sefales del receptor mediante experimentos de titulacion
de los ligandos sobre una concentracion fija del receptor con objeto de cuantificar la

constante de afinidad.
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Método por perturbaciones de desplazamientos quimicos del receptor

Las titulaciones con ligandos se llevaron a cabo utilizando dos experimentos de RMN;
espectros monodimencional y homonucleares simples 1D 'H-RMN y otros espectros 2D

de correlacion cuéntica simple heteronucleares (HSQC) "*N-"H-HSQC.

e Titulaciones mediantes espectros 'H RMN monodimensionales

Se calcularon los desplazamientos quimicos en ppm de los residuos sobre el agregado

de cantidades de crecientes de los ligandos utilizados

e Titulaciones mediante espectros 15SN-HSQC

Las titulaciones con ligandos se llevaron a cabo en experimentos separados, utilizando

un espectro de correlacion cudntica simple heteronuclear (HSQC).

Se utilizaron diferentes razones molares de proteina-ligandos, para seguir las
variaciones de desplazamiento quimico de las resonancias de los residuos perturbados

por la interaccion con el ligando.

2.3 TECNICAS DE MODELIZACION MOLECULAR

2.3.1 Estudio de acoplamiento o "docking" con AutoDock

Los célculos de modelizacion molecular se realizaron con el programa AutoDock [22-
23]. La preparacion de los archivos de entrada y el analisis de los resultados se llevo a

cabo con la interfase grafica del programa, AutoDock Tools (ADT, operativa en
Windows 2000, 98 y Linux).

Inicialmente, es necesario disponer de las coordenadas de la macromolécula (VAA) y
del ligando. En este trabajo, se emplearon las coordenadas de la estructura obtenida por
cristalografia (codigo pdb 1PUM). Los ligandos se dibujaron en el programa Chemdrow

y se guardaron bajo la extension .pdb

El primer paso en la preparacion de los archivos de entrada de AutoDock 3.0 consiste en
la adicion de los hidrogenos (solo los polares para la proteina), las cargas y los
parametros de solvatacion, al ligando y a la macromolécula. Las cargas de la proteina se

adicionaron con ADT, el programa detecta sin problemas que la macromolécula es una
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proteina y afiade las cargas de Kollman (a partir de una libreria de cargas de

aminoacidos que tiene ADT).

Los archivos de coordenadas del ligando y de la macromolécula, asi preparados, deben
guardarse con las extensiones pdbqt. El archivo pdbqt, también lleva informacion acerca
de las torsiones del ligando que van a poder girar libremente durante el célculo, las

torsiones de la proteina se mantienen fijas.

Los archivos (.pdbqt) se van a emplear en primer lugar para calcular un mapa de energia
potencial y electrostatica para cada tipo de atomo del ligando (grid map). Los mapas
describen una caja tridimensional, centrada en algiin punto de interés del receptor, que
estd formada por una red de puntos separados una distancia constante (espaciado de la
red, grid spacing) (Figura 2.7). La magnitud del espaciado de la red varia entre 0.2 y 1
A. Cada punto de la caja contiene la informacion de la energia resultante de la
interaccion de un atomo del ligando, situado en esa posicion, con todos los atomos del
receptor. En el ajuste, la posicion de la proteina se mantiene fija, mientras que el ligando

se va moviendo.

Espaciado de lared A Receptor
i : Ligando

Punto de la red
By,

n:+ 1 Caja tridimensional,
centrada en el punto
de interés del receptor,
— limitando el espacio
donde se movera el
ligando durante el
docking

Atomo en
prueba

Figura 2.7 Imagen representativa de la caja 3D donde se realiza el proceso del Docking usando el
programa Autodock. Imagen extraida y modificada del manual de Autodock [22-23].
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Los mapas de la energia se calculan con el programa AutoGrid (operativo en SGI o
Linux) incorporado en el paquete informatico AutoDock 3.0. AutoGrid requiere un
archivo (con extension gpf generado con ADT) que especifica los parametros del
calculo: tamafio de la caja, localizacion del centro, espaciado de la red y constante
dieléctrica. En este trabajo conocemos los sitios de interaccion de la proteina ya que esta

previamente descritos en la estructura cristalina depositada en proteina data bank.

Los mapas de energia calculados junto con los archivos .pdbqt constituyen los archivos
de entrada de AutoDock 3.0 (operativo en SGI o Linux). Al igual que con AutoGrid es
necesario generar un archivo (con ADT) que lleve la informacion de las condiciones del
calculo, en este caso tiene extension (.dpf). Método de ajuste que vamos a utilizar estd
basado en los Algoritmos Genéticos Lamarkianos (AGL). El método AGL permite
analizar variaciones de la posicion, orientacion y conformaciéon del ligando en la
busqueda de posibles sitios de union a la proteina. Los parametros utilizados se
denominan "variables de estado" y, por analogia con la terminologia genética, se han
denominado genotipo del ligando. Las coordenadas que resultan del ajuste (docking) del
ligando en el sitio de union de la proteina y sus energias intramoleculares
correspondientes serian el analogo del fenotipo. Cada ciclo de ajuste tiene una etapa de
cruzamiento, una de mutacion, una minimizacion energética y una etapa de seleccion.
Inicialmente, el programa genera, de manera aleatoria, una poblacion de estructuras del
ligando en la que el numero de individuos es elegido por el usuario. A continuacion se
produce el cruzamiento al azar de parejas de individuos, intercambiando dos de sus
variables de estado. Las nuevas estructuras generadas reemplazan a las originales, de
modo que el nimero total de individuos se mantiene constante. Posteriormente, se
generan, de nuevo de modo aleatorio, mutaciones en las variables de estado y se realiza
una minimizacion energética local. Las estructuras optimizadas reemplazan a las
originales y, de este modo, las mejoras conseguidas con la minimizacién (que en este
caso reflejan la adaptacion del fenotipo al entorno, en términos evolutivos) se
transmiten a las nuevas generaciones de individuos. Por ello, se denominan algoritmos
lamarkianos. Las mejores estructuras asi obtenidas se seleccionan para pasar al siguiente
ciclo de ajuste. Mediante la concatenacion de varios de estos ciclos (cruzamiento-
mutacién-minimizacion-seleccion) se genera una estructura que constituye un posible
modo de unién en las condiciones del célculo. El nimero de ciclos empleados para

generar cada estructura se puede variar, cambiando el niimero de evaluaciones
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energéticas. El proceso global se repite varias veces para generar distintos modos de
union. Las soluciones se agrupan de acuerdo con la desviacion cuadratica media
(RMSD) de unas con respecto a las otras. En los céalculos realizados en este trabajo, el
tamafio de la poblacién de estructuras generada es de 100 individuos y el nimero
maximo de evaluaciones energéticas para los ciclos de cruzamiento-mutacion-
minimizacion-seleccion es de 3x10°. El proceso global se repite 100 veces, generando
100 posibles modos de union. Las coordenadas de las estructuras del ligando generadas

vienen dadas en un archivo (.dlg) que se puede visualizar con ADT.
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Capitulo 3:

Modelos de interacciones de proteinas
con carbohidratos derivados de
N-acetilglucosamina

Los ultimos progresos en glicobiologia siguen revelando el papel esencial que juegan
los oligosacaridos de la superficie celular en diversos procesos de reconocimiento
bioldgico, incluyendo el reconocimiento intercelular, la adhesion, simbiosis, el
crecimiento celular y la diferenciacion [1-3]. El factor clave en estas funciones
biolégicas es el poder de reconocimiento molecular de una proteina hacia un
carbohidrato. Las lectinas, como se ha descrito en el capitulo de introduccion, son

capaces de reconocer sacaridos especificos en la célula. Como resultado aparecen en
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una gran variedad de bioactividades. Desde el punto de vista del carbohidrato, existen
multitudes de formas de presentacion de las cadenas sacaridicas, desde glicoconjugados
sencillos con una o unas pocas unidades sacaridicas unidas a proteinas y lipidos,
glicdsidos o simples oligosacaridos, hasta estructuras poliméricas complejas que forman
parte de las paredes celulares. En este Gltimo caso es interesante mencionar las paredes
bacterianas, basadas en una estructura de peptidoglicano que consiste en multiples
cadenas oligosacaridicas compuestas por varias unidades del disacarido de repeticion
GlcNAc-MurNAc (Figura 3.1 b), que se entrecruzan mediante fragmentos peptidicos
elongados desde los restos de acido muramico. Otros ejemplos son las paredes de
hongos y los exoesqueletos de insectos y crustaceos que tienen una estructura basada en
la quitina, un polisacarido natural formado por moléculas de GIcNAc unidas entre si

mediante enlaces glicosidicos p-1,4 (Figura 3.1 a).

HO
a) b:l ; 1.0 s :l 0 CH
e 5 -~ f
Quitina r(ngj—oﬁoﬁwo Loo
- gD f %\L,
— ] Peptidoglicano NHAc O NHAc  HO puac O L °
¥ maduro - o
OH o IT-AIH L-Ala
- NH DI-G:U D-Glu
.OHO OHO bl L-Lis L-Lis
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WH E)-.'\h D-Ala D Ala D-Ala
O=< OH Lps” AN E"ng D-Ala
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firiac N NHAC

Figura 3.1 a) Representacion de la unidad constituyente de la cadena de quitina. b) Estructura de un
fragmento del peptidoglicano de la pared bacteriana tipo L-Lis.

Los organismos que interaccionan con bacterias y hongos han desarrollado un amplio
panel de proteinas dirigidas al reconocimiento de estructuras relacionadas con las
paredes de estos microbios. Sus funcionalidades son muy diversas y incluyen la defensa
frente a patdgenos (ejemplo de la WGA o la heveina en plantas, que reconocen quitina y
quitooligosacaridos) [4-6]. También permiten reconocer microorganismos parecidos
como ocurre entre bacterias que usan proteinas que contienen los dominios LysM [7] o
dominios PASTA [8] que reconocen el propio peptidoglicano y el de las bacterias
vecinas como modo de control del estado de crecimiento y densidad de la poblacion

bacteriana. También median el reconocimiento de otros microorganismos beneficiosos o
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simbiontes, donde volvemos a encontrar otra vez como ejemplo, a los mencionados
dominios LysM, que también desempefian el papel de receptor de factores de
nodulacion en plantas que reconocen lipoquitooligosacaridos liberados por bacterias

simbiontes [3, 9].

1 DOMINIO HEVEINA
1.1 INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Las plantas sintetizan una amplia gama de proteinas capaces de unirse reversiblemente a
matrices compuestas por quitina y otros oligosacaridos estructuralmente relacionados a
los lipoquitooligosacaridos. Los dominios heveina contienen un motivo estructural
comun de 30-43 aminoéacidos con varias cisteinas y glicinas en posiciones altamente
conservadas (Figura 3.3). Este motivo se reconoce como un dominio de unién a quitina
con capacidad de mantener uniones reversibles. Aunque el término “proteinas de union
a quitina” indica la familia de proteinas que contienen uno o mas dominios de unién a
quitina. No obstante, la especificidad de uniéon de estas proteinas no se limita a la
quitina, sino que puede extenderse a otros glicoconjugados complejos que contienen

GlcNAc, NeuNAc o el peptidoglicano.

Los dominios de heveina estan presentes en varias lectinas de manera aislada, como en
la propia heveina y en su variante natural, la pseudoheveina. También se encuentran
aislados en péptidos antimicrobianos (Ejemplo del péptido antimicrobiano Ac-AMP de
Amaranthus caudatus), pero también se pueden encontrar en forma de repeticiones
multiples como en la WGA, con 4 repeticiones de un dominio heveina (Figura 3.2), o la
urtica dioica agglutinin (UDA) con dos repeticiones. Este motivo de unién a quitina
también se puede encontrar formando parte de proteinas con otras funcionalidades como

las enzimas quitinasas de la clase I [10].

El dominio de heveina se ha convertido en una poderosa herramienta en varios campos
de la investigacion bioldgica y sus propiedades de lectina se han estudiado
extensivamente en el campo de glicobiologia [11]. Su actividad como proteina de
defensa de plantas ha sido el enfoque de interés en biologia vegetal [9][12]. Sus posibles

aplicaciones en biotecnologia se han enfocado a incrementar la resistencia hacia los
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hongos, transformando las plantas con genes que codifican el dominio heveina [13-14]

y en biomedicina como un agente antimicrobiano [15].

La proteina de union a quitina con multiples dominios heveina mejor caracterizada es la
WGA presente en las semillas del trigo que reconoce oligosacaridos derivados de
GlcNAc y residuos de NeuNAc en el extremo no reductor. Se han descrito sus
propiedades antimicrobianas, ya que es capaz de inhibir el crecimiento de hongos a
través de la interaccion con los componentes de sus paredes celulares [5, 16-18]. Por
otro lado, también es capaz de aglutinar células transformadas in vitro [19]. La WGA
forma un homodimero de 36 kDa estable con un doble eje de simetria [20-22]. Cada
cadena polipeptidica se presenta por cuatro dominios de heveina de 43 (A-D) en
posiciones altamente conservadas y organizadas alrededor de un nucleo de cuatro
enlaces disulfuro (Figura 3.2). Mediante cristalografia de rayos X y RMN se han
caracterizado los sitios de uniéon a carbohidratos de complejos con la sialillactosa
(NeuSAc-a(2,3)-Gal-B(1,4)-Glc) [23] y sialoglicopéptidos [24] y otros disacaridos
relacionados con la N-Acetilglucosamina, N,N'-diacetil quitobiosa (GlcNAc-(1,4)-
GlcNAc) [21, 25], GIcNAc-B(1,6)-Gal y GIcNAc-B(1,6)-Gal-B(1,4)-Glc [26].
Recientemente, mediante el uso de ligandos divalentes ha sido posible demostrar la
funcionalidad simultanea de los ocho sitios de union del dimero de WGA (cuatro sitios
en cada mondmero debido al eje de simetria doble) [27]. Desde el punto de vista del
carbohidrato, en nuestro grupo de trabajo, se ha demostrado que las cadenas N-
glicanicas de glicoproteinas pueden ser reconocidas por los dominios heveina, no solo
por su extremo no reductor, sino también por las N-acetilglucosaminas del “core” de las

cadenas de N-glicano [28].

Figura 3.2 Imagen estructural del heterodimero de la proteina WGA en complejo con GleNAc (codigo
PDB; 2UVO).
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Los anteriores estudios cristalograficos juntos con estudios estructurales por RMN de
diversos dominios heveina en complejos con oligosacaridos de quitina han permitido
determinar que, en estos dominios, los residuos aromaticos en las posiciones relativas
(numeracion segun la secuencia de la heveina) 21, 23 y 30 se conservan en todos los
dominios heveina (Figura 3.3) y juegan un papel clave en la uniéon con los
carbohidratos. De hecho, permiten la estabilizacion del complejo a través de
apilamientos carbohidrato-aromatico, interacciones de van der Waals y enlaces de
hidrégeno, como se muestra en la figura 3.4 [11]. El grupo hidroxilo de la serina 19
forma un enlace de hidrogeno con el carbonilo del grupo acetamido de una unidad de
GlcNAc, y al mismo tiempo, el grupo metilo de este acetamido interactia con el anillos
aromatico de la cadena lateral del residuo 30. También existe un enlace de hidrogeno
entre el grupo hidroxilo de la Tyr 30 de la heveina con el OH-3 de la misma unidad de

azucar mencionada anteriormente.

10 20 30 40
Heveina 18:--EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD 60
t — | ] L ]
Pseudoheveina 1:--EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ YGWCGSSDDY CSPSKENCQSN CEG43

WGA-B Isolectinal 69:--KRCGSQAGGA TCTNNQCCSQ YGYCGFGAEY CGAGCQGGPC RA-111
UDA-A 24:--QRCGSQGGGGE TCPQLWCCSI WGWCGDSEPY CGRTCENKCW S-- 64

Figura 3.3 Alineacion de las secuencias de amino acidos de la Heveina, Pseudoheveina, WG A dominio B
y UDA dominio A. En negrita se indican los a.a que participan en el sitio de union.

I ~.71

Figura 3.4 Interacciones proteina-carbohidrato que regulan el reconocimiento de la quitobiosa por la
Heveina, tal como se determina por RMN. Las lineas discontinuas representan enlaces de hidrogeno que
se establecen entre el azicar y los residuos polares de la proteina (S19 y Y30). Las lineas continuas
indican las interacciones CH-m.



Capitulo 3: Interacciones con carbohidratos derivados de GIcNAc

Estudios previos [11, 18, 29-30] propusieron un sitio de unién extendido en el dominio
heveina, capaz de alojar varias unidades de GIcNAc, permitiendo dos modos de union

para el triacetil quitotriosa (GIcNAc);s.

Hay un primer modo de union en el que se coloca el residuo GIcNAc terminal no
reductor en el llamado subsitio +1, interaccionando con el Tyr 23 (CH-x), con la Ser 19
(enlace de hidrogeno) y con la Tyr 30 (CH3;-CH-n y enlace de hidrogeno). El residuo
intermedio se encuentra en el subsitio +2, interaccionando con el Tyr 21 (CH-n),
mientras que el residuo GlcNAc reducido proporciona muy pocos contactos con la

lectina, en el subsitio +3 (Figura 3.5-a) [11].

En la segunda orientacion, el residuo del extremo reductor se coloca en el subsitio +2,
interaccionando con el Tyr 21, el residuo intermedio se coloca en el subsitio +1,
interaccionando con el Tyr 23 (CH-m), Ser. 19 (enlace de hidrogeno) y con la Tyr 30
(CH-m y enlaces de hidrégeno), mientras que el extremo terminal no reductor muestra

algunos contactos con la lectina en el llamado subsitio -1 (Figura 3.5-b) [5, 29].

a)

S19

Figura 3.5 Representacion estereoscOpica de los dos modos de union de la quitotriosa en el dominio B
de la WGA descritos por Espinosa y col. [30] y determinados por RMN. El ligando se presenta en color
verde numerandose los residuos desde el extremo reductor mientras que los anillos aromaticos de la
proteina que participan en la interaccion se presentan en color rojo numerandose tres subsitios de union
como -1, +1, +2.
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Debido al hecho de que la quitina es el componente principal en la pared celular de los
hongos y los exoesqueletos de los invertebrados, la funcion de defensa de las plantas y
de las actividades antifingicas de este tipo de péptidos se ha asociado con su caracter
lectina como ligando de quitina [31]. Sin embargo, la descripcién de las actividades
antimicrobianas frente a otros microorganismos que no contienen quitina obliga a
encontrar y caracterizar otros mecanismos de accion [31-32]. De hecho, en algunos
casos, la actividad antimicrobiana se ha asociado al caracter policationico de algunos de
estos péptidos [33]. Curiosamente, aunque el componente polisacarido del
peptidoglicano bacteriano estd muy relacionado con la quitina, hay escasos estudios que
muestran la interaccion directa entre oligosacaridos derivados de peptidoglicanos y
proteinas con dominio heveina [6, 34] y no se han descrito datos de tipo estructural.
Algunos ejemplos poco concluyentes han postulado una posible interaccion. Por
ejemplo, Lotan y col. [6] dedujeron que oligosacaridos complejos (di, tetra), derivados
del peptidoglicano eran capaces de inhibir la hemaglutinaciéon. Otros autores, como
Ayouba y col. [4] mostraron otras evidencias de interaccion en el caso de la aglutinina

con dos dominios heveina extraida de la ortiga ("Urtica Dioica Agglutinin", UDA)

A pesar de esta escasez de informacion, hay que decir que la WGA se comercializa
como un reactivo para histoquimica con aplicacion para tefiir bacterias gram-positivas
(por ejemplo reactivo Alexa Fluor® 488 conjugate of WGA en MolecularProbes [35]),

ya que muestra capacidad de reconocimiento del peptidoglicano bacteriano.

1.2 RESULTADOS Y DISCUSION

El trabajo llevado en este apartado se ha centrado en el estudio estructural de la
interaccion de dominios de heveina con posibles ligandos relacionados con el
peptidoglicano de las paredes bacterianas. El objetivo especifico ha sido caracterizar,
mediante técnicas de STD RMN desde el punto de vista del ligando, la interaccion de
fragmentos de peptidoglicano con dominios de heveina, e identificar la posible

participacion de la parte peptidica del peptidoglicano en la interaccion.

Para tal fin, se eligi6 el GMDP (Glucosaminil-Muramil-DiPéptido, N-Acetil
Glucosamina-N-Acetil muramico-L-Alanina-D-isoGlutamina, mostrado en la figura
3.6) como modelo de la unidad minima disacaridica repetitiva de la estructura del

peptidoglicano y la WGA como modelo de proteina con domino heveina.
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Figura 3.6 Estructura de la quitotriosa y del GMDP (N-Acetilglucosamina N-Acetilmuramico L-Alanina
D-Isoglutamina) ambos con el extremo reductor libre sobre el acido muramico.

1.2.1 Estudio de interaccion de la N,N’,N""triacetilquitotriosa con la WGA

En primer lugar, se estudio la interaccion de WGA con quitotriosa, ligando conocido de
lectinas con domino heveina en general [11] y de la WGA en particular [21], como
control positivo de la aproximacion experimental basada en experimentos de STD. Para

ello se prepar6 una solucion stock de quitotriosa 15 mM en agua deuterada.

La quitotriosa, con el extremo reductor libre, estd presente en solucion acuosa en

equilibrio entre ambos anémeros o y B, en proporcion 60:40 a favor del anémero o.

Se adquirieron los correspondientes espectros de referencia de una muestra de
quitotriosa libre (2mM) para comprobar la no existencia de sefiales de STD
inespecificas en ausencia de proteina. Los espectros se registraron a dos frecuencias de
saturacion: 100 ppm (frecuencia off- resonance) y 7 ppm (frecuencia on-resonance en la
zona aromatica donde el ligando no presenta ningin protén no intercambiable). Se

prepar6 otra muestra de quitotriosa (1mM) en presencia de WGA (en relacion molar
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100:1) y se registraron los correspondientes espectros off-resonance y on-resonance con

las mismas frecuencias de irradiacion (Figura 3.7).

Off-Resonance
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Figura 3.7 "H RMN (500MHz a 25°C pH=6 en D,0) de los experimentos STD para la interaccién de la
proteina WGA con la quitotriosa.

Analizando los resultados desde el punto de vista del ligando, se observaron cambios en
las intensidades de las sefiales de los metilos cuando se irradiaban los protones de la
proteina que tienen un desplazamiento quimico en la zona aromatica (cadena laterales
de los residuos aromaticos). La tabla 3.1 se muestran los valores de STD obtenidos para
cada proton, principalmente en la zona de desplazamiento quimico de alrededor de 2
ppm, correspondiente a los metilos del triacetilquitotriosa (Figura 3.7).

Tabla 3.1 Desplazamientos quimicos de los diferentes protones de la N,N’,N’’-Tri-acetilquitotriosa en un

espectro 1H de RMN a 25°C en S00MHz junto con sus valores correspondientes de STD en presencia de
la WGA.

Proton (residuo) Desplazamiento Intensidad Porcentaje
Quimico de STD Normalizado
HI1(2) ,H1(3) 4.52 ppm 5.8 60%
H2a, H2(2), H2(3), H3a, H5a,, H6 3.75-3.88 ppm 4.5 46%
H2pB, H3p3, H3(2),H6 3.75-3.65 ppm 8.6 89%
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H3(3),Hdo, H4P, H4(2), H5B, H5(2) | 3.55-3.65 ppm 5 52%
H4(3), H5(3) 3.55-3.35 ppm 7 72%
CH;(2), CH;(3) 1.99-2.02ppm | 5.7-9.7 | 59%-100%
CH3(1) ay B 1.95-1.99 ppm 1 10%

En base a los espectros ROESY y TOCSY del ligando disuelto en agua (con 10% D,O)
adquiridos a 600MHz (Figura 3.8), fue posible diferenciar, gracias a las correlaciones
con los HN de los grupos acetamido, las sefiales correspondientes a los metilos de
dichos grupos de los residuos 2 y 3 (1,89-1,92 ppm) de las sefiales correspondientes al
residuo del extremo reductor (tanto del anémero alfa como beta que solapaban a 1,875
ppm). Sin embargo, no fue posible diferenciar inequivocamente las sefiales de los
metilos de los residuos 2 y 3 a pesar de que se diferenciaban ligeramente en el espectro

monodimensional (Figura 3.7).

. P i =, "'.!': —_’: .’_‘_\ - ! i
. laylp
Me2 Me
Me3d
(1] s (3] (1] (1 1] s i F2 ]

Espectro 2D Roesy del quitotriosa

Figura 3.8 Superposicion del espectro '"H RMN de una muestra de quitotriosa en H,0/10% D,0 con su
correspondiente espectro Roesy registrados a 25°C en un campo de 600MHz. En negro se muestran los
picos de correlacion ROESY HN-CH3 y en rojo los picos diagonales correspondientes a los grupos
metilo.

A partir de los resultados de transferencia de saturacion de la WGA a los protones de la
quitotriosa se pueden proponer las zonas del ligando que estan mas cerca de de la
proteina (epitopo) [36]. Los grados de saturacion se calculan mediante la resta de las
intensidades de las sefiales en el espectro de on-resonance del espectro de referencia off-
resonance (espectro diferencia, STD). Cada sefial del espectro de diferencia se compara

con el espectro de referencia off-resonance y se normaliza, dando el 100% a la sefal que
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recibe la méaxima saturacion. En la figura 3.9 se representan en forma de mapa

cualitativo los valores normalizados de la saturacion transferida.

Isomero B Quitotriosa 40%

O 70% > x > 50%

O ~ 70% Isomero o Quitotriosa 60%

€)) ) (1)

co 60%

500, @ 100% @Q
° 59%

Figura 3.9 Representacion del grado relativo de saturaciéon de cada proton de la estructura de la
quitotriosa, abajo andmero f3, arriba anomero o. El color rojo indica un porcentaje superior o igual al
70%, mientras que el rojo transparente indica un porcentaje entre el 50 y el 70% y el amarillo un
porcentaje por debajo del 50%.

El analisis de los epitopos obtenidos de los experimentos de STD de la quitotriosa en
presencia de la WGA muestra que la mayoria de los protones de los residuos de
GIcNAc 3 y 2 del extremo no reductor de la quitotriosa reciben una saturacion
significativamente superior al residuo de GIcNAc del extremo reductor. Este hecho se
observa inequivocamente en los grupos metilo de los residuos 2 y 3 (entre 6-10%),

respecto del metilo del residuo del extremo reductor 1 (1%). De hecho, a la vista de los
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dos modos de unién de la figura 3.5 se observa que en el modo A, el metilo del grupo
acetamido del residuo 3, situado sobre el subsitio +1, queda encajado dentro del sitio de
union, estableciendo interacciones de tipo CH-pi con el residuo aromatico en posicion
30. En el caso del modo B, es ahora el metilo del residuo 2 el que queda encajado frente
al anillo aromatico 30. Sin embargo, en ambos modos, el metilo del extremo reductor 1
queda alejado de la superficie de la proteina. Adicionalmente, también se observan
diferencias en la distribucion de las intensidades relativas de saturacion entre los
protones de los dos andmeros o y B. El trisacarido con configuracion o recibe
claramente menos saturacion en los protones H-2, H-3 y H-5 del anillo de piranosa que
el correspondiente trisacarido en configuracion f3. Este resultado sugiere que la
interaccion del residuo de la quitotriosa con la WGA puede ser distinta dependiendo de
la conformacion del anémero, siendo desfavorecida la configuracion a. Por lo general,
se habia supuesto que los dominios de heveina interaccionan preferentemente con el
extremo no reductor de los oligdmeros de la quitina [25, 37]. Sin embargo, resultados de
nuestro grupo indican que el reconocimiento de la quitina por heveina implica un sitio
de unién mas extendido en el que oligdmeros de mas de dos residuos pueden adoptar
distintos modos de unién por desplazamiento de las unidades de GlcNAc (Figura 3.5)
[5]. Estudios cristalograficos [20, 26-27] y de RMN [5, 11, 29, 38-41] han mostrado que
la unidad de GlcNAc del extremo reductor en la posiciéon +2 contribuye a la estabilidad
del complejo mediante una interaccion CH-pi entre el azlicar y el anillo aromatico en
posicion 21 (numeracion relativa a la heveina, figura 3.3). Esta interaccion se ve
favorecida en el caso de la conformacion anomérica beta, como se muestra en los
estudios de reconocimiento de oligosacaridos cortos (GIcNAc),.3, tanto libres o con la
posicion anomérica bloqueada [29, 40], lo que es esperable para el polisacarido de
quitina, que tiene todas sus uniones beta. Sin embargo, si el residuo de la posicion +2 se
presenta en configuracion alfa, el hidroxilo de la posicion anomérica apunta sobre el

anillo aromatico de la posicion 21 y ejerce un efecto desestabilizador en la interaccion.
1.2.2 Estudio de interaccién del WGA con el GMDP

A continuacion se realizaron los estudios de interaccion entre la WGA y el GMDP,
como modelo de peptidoglicano. Analogamente a lo que ocurria con la quitotriosa, el
GMDP tiene el residuo de 4cido murdmico con su extremo reductor libre y, por tanto,

esta presente en disolucion en forma de equilibrio anomérico a:3, en proporcion 60:40,
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en favor del andmero a. La asignacion de las sefiales de resonancia del GMDP se
realizd mediante una combinacion de experimentos TOCSY, NOESY y ROESY. En la
figura 3.10 se representan los espectros monodimensionales en ausencia y en presencia
de proteina, con las asignaciones de algunas seflales significativas. Los datos se recogen

en la tabla 3.2, con los valores de desplazamientos quimicos de '"H RMN, obtenidos a
600 MHz en un tampon deuterado de fosfato sédico, pH 6 a 298K. La comparacion de

los espectros de "H-RMN en ausencia y presencia de proteina (Figura 3.10 espectros A
y B respectivamente) puso en manifiesto el ensanchamiento de algunas sefiales del
espectro en presencia de la proteina. Este ensanchamiento es selectivo, especialmente
para las sefiales correspondientes al residuo de 4cido muramico en su forma f. Asi, por
ejemplo, la sefial de 4,6 ppm ,que corresponde al HI1 del resto de muramico f3
practicamente desaparece, mientras que la sefial del H1 del andomero o (sefial por
encima de 5 ppm) estd claramente definida. Este ensanchamiento de las sefiales en
presencia de la proteina es debido a la variacion de la velocidad de relajacion
transversal. El fenomeno se debe al cambio del tiempo de correlacion del ligando al
unirse a la proteina y también al proceso de intercambio quimico entre los dos estados,

asociado y libre [42].

El ensanchamiento observado indica que el GMDP es reconocido por la WGA, hecho
que se confirmd con el analisis de los experimentos de transferencia de saturacion, STD.
Como en el caso de los experimentos con la quitotriosa, los espectros STD se
obtuvieron por la diferencia de los espectros registrados a dos frecuencias de saturacion:
100 ppm (frecuencia off- resonance) y 7 ppm (frecuencia on-resonance) y confirmaron
inequivocamente, después de comparar las intensidades entre el espectro de referencia
(off-resonance) y el espectro de STD, el fenomeno de reconocimiento del ligando
GMDP por la parte de la WGA (Figura 3.10, espectros B y C respectivamente).
Adicionalmente y andlogamente a lo observado con el ensanchamiento de lineas, la
transferencia de saturacion fue selectiva para algunos protones del ligando. Este hecho
permitid definir el epitopo de union. Ademas, también se observo selectividad entre las
dos formas anoméricas en equilibrio, lo que posibilitdé determinar cudl de los dos

anomeros era seleccionado preferentemente por la WGA.
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Figura 3.10 A) Espectro 'H-RMN del GMDP en ausencia de proteina a 298K en D20 a pH 6 a 600
MHz. B) Espectro off resonance del experimento STD del GMDP (2 mM) en presencia de 0,2 mM WGA
(tiempo de saturacion = 2s; frecuencia off-resonance: 100 ppm; frecuencia on-resonance: 7 ppm) las
lineas discontinuas que conectan los espectros sin y con proteina indican picos ensanchados. C) Espectro
de diferencia de STD. * Impureza en la muestra (El espectro esta referenciado a la sefial de H,O a 4,7

ppm).
Los resultados de transferencia de saturacion se recogen en la tabla 3.2. La sefial del
metilo del resto de GIcNAc (que no se diferencia para las dos formas en equilibrio del

residuo de muramico) es la que recibe la maxima saturacion, con un valor de STD del
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22 %. Este resultado esta de acuerdo con lo observado para la quitotriosa. De hecho, es
esperable seglin lo descrito para el modo de unién de quitobiosa y quitotriosa a diversos
dominios heveina [29-30, 43], en los que el grupo acetamido de la GIcNAc esta en
estrecho contacto con residuos de la proteina (ver figura 3.4). El resto de los protones de
la parte del carbohidrato tienen valores de intensidades de STD entre 2 y 12 %, mientras
que los valores de saturacion correspondientes a los protones de la region peptidica no
alcanzan valores superiores al 4%, indicando que esta parte establece pocos contactos

con la proteina (tabla 3.2).

A partir de los resultados de la tabla 3.2 se puede distinguir, de manera clara, los
protones que estan en estrecho contacto con la proteina permitiendo dibujar el mapa del

epitopo de uniodn en el ligando (Figura 3.11).

Tabla 3.2 Desplazamiento quimico de los diferentes protones del GMDP a 298K en 600MHz junto con
sus valores correspondientes de STD en presencia de la WGA.
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Proton (residuo) Desgjizr?ugéi;:nto Intensidad de STD Ni?if;ﬁ;?go
CH3-Lac-Mf 1.388 11% 49%
CH3-Lac-Ma. 1.406 3.5% 15.8%
CH3-Alanina o/ 1.462 0.5% 2.3%
CH3-MB 1.956 6.7% 30.4%
CH3-Ma 1.973 1.1% 5.1%
HB3-Isoglutamina o/ 1.964 <1% -
CH3-GlcNAc o/p 2.064 22% 100%
HB2-Isoglutamina o/ 2.12 <1% -
HG2/3-Isoglutamina o/ 2.301 <1% -
H4/H5-Go/B 3.40-3.47 7.7% 34.9%
H5-M B 3.495 Ensanchamiento -
H3-G o/f 3.54-3.56 10.5% 47.6%
H3-M B 3.62 (18%) Ensanchamiento -
H2-M 3/ H3-M B 3.72 8.4% 38.1%
H2-G o/B 3.75 10.6% 48.1%
H6b-G o/ 3.76 —3.81 12.5% 56.71%
H2-Moa. / H4-Ma 3.82 2.2% 10.2%
H4-M B 3.85 Ensanchamiento/Solapamiento -
H6 a/b-M o/ 3.86-3.92 6% 27.2%
H6a-G o/p 3.79-3.96 4% 17.7%
Ha-Alanina-M 4.316 (4.29-4.35) < 4% Solapamiento -
Ha-Alanina-M o 4.33 (4.29-4.35) < 4% Solapamiento -
Ho-Isoglutamina M o/ 434-438 < 4% Solapamiento -
Ho-Lac M B 4.462 Ensanchamiento -
HI1-GB 4.54 (4.52-4.55) (13%) Solapamiento (58%)
HI-G a 4.554 (4.54-4.57) (8%) Solapamiento (36%)
Ho-Lac M a 4.57 (4.52-4.60) (6%) Solapamiento (25%)
HI-M B 4.655 Ensanchamiento -
HI-M a 5.247 2% 8.6%

Los valores se dan en ppm con referencia al metilo del TSP a 0 ppm. En el caso de las sefales

ensanchadas y/o solapadas los valores de saturacion son aproximados.
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Figura 3.11 Estructura del compuesto GMDP (N-Acetyl-b-D-glucosaminyl-N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamine) y los valores relativos de STD para cada

uno de los protones en presencia de WGA.
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A la vista la tabla 3.2 y la figura 3.11 queda claro que la unién al GMDP se establece
principalmente desde la porcion de la N-acetilglucosamina. De hecho, los protones del
grupo metilo de su resto acetamido son los que reciben la méxima saturacion en toda la
molécula del ligando. Por el lado, para el acido N-Acetilmuramico, los porcentajes de
saturacion obtenidos para los protones de cada una de las dos configuraciones
anoméricas o y 3, muestran que tanto la sefial del metilo del acido lactico como la sefal
de metilo del grupo acetamido del N-acetilmuramico alcanzan valores superiores de
saturacion cuando el ligando presenta la configuracion B (ver el zoom del espectro de la

figura 3.10).

Con objeto de obtener un modelo 3D de la estructura del complejo GMDP-WGA, se
realiz6 una superposicion del GMDP, tomado de la estructura cristalina de un complejo
de GlcNAc-MurNAc-L-Ala-D-Glu (el GMDP con é&cido glutamico en vez de
isoglutamina) con una transglicosilasa litica de E. coli (codigo pdb: 1d0k) [44], sobre las
coordenadas de la N-acetilglucosamina presente en el sitio de union del domino B del la

WGA de la estructura cristalina de un complejo de WGA con N-Acetilglucosamina
(codigo pdb: 2UVO) [27] (Figura 3.12).

Figura 3.12 "Docking" manual del B-GMDP (a partir de la estructura presente en PDB 1D0K) sobre el
domino B de la WGA (color azul) (PDB 2UVO). En verde, aminoacidos involucrados en la interaccion..
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Como se puede observar, el resto de GIcNAc del GMDP encaja en el sitio de union,
como es esperable para un dominio heveina. El residuo de Ser 62establece un enlace de
hidrégeno con el carbonilo del acetamido; el residuo Tyr 73 establece una interaccion
de van der Waals con el grupo metilo del mismo residuo. Este hecho esta en
concordancia con el epitopo descrito anteriormente, en el que este grupo metilo (CH3-
GlcNAc o/ tabla 3.2) recibe la maxima saturacion (22%). Analogamente, los residuos
aromaticos Tyr 66 y Tyr 64 establecen interacciones de apilamiento con las dos
unidades de GIcNAc y MurNAc consecutivas [45]. Este modelo justifica las
saturaciones observadas (> 7% en casi todos los protones de los anillos de piranosa) y
las perturbaciones de la forma de linea de los protones de ambos residuos. La parte
peptidica del ligando en este modelo queda esencialmente expuesta al disolvente, de
acuerdo con los bajos indices de saturacion observados para los residuos de alanina y
isoglutamina (< 4%, tabla 3.2). El grupo metilo del resto de acido lactico en la posicion
3 del acido muramico (CH3-Lac-Mp, tabla 3.2) apunta hacia la Tyr 64 y la superficie de

la proteina, justificandose su significativa saturacion (11%).

Alternativamente, al superponer el MurNAc sobre el GIcNAc presente en la estructura
cristalina (pdb: 2UVO) para situarlo en el sitio +1 (considerando el segundo modo de
union mostrado en la figura 3.5-B), el residuo GIcNAc del extremo no reductor del
GMDP quedo en la posicion -1). En esta disposicion, la parte peptidica de la posicion 3
del resto de MurNAc mostro severos choques estéricos con la proteina. Es decir, el
modelo estructural presentado en la figura 3.12, junto con los resultados del STD
permiten proponer que el extremo no reductor del ligando (GIcNAc) estd bien
acomodado en el sitio de union de la proteina (estableciendo una interaccion tipo CH-n
de apilamiento carbohidrato-aromatico sobre el anillo aromatico de la tirosina 66 y
posicionando el grupo acetamido cerca de la tirosina 73), mientras que el extremo
reductor proporciona contactos menores con la proteina. Cuando se cambia la
configuracion de la posicion anomérica de B a a del resto de murdmico sobre el modelo,
el hidroxilo del extremo reductor adopta una configuracion axial que apunta hacia la
Tyr 64. Esta interaccion es desfavorable para la union y estd en concordancia con los

datos experimentales, que indican una clara preferencia por el anomero f3.
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1.3 CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este capitulo, se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

La unioén del triacetilquitotriosa al WGA se establece principalmente a través
del extremo no reductor de la quitotriosa ya que la mayoria de los protones de
los residuos de GIcNAc 3 y 2 reciben una saturacion significativamente superior

al residuo de GlcNAc del extremo reductor.

La triacetilquitotriosa con configuracion o recibe claramente menos saturacion
en los protones H-2, H-3 y H-5 del anillo de piranosa reductor que el

correspondiente trisacarido en configuracion f.

La unioén de la WGA al GMDP, relacionado con el peptidoglicano se confirmé
inequivocamente, después de observar ensanchamientos selectivos en algunas
sefiales del ligando y por experimentos de STD después de comparar las
intensidades entre el espectro de referencia (off-resonance) y el espectro de

STD.

La unién al GMDP se establece principalmente desde la porcion de la GlcNAc
que se justifica porque su grupo acetamido recibe la maxima saturacion
observada y en el resto de los protones del anillo de piranosa, las saturaciones
son superiores a las correspondientes observadas en el resto del N-

acetilmuramico.

La union del GMDP a la WGA usando como modelo el dominio B (el segundo
dominio tipo heveina en la secuencia de la WGA) se establece segin el modo de
uniéon donde el anillo de GIcNAc se sitia sobre la Tyr 66, donde la parte
peptidica del GMDP queda esencialmente expuesta al disolvente, de acuerdo
con los bajos indices de saturacion observados para los residuos de alanina y
isoglutamina (< 4%). El grupo metilo del resto de acido lactico en la posicion 3
del 4cido muramico (CHj;-Lac-Mp, tabla 3.2) apunta hacia la Tyr 64 y la

superficie de la proteina, justificandose su significativa saturacion (11%).
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2 DOMINIO LYSM
2.1 INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

En la naturaleza, las plantas estdn constantemente expuestas a una amplia gama de
microorganismos presentes en su entorno. La interaccion con algunos puede ser
perjudicial, como en el caso del parasitismo u otros procesos infectivos [46], pero
también puede ser beneficiosa, como en el caso de la simbiosis. Con el fin de distinguir
entre microorganismos patégenos y beneficiosos, las plantas presentan en sus
membranas una serie de proteinas receptoras implicadas en el reconocimiento de
patrones de carbohidratos cominmente asociados con las superficies microbianas, tales
como, la quitina de hongos [47-51] y el peptidoglicano de bacterias [46, 52-53]. Entre
ellos se destacan los receptores quinasas tipo “Lysin Motive Receptor-Like Kinase”
(LysM-RLK). Estos receptores contienen los denominados dominios LysM de
aproximadamente 50 aa en la region extracelular [7, 9, 54-55] y un dominio intracelular
con actividad quinasa que media las etapas de reconocimiento e infeccion o
colonizacion/simbiosis [56-57]. Se encuentran distribuidos en viruses, bacterias,
hongos, plantas y animales que dependiendo de su localizacion, pueden estar implicados
en funciones liticas, inmunologicas, en la infeccion, en la morfogénesis y también en la

simbiosis bacteria-planta leguminosa[7, 47, 49, 51, 58-63].

Los dominios LysM fueron descritos originalmente en la lisozima del fago ®29 de
Bacillus [64-65], que degrada las paredes celulares bacterianas por hidrdlisis de los
enlaces glicosidicos entre MurNAc y GIcNAc del peptidoglicano [7, 66]. Més tarde se
identificaron en muchas enzimas bacterianas y fingicas implicadas en la degradacion de
la pared celular [7, 53-55] como las quitinasas, enzimas que descomponen los polimeros
de GlcNAc, [7], asi como en diversas hidrolasas, implicadas en la remodelacion del
peptidoglicano de la pared celular durante la division bacteriana [67-68]. Ademads, se ha
descrito la participacion del dominio LysM en otro tipo de funciones, como en la
morfogénesis asociada con el montaje y el desarrollo de la capa de endosporas [69] y en
el proceso de infeccion de plantas por Cladosporium. En este proceso esta involucrada
una proteina (Ecp6) que consigue bloquear la defensa inmune de plantas uniéndose a los
fragmentos de quitina y permitiendo al hongo infectar a la planta, sin ser detectado [70].
Por otro lado y con una estrategia opuesta, desde la perspectiva de las plantas, que a

través de sus correspondientes dominios LysM, inician el proceso de simbiosis en la
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raices con las bacterias beneficiosas mediante el reconocimiento de los factores de

nodulacion (moléculas relacionadas con la quitina) [9, 71-72] (Figura 3.13).
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Figura 3.13 Representacion esquematica del proceso de infeccion y desarrollo de un nédulo, haciendo
enfoque sobre la induccion de los genes Nod en las bacterias que, tras la percepcion de los flavonoides
derivados de la planta, permitiran a las bacterias la liberacion de los factores de nodulacion
(lipoquitooligosacaridos LCO”) reconocidos por los dominio LysM-RLK en la superficie de las células de
las raices de la planta.

Brevemente, la simbiosis comienza con un intercambio de sefiales moleculares
especificas entre la planta hospedadora y la bacteria [9, 71, 73-77]. La planta
leguminosa produce, a través de las células de la raiz, un coctel de moléculas formadas
por flavonoides capaces de atraer a las bacterias e inducir en ellas una serie de
regulaciones que les llevan a secretar los lipoquitooligosacaridos (LCO) que actuan
como factores de nodulaciéon (Nod Factor). Estos factores son reconocidos por los
receptores LysM-RLK expresados en la superficie de las células de las raices. Con esta
interaccion se disparan en la raiz de la planta los procesos que permiten primero la
infeccion o entrada de la bacteria simbionte [77-79], y posteriormente la formacion del

nodulo especializado en la fijacion del nitrégeno [80].
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En este sentido, el grupo de la Dra Cullimore del instituto INRA de Toulouse (Francia)
habia descrito varias proteinas del tipo LysM-RLK en el trébol Medicago truncatula
como posibles candidatas para actuar de receptoras de los lipoquitooligosacaridos
secretados por la bacteria rizobium como factores de nodulacion [9, 81]. Entre estas
proteinas cabe mencionar las derivadas de los genes NFP y LyK3 que, en ambos casos,
cuentan con tres dominios LysM consecutivos y conectados entre si por pequefios
segmentos peptidicos. Se ha propuesto que los residuos de cisteina presentes en cada

dominio LysM ayudan a mantener el correcto plegamiento.

Cuando se empez06 trabajar sobre el domino LysM en el desarrollo de esta Tesis, la base
de datos de proteinas (Protein Data Bank) solo contaba con la presencia de tres
estructuras 3D de este tipo de dominios. Dos eran de origen bacteriano, el segundo
dominio LysM de la proteina litica de membrana (MItD) de E. Coli, determinado
ediante RMN (codigo pdb: 1EOG) [55] y un dominio de la proteina ykuD de Bacillus
subtilis (c6digo pdb: 1Y7M) cristalizada a una resolucion de 2.0 A [82]. La tercera
estructura depositada pertenecia a una proteina hipotética humana SB145 (codigo pdb:
2DJP), también determinada por RMN. Todos estos pdbs, desde el punto de vista
estructural, coincidian a que el dominio LysM mostraba una estructura tipo Paaf, con

dos a-hélices empaquetadas en el mismo lado de la hoja B antiparalela [55].

En los ultimos afios se han sumado a la base de datos otras cuatro nuevas estructuras de
dominios LysM. Dos fueron obtenidas mediante RMN. En una de ellas, el dominio
LysM forma parte de la enzima GpX del bacteriéfago P2 y tiene una funcion general de
union a peptidoglicano de la membrana para facilitar la inyeccion del ADN (codigo
pdb: 2LTF) [83]. El otro dominio LysM forma parte de una proteina de la planta de
arroz que se expresa en respuesta a la infeccion por hongos (codigo pdb: 2LI9Y) [84].
Otras dos estructuras fueron determinadas mediante cristalografia. Una corresponde al
receptor de quitina AtCERK1 en Arabidopsis. Estd compuesto por 3 dominios LysM e
implicado en la induccién de la respuesta inmune (codigos pdb : 4EBY y 4EBZ, en este
caso en presencia de un tetrasacarido ligando) [62]. La otra corresponde a la proteina
Ecp6 del hongo Cladosporium mencionada arriba, que también contiene tres dominios
LysM (cédigos pdb 4B9H y 4B8V en este caso también en presencia de
quitooligosacaridos) [70] (Figura 3.14).
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Dada la importancia de este dominio, en el presente proyecto de investigacion nos
propusimos estudiar la interaccion carbohidrato-proteina en los procesos de
reconocimiento de los factores de nodulacién, y en los que se ha propuesto que
participan dominios LysM. En una primera etapa se eligio el dominio LysM de la
transglicosidasa litica de E. coli como un sistema modelo para el estudio de este tipo de
interacciones usando como ligandos estructuras poliméricas como la quitina, el
peptidoglicano crudo o fragmentos de estas estructuras como el GMDP y un
quitopentaoligosacarido, como modelos mas sencillos. En una siguiendo etapa, se
pretendia estudiar el dominio LysM de proteinas receptoras de factores de nodulacion
del sistema de simbiosis bacteriana en plantas. En particular, el segundo dominio LysM
presente en la parte extracelular de la proteina Lyk-3 que se habia propuesto como
receptor del tipo “LysM-RLK” de los factores de nodulacién de tipo LCO, en procesos

de simbiosis en Medicago truncatula [85].
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Estructuras en solucién determinadas
por RMN

1E0G (2000) 2DJP (2006) 2L9Y (2011) 2LTF (2013)

Estructuras Cristalinas determinadas por cristalografia
de rayos X

1Y7M (2006) 4EBY & 4EBZ (2012) 4B8V & 4BSH (2013)

LysM-2 BEBZ LysM-1 4B8V LysM-3 4B8V

Figura 3.14 Representacion de las estructuras conocidas de los dominios LysM determinadas tanto en
solucion por RMN (panel superior) como por cristalografia de rayos X (panel medio) con sus codigos pdb
correspondientes. En el panel inferior, se representan los dominios LysM cristalizados con ligandos
oligosacaridicos.
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2.2 RESULTADOS Y DISCUSION
2.2.1 Secuencias de dominios LysM

Segundo dominio LysM de la transglicosidasa litica de E.coli

Para estudiar el segundo dominio LysM de la transglicosidasa litica de E. coli
dispusimos de los plasmidos clonados con la secuencia entre los aminoacido 389 y 452
(GenBank numero de acceso AAC73316) que contienen introducidas dos cisteinas en
distintas posiciones relativas respecto a los extremos N- y C-terminal para estabilizar el
plegamiento [86]. Las secuencias codifican para los dominios LysM-CAM-1, LysM-
CAM-2 y LysM-CAM3 vy tienen un segmento adicional de 17 aminoécidos que incluye
polihistidinas de 6 residuos y un sitio de protedlisis sensible a trombina (L-V-P-R-G-S)
(tabla 3.3).

Tabla 3.3 Secuencias de los tres mutantes del segundo dominio LysM de la transglicosadasa litica de E.

coli.

Domini Mutaciones
MO y SUS Secuencia (descripcion de
mutantes cambios)

LysM-2 MItD Original

AQRLANNSDSITYRVRKGDSLSSIAKRH
GVNIKDVMRWNSDTANLQPGDKLTLF
VKNNNMPDS

Secuencia de referencia
LysM de 389452 MItD
Escherichia coli

MRGSHHHHHHGLVPRGSAQRLANNCD

Mutaciones S396C y N445C

LysM-CAM-1 SITYRVRKGDSLSSIAKRHGVNIKDVMR enposiciones -1 y 49
WNSDTANLQPGDKLTLEVKCNNMPDS relativas al dominio LysM.
MRGSHHHHHHGLVPRGSAQRLANCSD Mutaciones N395C y

LysM-CAM-2 SITYRVRKGDSLSSIAKRHGVNIKDVMR | A46C enposiciones -2y

50 relativas al dominio
WNSDTANLQPGDKLTLEVKNCNMPDS LysM.
MRGSHHHHHHGLVPRGSAQRLACNSD Mutaciones N394C y
LysM-CAM-3 SITYRVRKGDSLSSIAKRHGVNIKDVMR | V447C enposiciones 3 y

WNSDTANLQPGDKLTLFVKNNCMPDS

51 relativas al dominio
LysM.

En violeta secuencia de 48 aminoacidos del segundo dominio LysM-MItD. En azul extremos N- y C-
terminal contiguos al dominio LysM-MItD. En cursiva, posiciones sustituidas por cisteina. En rojo
posicion de la cisteina introducida y en negro, segmento adicional incluyendo polihistidina y secuencia
de corte por trombina.

Dominios LysM de la proteina RLK [.yk-3 de Medicago Truncatula

Basandonos en la estrategia descrita por Clarke y col. y en colaboracion con la Dra J.

Cullimore (INRA, Toulouse (Francia)) se disefiaron una serie de secuencias modificadas
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para el segundo dominio LysM de la proteina Lyk3 [85] (51 aa, G99-T149 de la
secuencia GenBank: AAQ73159) con objeto de conectar el N-terminal con el C-
terminal mediante un puente disulfuro estabilizante que permitiera realizar los estudios
en disolucion por RMN. Asi, se utilizaron las propias cisteinas existentes en la
secuencia de Lyk3 o se usaron modificaciones similares a las aplicadas en la
preparacion de las variantes CAM-1, -2 y -3. Con esta idea, en primer lugar, se
utilizaron los extremos de la secuencia del LysM-CAM-1 (tabla 3.3) en las posiciones
de las cisteinas introducidas para preparar la construccion Lyk-3-LysM-2-1, insertando

entre estos segmentos los 51 aa del dominio LysM.

Alternativamente, se incluyeron los propios extremos N- y C- de Lyk-3-LysM-2 (C90-
S157), manteniendo solamente una de las dos cisteinas presentes en cada extremo. Asi
se preparé la construccion Lyk-3-LysM-2-2. Seguidamente, se disefiaron otras 5
construcciones, manteniendo parte de las secuencias de los extremos N- y C- propias del
Lyk3, pero variando las posiciones relativas de las cisteinas respecto del aminoacido
inicial del dominio LysM. En estas ultimas construcciones, las cisteinas originales
presentes en Lyk3 se sustituyeron por alaninas. Los correspondientes plasmidos para

estas construcciones fueron realizados por el grupo de la Dra Julie Cullimore (tabla 3.4)

103
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Tabla 3.4 Secuencias de los siete construcciones mutantes del segundo dominio LysM de la proteina RLK
Lyk-3 de Medicago Truncatula.

Proteina Secuencia Mutaciones
(descripcion de cambios)
Secuencia de referencia
NVPFPCECIGGEFLGHVFEY TTKEGDDYD LysM-
Lyk3-LysM-2 3G Lyk3-LysM-2
o LIANTYYASLTTVELLKKFNSYDPNHIPVK N85-L165
Original AKINVTVICSCGNSQISKDYGL Dominio LysM 51 aa, G99-T149
GenBank: AAQ73159
Lyk3-LysM-2 G99-T149
MRGSHHHHHHGLVPRGSAQRLANNCGHYV | insertada entre las secuencias de
Lyk3-LysM-2-1 | FEYTTKEGDDYDLIANTY YASLTTVELLKK los extremos de CAM-1
FNSYDPNHIPVKAKINVTCNNMPDS C en posiciones relativas al
dominio LysM: -1y 52
MRGSHHHHHHGLVPRGSVTAECIGGEFLG Lyk3-LysM-2 C90-8157
Lyk3-LysM-2-2 | HVFEYTTKEGDDYDLIANTYYASLTTVELL |  Mmutaciones C(’OAz C_154A1
KKFNSYDPNHIPVKAKINVTVICSAGNS ¢ LA ativas a
ominio LysM: -7 y 54.
MRGSHHHHHHGLVPRGSIGGEFCGHVFEY Lyk3-LysM-2 193-8157
Lyk3-LysM-2-3 | TTKEGDDYDLIANTY YASLTTVELLKKFNS | mutacionesL98Cy C154A.
YDPNHIPVK AKINVTVICSAGNS Cden posiciones relativas al
ominio LysM: -1 y 54.
Lyk3-LysM-2 [93-S157
MRGSHHHHHHGLVPRGSIGGEFCGHVFEY | [ciones LOSC, T151C, C152A
Lyk3-LysM-2-4 | TTKEGDDYDLIANTY YASLTTVELLKKFNS CI54A
YDPNHIPVKAKINVTVCASAGNS C en posiciones relativas al
dominio LysM: -1 y 53.
Lyk3-LysM-2 [93-S157
MRGSHHHHHHGLVPRGSIGGEFCGHVFEY mutaciones LISC, V150C,
Lyk3-LysM-2-5 | TTKEGDDYDLIANTY YASLTTVELLKKFNS CI52A C154A
YDPNHIPVKAKINVTCIASAGNS C en posiciones relativas al
dominio LysM: -1 y 52.
Lyk3-LysM-2 [93-S157
MRGSHHHHHHGLVPRGSIGGECLGHVFEY | [uaciones FO7C, T151C, C152A
Lyk3-LysM-2-6 | TTKEGDDYDLIANTY YASLTTVELLKKFNS Cl54A
YDPNHIPVKAKINVTVCASAGNS C en posiciones relativas al
dominio LysM: -2 y 53.
MRGSHHHHHHGLVPRGSIGGCFLGHVFEY Lyk3-LysM-2193-8157
Lyk3-LysM-2-7 | TTKEGDDYDLIANTY YASLTTVELLKKFNS | ~ mutaciones E96C, CIS4A
YDPNHIPVK AKINVTVICSAGNS Cden posiciones relativas al
ominio LysM: -3 y 54.

En marron secuencia del dominio LysM-2-Lyk-3 (51 aa). En rojo sustitucion de un aminoacido por
cisteina. En azul secuencias de los extremos de LysM-MItD. En verde secuencia original de los
segmentos contiguos al dominio LysM-2-Lyk3. Resaltado en amarillo substitucion de cisteinas
originales por alanina y en negro, segmento adicional incluyendo polihistidina y secuencia de corte por
trombina.
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2.2.2 Expresion & purificacién de dominios LysM

2.2.2.1 Construcciones derivadas de MItD de E. coli (CAM-1-3)

Inicialmente, las construcciones LysM-CAM-1, 2 y 3 de la tabla 3.3 cedidas por la Dra
Clarke se clonaron en células BL21 de E. Coli. Desgraciadamente, la expresion de las
proteinas en esta cepa resultd ser muy poco eficiente. Alternativamente, se usaron
células C41 (DE3) derivadas de cepas de E. coli BL21 DE3, recomendadas para el
estudio de proteinas toéxicas de membrana [87].

Las células C41 (DE3) se transformaron con los correspondientes plasmidos
recombinantes pRSETA, que contenian las construcciones LysM-CAM-1, 2 y 3 (Figura
3.15) (tabla 3.3) y se determinaron empiricamente las condiciones optimas de expresion
en medio TYx2, variando las condiciones de induccidén y analizando los extractos
crudos en geles de SDS-PAGE, buscando la presencia de nuevas bandas a la altura del
marcador de 9 kDa que no aparecian en los extractos de cultivos no inducidos. De este
modo, se establecieron las mejores condiciones de expresion de las construcciones
correspondientes a los dominios LysM-CAM-1, LysM-CAM-2 y LysM-CAM-3 que
correspondian a una induccion con IPTG 1mM en la fase de crecimiento a una D.O.e00
equivalente a 0,6 a 25°C, seguido por una incubacién inmediata durante 20 horas en

agitacion orbital. (Figura 3.16).

Descripeion pRSET A 2897
Nucleotidos:

T7 Promoter: bases 20-39

6xHis tag: 112-129

T7 gene 10 leader: 133-162
Xpress ™ epitope: 169-192
Multiple doning site; 202-248
T7 reverse priming site: 295-314
T7 transeription terminator: 256-
385

F1 origin: 456-911

Bla promoter: 943-1047
Ampicillin (bla) (ORF): 1042-1902
pUC origin; 916-2852 (C)

Figura 3.15 Mapa que muestra las principales caracteristicas del plasmido pRSET A. Las construcciones
LysM-CAM se introdujeron entre los sitios de insercion EcoR1 y BamH]1 recuadrados.
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Patrén 2 3 4 5 6 7 8 9
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Figura 3.16 SDS-PAGE al 15%. Analisis de extractos crudos de alicuotas de minicultivos para LysM-
CAMI1, CAM2 y CAM3: Las flechas indican las bandas mas intensas después de inducir (~9 kDa). A.L:
Antes de inducir, D.I: después de inducir.

La produccién de los péptidos recombinantes con la extension de histidinas permiti6 el
uso de la cromatografia de afinidad en columna de Ni-NTA como primera etapa para su

purificacion.

Tras optimizar las condiciones de expresion, se logro sobreexpresar y purificar el
péptido recombinante LysM-CAM-1 en cultivos escalados a 400-800 ml de forma
soluble en las condiciones anteriormente determinadas (Figura 3.17 A). Por el contrario,
no se consiguieron rendimientos de expresion aceptables para los péptidos LysM-CAM-

2 y LysM-CAM-3 en cultivos a gran escala (Figura 3.17 B)

A) 1 2 3 456 7 8 B) 1 7 8
200kD 200kD i
80kD B0kD
&4 =
= ]
45kD b o LysM CAM-1 2
(Soluble) ol
/ 21kD
21kD - o
12kD { -
¥ ,
L) (S IS B
Andlisis de extractos de purificacion en columna de Anilisis de extractos de purificacion ¢n columna de
Niquel en forma soluble para la proteina CAM-1 Niquel en forma soluble para la proteina CAM-2

Figura 3.17 SDS-PAGE al 15% de purificacion del A) LysM-CAM-1 B) LysM-CAM-2. 1: patrén, 2:
antes de inducir, 3: después de inducir ,4 lavado del extracto depositado en la columna de afinidad de Ni>
5-8 Eluciones de la columna.
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En el caso de LysM-CAM-1, la proteina no se aparecia pura en los eluidos con imidazol (a
250 mM) observando contaminantes de alta mas molecular. Por este motivo, se aplico
en una columna Superdex tipo Hiload 16/60 y 26/60, las fracciones concentrados del

péptido de interés tras ser juntadas y concentradas en tampon fosfato sédico S0mM, pH

5.8 con NaCl 100 mM.

El test de Bradford permitié determinar un rendimiento de 20 mg de péptido purificado
por un litro de cultivo. Se dejo el péptido de fusidon con los residuos de histidina, ya que
se considerd que esta cola no deberia suponer un elemento que impidiese la actividad o
interaccion de la proteina. Por tanto, el sistema de expresion es ideal para la produccion
de este dominio ya que permite obtener significantes cantidades de proteina para llevar

a cabo estos estudios.

2.2.2.2 Construcciones derivadas de la Lyk3-LysM-2 (de 1 a 7)

De manera similar a lo realizado con LysM-CAMs, las construcciones conteniendo el
dominio Lyk3-LysM-2 se clonaron en plasmidos del tipo pRSET A y se usaron para
transformar células C41. Se realizaron experimentos de expresion para todas las
construcciones de Lyk3-LysM-2-(1-7). Después de la lisis bacteriana y la separacion de
las fracciones solubles y insolubles por centrifugacion del lisado a 4000 rpm a 4°C

durante 15 min, y se analizaron en SDS-PAGE al 15%.

patron L1 L2 L3 L4516 L7 C1 patron L1 L2 L3 L4 L5116 L7 C1
o - 200kD
$0kD rs.iemey i
" BlkD + g
[T R4 ] : o
:: L ‘ 4 — _—
-
-
45D 43kD |
21D = 21D ]
126D - P ‘-'kD‘: e - - - s - |
Andlisis de las fracciones solubles del lisado Andlisis de las fracciones insolubles del lisado

Figura 3.18 Geles de SDS-PAGE al 15% de alicuotas de las fracciones solubles (izquierda) e insolubles
(derecha) de ensayos de expresion de las proteinas de fusion recombinantes del Lyk3-LysM2-(1-7) en
minicultivos. (L(n) = Lyk3-LysM-(n) y C = LysM-CAM-1).
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Los péptidos recombinantes se detectaron exclusivamente insolubles formando parte de

los cuerpos de inclusion.

Puesto que no se pudieron obtener los péptidos recombinantes en forma soluble, se
probaron otras condiciones empleando otros vectores y cepas bacterianas ya que la
formacion de cuerpos de inclusion puede ser influenciada por la naturaleza de las
proteinas, la célula huésped, el nivel de expresion resultante del vector de eleccion y
también las condiciones de induccion y crecimiento [88]. Cuando no se consigui6 la
mejora, se procedio a la solubilizacion de los agregados y su purificacion a partir de los
cuerpos de inclusion mediante el uso tampones de solubilizacion basados en la
combinacion de detergentes y agentes reductores en condiciones desnaturalizantes,
utilizando altas concentraciones de urea o cloruro de guanidinio, fue posible solubilizar
los péptidos obtenidos a partir de las construcciones LysM-2-Lyk-3-1 y LysM-2-Lyk-3-

2. Todos los intentos de renaturalizacion de estos péptidos resultaron infructuosos.

2.2.3 Caracterizacién estructural del dominio LysM-CAM-1

A partir del péptido recombinante LysM-CAM-1 purificado, manteniendo el segmento
adicional de 17 aa, se realizaron los experimentos 2D homontcleares de RMN con el
objetivo de confirmar la estructura y el plegamiento previamente descritos por el
dominio LysM-2 original del MItD de E.coli [55] tomando como referencia la
asignacion de los espectros descritos para el péptido natural y depositados en el BMRB

(BioMagResBank: http://www.bmrb.wisc.edu/), cédigo de acceso: BMRB4680.
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Figura 3.19 A) Espectro TOCSY (40 ms tiempo de mezcla) de CAMI. B) ampliacion de la zona
correspondiente a los protones aromaticos. C) Imagen de las 20 estructuras del dominio LysM de la
transglicosidasa litica (PDB 1EO0G, [55]). Se resalta la cercania entre la PHE 45 y el TRP 30 (numeracion
del domino LysM, 48 aa totales).

En el espectro TOCSY, se indican los picos de correlacion de las cadenas laterales de
los aminoécidos aromaticos (Figura 3.19-B). Tras una asignacion parcial incluyendo los

picos de cruce registrados en la zona aromadtica, es interesante resaltar que el
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desplazamiento quimico de los protones PHE-D del anillo de la PHE-45 (Figura 3.20-A
y B), que tienen un valor anémalo (mas de 1 ppm desplazado hacia zonas de campo
alto), se corresponden con los descritos para el dominio LysM de la proteina MItD

original de bacteria (BMRB: 4680).

Desplazamiento quimico en (ppm) o
A)
HD HE HZ
PHE (valor promedio)? 7,22 7,28 7,28
PHE BMRB4680" 5,74 6,83 6,95
PHE LysM-CAM-1 5,74 6,86 6,96 B)

Figura 3.20 A) Comparacién de valores de desplazamiento quimico de de los HD HE y HZ de la
fenilalanina  -a)  Datos  tomados del BioMagResBank, @ NMR  stadistics = (BMRB:
http://www.bmrb.wisc.edu/). b) Datos para el dominio LysM de MItD [55] & B) Estructura de la
fenilalanina.

Este desplazamiento quimico anémalo es un buen diagnostico del correcto plegamiento
del péptido ya que se explica por el efecto apantallante que producen las corrientes de
anillo del unico triptéfano presente en el dominio LysM. En la estructura depositada en
el PDB (1EOG) para este dominio, se observa que ambas cadenas laterales estan lo
suficientemente cerca para justificar los desplazamientos quimicos andémalos

observados (Figura 3.19-C).

2.2.4 Estudios de interacciones entre LysM-CAMI1 y carbohidratos

2.2.4.1 Interaccion con quitina y derivados

La interaccion entre el dominio LysM-CAM-1 y la quitina se evalud utilizando tanto
quitina soluble, pentaacetil-quitopentaosa (pentasacarido derivado de la quitina) como

insoluble empleando una resina de quitina.


http://www.bmrb.wisc.edu/
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e Interaccién del dominio LysM-CAM-1 con pentaacetil-quitopentaosa

Se sigui6é un protocolo de valoracion por RMN de una muestra de LysM-CAM-1 a
concentracion constante (0,4 mM), en tampon de fosfato sodico pH 5,8 con 10% de
D,0, sobre la que se afiaden cantidades crecientes de pentaacetil-quitopentaosa seglin se
describe en el apartado de materiales y métodos, y se registraron una serie de 10

espectros de proton monodimensionales. En la figura 3.21 se presentan 4 puntos de la

valoracion.
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Figura 3.21 Serie de espectros de HI RMN (500MHz, pH 5.8, 298K) de la valoracién a diferentes
concentraciones (mM) del pentaacetil-quitopentaosa, con el péptido LysM- CAM-1 a 0.4 mM.

Los espectros se analizaron para detectar variaciones de desplazamientos quimicos en
alguna de las sefales del péptido. Unicamente se observaron variaciones poco
significativas (ninguna superior a 17 Hz con la maxima concentracion de ligando, (9
mM, relacion proteina/ligando 1:22,5) en unas pocas sefales. En la figura 3.22-A se
amplia la zona entre 8,8 y 10,2 ppm donde se observa el desplazamiento de algunas

sefales del péptido.
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Figura 3.22 A) Serie de espectros de '"H-RMN (500MHz, pH 5.8, 298K) de la valoracion a diferentes
concentraciones (mM) del pentasacarido, con el péptido LysM- CAM-1 a 0.4mM. Se identifican los H-N
del esqueleto peptidico para diversos aminoacidos y el H-N de la cadena lateral del W30 B) variacion de
desplazamiento quimico en funcién de la concentracion del pentaacetil-quitopentaosa afiadido.

Cuando se representd la variacion de desplazamiento quimico en funcion de la
concentracion del pentaacetil-quitopentaosa afiadido (Figura 3.22-B) se observd una
progresion lineal, en el rango de concentraciones usado. Esto indica que, de existir

interaccion, ésta debe ser de una afinidad muy baja e inespecifica (Kq >a 5 mM).

e Interaccién del dominio LysM- CAM-1 con resina de quitina

Como la quitina natural es una biomacromolécula insoluble y heterogénea, se estudio la
posible interaccion del dominio LysM-CAM-1 con una resina comercial compuesta por
particulas de quitina facilmente manipulables en su forma hidratada. A una disolucion
de LysM-CAM-1 (0.4mM), en tampdn fosfato saodico a pH 5,8, se afiadieron alicuotas
sucesivos de una suspension de la resina de quitina (2mg/ml). El posible decaimiento de
la intensidad de las sefales por adhesion del LysM-CAM-1 a las particulas de quitina se
siguié registrando sucesivos espectros de proton monodimensionales de la fraccion

soluble una vez sedimentada la resina (Figura 3.23).
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Figura 3.23 Serie de espectros de 'H RMN (500MHz, pH 5.8, 298K) (lateralmente desplazados) de la
valoracion del espectro de LysM-CAM-1 a 0,4 mM afladiendo voliimenes sucesivos de la resina de
quitina. Zona de campo alto donde se identifican las sefiales correspondientes a los metilos de algunos
aminoacidos.

A medida que se aumenta el volumen usado de la resina de quitina, se observa un
decaimiento en las intensidades de las sefiales del péptido LysM-CAM-1, que reduce la
intensidad de las sefales hasta 2/3. Esta reduccion, se explica por la dilucion de la
muestra como se muestra en el siguiente grafico (Figura 3.24). En este caso, el domino
LysM-CAM-1 no parece interaccionar de manera eficiente con la quitina

permaneciendo en solucion sin ser extraido por las particulas de quitina.

Decaimiento de intensidad
de las seiales de resonancia
de CAM-1

04 bbb —

02 | ] | Decaimiento de intensidad
! 1 [ | esperado
0- e - e —— = por efecto de dilucion

0 50 100 150 200 250 300

Volumen afiadido de Resina de quitina en (ul)

Intensidad de las sefiales del
espectro de resonancia

Figura 3.24 Representacion de la disminucion de la intensidad relativa de los sefiales del péptido LysM-
CAM-1 en funcioén de la cantidad de resina de quitina afiadida al tubo de resonancia.
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2.2.4.2 Interaccion con peptidoglicano y derivados

Teniendo en cuenta que la proteina litica MItD de E. coli, de la cual se ha tomado la
secuencia del dominio LysM-CAM-1, se ha descrito con capacidad de union a
peptidoglicano [53-54, 89], también se estudi6 la posible interaccion de este dominio
con el propio peptidoglicano y con un fragmento derivado de éste, el GMDP (Figura
3.6) como modelo sencillo del peptidoglicano, que incorpora su unidad minima

disacaridica GIcNAc-MurNAc.

e Interaccién del dominio LysM- CAM-1 con GMDP

Se realizaron una serie de adiciones sucesivas de alicuotas de una disolucion stock del
GMDP (a 11mM) sobre una muestra de LysM-CAM-1 a 0.4 mM, pH 5,8 a 25°C y hasta
llegar a una relacion 5:1 GMDP:LysM vy se registraron los correspondientes espectros

monodimensionales de proton.

GMDP GMDP Concentraciones
protones carbohidrato protones alifaticos crecientes del

| NN |

proteina: ligando [1:5]

5 9/

Relacion proteina: ligando [1:3.5]
MJMMMMAL\,U“J N
Relacion proteina: ligando [1:2]

0,7 mM

Relacion proteina: ligando [1:1]
04 mM

Espectro '"H RMN LysM-CAMI1
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Figura 3.25 Serie de espectros de HI RMN (500MHz, pH 5.8, 298K) de la valoracién a diferentes
concentraciones (entre 0,4 y 2 mM) del GMDP, con el péptido LysM- CAM-1 a 0.4mM.
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En estas condiciones experimentales no se observo ninguna perturbacion significativa
en las sefales del espectro de la proteina que permitiese demostrar la interaccion

buscada (Figura 3.25).

e Interaccién del dominio LysM-CAM-1 con el peptidoglicano

Alternativamente, se llevaron estudios de titulacion por RMN para estudiar la
interaccion del propio peptidoglicano completo de E. coli con el dominio LysM-CAM-
1. Aprovechando el caracter de polimero insoluble del peptidoglicano se siguié un
protocolo similar al utilizado para estudiar la interaccion del péptido con la resina de
quitina. En la figura 3.26, se presenta la zona alifatica donde aparecen sefiales aisladas
para los metilos de la isoleucina 16 y leucina 45 cuyo segnificativo decaimiento no

parece correlacionar con la dilucion de la muestra con los secesivos volimenes afiadidos

de peptidoglicano.
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Figura 3.26 Serie de espectros de H' RMN (500MHz, pH5.8, 298K) lateralmente desplazados de la
valoracion a diferentes concentraciones (mM) del peptidoglicano con el péptido LysM-CAM-1 a 0.4 mM.
Zona de campo alto donde se identifican las sefiales correspondientes a los metilos de algunos
aminoacidos.
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Figura 3.27 Representacion grafica de la caida del sefial de Lys-M-CAM-1 debido a la dilucién (linea de
color negro) y debido a la extraccion de proteina de la fase soluble por interaccion con el peptidoglicano
insoluble (color azul).

A partir de la representacion grafica del decaimiento, se deduce que la desaparicion
progresiva de la sefial del péptido LysM-CAM-1 en funcién del aumento de la
concentracion del peptidoglicano no se puede justificar inicamente por la dilucién de la

muestra, como se observo en el caso de la resina de quitina (Figura 3.27).

El péptido LysM CAM-1 debe formar un complejo con el peptidoglicano que le hace
inobservable por RMN a la hora de unioén por sus caracteristicas hidrodinamicas. El
efecto neto es una extraccion del péptido LysM-CAM-1 de la fase soluble por parte del

peptidoglicano insoluble.

La implicacion de los dominios LysM en la ruptura hidrolitica de las cadenas de
GlcNAc o en el reconocimiento directo de residuos oligosacaridicos derivados de
GlcNAc como los factores de nodulacion y la participacién en los sistemas de
inmunidad y/o infeccion de plantas sigue siendo un campo muy activo de investigacion
[7,9,49-52, 81, 90]. Queda por definir, a escala atdbmico-molecular, si existen patrones
generales de interaccion entre estos dominios y sus ligandos oligosacaridicos. Estudios
recientes han identificado en plantas un receptor del tipo, LysM RLK1, que juega un
papel esencial en las respuestas de defensa frente a hongos en Arabidopsis thaliana [49,
61]. Aunque estos estudios revelaron que ciertas mutaciones en LysM RLK1 suprimian
las respuestas de defensa contra los patogenos, no se llegd a describir, a nivel molecular,
el modo de la percepcion de la quitina por LysM RLK1, aunque se ha propuesto que es

la base de estos mecanismos de defensa.
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En esta tesis, se ha estudiado si un dominio LysM aislado, LysM-CAMI1 derivado de
MItD de E coli, era capaz de unirse especificamente y directamente a la quitina,
mediante el uso de resina de quitina y del oligosacarido derivado, pentaacetil

quitopentaosa.

Los estudios de unién realizados entre el LysM CAMI1 y la resina de quitina expresados
en termino de péptido extraido de la fase soluble, se siguieron mediante la caida de la
intensidad de sus sefales correspondientes que pudieran reflejar la cantidad de péptido
unido a la quitina. Sin embargo, la observacién directa de los correspondientes
espectros 'H-RMN, solo revel6 una caida moderada de las intensidades de los picos
registrados, justificable por la simple dilucion de la concentracion del péptido en el tubo
de resonancia (Figura 3.24). Por otra parte, la interaccion del péptido con el pentaacetil-
quitopentaosa permitio observar variaciones moderadas en el desplazamiento quimico
de algunas sefiales del péptido, pero el comportamiento lineal respecto a la
concentracion afladida de oligosacérido observado en estas variaciones (Figura 3.22 Ay

B) indicaba la ausencia de una union especifica.

Cabe pensar que, en vez de un unico dominio aislado LysM, la presencia del segmento
extracelular completo de la proteina, o al menos del segmento conteniendo los multiples
dominios LysM, junto con la capacidad de los propios dominios LysM para formar
complejos heteroméricos sean determinantes en la posible uniéon a fragmentos de
quitina, como se ha descrito, por ejemplo, en el caso de la estructura cristalina de la
proteina Ecp6 del hongo Claustroduim (co6digo pdb: 4B8V), capaz de interaccionar con
la quitina a través de la union colectiva de sus dos dominios (LysM1 y LysM3)

formando complejos de gran afinidad [70].

En la figura 3.28-B se comparan las secuencias del dominio LysM de la proteina MItD,
presente en LysM-CAM 1, y las correspondientes a los dominios LysM 1 y LysM 3 de
la proteina Ecp6 y se representa el modo de unién a un fragmento de quitina por estos
dos ultimos dominios, que entre ambos, encierran literalmente los fragmentos de la

quitina en una estructura tipo sandwich (Figura 3.28-A, C y D)[70].

Ademas del complejo de Ecp6 con quitotetraosa, recientemente se han descrito la
estructura de otros dominios LysM formando complejos con quitooligosacaridos como
el receptor de quitina AtERKI1 (Elicitor Receptor Kinase, codigo pdb 4EBZ) de

Arabidopsis thaliana [19] (Figura 3.14), una proteina de plantas implicada en la defensa
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frente a hongos al reconocer la quitina. El modo de unién del ligando es similar en
ambas proteinas (Figura 3.14, panel inferior) y se ha propuesto que también induce

dimerizacion del receptor.

B LysM1
LysM-1 4B8V  11:----sNIx[SiEaee il TERg rx s clc BV vl -« LN L E= I TLEIEE 59
LysM-3 4B8V 137:secEaveifnifrBErrlioiParvarrReclxatf-vviEExixvBoor B~ 188

LysM-2 1E0G 389:----0sTTHREREEE BBl oV« ovirafs o7l OPEDKLTLFVK -~ 452

Figura 3.28 A) Representacion del modo de union del tetrasacarido derivado de quitina con los dominios
LysM 1 y LysM 3 de la proteina Ecp6 (pdb: 4B8V). Se indican los principales residuos que forman
enlaces de Hidrogeno con la quitina. B) Alineacion de las secuencias de los dos dominios de LysM 1y 3
de Ecp6 con el dominio LysM-2 de MItD, se muestra las similitudes entre las secuencias. En verde se
resaltan los aa que participan en el sitio de union. C-D) Superposicion de la estructura del segundo
dominio LysM de MItD sobre la estructura cristalina de cada uno de los dominios LysM 1(C) y LysM 3
(D) de Ecp6 en color violeta y en complejo con el mismo tetrasacarido derivado de quitina.

A la vista de estos complejos quitooligosacarido-LysM, es interesante resaltar que la
orientacion en la que queda el tetrasacarido sobre el dominio LysM-2 de MItD, al
superponer éste sobre las estructuras del los dominios LysM1 y LysM3 de Ecp6 (Figura
3.28-C), es distinta de la propuesta por Imberty y col. [81] obtenida por "docking" y
modelado molecular. En cualquier caso, si se puede observar una zona comun de
ocupacion donde se sittian los residuos del extremo reductor del oligosacarido (Figura
3.29).



Capitulo 3: Interacciones con carbohidratos derivados de GIcNAc

Figura 3.29 Comparacion entre el modo de union de la quitotetraosa propuesto sobre el dominio LyM-2
de MItD por calculos de docking (izquierda) [81] y el modo de union en la superficie del dominio LysM-
1 de Ecp6 (Derecha), donde se resalta la zona comiin de ocupaciéon donde se sittian los residuos del
extremo reductor del oligosacarido.

Por otro lado, como ya se ha mencionado, aunque la composicion de la cadena
polisacaridica del Peptidoglicano, del GMDP y de la quitina son similares, s6lo se pudo
detectar algin tipo de union de LysM CAM-1 con el PGN completo, al menos en
nuestras condiciones experimentales (Figuras. 3.26 y 3.27) y no con el fragmento
GMDP. Este resultado muestra que la LysM-CAM-1, con un unico dominio LysM,
necesita cadenas oligosacaridicas con mas de dos residuos. Ademas, no se excluye la
participacion de los aminoacidos del peptidoglicano en el proceso de union para poder
formar complejos con afinidades significativas. Este resultado no es incompatible con
un estudio previo que sugirid que el sitio de reconocimiento de la quitina y del
peptidoglicano pueden ser diferentes, como se ha descrito para los receptores presentes
en la hoja de Arabidopsis thaliana [89]. De hecho, se conoce al menos cuatro dominios
LysM RLKs [91]. Por lo tanto, puede especularse que algunos de ellos puedan estar

involucrados en la union al PGN y otros en la unién a fragmentos de quitina.

A la vista de los trabajos recientemente publicados, y de nuestros resultados
experimentales, podemos concluir que la estrategia reduccionista inicialmente elegida
para definir el sitio y modo de unién del ligando, no ha sido la mas adecuada. Por el

lado de la proteina. La utilizacién de un tnico dominio LysM puede ser insuficiente en
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el caso de que la participacion de dos (o mas) dominios LysM sea una condicién general
para que se produzca una interaccion eficiente en estos sistemas, e incluso para que los
propios péptidos sean estructuralmente estables. Por el lado del ligando, también parece
que compuestos sencillos de bajo peso molecular (GMDP) pueden no llegar a establecer
suficientes contactos para formar complejos estables, indicando que los sitios de union

en la proteina deben ser extendidos.

En el momento de comenzar los trabajos incluidos en la presente Tesis se conocia, a
nivel celular, la alta complejidad funcional de estos sistemas. Por ejemplo, diversos
tipos de proteinas receptoras de plantas a las que se asociaban procesos de hetero- u
homo-oligomerizacion de los receptores tanto para la deteccion de elicitores o patrones
moleculares asociados a patogenos, PAMPs, como para la posterior sefializacion y
activacion/desactivacion del sistema inmune en plantas. Sin embargo, no habia
informacion a escala atdbmico-molecular. En el momento actual, en el que ya se dispone
de algunas estructuras 3D de complejos de estos dominios LysM con sus ligandos, se
empieza a vislumbrar que la mencionada complejidad funcional va acompafiada
también de un nivel superior de complejidad en las interacciones intermoleculares
subyacentes a estos procesos. De hecho, para que estos procesos se lleven a cabo, es
posible que se requieran oligomerizaciones mediadas por el ligando. La comprension a
escala atomica de estos procesos de reconocimiento molecular sigue siendo un reto,
tanto por las propias implicaciones funcionales de estos sistemas, como por las

estrategias necesarias para su estudio.

2.3 CONCLUSIONES

Se ha confirmado experimentalmente por RMN que el dominio LysM derivado de la
transglicosilasa litica de E. coli (MItD) interacciona con el peptidoglicano, usando como
modelo el péptido recombinante LysM-CAM-1 que incluye la secuencia LysM 389-452
de la proteina MItD con dos mutaciones S388C y N453C. Sin embargo, que no se
observaron interacciones con el minimo elemento disacaridico, el GMDP, que se repite

en la estructura del peptidoglicano.
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3 DOMINIO PASTA
3.1 INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

En este apartado se presenta el estudio de otro tipo de dominios, denominados dominios
PASTA (PBP And Serine/Threonine kinase Associated domains) al que inicialmente se
le asoci6 una actividad de uniéon a antibidticos beta lactamicos [8, 92-93]. Estos
dominios se han encontrado formando parte de proteinas homologas a las PBPs
(Penicillin Binding Proteins) implicadas en el metabolismo del peptidoglicano
bacteriano o de proteinas del tipo Ser/Thr quinasas presentes en las membranas de
organismos procariotas, y que se clasifican por su homologia con las quinasas
eucariotas. A través de sus dominios PASTA extracelulares, desempefian un papel
fundamental en el control de diferentes procesos celulares bacterianos, tales como la
regulacion de rutas metabdlicas y transduccion de sefiales [94-96], la formacion de
biopeliculas [97], la biosintesis y division de la pared celular [98], la respuesta al estrés
[99]. Tambien estan presentes en quinasas involucradas en el proceso de la esporulacion
que permite a las bacterias sobrevivir frente a las diversas condiciones

medioambientales desfavorables como la escasez de nutrientes [97, 100-102].

Con el avance de la secuenciacion de los genomas en bacterias, se han identificado mas
de 11000 secuencias diferentes de dominios PASTA que forman parte de proteinas
bacterianas con arquitecturas moleculares muy variadas que van desde casos que
incluyen un tnico dominio, hasta arquitecturas que llegan a agrupar 7 dominios PASTA

en tandem (http:/pfam.xfam.org/family/PF03793, base de datos pFam, entrada

PF03793). En el genoma de B. subtilis y de S. aureus hay varios genes que codifican
para proteinas con tres dominios PASTA como la quinasa PrkC que participa en la

salida bacteriana del periodo de la latencia (Figura 3.30) [103-104].
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Figura 3.30 A) Esporas bacterianas (color marrén) en estado latente para sobrevivir en condiciones
desfavorables y consisten en una notable reduccion del metabolismo hasta el punto de reposo absoluto en
algunos casos. La primera seflal clave que desencadena la activacion de la esporas (bacterias en color
verde) es la presencia de nutrientes. B) Las células bacterianas también pueden salir de la latencia en
respuesta a las sefiales liberadas por otras bacterias (Figura modificada de [105]).

En la fase de crecimiento de las bacterias se liberan fragmentos de PGN (muropéptidos)
en el medio, debido a la actividad de distintas enzimas llamadas autolisinas (hidrolasas
y amilasas) capaces de degradar y hidrolizar el propio peptidoglicano de la bacteria en
ciertos enlaces en los que se incluyen nuevas moléculas que intervienen en el proceso de
elongacion de la pared [106-108]. Estos fragmentos es uno de los factores que indica la
presencia de condiciones favorables en el medio para las bacterias inactivas y se asocia

con el proceso de reactivacion bacteriana (Figura 3.30-B).

Los fragmentos de PGN liberados (muropéptidos), dependiendo del aminoacido situado
en la tercera posicion de su cadena peptidica, pueden ser de tipo Lisina (Lys) o de tipo
acido meso-diaminopimélico (DAP) [105, 109] (Figura 3.31).
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Figura 3.31 Los dos tipos de muropéptido que compone la pared celular bacteriana. La mayoria de las
bacterias Gram positivas contienen un residuo L-Lys en la tercera posicion del tetrapéptido (izquierda).
Las bacterias Gram negativas, tienen siempre un residuo DAP en esta posicion (derecha).

A nivel estructural, la organizacién de la proteina PrkC de B. subtilus es muy similar a
la PrkC de S. aureus [110]. El dominio N-terminal de PrkC se encuentra en el
citoplasma con actividad quinasa altamente conservado y continia con una region

transmembranal de 28 residuos y una porcion C-terminal extracelular, con 3 dominios
PASTA (Figura 3.32) [111-112].
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Figura 3.32 Representacion de organizacion estructural de la proteina PrkC de la pared celular de S.
aureus, homologa a la de B. Subtilus. La organizaciéon comprende un dominio intracelular quinasa N-
terminal y un dominio C-terminal extracelular, con 3 dominios PASTA consecutivos y un dominio de
tipo inmunoglobulina (no representado en el extremo C-terminal), unidos por un segmento
transmembranal de unos 28 aa. (Figura modificada de [111]).
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Estudios previos de PrkC con el PGN indicaron que las esporas de B. subtilis germinan
en respuesta a muropéptidos de tipo DAP, que constituyen la pared celular de las
mismas bacterias, pero no frente a muropéptidos de tipo Lys. Esta observacion sugirio
que el dominio extracelular de la proteina PrkC de B. subtilis presenta una especificidad
selectiva hacia muropéptidos de tipo DAP distinta a la asociada a la PrkC de S. aureus
[109]. Estudios de interaccion mediante STD revelaron que la union de PrkC al
muropéptido se produce principalmente a través de las cadenas laterales de la cola
peptidica, en particular, a través del residuo de DAP (la maxima intensidad de STD
registrada corresponde al proton H3—DAP). En cambio, los protones de la region de los

carbohidratos interaccionan muy débilmente [112].

Por otra parte, las diversas estructuras tridimensionales de complejos entre otras
proteinas con ligandos que contienen DAP, el grupo carboxilico del DAP forma un
puente salino con la cadena lateral de un residuo de arginina (Figura 3.33). Este hecho
sugiere que la union del muropéptido se produce a través de la interaccion un residuo de

arginina del EC-PrkC con el DAP del muropeptido.
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Figura 3.33 Interaccion del residuo DAP en estructuras de complejos con proteinas disponibles en el
Protein Data Bank.: a) diaminopimelato deshidrogenasa Corynebacterium glutamicum (codigo PDB
2DAP), b) lipoproteina de Haemophilus influenza (c6digo PDB 2Al1Z), ¢) UDP-N-acetylmuramoyl-L-
alanil-D-glutamato: meso-ligasa de diaminopimelato E. coli, (codigo PDB 1E8C), d) Proteina de
reconocimiento del peptidoglicano de Drosophila LE (PGRP-LE) (codigo PDB 2CB3)
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En la secuencia de la parte extracelular de la PrkC de B. subtilis, s6lo existen dos
residuos de arginina: La Arg614, que esta en el dominio tipo inmunoglobulina, que
mediante modelos de homologia, se ha propuesto que participa en un puente salino con
Glu604. El otro residuo, la Arg500, queda expuesta al disolvente en el dominio
PASTA3. Ademas, las mutaciones de Arg500 a alanina (R500A) o por acido glutdmico
(R500E) impiden la union a muropéptidos [110]. Estos datos llevan a pensar que la
Arg500 pueda estar implicada en la union al muropéptido de un modo similar a los
representados en la figura 3.33.
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Figura 3.34 Secuencia de la proteina PrkC de Bacillus subtilis (UniProtKB 034507). En verde se indica
la region extracelular (351-648) que incluye los 3 dominios PASTA-1 (356-424, gris claro), PASTA-2
(425492, gris oscuro) PASTA-3 (493-559, amarillo) y dominio tipo inmunoglobulina (629-648). Las dos
argininas se muestran en color rojo.

En este trabajo se pretende demostrar, mediante RMN que, en la unién del PGN al
tercer dominio PASTA de B. subtilis, el residuo R500 es un elemento critico. Mas alla,
podria estar involucrado en la capacidad de la PrkC para discriminar entre los
peptidoglicanos de tipo DAP y tipo Lys. Con este fin, se ha llevado adelante la
determinacion de la estructura tridimensional en solucion, mediante RMN, del tercer
dominio recombinante PASTA de B. subtilus para, a continuacion, tratar de caracterizar
los aminoacidos que participan en la interaccion con diferentes ligandos potenciales,

derivados del peptidoglicano y antibidticos betalactamicos.
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3.2 RESULTADOS Y DISCUSION
3.2.1 Expresion y purificacion del dominio

El tercer dominio PASTA de la region extracelular de B. subtilis (residuos 493-559 de
CE-PrkC, junto con 3 aminoécidos adicionales en el extremo C-terminal (GPE, hasta el
562), y cuatro aminoacidos adicionales (GAMG) en el extremo amino terminal, se
produjo mediante expresion tanto en medio rico con abundancia isotopica natural como

en medio minimo enriquecido con is6topos estables NP y C[109].
3.2.2 Determinacion de la estructura 3D del dominio recombinante PASTA

En primer lugar, se uso la proteina no marcada isotopicamente para la adquisicion de
una serie de espectros homonucleares (TOCSY y NOESY) en diversos tiempos de
mezcla, que permitieron identificar y asignar un niimero significativo de aminoacidos
del péptido (Figura 3.35). Sin embargo, la presencia de cinco prolinas y algunas
pequefias repeticiones internas en la secuencia implicando a varios restos de glutdmico
dificultaron la asignacion completa de la secuencia (GPE 493-5, PE, 532-3 y GPE 560-
2, ED 495-6 y 515-6, AA 509-510 y 542-3, KEA 507-9 y 524-6, VE 522-3 y EVEV
552-5).
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Figura 3.35 Espectros homonucleares empleados para la asignacion secuencial del trecer dominio
PASTA de PrkC de B.subtilis. A) Imagen del espectro 'H-'H TOCSY .B) Superposicion de los espectros
TOCSY (color violeta) y NOESY (color rojo) que permitio identificar la conectividad entre los sistemas
de espin comprendidas entre los residuos Q47-K52 (numeracion de los aa (ver tabla 2)). Los espectros se
adquirieron en un espectrometro Bruker 600 MHz a 298K, empleando un tiempo de mezcla de 40 ms para
'H-'H TOCSY y 200 ms para 'H-'H NOESY. La proteina se utilizo a una concentracién de0.8 mM en
tampon PBS, pH 7.3 con 10%D,0.
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La disponibilidad de la proteina marcada isotépicamente con PN, o con N y B¢,
permitié aplicar estrategias de asignacion mediante el uso de experimentos
heteronucleares 2D y 3D del tipo: HSQC, HNCA, HN(CO)CA, TOCSY-HSQC,
NOESY-HSQC, CBCA(CO)NH, HNCACB (Tabla 3.5). Algunos de estos estudios se
realizaron en colaboracion con la Dra. Marta Bruix del Institulo Rocasolano de

Quimica-Fisica del CSIC en Madrid (Espaia).

Tabla 3.5 Experimentos homo- y heteronucleares de RMN realizados sobre ¢l tercer dominio PASTA de
PrcK de B. subtilis

Experimento Objetivo del experimento
2D TOCSY Permite identificar los sistemas de spin para cada aminoacido
5 homonuclear que conforman la molécula y asignar protones de cadena
= lateral, siempre y cuando el residuo no esté solapado con otros
=} residuos.
|
« 2D NOESY Permite la asignacion secuencial de los aminoacidos de la
E homonuclear cadena peptidica y es la base experimental para generar la
§ coleccion de restricciones de distancia necesarias para el
~ calculo estructural.
HSQC Identificar los NH tanto de la cadena principal como la cadena

0 Z lateral de los aminodacidos de la proteina

s
= E § TOCSY-HSQC | Asignar los protones de H" de cada residuo.
o <
&~ ‘g e Identificar las restricciones de las distancias interprotones para

2 E NOESY-HSQC | los célculos de la estructura, y asignamiento secuencial

@) HNCA Asignar los Ca a partir del 'H-"N HSQC.

o=
=g s HN(CO)CA Asignar los Ca y Co-1 a partir del 'H-""N HSQC.
2 E =
E 2 g >~ HNCACB Asignar los Co y CP a partir de 'H-""N HSQC

=]

S
© 5 | CBCA(CONH | Asignar los Ca, Co-1 y CB y C-1 a partir de 'H-""N HSQC

Los espectros homonucleares de la proteina sin marcaje isotopico y los heteronuclerares con "N se
realizaron sobre muestras de dominio PASTA (a 0.8 mM en PBSx1 10%D,0 a pH:7.3) en espectrometro
Bruker 600 MHz a 298K, mientras que los experimentos heteronucleares del dominio PASTA
doblemente marcado a 0.9 mM en tampén PBS con 10% D,0, pH 6,5 se realizaron en un espectrometro
Bruker 800 MHz a 300K.
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3.2.3 Asignacion de las sefiales del esqueleto

La asignacion especifica de los 6 de las parejas NH y de sus carbonos alfa (Ca)
correspondientes al dominio PASTA se llevo a cabo mediante el uso combinado de los

experimentos de triple resonancia HNCA y HN(CO)CA (Figura 3.36).
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Figura 3.36 Coleccion de planos del espectro de 3D-HNCA correspondientes a las frecuencias de °N de
los residuos V34-V43, que permite la asignacion secuencial de los atomos de carbono a de los residuos
mencionados mediante las conectividades lHN(i)—ISN(i)—ISCu(i) y IHN(D—ISN(D—BC&@_I) el espectro fue
adquirido en un espectrometro Bruker 800 MHz a 300K con una muestra triplemente marcada del
dominio PASTA a 0.9 mM en tampén fosfato soédico 10%D,0 a pH 6,5.

En estos experimentos, la conexion secuencial entre los sistemas de espin se debe a los
acoplamientos escalares que existen entre las parejas de nucleos 'H-">N y ’N-"*C. Estos
acoplamientos, a uno o dos enlaces, no son dependientes de la conformacion, con lo que
el proceso de asignaciéon es menos ambiguo que aquel que se realiza mediante los
experimentos que emplean el efecto NOE. En este caso, la intensidad de los picos de
cruce depende de la distancia entre los nucleos (NOE ~ r®). La distancia interprotonica,
a su vez, depende enormemente de la conformacion. Es decir, no siempre se observan

todas las conexiones entre parejas de protones correspondientes a aminoacidos
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secuenciales, o bien estas tienen menor intensidad que otras que corresponden a parejas
de protones alejados en su estructura primaria. En el HNCA se observan las
conectividades lHN(i)-UN@-BCa(i) y IHN(i)-UN(i)-BCa(i_l), mientras que en el HN(CO)CA
solo se observan las conectividades 'Hygy'"Ng)-"co1). La combinacién de ambos
experimentos permite, por tanto la asignacion de los & de todos los espines

mvolucrados.

Los 8 de Ca estan en el rango de 40 a 70 ppm y dependen del tipo de estructura
secundaria presente en la proteina, en orden creciente de &: lamina B < estructura no
periddica < hélice a que ademas, los 6 de Ca de los residuos de glicinas son los mas
bajos (40-47 ppm), mientras que los de prolina, los mas altos (60-65 ppm)

respectivamente.

Los valores de los 6 de Ca del dominio PASTA-3 determinados se encuentran entre 43
y 69 ppm (Figura 3.37). Pudiendo distinguir 9 residuos de glicinas por sus 6 de Ca
caracteristicos (43.60-47.71 ppm) y 5 prolinas con o entre 62,77 y 64,52 ppm.

En el espectro >N-'"H-HSQC del dominio PASTA-3 se registraron 73 sefiales de
correlacion heteronticlear y una elevada dispersion desde 5.9 a 9.25 ppm, caracteristica
de la estructura segundaria en forma de lamina-f3 descrita para los dominios PASTA de
S. aureus (Figura 3.37) [111]. La mayor parte de los picos de cruce NH esperados y que
no aparecen en el HSQC fueron localizados mas tarde como correspondientes a los N-
terminal de la proteina. Los extremos de las cadenas polipeptidicas presentan
normalmente una elevada movilidad y el acceso de moléculas de agua en el medio es
relativamente facil, por lo que existe un proceso de intercambio quimico rapido entre los
NH correspondientes y el agua de forma que los picos de cruce disminuyen en

intensidad o incluso se pierden.
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Figura 3.37 Espectro 'H-""N-HSQC del dominio PASTA-3 recombinante de PrkC de B.subtilis. El
espectro fue adquirido en un espectrometro Bruker 600 MHz, a 298K, utilizando una concentracion de
péptido marcado con "N a 0.6 mM, en tampén PB 10%D,0, pH 7.3. Los picos de cruce 'H-"N amida se
indican con el correspondiente niumero de residuo en la secuencia de la proteina.

El espectro HSQC también muestra las sefiales de los grupos '"N'H2 de las cadenas
laterales de las dos asparraginas y las dos glutaminas del dominio recombinante. Estas
sefiales son relativamente faciles de identificar, ya que cada el >N correlaciona con dos

"H unidos. Estos picos estan indicados mediante lineas horizontales en la figura 3.37.

Una vez asignado el esqueleto del dominio, mediante experimentos 2D- TOCSY y 2D-
NOESY vy sus versiones 3D (3D-TOCSY-HSQC, 3D-NOESY-HSQC), se procedid a
asignar los protones de las cadenas laterales. La tabla 2 resume los desplazamientos

quimicos del dominio PASTA-3.
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Tabla 3.6 Desplazamientos quimicos de las sefiales de "H '*C y"N asignadas para el dominio PASTA-3
de PrcK de B. subtilis.

== GLY-1 43.6 3.76

-- ALA-2 52.89 4.27 19.36 1.32

-- MET-3 118.22 8.47 55.7 4.43 32.87 2.05/1.95

-- GLY-4 109.01 8.36 45.34 3.92
493 GLY-5 107.81 8.12 44.66 4.15/3.95
494 PRO-6 63.62 4.13 32.38 2.29
495 GLU-7 119.12 8.53 56.55 4.19 30.63 2/1.84
496 ASP-8 118.09 7.83 54.85 4.58 41.82 2.39
497 ILE-9 121.13 8.78 60.36 4.1 40.51 1.65
498 THR-10 121.58 8.7 62.49 4.15 68.46 3.88
499 LEU-11 128.7 8.5 56.27 3.96 43.16 1.6/1.43
500 ARG-12 125.66 7.54 56.25 3.93 32.3 0.98/1.11
501 ASP-13 117.31 8.14 54.23 4.23 40.5 2.75/2.2
502 LEU-14 126.35 9 53.62 3.34 42.33 1.17/1.03
503 LYS-15 119.55 7.91 59.56 3.57 32.15 1.67/1.84
504 THR-16 114.1 9.13 65.73 4.04 69.87 4.48
505 TYR-17 122.5 8.67 58.81 4.4 38.13 3.59/3.03
506 SER-18 112.67 8.18 56.97 4.67 65.62 4.06/4.39
507 LYs-19 120.11 8.56 61.03 3.94 31.74 1.46/1.25
508 GLU-20 118.88 9.01 60.21 3.95 29.4 1.99/1.87
509 ALA-21 122.22 8.08 55.03 4.22 19.27 1.36
510 ALA-22 120.66 9.24 55.86 4.18 18.37 1.58
511 SER-23 111.25 8.66 62.6 4.12 63.24 3.96/3.89
512 GLY-24 107.79 8.16 47.71 3.85
513 TYR-25 119.99 7.68 61.09 4.34 38.07 3.33/2.98
514 LEU-26 118.51 8.03 58.73 3.51 40.06 1.9/1.14
515 GLU-27 119.04 8.45 59.95 4 29.51 2.13/2.05
516 ASP-28 119.3 8.54 57.2 4.28 40.51 2.76/2.48
517 ASN-29 112.87 7 53.82 4.55 41.08 2.61/1.85
518 GLY-30 106.13 7.76 47.08 3.86
519 LEU-31 120.35 8.27 53.15 4.55 43.76 1.5/1.16
520 LYS-32 120.15 8.23 55.05 4.36 34.25 1.44
521 LEU-33 125.03 8.45 55.67 4.51 42.6 1.85/1.5
522 VAL-34 129.33 8.69 62.72 4.15 33.09 1.75
523 GLU-35 126.19 8.71 57.19 4.67 31.66 2.01/2.05
524 LYS-36 123.74 8.84 54.11 4.72 36.05 1.7
525 GLU-37 117.33 8.48 55.21 5.55 33.48 1.81/1.75
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526 ALA-38 120.83 8.27 51.59 4.42 23.35 1.17
527 TYR-39 119.28 8.33 60.04 4.63 39.07 3.21/2.57
528 SER-40 114.17 8.35 58 4.5 65.3 3.7/3.61
529 ASP-41 125.04 8.82 55.94 4.51 41.55 2.63/2.46
530 ASP-42 114.44 8.07 54.62 4.65 43.05 2.5
531 VAL-43 121.1 7.87 60.27 4.38 33.47 1.81
532 PRO-44 63.55 4.36 32.56 2.21
533 GLU-45 119.18 8.54 57.89 3.65 29.67 1.8/2.04
534 GLY-46 111.79 9.18 45.19 4.33/3.72

535 GLN-47 115.28 7.67 54.25 5.21 31.1 1.96
536 VAL-48 119.24 8.51 64.85 3.48 32.64 2.2
537 VAL-49 124.65 9.23 63.5 3.94 34.75 1.51
538 LYS-50 112.98 7.18 55.09 4.56 35.17 1.79/1.66
539 GLN-51 114.83 8.26 53.43 5.39 34.78 1.64/1.53
540 LYS-52 121.76 8.77 54.61 4.17 36.7 1.54/1.64
541 PRO-53 62.77 4.52 34.93 2.05/2.48
542 ALA-54 115.84 7.98 51.97 4 20.04 1.32
543 ALA-55 122.14 8.77 53.76 3.44 18.2 1.14
544 GLY-56 109.35 9.13 44.98 4.25/3.29

545 THR-57 115.96 7.49 64.08 3.99 69.9 3.77
546 ALA-58 127.76 8.48 51.79 4.96 18.8 1.22
547 VAL-59 117.84 9.09 59.37 4.57 35.44 2.12
548 LYS-60 118.63 7.81 53.22 4.82 33.75 1.7/1.42
549 PRO-61 64.53 3.96 31.82 2.3
550 GLY-62 110.56 8.49 44.93 4.35/3.49

551 ASN-63 116.83 7.9 53.62 4.57 40.06 2.81/2.75
552 GLU-64 116.94 8.37 55.56 4.81 31.84 1.86/1.72
553 VAL-65 121.31 8.75 61.71 4.41 34.54 1.81
554 GLU-66 126.44 9.11 54.61 5.16 31.36 1.91/1.86
555 VAL-67 128.21 8.75 61.74 4.15 33.65 1.55
556 THR-68 119.86 8.11 61.11 4.3 69.11 3.63
557 PHE-69 126.33 9.16 57.77 4.78 41.82 2.93/2.8
558 SER-70 111.89 8.87 56.76 4.81 64.61 4.24/3.57
559 LEU-71 128.96 8.83 54.37 4.45 44.2 1.39/0.81
560 GLY-72 108.49 8.88 44.7 4.47/3.84

561 PRO-73 63.28 4.43 32.39 2.28
562 GLU-74 126.77 8.46 59.01 3.11 30.2 1.42/1.25

Los & del "N y del 'H amidicos fueron determinados mediante experimentos HSQC, Los & del *Ca con
experimento HNCA. Los § del ’Cy con HNCACB. Los & del 'H se determinaron mediante experimentos

3D-TOCSY-HSQC, 3D-NOESY-HSQC y 2D-NOESY.
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Asi, se han asignado los & del 91% de los 'H, y de todos los °N de la cadena peptidica,
excepto los correspondientes a las cinco prolinas y los dos aminoécidos iniciales y los
>N de las cadenas laterales basicas (80% del total de BN asignados) y de un 99% de los
8 de los °C alifaticos (ver tabla 3.6) (65% del total de *C asignados), mientras que los
BC aromaticos y carbonilicos no se asignaron. Estos § asignados se utilizan en el

programa CY ANA para el calculo de la estructura, como se describe a continuacion.

3.2.4 Modelizacion molecular de la estructura 3D del dominio PASTA-3
recombinante de PrcK de B. subtilis, mediante el programa CYANA (2.0)

Para el calculo de la estructura se utilizo el programa CYANA 2.0, que usa una
combinacion de calculo de estructuras por geometria de distancias, dindmica molecular
en angulos de torsion y asignacion automatica de los espectros NOESY

(http://guentert.gsc.riken.go.jp/software/Cyana.html) [113-114]. Este protocolo parte de

la asignacion de los desplazamientos quimicos de la mayoria de los nucleos de la
proteina y de las listas de todas las sefiales NOE presentes en el espectro NOESY que se
recopilaron mediante un proceso de etiquetado e integracion de los picos de cruce en los
espectros NOESY usando el programa CARA. Con estos archivos de entrada, el listado
de asignaciones de desplazamientos quimicos a los protones de la proteina y el listado
de coordenadas de desplazamiento quimico e integrales de los picos de cruce de los
espectros NOESY, el programa CYANA realiza un proceso iterativo de siete ciclos de
calculo de estructuras asignando las sefiales NOE a determinados pares de nucleos.
Después de cada ciclo el programa usa cada estructura generada para recalcular un
nuevo conjunto de restricciones de distancia y lo compara con los NOEs experimentales
corrigiendo su asignacion. El proceso iterativo transcurre hasta que se asignan mas del
95% de las sefiales NOE, de forma que la gran mayoria de las restricciones de distancia
derivadas de las estructuras son compatibles con la asignacion de los picos de cruce
NOE. El primer ciclo de calculo parte de un conjunto de estructuras generadas al azar y
en los siguientes ciclos se utilizan los procedentes del ciclo anterior. Las restricciones se
incorporaron en todos los ciclos del calculo de estructuras. Se calcularon un total de 100
estructuras, considerandose las 20 mejores, es decir, las que tienen un valor de la
funcion blanco (ver Materiales y métodos), como las representativas de la estructura del
dominio PASTA. En la tabla 3.7 se muestran, esquematicamente, las restricciones

utilizadas para generar el conjunto definitivo de las 20 estructuras del péptido. El valor


http://guentert.gsc.riken.go.jp/software/Cyana.html
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de RMSD es de 0.46A para la cadena principal y de 0.96A para los dtomos pesados
(tabla 3.7). En la figura 3.38, panel A, se presenta la superposicion de las 20 estructuras
finales generados con programa CYANA, para el dominio PASTA-3 recombinante

(residuos 5-74)

Tabla 3.7 Datos estadisticos de las 20 estructuras de menos energia generadas mediante el programa
CYANA 2,0 en cada ciclo para el calculo de la estructura 3D del dominio PASTA-3 recombinante de
PrcK de B.subtilis.

Ciclol Ciclo2 Ciclo3 Ciclo4 Ciclo5 Ciclo6 Ciclo7 Final

Picos Seleccionados 2834 2834 2834 2834 2834 2834 2834
Picos Asignados 2660 2708 2685 2697 2690 2687 2678
Picos No asignados 174 126 149 137 144 147 156
Picos con asignacion diagonal 359 359 359 359 359 359 359

Los limites superiores de distancia

Total 1067 942 904 904 887 883 932 968
Corta distancia, |i-j|<=1 720 615 594 575 560 556 549 566
Media distancia, 1<[i-j|<5 229 181 97 99 92 91 93 100
Larga distancia, [i-j|>=5 118 146 213 230 235 236 290 302
Restricciones por residuo 4.08 1.90 1.31 1.30 1.24 1.20 1.00 1.00
Promedio del valor de funcién objetivo 15.07 10.06 16.11 2.35 1.21 0.68 0.47 0.24

RMSD (residues 5-74)
RMSD promedio de la cadena principal 3.14 1.81 0.77 0.56 0.54 0.50 0.46 0.46

RMSD promedio de atomos pesados 3.77 233 131 1.07 1.03 0.99 0.97 0.96

Otra forma de comprobar la calidad de la estructura es el diagrama de Ramachandran,
en el que se representa el angulo fi (®) frente al psi (V) para cada residuo de
aminoacido. En la figura 3.38 B se muestra el diagrama de Ramachandran para la
estructura 3D de menor energia del dominio PASTA-3 de PrkC, en el que se han
distinguido distintas zonas segin su grado de permisividad, mediante un cédigo de
colores: desde blanco para las regiones no permitidas, hasta azul intenso para las
regiones mas favorables para las cadenas polipeptidicas. Asi, el diagrama de
Ramachandran nos indica que todos los residuos se encuentran en regiones permitidas o

permitidas adicionalmente.
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Figura 3.38 A) Modelo de cintas y flechas del dominio PASTA-3 de PrkC de B. subtilis donde se
muestra la superposicion de las 20 estructuras finales del dominio recombinante (residuos 5-74). La
imagen fue generada con el programa MolMol [115] Se usa la convencion: cintas, hélicea; y flechas,
lamina B. B) Representacion de Ramachandran de la estructura de PASTA-3 de PrkC de B. subtilis de
menor energia excluyendo los primeros 3 aminoacidos. Se muestra para cada aminoacido el par de
angulos diedros phi y psi correspondiente. La escala de colores ilustra el grado de permisibilidad: azul
intenso, regiones mas favorables; azul ligeramente claro, regiones permitidas adicionalmente; azul claro,
zonas permitidas generosamente; y blanco, regiones no permitidas.

En la serie de estructuras de obtenidas mediante el programa CYANA, atn sin realizar
una posterior optimizacion mediante dinamica molecular, se empiezan a definir algunos
de los principales elementos de estructura secundaria descritos en otros dominios

PASTA: una a hélice seguida de hasta 3 laminas 3 (Figura 3.39).
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2KUD 3PY9 Modelo CYANA

Figura 3.39 Estructuras 3D de varios dominios PASTA: a) dominios PASTA-2 de PknB de
Mycobacterium tuberculosis (codigo PDB 2KUD) determinada mediante RMN, b) dominio PASTA-3 de
PrkC de S. aureus (codigo PDB 3PY9) determinada mediante cristalografia de rayos X, ¢) modelo de
homologia obtenido con la estructura de 3PY9, utilizando el programa SwissModel
(http:/swissmodel.expasy.org/ [116]) y d) dominio PASTA-3 recombinante de PrkC de B. subtilis,
determinado mediante RMA en la presente tesis. Se usan los colores: rojo para la hélice o; y azul
turquesa para la lamina f3.

A primera vista, el plegamiento global que se observa en la estructura no refinada
obtenida para el dominio PASTA-3 recombinante de PrkC de B. subtillus (Figura 3.39)
es analogo a la que se observa en otros dominios PASTA cuyas estructuras 3D han sido
determinadas (Figura 3.39). En el Protein Data Bank se pueden encontrar hasta 17
estructuras 3D de dominios PASTA: 5 de ellas resueltas por RMN (2ZMGV, 2KUD,
2KUE, 2KUF y 2KUI) y las 12 restantes, por cristalografia de rayos-X (30UV, 3PY9,
27C3,2ZC4, 2721, 272M, 1RP5, 1PYY, 1K25, 1IQME, 1QMF y 1PMD). En todos los
casos no se observan las 3 laminas-f completamente definidas las 3 laminas . Por
ejemplo, en la estructura del dominio PASTA-2 de PknB de Mycobacterium
tuberculosis (codigo PDB 2KUD) no estd bien definida la lamina-B2 (Figura 3.39-a).
Sin embargo, si se observa una lamina-f3 incipiente (0 y 2') entre el extremo amino
terminal y el "loop" entre las laminas 2 y B3. Respecto a la hélice a, en la estructura
obtenida no llegan a definirse completamente las dos vueltas completas de la hélice que

se observan en las otras estructuras.

A modo de comparacion, se muestra un modelo estructural del dominio PASTA-3 de

PrkC de B. subtilis obtenido por homologia a partir de la estructura del dominio
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PASTA-3 de la PrkC de S. aureus, con la que comparte un 35% de identidad secuencial.
En este modelo, si se observan todos los elementos de estructura secundaria asociados a
los dominios PASTA por lo que se utilizd como plantilla estructural para construir el

modelo, calculado en el servidor SwissModel, (http://swissmodel.expasy.org) [116].

3.2.5 Estudios de interaccion entre el dominio PASTA-3 recombinate de PrkC de

B. subtilis y varios carbohidratos

Una vez asignado el espectro de la proteina, aun sin tener una estructura totalmente
refinada, es posible estudiar las interacciones con potenciales ligandos aplicando la
estrategia de observacion de las sefiales del receptor sobre los espectros N-HSQC
(Figura 3.37). Este método es muy sensible y permite detectar perturbaciones en el
entorno de las amidas de la cadena principal del dominio PASTA-3, debidas a la unién

al ligando.

Se realizaron experimentos 'H-'""N HSQC para monitorizar y determinar cambios en los
0 quimicos del dominio PASTA-3 de PrkC de B. subtilis durante la interaccion con
cantidades crecientes del muropéptido extraido de la misma bacteria, que a su vez due
analizado mediante experimentos 2D de RMN para comprobar la presencia de los
residuos DAP (figura 3.40). También se realizaron experimentos con ampicilina
(antibiotico P-lactamico). Estos compuestos han sido previamente descritos como

ligandos de dominio PASTA [8, 92-93].
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GleNAc-MurNAc
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Figura 3.40 Espectro TOCSY a 60 ms de la fraccion de muropéptidos aislados de peptidoglicano de B.
subtilis que contienen residuos DAP en su estructura. En el espectro se indican los picos de correlacion
entre los protones amidicos del DAP y los protones alifaticos. Adquerido en un espectrometro Bruker de
600 MHz a 298K.
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Figura 3.41 Espectros 'H-"N-HSQC adquiridos en 600MHz del dominio PASTA en presencia de
potenciales ligandos. Panel a) Puntos inicial (ausencia de ligando, negro) y final (relacion 20:1, rojo) de
la titulacién con un muropéptido extraido de B. subtilis. Panel b) Puntos inicial (ausencia de ligando,
negro) y final (relacion 10:1, rojo) de la titulacion con el betalactdmico ampicilina.

En la figura 3.41 se muestran los espectros 'H-'"N HSQC obtenidos del dominio
PASTA-3 (0,4 mM), tanto en ausencia de muropéptido como en presencia de un exceso

de éste ultimo de 20:1. Andlogamente, se realizé un experimento similar de titulacion
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con la ampicilina sobre una muestra del dominio PASTA (0,2 mM) hasta un exceso

10:1 del antibiotico.

En ninguno de los dos casos (muropéptido y ampicilina) se observaron desplazamientos
significativos en los picos de correlacion H-N correspondientes a los enlaces peptidicos

que pudieran informar de la unioén de estos ligandos al dominio PASTA-3.

En estos estudios, el GMDP vy el tripéptido N-Acetil-L-Lisina-D-Alanina-D-Alanina,
ambos se utilizaron como controles negativos, ya que no contienen el residuo de DAP.

Como era de esperar, con ninguno de estos compuestos se observo una perturbacion

significativa en los espectros ’N-HSQC del dominio PASTA-3.

En resumen, no se ha detectado la interacciones de un tinico dominio PASTA-3 de PrkC
de B. subtilis y muropéptido de tipo DAP derivado del peptidoglicano de la propia
bacteria. Como se ha mencionado, el DAP se ha propuesto como elemento esencial para
el reconocimiento y la selectividad de PrkC de B. subtilis hacia el PGN. Ademas. se ha
demostrado, mediante experimentos de STD-RMN, que dichos fragmentos de PGN
(muropéptidos) son capaces de unirse al segmento extracelular completo de PrkC, que

contiene 3 dominios PASTA consecutivos [20].

De manera andloga a lo discutido para el caso de los dominios LysM, queda por
confirmar estructuralmente si en la interacciéon entre PrkC y PGN intervienen mas de
uno de los dominios PASTA de la proteina e incluso si se producen procesos de
oligomerizacion mediados por ligando. Recientemente, un estudio publicado en abril
2014 [117], los autores han demostrado que un unico dominio PASTA de una proteina
PBP de Micobacterium tuberculosis (c6digo PDB: 2MGV) no es capaz de interaccionar
con los ligandos descritos para la proteina completa: antibidticos betalactamicos,

muropéptidos o peptidoglicano polimérico [104, 109-110, 117].

3.3 CONCLUSIONES

Se han asignado los & del dominio PASTA-3 recombinante de PrkC de B. subtilis
mediante la aplicacion de experimentos multidimensionales homo- y heteronucleares de
RMN lo que ha permitido el célculo de una estructura 3D no refinada en base a los
datos experimentales de NOE que ha confirmado la presencia de los elementos de

estructura secundaria y tipo de plegamiento caracteristicos de los dominios PASTA.
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Segun los experimentos de interaccion por RMN, el dominio PASTA-3 recombinante de
PrkC de B. subtilis perece no interacciona con los ligandos descritos anteriormente para el
segmento extracelular completo de la proteina PrkC: ampicilina y muropéptidos de tipo DAP

derivados del PGN de B. subtilis.

4 CONCLUSIONES PARA EL CAPITULO 3

En cada uno de los apartados de este capitulo, que recogen los resultados
experimentales, se han incluido las conclusiones concretas de los sistemas abordados y
las técnicas utilizadas. A modo de resumen, incluimos aqui una serie de conclusiones
generales que pueden deducir de este trabajo centrado en las interacciones de dominios

de proteinas con carbohidratos derivas de GlcNAc, que se han estudiado por RMN.

La uniéon del GMDP a la WGA usando como modelo el dominio B (el segundo
dominio tipo heveina en la secuencia de la WGA) se establece segin el modo de unién
donde el anillo de GIcNAc se situa sobre la Tyr 66, donde la parte peptidica del GMDP
queda esencialmente expuesta al disolvente, de acuerdo con los bajos indices de
saturacion observados para los residuos de alanina y isoglutamina (< 4%). El grupo
metilo del resto de acido lactico en la posicion 3 del acido muramico (CHsz-Lac-Mp)
apunta hacia la Tyr 64 y la superficie de la proteina, justificindose su significativa

saturacion (11%).

Se ha confirmado experimentalmente por RMN que el dominio LysM derivado de la
transglicosilasa litica de E. coli interacciona con el peptidoglicano, usando como
modelo el péptido recombinante LysM-CAM-1 que incluye la secuencia LysM 389-452
de la proteina MItD con dos mutaciones S388C y N453C. Sin embargo, que no se
observaron interacciones con el minimo elemento disacaridico, el GMDP, que se repite

en la estructura del peptidoglicano.

Se han asignado los & del dominio PASTA-3 recombinante de PrkC de B. subtilis
mediante la aplicacion de experimentos multidimensionales homo- y heteronucleares de RMN
lo que ha permitido el calculo de una estructura 3D no refinada. Seglin los experimentos de
interaccion por RMN, el dominio PASTA-3 perece no interacciona con los ligandos descritos
anteriormente para el segmento extracelular completo de la proteina PrkC: ampicilina y

muropéptidos de tipo DAP derivados del PGN de B. subtilis.
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Capitulo 4:

Caracterizacion del reconocimiento
diferencial de los anomeros de galactosa
por lectinas. El caso de la viscumina

1 INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La importancia de la presencia de ambas formas anoméricas en medios biologicos se
pone de manifiesto por la existencia de enzimas mutarrotasas [1]. También se ha
observado selectividad distinta hacia los andmeros en diversos procesos enzimaticos
implicados en el metabolismo de carbohidratos [2-3]. Sin embargo, la caracterizacion
estructural del reconocimiento diferencial de andémeros por lectinas o receptores de

carbohidratos en solucion ha sido poco estudiada. Este hecho tiene que ver con que las
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lectinas se unen a los carbohidratos sin modificarlos, y por tanto, no generan respuestas
dependientes del tiempo que puedan ser monitorizadas. Teniendo en cuenta que los
anomeros en solucion se equilibran en unas pocas horas, la mayoria de las técnicas
biofisicas disponibles unicamente permiten obtener valores promedios de los
pardmetros macroscopicos medibles en los procesos de reconocimiento molecular que
implican mezclas de andmeros. Cuando se trata de estudiar independientemente un
anomero especifico, habitualmente se ha recurrida a la estrategia de modificar
quimicamente la posicion anomérica. Por ejemplo, mediante una O-metilacion
especifica se genera la sustitucion mas simple posible. Asi, se rompe el intercambio
anomeérico y se generan dos compuestos distintos con la configuracion anomérica, o o f3,

fijada.

La aplicacion de métodos de RMN puede permitir la discriminacion directa del proceso
de reconocimiento de cada andémero en la mezcla. Asi, por ejemplo, se ha aplicado la
resonancia de °C para demostrar la preferencia por el anémero 3 de las proteinas de
union a azucares implicadas en quemotaxis bacteriana [4]. Estudios, mas exoticos, de
resonancia de tritio (3H—NMR) se han usado para determinar la preferencia anomérica
de la proteina de union a maltosa [5]. Recientemente, en nuestro grupo de trabajo, se ha
demostrado que también la resonancia de '"F se puede aplicar para determinar la

selectividad anomérica frente a un receptor [6].

1.1 La viscumina: una lectina vegetal que reconoce galactésidos

En el presente trabajo, se ha elegido la lectina del muérdago europeo (Mistletoe Lectin
ML-I, también denominada viscumina) como modelo para profundizar en el
conocimiento sobre el modo de unidon de esta lectina con sus ligandos. La viscumina
presenta dos sitios de unién a carbohidratos y hemos abordado el problema del
reconocimiento diferencial de los anémeros o y 3 de la galactosa (Gal) en los dos sitios
de union mediante métodos de RMN. La RMN permite la observacion de sefiales
independientes para cada andémero ya que, aunque estan en equilibrio quimico, la
cinética de intercambio es suficientemente lenta y se pueden observar las sefales

diferenciadas.

La ML-I es una proteina toxica, presente en el latex de las hojas de la planta del

muérdago Viscumin album [7]. Tiene un peso molecular aproximado de 60 kDa y
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muestra un alto grado de homologia, tanto a nivel estructural como de actividad
bioldgica, con la ricina y con otras lectinas del tipo RIP II, ya comentadas en el capitulo

de generalidades [8].

La ML-I es un heterodimero de 2 subunidades, A y B, unidas por puente de disulfuro
[9-11] (figura 4.1). La actividad como lectina y la especificidad del reconocimiento
molecular estd localizada en la subunidad B, de 34 kDa. Esta subunidad reconoce
preferentemente la galactosa terminal de los glicolipidos y glicoproteinas de las
membranas celulares. La cadena B se pliega en dos dominios homologos con estructura
de trébol-p (“B-trefoil”), y cada uno contiene cuatro subdominios (A, a, B y v). Los dos

sitios de union a galactosa estan presentes en los subdominios lay 2y [11-12].

Se han descrito, mediante cristalografia de Rayos X, algunas estructuras 3D de la
viscumina, en algunos casos en presencia de ligandos (con galactosa PDB=1PUM; con
lactosa PDB=1PUU). En el cristal, los dos monémeros AB muestran un doble pliegue
simétrico caracterizado por la presencia de un eje de simetria en el dominio 1 de la
cadena B adyacente. De este modo, se establecen contactos polares y no polares entre
los subdominios o-y’, B- By y- a’. Esta organizacion cuaternaria puede explicar las
uniones muy fuertes observadas para ciertos glicodendrimeros cuando interaccionan con
la viscumina [13-14] y su alta afinidad frente a ciertas glicoproteinas y células [15-16].
La altisima afinidad observada, reflejada en la necesidad de aplicar una fuerza muy alta
para separar la viscumina de sus ligandos, ha sido medida mediante microscopia de

fuerzas atémicas [17].

. Cadanas

N-Glicanos ~Lactosa
.

Cadena B

— Lactosa

Figura 4.1 Estructura de la viscumina ML-1(PDB 1PUU) extraida del muérdago; en rojo, la cadena A, en
verde, se muestran las cadenas de N-glicano; en azul, la cadena B con dos dominios lectina “B-trefoil”.
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En la vista frontal se sefialan los 2 sitios de union a la lactosa en la cadena B: en el primer l6bulo,
o,;=W38, del primer domino “B-trefoil” y en el tercer 16bulo, y,=Y249, del segundo domino “B-trefoil”.

Después de la union a los receptores correspondientes, la viscumina se transporta en
vesiculas endosomicas, dentro de la célula, hacia el aparato de Golgi, y después, hacia el
reticulo endoplasmatico. Aparentemente, en el reticulo endoplasmatico se produce la
ruptura del enlace disulfuro entre las dos subunidades de la Viscumina [ 18], liberandose
asi la cadena B de la A. Esta se filtra al interior celular y, mediante su actividad N-
glicosidasa sobre los RNA ribosémicos, inhibe el funcionamiento de los ribosomas de

forma irreversible, lo que conduce a la muerte celular [19].

A pesar de su toxicidad, la ML-I ha abierto importantes expectativas para su aplicacion
en el tratamiento del cancer [20-21] gracias a su efecto inmuno-modulador,
antimetastatico y antitumoral, descubierto en estudios sobre animales y seres humanos
[22-23]. No obstante, aunque en distintos paises europeos [23-25] se pueden encontrar
distintos extractos del muérdago comerciales que se aplican para el tratamiento del
cancer humano (Iscador, Helixor, Isorel, Abnoba, Icucin,..., etc), su eficacia real es

muy controvertida [26].

e [a arquitectura del sitio de unién o1 (Figura 4.2)

Las estructuras cristalinas descritas para los complejos de ML-I con galactosa (1PUM)
y lactosa (1PUU) han permitido caracterizar los elementos estructurales para la
interaccion carbohidrato-proteina [27]. El sitio de unién a Gal en la cadena B de ML-I
esta formado por Asp23B, por un bucle retorcido Asp23-Val24B-Arg25B y por GIn36B
y Lys41B. Cuatro residuos estan implicados en la unién a la Gal a través de enlaces de
hidrégeno. En el centro del sitio de unién, la cadena lateral de Asp23B se coloca
adecuadamente gracias a un enlace de hidrogeno con GIn36B NE2. Esta orientacion de
la Asp23B asegura el establecimiento de enlaces de hidrogeno entre el Gal 4-OH y
Asp23B ODI1 asi como entre el hidroxilo 3-OH con Asp23B OD2. Ademas, Gal 4-OH
forma enlaces de hidrogeno con GIn36B NE2 y con 26B N. Ademas, en el entorno de
los grupos Gal 2-OH y 3-OH esté la Lys41B NZ, que forma enlaces de hidrogeno con

ambos. Esta ultima representa una interaccion raramente observada con Gal O2 [27-28].

El anillo aromatico de Trp38B forma la parte superior del sitio de union al azucar, y

proporciona una interaccion de apilamiento con el anillo de galactopiranosa. Este
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motivo estructural, de interaccion de apilamiento CH-TT, se observa frecuentemente en

los sitios de reconocimiento de lectinas [29].

La orientacion de la cadena lateral de triptofano se estabiliza adicionalmente mediante
un enlace de hidrégeno a una molécula de agua. Los planos del anillo de triptofano de la
proteina y de la piranosa del ligando forman un 4ngulo de aproximadamente 20° en el

caso del complejo ML-I/galactosa.

Sitio de union la

Moléculas de Atomo del Distancia ML-1 y Figura 4.2: Representacion de la arquitectura del sitio
proteing o del carbohidrato palaciosa (A) - 5

salvente de unioén con [-Gal, los residuos se muestran en color
Agpal DL 52 azul, y la galactosa esta en color rojo. Los enlaces del

ta 1 |12

]
\i;;:':P :J): : hidrogeno se indican en negro en lineas discontinuas.
Gin 36 NE2 o4 3 Las moléculas de agua aparecen como circulos azules.
Lys 41 NZ 03 3.0 Los residuos aromdticos que entran en interaccion
';:“’;’:: L :T—: :‘I’ estdin en color verde oscuro). La tabla de al lado

o0 muestra las distancias de las interacciones descritas.
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e Laarquitectura del sitio de unién y2 (Figura 4.3)

La arquitectura general del sitio de unién Y2 es casi idéntica al al, aunque no se
conservan todos los aminoacidos implicados en la unién de Gal. El centro del sitio de
union esta formado por Asp235B, que se coloca adecuadamente mediante un enlace de
hidrogeno entre su OD2 y el NE2 de la GIn257B. El bucle retorcido formado por
Asp235B-Val236B-Ala237B se coloca en la parte inferior del sitio de reconocimiento.

La cadena lateral de Asp235B forma dos enlaces de hidrogeno con los hidroxilos 4-OH
de Gal (OD1) y 3-OH (OD2). Una mayor estabilizacion del complejo azicar-lectina se
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consigue mediante enlaces de hidrogeno adicionales entre Gal 4-OH y N GIn238B y
entre Gal 3-OH y Asn256B ND2. La parte superior del sitio de interaccion esta cubierta
por Tyr249B, que ofrece la interaccion de apilamiento clave con el anillo del azticar. En
este caso, el anillo de galactopiranosa forma un dngulo de aproximadamente 30° con el

anillo aromatico de Tyr249B. En y2 no se observa ninguna interaccién entre Gal 2-OH

y la lectina [27].

Sitio de union 2y

yr 249 B yr 249 B

Gin257B GIn257B

IE2

Gin 238 B

Moléculas de Atomo del Distancia ML-1 y Figura 4.3: Representacion de la arquitectura del
proteina o del carbohidrato galoctosa (A) sitio de unidn con el azhcar, los residuos se muestran
atvente en color azul, y la galactosa esta en color rojo. Los
hag &t 4 24 enlaces del hidrogeno se indican en negro en lineas
As HI5 00 & Ll discontinuas. Las moléculas de agua aparecen como
. BN ] 04 30 circulos azules. Los residuos aromaticos que
Asn 256 ND2 o 3 participan en la interaccion estan en color verde). La
Wat 1571 06 34 tabla de al lado muestra las distancias de las

Wat 3541 0l 30 interacciones descritas.

La afinidad de la ML-I por galactosidos se ha estudiado mediante diversas técnicas [25,
30-31]. Sin embargo, hay que hacer notar que incluso en el caso mas simple del propio
monosacarido Gal y de sus a— y B— metil glicésidos (a-metil Gal y B-metil Gal) se han
publicado resultados contradictorios. De hecho, Lee y colaboradores, mediante estudios
de inhibicion, dedujeron que tanto la a-metil Gal como la B-metil Gal inhibian de
manera similar la unién de la ML-I a una resina de sepharosa lactosilada [31]. Sin
embargo, mas tarde Gabius y Surolia encontraron, mediante estudios de calorimetria,

que el o-metil Gal tenia una afinidad a ML-I un orden de magnitud superior a la del 3-
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metil Gal y a la de la propia Gal (15000 M para el a-metil Gal frente a 1080 M para
el B-metil Gal y 1020 para la Gal) [30]). Con estos antecedentes, se eligio la viscumina
para estudiar, mediante RMN y de manera individualizada, la diferente selectividad de
una lectina hacia cada uno de los dos andomeros o- y [-, que estan presentes

simultaneamente y en equilibrio quimico en las disoluciones del monosacarido.

1.2 Hacia la diferenciacion de anomeros: los equilibrios de uniéon frente a un

receptor en el caso de sustratos mutuamente competitivos que estan en equilibrio

Antes de iniciar un estudio individualizado de las afinidades de la viscumina por cada
uno de los andmeros, es necesario realizar un andlisis de los equilibrios presentes en el
sistema. La mezcla anomérica en equilibrio se puede considerar como un sistema en el
que existe una mezcla de sustratos en equilibrio y, por tanto, que muestra una relacion
constante de concentraciones durante el proceso de medida. En este caso, las curvas de
valoracion individualizadas para cada uno de los sustratos no pueden tratarse como en el
caso de un modelo sencillo sustrato-receptor, ya que el segundo sustrato actia como un
inhibidor competitivo de la unién del primer sustrato. Es decir, cada uno de los
anomeros compite con el otro por la union a la lectina. Igualmente, las isotermas de
Langmuir no son directamente analizables como en el caso de una estequiometria
sustrato-receptor 1:1 en presencia de un inhibidor competitivo a concentracion
constante. En el caso del equilibrio anomérico, la concentracion del anomero que actiia
como inhibidor varia, de manera asociada, con la concentracion del anémero observado.
Sin embargo, en el caso sencillo de un receptor (R) en presencia de dos ligandos
alternativos (A y B), que mantienen una relacion constante (A/B = cte) se puede derivar
una relacion sencilla entre sus constantes de afinidad y la razén de las concentraciones,
¢, si se dan las condiciones experimentales en las que la concentracion de cada uno de

los anémeros estd en gran exceso respecto a la concentracion del receptor:

R+A<==RA [RA]/[Rt] =[A]/ (kaa+[A])

R+B<=>RB [RB]/ [Rt] = [B] / (kas+[B])
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[At]/[Bt] =c¢
Si [At], [Bt] >> [Rt] entonces [A] =~ [At] y [B] =~ [Bt]y [A]/[B]=c¢
Por tanto, se puede derivar la relacion: [RA]/[RB] =c¢ x kgp / kaa

Por tanto, si se conoce la relacion entre las formas unidas de cada uno de los andémeros,
y se conoce el equilibrio anomérico, es posible calcular la relacion entre las afinidades

de ambos anomeros.

Con este objetivo, en este trabajo se ha analizado, mediante técnicas de RMN vy
modelado molecular, la interaccion de la cadena B de la lectina del muérdago ML-I con
los ligandos galactosa en sus configuraciones o y . Primero, y a partir de datos
experimentales de titulacion obtenidos mediante STD-RMN, se han calculado las
constantes de disociacion de los ligandos. Estos valores han sido utilizados
posteriormente en experimentos de competicion para comprobar si los ligandos
compiten entre si en los sitios de unién de la proteina. A continuacion, mediante el uso
de dos aproximaciones distintas basadas en el calculo de las velocidades iniciales y del
“factor q” [32], se ha descrito el epitopo de unién de cada andomero. El analisis se ha
basado en las intensidades de saturacion STD transferidas a los protones de los ligandos
por su proximidad a la proteina, apoyadas en métodos de modelado molecular
(mecénica molecular y "docking") y en uso del programa CORCEMA (COmplete
Relaxation and Conformational Exchange Matrix Analysis) [33-35].

2 RESULTADOS

El anélisis de la union de la galactosa (Gal) en soluciéon y de sus correspondientes
formas metiladas en la posicién anomérica (o y P-metil-Gal) a la viscumina se ha
analizado aplicando experimentos de diferencia de transferencia de saturacion (STD-

RMN). La Gal muestra un equilibrio anomérico 3:c. con una proporcion 66:34.

En primer lugar se realizaron experimentos de STD, como control, usando los ligandos
libres en ausencia de la viscumina. Se comprobd que los protones de los ligandos no
recibian saturacion indirecta cuando se irradiaba en la zona alifatica (6 0,85 ppm) del

espectro en ausencia de proteina. Se eligid esta frecuencia ya que aqui no aparecen
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sefiales de protones del ligando, por lo que se puede usar para irradiar selectivamente

sefiales de RMN de la viscumina en los experimentos en presencia de la misma.

2.1 Determinacién de la constante de disociacion de los ligandos con la VAA

mediante experimentos STD

Para cada proton cuya intensidad pueda ser medida de manera diferenciada, se obtiene
un valor correspondiente de STD. En el caso de que los desplazamientos quimicos de

distintos protones solapen, solo se pueden obtener valores promediados de saturacion.

En el caso de la Gal libre (figura 4.4), los protones que presentan cierto solapamiento en
el espectro 'H-RMN son los H6 (a,b) de ambas formas o y B-Gal y el H5 de la B-Gal,
que aparecen en la zona del espectro entre 3.65 y 3.72 ppm. Sin embargo, es posible
obtener informacion cualitativa de las intensidades de saturacion correspondiente a cada
protoén de cada andémero. En el caso de la a-metil-Gal (figura 4.5), H2 y H3 solapan
entre si, mientras que también lo hacen H6(a, b). En el caso de la B-metil-Gal (figura

4.6) tnicamente solapan los protones H6 (a, b) y sus valores de STD se promedian.

En las siguientes figuras (4.4, 4.5 y 4.6) se presentan los espectros de STD de distintas
mezclas lectina-ligando. La galactosa (concentracion 3.6 mM) se encuentra en su estado
de equilibrio anomérico entre las configuraciones a y 3. Los a y B-metil-galactésidos se
presentan concentraciones de 4.4 y 3.4 mM, respectivamente. La viscumina tiene una
concentracion de 50 pM. En todos los casos, los experimentos STD se realizaron de
manera alternada adquiriendo un numero pequefio de FIDs que correspondian a la
irradiacion (normalmente durante 2 s) a & 50 ppm, lejos de cualquier seal de
resonancia tanto del ligando como del receptor (espectro "off-resonance").
Seguidamente, se adquirié el mismo nimero de FIDs correspondientes a la irradiacion
selectiva durante el mismo tiempo (normalmente 2 s) a una frecuencia (3 0.85 ppm) en
la que existen exclusivamente sefiales de la viscumina en la zona alifatica del espectro
(espectro "on-resonance”). La recogida de FIDs se realiz6, de manera alternada entre
ambas frecuencias de irradiacion, hasta alcanzar una relacion sefial/ruido satisfactoria

del espectro STD.

El espectro STD se obtiene sustrayendo el espectro "on-resonance" (Isy), en el cual se

ha saturado la proteina, del espectro "off-resonance” (Ip), obtenido como referencia. La
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amplitud de la saturacion de cada protén se expresa en forma de porcentaje de la

perdida de sefial (Ip-Isa) respecto al espectro "off-resonance", (Ip).

-1 I
%x100=%x100 (1)

0 0

Agrp =

Off-resonance [ oy P galactosa | 4p 2a \;ﬁ_‘
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Figura 4.4 Espectro STD (panel inferior) de la Gal (3,6 mM) en presencia de la VAA (0,05 mM) en
disolucion. El panel superior muestra el espectro de referencia “off-resonance”, con la correspondiente
asignacion de los protones de la mezcla anomérica. La intensidad del espectro STD estd ampliada por un
factor de 4 y se indican los % de saturacion de cada sefial.
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Figura 4.5 Espectro STD (panel inferior) de o metil Gal (4,4 mM) en presencia de VAA (0,05 mM) en
disolucion. El panel superior muestra el espectro “off-resonance”.
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Figura 4.6 Espectro STD (panel inferior) de la § metil Gal (3,4 mM) en presencia de VAA (0,05 mM) en
disolucion. El panel superior es el espectro “off-resonance”.
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Para obtener las constantes de disociacion, se siguid una metodologia similar a la
descrita por Angulo et al. [36]. Esta se basa en la cuantificacion de distintos
experimentos de STD, obtenidos para distintos tiempos de saturacion. Asi, se elaboran
curvas de crecimiento de saturacion para cada proton del ligando. En concreto, se
realizaron series de experimentos de titulacion usando diversos tiempos de saturacion
(0.5, 1, 2, 4, 8 s) y diferentes concentraciones de ligando, y empleando una

concentracion fija de viscumina (50 pM, figura 4.7).

ETYAY
KM‘L__ 6.1 mM
Aumenta de las I A -.&1""\.‘“‘_ A

intensidadesen _____/i_ —t . 3.6mM

funcign de la

concehtracién 2mM
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Figura 4.7 En la serie de espectros del panel superior se muestra el crecimiento de las sefiales de 'H-STD
de Gal para un tiempo fijo de saturacion (2s) y concentraciones variables del ligando. En los espectros del
panel inferior se muestra el crecimiento de las sefiales STD usando una concentracion fija de Gal (6,1
mM) en presencia de viscumina (50 pM), empleando diferentes tiempos de saturacién
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A partir de los experimentos de STD a distintos tiempos de saturacién y con distintas
concentraciones de ligando, se calcularon, en primer lugar, los porcentajes de saturacion
de cada uno de los protones de los ligandos. Seguidamente se determind la
concentracion saturada de cada proton (STD) obtenida para cada tiempo de saturacion,
multiplicando la saturacion relativa (Ist/lp) por la concentracion de ligando
correspondiente. Con estos valores se construyeron las curvas de crecimiento de
saturacion, que se ajustaron a una funcidon de exponencial creciente (2). Como
parametros ajustables se usaron la saturacion maxima (STDm.) alcanzable para la
concentracion de lectina usada y una constante aparente de transferencia de saturacion
(ksat). A partir de la pendiente inicial de estas curvas, se obtuvieron las velocidades
iniciales de saturacion para cada proton, como el producto de ambos pardmetros STDyax

por kg . (ver materiales y métodos) [36].

STD (tsat) = STDmax . (1_ e(ksat . tsat)) (2)

Visa= STDmax X ksat (3)

A modo de ejemplo, los resultados obtenidos para el proton H4 del anéomero a-Gal se
presentan en la figura 4.8. Los resultados obtenidos para el resto de los protones se

muestran en el anexo I (figuras 1, 2,3 y4).
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Figura 4.8 Curvas de crecimiento de saturacion (expresado como concentracion absoluta saturada del
proton observado en mM) en funcion del tiempo de saturacion para el proton H4 del anémero o Gal a
diferentes concentraciones de Gal (e1; o 1,26; ¥ 2; A 3,6, m6,1; 09,8 mM). La concentracion del
anomero o corresponde a un 33% de la Gal total

A partir de las curvas (figura 4.8) se puede observar que, cuanto mayor es la
concentracion del ligando, mayor es la concentracion absoluta saturada, expresada para
cada proton como el producto de la saturacion relativa observada (Iga/lp) por la
concentracion total de ligando; es decir, el valor absoluto de la sefial de saturacion. Por
lo tanto, los experimentos con mayor concentracion de ligando presentan mejor

sensibilidad (véanse, por ejemplo, los espectros del panel superior de la figura 4.7).

A tiempos de saturacion muy cortos, los STD tienen problemas de sensibilidad, tanto
por la baja relacion sefial:ruido, como por la saturacion ineficaz de la proteina (figura
4.9). Por otro lado, el uso de tiempos de saturacion muy largos asegura la saturacion
maxima de la lectina, por lo que se obtienen incrementos considerables en las
intensidades STD. No obstante, este hecho s6lo se da hasta alcanzar un estado
estacionario en el que es necesario considerar la relajacion longitudinal de la forma no

unida [32] y la reasociacion del ligando saturado [36] que se acumula en solucion [37].
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Figura 4.9 Curvas de crecimiento de la saturacion de la viscumina en funcién del tiempo de irradiacion,
tomando como referencia las intensidades de las sefiales de STD de la zona aromatica y alifatica del
espectro (irradiacion a § 0,85).

en efecto, segin aumenta el tiempo de irradiacion, las poblaciones crecientes de los
espines saturados del ligando pueden, en principio, volver a unirse al receptor,
formando complejos no productivos en términos de transferencia de saturacion.
Asimismo, en el estado no enlazado, las intensidades empiezan a retornar hacia sus
valores de equilibrio mediante procesos de relajacion longitudinal. De este modo, la
acumulacion de saturacion para un protén dado en disolucion, que, a tiempos cortos de
irradiacion, se acercaba a una progresion lineal, se ralentiza y muestra una pendiente
cada vez menor, hasta alcanzar un estado estacionario. Aqui, la saturacion ganada por
cada protén se compensa por la relajacion que sufre cuando el ligando esta en el estado

no asociado.

Por otro lado, la observaciéon de las curvas de crecimiento para los distitnos protones
permite evidenciar (figura 4.10) que existen comportamientos diferenciados, tanto en la
saturacion maxima alcanzable, como en la velocidad con que se alcanza el estado
estacionario a dicha saturacion maxima. Este comportamiento diferencial depende, por
un lado, de la eficiencia con que la proteina transfiere la saturacion a cada proton del
ligando y, por otro lado, de la distinta relajacion de los protones del ligando, que

depende de sus tiempos de relajacion longitudinal. Asi, por ejemplo, la relajacion es
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mucho mas eficaz para los H6(a,b) de las Gal metiladas, como se puede deducir de la
observacion de las columnas de tiempos de relajacion obtenidos para cada uno de los
protones de los ligandos en las tablas 4.5 y 4.6. Este hecho provoca que la saturacion
observada para estos protones alcance un estado estacionario a tiempos de saturacion

mas cortos que para otros que relajan mas lentamente.

40 @

— 0

H1 B Galactosa

H3 B Galactosa
H4 p Galactosa

Procentaje de saturacion

coeaeoe

o
(=3
=
o
=]

Tiempo de saturacion (s)

Figura 4.10 Curvas de crecimiento del % de saturacion observado para cada proton de la B Gal (0.83
mM) en funcion del tiempo de irradiacién a & 0.85 ppm. Las curvas continuas corresponden al ajuste de
los valores experimentales para cada proton a una funcion exponencial creciente (ecuacion 1). Puede
observarse el efecto evidente del tiempo de relajacion sobre las intensidades de saturacion.

Por tanto, para poder utilizar de una manera cuantitativa las saturaciones de los diversos
protones y asi evitar el problema de las diferencias de tiempo de relajacién de cada

proton, se recurrio al calculo de las velocidades iniciales, segin las ecuaciones 2 y 3.

Las velocidades iniciales de saturacion para cada protén, en semejanza a un proceso
enzimatico, son proporcionales a la concentracion de forma unida [Proteina-Ligando] y
permiten la estimacion de las constantes de disociacion, mediante su ajuste a ecuaciones

hiperbolicas del tipo de isotermas de Langmuir:
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Vi *L
Vl'{)b? :( lmax )
S (L+K))

(4)

Donde Vig,s es la velocidad inicial de saturacion observada para cada proton a una
concentracion L de ligando en la forma no asociada; Vimax es la velocidad maxima de
saturacion a una concentracion constante de ligando y Ky es la constante de disociacion.
Teniendo en cuenta que la concentracion de ligando estd en exceso sobre la de la

proteina, se aplica la aproximacion L=L.

En el caso de la Gal, al estar presente en forma de una mezcla de anomeros en
equilibrio, [38] con una relacion de concentraciones constante durante el tiempo de
medida de la saturacion, los datos experimentales de las velocidades iniciales de
saturacion observados se ajustaron usando la ecuacion correspondiente que tiene en
consideracion el efecto mutuamente competitivo de ambos anomeros entre si, segiin se

ha descrito anteriormente (apartado 4.1.2).

Vi obs[RA] = Vi max * A/(Kga app + A) donde Ky apy= Kaa(1+B/ Kap) (5)
Vi obs[RB] = Vi max * B/(Kgp app + B) donde Kgp app= Kan(1+A/ Kya) (6)

A/B = constante

Como primera aproximacion, se consideré que ambos anémeros tenian la misma
afinidad, Kq. En este caso, las ecuaciones individualizadas para cada andmeros se

simplifican:

(Vi *[2)) i, =SB (7 y @8)

Vi, o= Y
" ([Galactosd+K ) ([Galactosd + K ;)
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Sin embargo, al calcular las constantes de disociacion con estas ecuaciones, a partir de
las velocidades iniciales de saturacion para cada proton, se obtuvieron valores distintos

de K4 para ambos andmeros (1,4 mM para a-Gal y 1,9 mM para 3-Gal).

Adicionalmente, también se consider6 la presencia funcional de los dos sitios de union
independientes descritos en la viscumina. Asi, las curvas se ajustaron a las

correspondientes para un sistema bivalente:

Viobga — ( lmaxsmzAa [a]) I ( lmaxS”eBa [a]) (9)
"~ ([Galactose+K, ,.) ([Galactose+K, )

(VimaxxiteAﬂ * [ﬂ]) (VimaxxiteBﬂ * [ﬂ])

+ (10)
([Galactosel+ K, ,,,) ([Galactosel+K, , ,)

Viobs ﬂ =

Sin embargo, en ninguno de los casos, los ajustes de los datos experimentales a estas
ecuaciones bivalentes reprodujeron adecuadamente el comportamiento de las curvas de
valoracion. Los ajustes, en algunos casos, devolvian los mismos parametros de Vi y Kq4
para ambos sitios, o bien asignaban valores sin sentido en términos de equilibrios

quimicos (constantes de disociacion y velocidades exageradamente grandes).

Como segunda aproximacion, se considerd que ambos anomeros tenian afinidades
distintas, siendo la a-galactosa el anomero con mejor afinidad. Si se asume que ambos
anomeros, en lo que se refiere a la posicion H4, presentan una misma geometria de
contacto con la proteina en el sitio de union, la relacion entre las saturaciones de los
protones H4 de ambos anomeros (considerando, ademas, que los tiempos de relajacion
T1 son iguales en ambos casos) deberia ser proporcional a la relacion de las

concentraciones unidas de ambos anomeros.

Teniendo en cuenta que la relacion entre la fracciones molares de cada uno de los

andmeros es inversamente proporcional a la relacidon de constantes de disociacion,
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Kps _[RA)/ At %StdHAa _[RA]/ At
K,, [RB/Bt %StdH4B [RB]/Bt

(11)

La premisa anterior se respaldd observando que, para todas las condiciones de
concentracion y tiempo de saturaciones estudiadas, la relacion de las fracciones molares
referidas a la saturacion de los protones H4 de ambos andmeros era siempre favorable al
anomero o (1,15 veces). Obviamente, esta comparacion de afinidades entre ambos
anomeros no se puede aplicar directamente al resto de los protones, dadas las
diferencias en tiempos de relajacion y/o distintas geometrias en el sitio de unién. Sin
embargo, en todas las condiciones, se encontré que el porcentaje de saturacion de un

proton dado en el andmero o era siempre superior a su equivalente en el anomero f3.

Teniendo en cuenta esta relacion entre las constantes de afinidad, las curvas de
saturacion ontenidas para cada proton, en funcion de la concentracion de cada anomero,
se ajustaron a las ecuaciones derivadas para el caso de la competicion mutua entre

ambos anomeros, considerando diferentes afinidades para cada uno de ellos.

)

obsa = Vlobs
(Ko +[BIK | K gy +lat])

(K, +1alK,, 1K, +1B)

Vi B (12) y (13)

Aun asi, fue necesario introducir un término inespecifico, Ns*[Ligando], proporcional a
la concentracion de ligando, para obtener buenos ajustes matematicos entre las curvas

calculadas y los valores experimentales.

i Vi, * 1))

= +Ns*[a] (14)
(Kyo +[BIK,o | K yp +a])
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Vi 5 * [P

* 1
(Kdﬂ +[a]Kdﬂ I Ky + 18] FTIA ( 5)

I/iobsﬂ =

Los resultados de los ajustes, analizados proton a proton (figuras 4.11 y 4.12), muestran
una cierta variabilidad en los valores de las constantes de disociacién obtenidas para
cada proton (ver tabla 4.1). Por tanto, para comparar ambos compuestos se calculd el
valor promedio de las constantes estimadas para cada proton, en cada andmero,
obteniendo para la o Gal una K4 = 0,73 mM =+ 0,27 y para la B Gal, una K4 = 1,38 mM
+0,5.
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015 F
HI1 w oalactosa
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Velocidad inicial
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H4 o galactosa
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T
L S —_
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Figura 4.11 Curvas de asociacion tedrica que relacionan el aumento de la velocidad inicial de interaccion
de cada proton con la concentracion de la o-Gal, segun el ajuste a un sitio de union especifico mas otro
inespecifico (ecuacion 14). Las barras de error indican el error calculado en las Vi segiin la ecuacion 2.
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Figura 4.12 Curvas de asociacion tedrica, que relacionan el aumento de la Vi de interaccion de cada
protéon con la concentracion de la PB-Gal, segiin el ajuste a un sitio de unién especifico mas otro
inespecifico (ecuacion 14). Las barras de error indican el error calculado en las Vi segun la ecuacion 2

Tabla 4.1 Valores tedricos de la constante de disociacion kg, obtenida por los protones de la o y $-Gal,
segun las ecuaciones del ajuste matematico descritas en el texto.

a Gal H1 H2 H3 H4 H5 Ho6

1sitio+ | kg 0,46 0,50 0,89 1,10 0,51 0,88
factor

inespecifico Vimax | 0,39 0,37 0,47 0,57 0,41 0,52

Ns 0,012 0,014 0,006 0,013 0,011 0,010

B Gal H1 H2 H3 H4 H5 Ho6
1 sitio + Kkq 0,78 1,58 1,86 1,94 0,81 1,30
factor

inespecifico | Vimax 0,27 0,66 0,53 0,80 0,45 0,69

Ns 0,002 0,011 0,012 0,025 0,007 0,026

Comparando las saturaciones relativas obtenidas para las distintas parejas de protones
de ambos andmeros y el promedio obtenido para las constantes de disociacion, se
observa cualitativamente y, en términos macroscopicos, una ligera preferencia de la

viscumina por el andmero o. Sin embargo, los resultados no permiten diferenciar, a



Capitulo 4: Caracterizacion del reconocimiento diferencial de los andmeros de la Gal

escala microscopica, ni el porcentaje de participacion ni las afinidades parciales de cada

uno de los dos sitios de unién de galactésidos de la viscumina.

En un intento adicional por tratar de caracterizar la posible capacidad de discriminacion
de los andémeros de Gal por la viscumina, se procedio6 al estudio comparativo, usando
STD, de la interaccion entre viscumina y los o~ y -metil Gal. Estas son las moléculas
mas sencillas de galactosa con configuracion anomérica fija. En este punto hay que
resaltar que Bharadwaj et al. [30] ,a partir de medidas de titulaciones por calorimetria
isoterma (ITC) describieron una diferencia de afinidad significativa de la viscumina,

favorable al a-metil Gal (Kq= 0,06 mM) frente al 3-metil Gal (0,93 mM).

De nuevo, se realizaron experimentos de STD con cada uno de los metil derivados por
separado, usando varias concentraciones de ligando y distintos tiempos de irradiacion.
A partir de las curvas de crecimientos de la saturacion (figuras 4.13 y 4.14) se
calcularon las correspondientes velocidades iniciales de saturacion para cada proton,
mediante la aproximacion a una curva exponencial creciente, como se ha descrito mas
arriba. Seguidamente, las velocidades iniciales obtenidas se representaron en funcion de
la concentracion de ligando y los valores obtenidos se ajustaron a ecuaciones
hiperbolicas del tipo de isotermas de Langmuir considerando la existencia en la

viscumina de uno:

_Viny *[L])

(L4 K,)

o dos sitios de unién independientes:

3 % . *
ViobS :(VlmaxxiteA [L]) + (VlmaxxiteB [L]) (16)

([L]+deiteA) ([L]+deite3)

Anélogamente a lo observado para la Gal, cuando los datos se ajustaron a la ecuacion

correspondiente a dos sitios, los datos experimentales no discriminaron la posible
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existencia de dos sitios de unidon con afinidades distintas. En el caso de la a-metil Gal,
los resultados los ajustes devolvieron un segundo sitio, pero con unos valores de Kd
fuera de rango y sin sentido fisico. Los datos experimentales eran insuficientes para
caracterizar, de manera fiable, un posible sitio de alta afinidad. Por el contrario, en el
caso de la B-metil galactosa, los resultados no indicaron la existencia de un posible sitio
de alta afinidad. Los ajustes devolvieron dos sitios equivalentes indistinguibles y con la

misma Kd que cuando se uso la ecuacion de ajuste a un sitio tnico.

Finalmente, la introduccion de un término inespecifico proporcional a la concentracion

de ligando permitié mejorar el ajuste matematico de los datos:

Vi *[LD | o
o (LK) +Ns*[L] 17)

1.6
®  HI o metil salactosido
L4 @ I2via b romialii
®  H4 oo menil galactosida __
1.2} (o] e
— ° ! %
.g L0 - @ OCH, o metil galactosido =
= 08 e 2 =
z P - g
- r -
B 1 & %
= e S § T
2} o =
04 F '
i
g
0.2 PSS S
0.0 =
0 2 4 0
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Figura 4.13 Curvas de asociacion tedrica que relacionan el aumento de la Vi de interaccion de cada
protén con la concentracion de la o-metil Gal segiun el ajuste a un sitio de union especifico + otro
inespecifico (ecuacion 17). Las barras de error indican el error calculado en la Vi.
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Figura 4.14 Curvas de asociacion tedrica que relacionan el aumento de Vi de interaccién de cada proton
con la concentracion de la B-metil Gal segin el ajuste a un sitio de unidn especifico + otro inespecifico
(ecuacion 17). Las barras de error indican el error calculado en la Vi.

La comparacion de las curvas de crecimiento ajustadas segin las ecuaciones de
formacion de complejo monovalente, bivalente o bivalente con un sitio inespecifico,
permite observar un comportamiento similar entre los ajustes obtenidos para los
ligandos a y B-Gal, asi como el f-Me-Gal, mientras que, en el caso de la a-Me-Gal, los
mejores ajustes de regresion no lineal de los valores de velocidad de transferencia de
saturacion son distintos. De hecho, corresponden a las ecuaciones estindares que
definen la unién bivalente con 2 uniones especificas o bivalente, con una union
especifica del ligando al receptor mas otra unién inespecifica. Estas se describen por
unas hipérbolas rectangulares de color verde y rojo que atraviesan la mayor parte de los

puntos.
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Tabla 4.2 Valores calculados de la constante de disociacion Ky obtenida por los protones de la a- y -
Metil Gal, segin el ajuste a la ecuaciéon 17

o—Me-Gal/ML-I H1 H2 y H3 H4 H5 H6 (ayb) | OCH;
1 sitio + kq 1,09 1,03 2,49 1,00 1,59 043
factor
inespecifico | Vimx | 0:56 0,67 146 | 0,56 1,08 0,19
Ns 0.027 0,044 0,027 0,037 0,07 0,017
B—Me-Gal/ML-I H1 H2 H3 H4 H5 H6 (ayb) | OCH;
1 sitio + kq 1,35 2,13 2,34 3,25 1,42 3,00 1,52
factor 0,68 1 1,44 2,43 1.05 2,31 0,48
inespecifico Vimax ’ » ’ ’ ) ’ ’
Ns 12¢° | 1,3¢” [7.8¢° | 8,1¢” | 0.007 7,5¢° 1,04¢”

Por otro lado, los valores de constante de disociacion dieron ventaja a los resultados
registrados en el caso de la ecuacion bivalente, que corresponde a un sitio especifico y
otro inespecifico. De este modo, podemos resumir los parametros de afinidad para o y 3

Gal, asi como para o y  metil Gal en la tabla 4.3.

Los resultados obtenidos, ademas de dar informacion sobre la afinidad, en el caso de los
valores de Vimax indican la eficiencia de la transferencia de saturacion desde la proteina a
los diferentes protones del ligando. Por tanto, estan directamente relacionados con la
cercania entre los protones de la proteina y los del ligando, permitiendo extraer
informacion de las zonas del ligando en contacto con la proteina. En la figura 4.15 se
presentan los perfiles, para cada uno de los 4 galactosidos, de las velocidades iniciales
(normalizadas con respecto a la maxima velocidad) de transferencia de saturacion para
cada proton del ligando. Se observa que, en todos los casos, los protones H4, seguidos

de los protones H6a/b, son los que reciben mas eficientemente la saturacion.
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Figura 4.15 Representacion de los perfiles de velocidad de saturaciéon normalizados para cada protén de

los galactosidos.

Por otro lado, de las tablas 4.1 y 4.2 se seleccionaron los valores obtenidos, en términos
de constante de disociacion obtenidos, en el caso de la ecuacion bivalente que
corresponde a un sitio especifico y otro inespecifico (ecuacion 17), y se extrajo un valor
promedio para cada ligando a partir de los valores de cada proton del ligando. De este
modo, podemos resumir los parametros de afinidad para o y B Gal asi como para o0 y 3

metil Gal en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3 Valores promedio de todos los protones de cada ligando a partir de los ajustes que corresponde

protén

H5 H6éa/b

OCH3

a una unién especifica y otra inespecifica (ecuaciones 14, 15y 17) del ligando con la proteina

Parametros calculados Descritos [30]
Ligandos
Kq N Kq
o—Gal 0,72+0,3 0,011
B-Gal 1,37+0,5 0,012 0,98
o—Me—Gal 1,27+0,7 0,032 0,06
B-Me-Gal 2,140,8 1,47 ¢° 0,93
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Basados en nuestros célculos, las afinidades de o y B-Gal hacia la viscumina son de
0,72 y 1,37 mM, respectivamente, y de 1,3 y 2,1 mM para los correspondientes o y 3
metil-Gal, respectivamente. No obstante, los valores de constantes de disociacion
obtenidas para cada uno de los protones de un mismo ligando muestran una cierta
dispersion. En el caso de la Gal libre, la media de los k4 obtenidas para los dos
conférmeros es comparable con el obtenido del calculo de la afinidad descrita mediante
experimentos de titulacion por calorimetria, en los que no se diferenciaron ambos
anoémeros (0,98 mM) [30] Sin embargo, el valor obtenido para la constante de
disociacion del ligando a-Me-Gal en nuestras condiciones experimentales es mas de un
orden de magnitud superior al descrito por calorimetria para el mismo ligando
(referencia[30]). Por el contrario, en el caso de la B-Me-Gal, aunque el valor calculado
en nuestras condiciones experimentales difiere con el descrito, ambos se mantienen en

un rango milimolar, con una relacion 1:2.

Con el fin de verificar las diferencias de los resultados anteriores con los ya descritos, se

decidio6 analizar la union de la o y B metil-Gal mediante experimentos de competicion.

2.2 Experimentos de competicién entre o y B metil galactosidos

Primero se realizo un experimento sencillo para poder comparar, de forma cualitativa,
las afinidades de los dos ligandos, o y B metil Gal, cuando se enfrentan a la vez a la
viscumina a la misma concentracion (1 mM) y usando el mismo tiempo de saturacion (2
s). En este experimento, se siguid el comportamiento de los protones H4, asumiendo
que en ambos isémeros, los H4 tienen un modo de unién similar y deben presentar una
misma geometria de contactos con la proteina en el sitio de union, segiin se deduce de
los perfiles de velocidades de saturacion mostrados en la figura 4.15. Por tanto, la
relacion entre las saturaciones de los protones H4 de ambos isomeros se puede

considerar proporcional a sus afinidades, en mezclas equimoleculares (figura 4.16).
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Figura 4.16 Espectro de STD de una mezcla equimolecular de o y § metil Gal (ImM) en presencia de la
viscumina. En la figura se indican los porcentajes de saturacion del proton H4 de ambos isdmeros.

Afortunadamente, no superposicion de las sefiales de a-Me-Gal y -Me-Gal en el
espectro de la mezcla y los protones H4 de ambos isémeros son facilmente
diferenciables. En el espectro STD de esta mezcla se observa una tendencia similar en la
saturacion de los protones H4. Este resultado es contrario al esperado para la superior
afinidad descrita para el ligando alfa-metil Gal (k¢ = 0,06 mM) que para el  metil-
galactosido (kg = 0,93 mM) [30]. Nuestros resultados indican que las dos moléculas
tienen afinidades similares por la viscumina, en el rango milimolar de concentraciones,

y en nuestras condiciones experimentales.

Seguidamente, con objeto de cuantificar la relacion de afinidades de ambos isdmeros, se
realizo una serie de experimentos de STD afiadiendo concentraciones crecientes de [3-
metil Gal (0, 0.3, 0.6, 1.2, 2.1, 3.9, 8.2 mM) a una muestra con una concentracion fija de
a-metil Gal (1 mM), en presencia de viscumina. La disminucién de la intensidad de la

seflal de STD de los protones de la molécula observada (a-Me-Gal) en funcion del
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aumento de la concentracion del competidor (B-Me-Gal) se ajustd mediante la
correspondiente ecuacion que se refiere a una inhibicién competitiva, permitiendo asi el

calculo de las constantes de inhibicion para cada proton.

En el caso de este experimento de competicion, la constante aparente de disociacion de
la viscumina,k’qy, para el ligando observado L es mayor que la constante de
disociacion real, kqy, a causa de la union competitiva del inhibidor, segtn la relacion
siguiente, que depende de la concentracion del competidor I y de su constante de
inhibicién, Ki;, que, en un sistema competitivo, corresponde a la constante de

disociacion del competidor I (ki; = kq)) -

K'pL=Kp,L (1 + [1]’] (18)

1,1

La disminucién de la sefial de STD del ligando observada, a concentraciones crecientes
del inhibidor competitivo I (STDy ), se puede describir en funcién de las constantes de
disociacion correspondientes al ligando y al inhibidor. La relacién entre la saturacion
observada en presencia de competidor, STDy, frente a la observada en ausencia de
inhibidor, STDy,, permite obtener una expresion independiente de la saturacion maxima

alcanzable por el ligando (STDy.,max) :

STDL,max * [L]t

Ky, + 0+ 242

STD,, _ K,, (19)
STDL (STDL,max * [L]t J
K,, +lz]
STDL,I — Kd,L + [L]t (20)
K
SOk st + 1]

dI
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El decaimiento del porcentaje de la intensidad de STD de los protones de a-Me-Gal a

medida que se van afladiendo concentraciones crecientes de 3-Me-Gal se presenta en la

figura 4.17.

100
Inh H1 a-Me-Gal

Inh H2y3 a-Me-Gal
Inh H4 o-Me-Gal
Inh H5 a-Me-Caal
inh Hota.b) a-Me-Gal
Inh OCH, a-Me-Gal

80 +

& B 4 & %@

% de STD normalizado al 100%,
(=)}
[ =]
T

20

|B-metil-Gal] mM

Figura 4.17 Decaimiento de las intensidades de las sefiales STD de los protones de: la o-Me-Gal a 1 mM
con 50 uM VAA al afadir el inhibidor competitivo f-Me-Gal a concentraciones de 0.3, 0.6, 1.2, 2.1, 3.9,
8.2 mM.

Asi se pueden deducir las constantes de afinidad de los protones del oo Me Gal y las

constantes de inhibicion del competidor § Me Gal (Tabla 4.4):
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Tabla 4.4 Valores de las constantes de asociacion y de inhibicion para cada proton determinada a base de
la disminucion de la intensidad de la sefial de los protones de la molécula espia con el aumento de la
concentracion del inhibidor

Constante de disociacion de | Constante de inhibicion del

la molécula observada ligando competidor (B-Me-
(o-Me-Gal) Gal)

Protones Kq Ki
H1 0.56 1.22
H2y H3 0.56 1.23
H4 0.41 1.27
H5 0.49 1.27
Hé(a,b) 0.61 1.21
OCH3 0.44 1.27
Media total 0.52 +£0.07 1.24 £+ 0.03

Analizando las curvas de decaimiento de las sefales de saturacion de los protones en
funciéon del aumento del ligando competidor en el tubo de resonancia, se observd, en
ambos casos, que ninguno de los dos ligandos fue capaz de apartar completamente al
otro competidor de los sitios de union. Los valores obtenidos de las constantes de
inhibicidon que ejerce cada ligando sobre el otro (0,52 y 1,24 mM, para el a-Me-Gal y B-
Me-Gal, respectivamente) son, aproximadamente, la mitad de los valores obtenidos para
las constantes de disociacion a partir de las titulaciones directas (1,3 y 2,1 mM, para el
a-Me-Gal y B-Me-Gal, respectivamente). Aunque los valores absolutos no coinciden, en
cualquier caso, con ambos métodos de medida se observa una preferencia por la union
del a-Me-Gal cercana a un factor de 2. No obstante, en ningun caso se observa la alta
selectividad de mas de un orden de magnitud descrita para la a-Me-Gal (Kq= 0,06 mM)
por Bharadwaj et al. [30] Los valores son mas cercanos a los observados como
inhibidores de hemaglutinacion. Aqui, el a-Me-Gal parece ser 4 veces mas eficaz que el
B-Me-Gal [39]. Por lo tanto, se vuelve a confirmar que la uniéon de la VAA para estos

monosacdridos no muestra una selectividad significativa. La similitud de la forma de
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union de los ligandos deducida a partir de los perfiles de saturacion para cada uno de los

protones de ambos monosacaridos podria explicar esa falta de selectividad.

2.3 Elaboracion de mapas de epitopos por STD

La intensidad de las sefiales de STD o la amplitud de saturacion expresada en forma
porcentual (ecuacion 1) se utilizan también para definir el epitopo de unién del
ligando[40]. En principio, el porcentaje de saturacion de un protén del ligando refleja su
proximidad a la superficie de la proteina y se describe generalmente por la ecuacion 1

previamente descrita:

I

-1 I
Agmp == x100==12x100

0 0

Durante el periodo de irradiacion, la saturacion se difunde sobre toda la proteina y se
transfiere progresivamente al ligando. Ya se ha mencionado anteriormente los factores a
tener en cuenta cuando se analizan cuantitativamente los experimentos STD: tiempos de
saturacion, la relajacion de los espines, el exceso de ligando, etc [32, 41]. Asi, por
ejemplo, en las tablas 4.5 y 4.6 se observa un gran diferencia en los porcentajes
relativos de saturacion recibidos por los mismos protones segin se realicen los

experimentos con tiempos cortos (0,5 s) o tiempos largos (8 s) de saturacion.

En el caso de la galactosa, y para ambos andémeros, los protones H4 y H6 sufren mayor
saturacion usando 0,5 s de irradiacion, mientras los protones con tiempos de relajacion
mas largos (H1 en el andmero a y H2 en el B, tabla 4.5) son los que reciben mayor
saturacion usando tiempos largos, de 8 s . Un comportamiento muy similar se observa
en el caso de los a y B metil Gal (tabla 4.6), aunque en el caso del o metil-Gal, la

saturacion de H2 estd promediada con la de H3 por el solapamiento de las sefiales).
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Tabla 4.5 Tiempos de relajacion T, y valores de STD a tiempos cortos (0,5 s) y largos (8 s) de irradiacion
(8 0, 8 ppm) para cada proton de los anémeros o y B Gal (9,8 mM de Gal total, equivalente a 3,3 mM
para o-Gal y 6,5 mM para -Gal) en presencia de viscumina (0,05 mM). En rojo se resaltan los valores
maximos de STD y los tiempos de relajacion.

o Galactosa
prot()n STD(o,ss) %STD(o,ss) %STD(ss)
H1 1,74 66,9%
H2 1,83 70,4%
H3 1,85 71,1% 15,97 82,3% 1.95

15,97 82,3% 1.61
12,27 | 63,21% 1.66

Ho B 11,46 59,0% 0.88
B Galactosa
prot()n STD(o,ss) %STD(o,ss) STD(ss) %STD(ss) T1 S
H1 0,70 25%
H2 1,87 66,8%
H3 1,42 50,7% 10,60 52,0% 1.51

14,07 69,0% 1.6
8,07 39,6% 1.02
11,02 54,1% 0.88

Tabla 4.6 Tiempos de relajacion T, y valores de STD a tiempos cortos (0,5 s) y largos (8 s) de irradiacion
(0, 8 ppm) para cada proton de los o y f metil-Gal (7 mM) en presencia de viscumina (0,05 mM). En rojo
se resaltan los valores maximos de STD y los tiempos de relajacion.

a Metil Galactosido
pl‘Ot()Il STD(o,ss) % STD(o,ss) STD(ss) % STD(ss) T1 S

H1 3,84 53,5% 17,61 77,6%
H2y3 | 4,86 67,8%

OCH3 | 1,76

P Metil Galactosido
pl‘Ot(')Il STD(o,ss) % STD(o,ss) STD(ss) % STD(ss) T1 S
H1 2,87 32,3%
H2 6,26 70,4%
H3 5,73 64,4%

H4

24,5% 7,83 34,5% 1,52

22,47 63,2% 1,46
26,78 75,3% 1,48
17,27 48,6% 1,05
21,61 60,8% 0,88
12,03 33,8% 1,48
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Este comportamiento diferencial en funcion del tiempo de saturacion esta directamente
relacionado con los diferentes tiempos de relajacion observados para los distintos

protones, como dedujeron Krishna y colaboradores [32-33, 42].

Para poder obtener un mapa o epitopo de union fiable a partir de las intensidades de
saturacion recibida por los protones del ligando se han desarrollado diferentes
estrategias: Shapiro y colaboradores propusieron el empleo de tiempos de saturacion
relativamente cortos (mas cortos que la mitad de T;) [41]. Por otra parte, Angulo et al.
han utilizado la estimacion de las velocidades iniciales de crecimiento de los STD a
partir del ajuste a una ecuacion exponencial creciente (ecuaciones 2 y 3), mediante el
registro de curvas de crecimiento a una concentracion de ligando y distintos tiempos de
saturacion. [36-37, 40, 43] Basicamente, es el mismo protocolo que se ha usado en el
apartado anterior 4.2.1 para determinar las constantes de afinidad de los ligandos.
Recientemente, Claridge et al. [32] han propuesto otra aproximacion experimental con
el objeto de compensar la influencia de los tiempos de relajacion de los protones del
ligando sobre la saturacidon neta observada. Estos autores proponen la introduccion de
un factor “q”, que representa las tasas relativas de transferencia de saturacion a cada
nucleo del ligando, corregidas por su correspondiente velocidad de relajacion.
Experimentalmente, el valor de “q” (ecuacion 21) se determina realizando medidas de
STD a tiempos largos de saturacion, alcanzando el estado estacionario de saturacion.
Entonces se divide el valor de la saturacion observada entre el tiempo de relajacion
correspondiente a cada nucleo (T;) del ligando y entre la fraccion molar de ligando en

forma la unida ( y,, ). Esta se estima en condiciones de gran exceso de ligando sobre

receptor (Lo>>Ry), seglin la siguientes ecuaciones

~ {L{iR} —q~ Ky +Ly * I {LR} (21) Donde
T * X [R], T
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I,-1 I
Rl= _0"sAT _ STD
SR} 1 1,

fill1] es el aumento fraccional o intensidad relativa del STD observado por el ligando

cuando se satura el receptor presente en el medio a una concentracion definida [11]

A vista de estos antecedentes y antes de pasar a la interpretacion estructural de los
resultados de STD, fue necesario medir la relajacion de cada proton del ligando en
ausencia y presencia de viscumina. Mediante el experimento denominado de inversion-
recuperacion, se estimaron los valores de relajacion Tjcorrespondientes a cada uno de

los protones de la Gal en su mezcla anomérica y de los o y B metil Gal.

Los experimentos de relajacion T, se realizaron en una espectrometro de RMN Bruker
500 MHz, a 300 K, usando una relacion molar ligando/proteina de aproximadamente
20/1. Los valores de T se obtuvieron del ajuste a una funcioén exponencial creciente del
valor de la integral de la sefial para cada proton, medido en una serie de espectros en los
que se ha varid, entre 0,01 y 10 s, el tiempo de recuperacion (1) entre el pulso inicial de

180° de inversion de la sefial y el pulso final de 90° antes de la adquisicion:
M (1) =- Mo*exp (- T/ T))

Las tablas 4.7 y 4.8 recogen los valores calculados de los tiempos de relajacion
longitudinal T, para cada proton de cada ligando, junto con los valores normalizados de
las velocidades iniciales de saturacion [36, 41] y del factor q [32]. Estos valores se
calcularon a partir de las curvas de crecimiento (Vi) y de las intensidades de STD
usando tiempos largos de saturacion segun la ecuacion 21 (q). Los experimentos se
realizaron usando concentracion alta de ligando (9,8 mM de Gal total, relacion
carbohidrato: viscumina 66:1 y 130:1 para o-Gal, y B-Gal respectivamente y 7 mM
tanto para la o y f—metil-Gal, relacion carbohidrato:viscumina 140:1). También, para
comparar, se incluyen los valores de Vimax normalizados obtenidos en el apartado 4.2.1,
a partir de todas las series de experimentos, combinando las curvas de saturacion

obtenidas con concentraciones diversas de ligando (figura 4.15, tablas 4.1 y 4.2).
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Tabla 4.7 Factores q y velocidades iniciales calculados para la o y B-Gal (relacién carbohidrato:
viscumina 66:1 y 130:1, respectivamente). Los valores de q fueron estimados utilizando las constantes de
disociacion calculadas en el apartado 4.2.1. K4 = 0,72 mM y K4 = 1,37 mM para la a—Gal y la $-Gal,
respectivamente). En rojo se resaltan los valores maximos y en amarillo, los minimos.

a Galactosa
protéon | Tis q/s q % Vils Vi% | Vimax%
H1 3.22 4,8 46,3% | 0,212 | 77,8% | 68,4%
H2 2.53 5,2 50,3% | 0,211 77,5% | 64,9%
H3 1.95 6,5 62,9% | 0,218 | 80,1% | 82.4%
H4 1.61 7,9
H5 | 1.66 | 59
H6 0.88 10,4
B Galactosa
protéon | Tis q/s q % Vils Vi% | Vimax%
H1 1.92 5,5 |28,40% | 0,155 | 29,1% | 33,7%
H2 5.34 6,0 |30,47% | 0,385 | 72,2% | 82,5%
H3 1.51 11,0 |56,06% | 0,323
H4 1.6 13,8 |70,21% | 0,533
H5 1.02 124 | 63,16%
H6 0.88 19.7

Los epitopos de union (figuras 4.18 y 4.19) se obtuvieron mediante la normalizacion
porcentual con referencia al valor mas alto de la velocidad inicial o del factor q
obtenidos. De este modo, las regiones del ligando mdas cercanas al sitio de
reconocimiento del receptor se identifican facilmente, ya que muestran los valores mas

altos de saturacion.

La figura 4.18 muestra graficamente los epitopos de uniéon deducidos para los anémeros
de Gal, teniendo en cuenta los rangos relativos porcentuales del factor q obtenido con 8
s de saturacion, de la velocidad inicial calculada a partir de las curvas de crecimiento
obtenidas con una relacion Gal total/viscumina 180:1, y de la velocidad inicial méaxima

de saturacion Vimax para una concentracion 50 uM de viscumina.
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Figura 4.18 Estructura de la o y 3-Gal con su grado relativo de saturacion de cada proton representado
por los porcentajes del factor q, de la velocidad inicial “Vy” y de la Vi , que se normalizan al valor
maximo obtenido en cada caso

Se observa que los valores obtenidos, en todos los casos, coinciden cualitativamente en
que los H4 de ambos anémeros, o y B-Gal, junto con los H6ab (que en los espectros
solapan para ambos anodmeros) presentan los valores relativos maximos. Para ambos
anomeros, cuando se utiliza el factor q (que prima los protones con tiempos cortos de
relajacion) para describir el epitopo de contacto con la proteina, son los H6a/b los que
alcanzan el 100% del parametro, seguidos de H4 mientras que, cuando se utilizan las
velocidades de saturacion, se invierte el orden. Ahora, H4 marca el 100%, seguido de
los H6a/b. Por el contrario, H1, practicamente en todos los casos, presenta los valores
relativos mas bajos de los dos tipos de parametros. Por tanto, para ambos andmeros, el
epitopo de unidn indica una mayor cercania a la proteina de las posiciones 4 y 6 de la
Gal, mientras que la posicion anomérica 1 debe quedar mas expuesta al disolvente,

quedando las posiciones 2, 3 y 5 en una situacion intermedia.

En el caso de a y B-Me-Gal, vuelven a ser Hoa/b y H4 los que alcanzan los maximos
valores relativos, invirtiéndose el orden en algun caso, segin sea el factor g, o las
velocidades de saturacion, el parametro que se utilice para definir el epitopo. La tabla

4.8 resume los datos obtenidos.
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Por otro lado, para a y f-Me-Gal, los porcentajes mas bajos tanto del factor q como de
la velocidad inicial corresponden a los protones del grupo O-Metilo, seguidos de los
protones H1. Estos resultados indican otra vez que la viscumina reconoce mejor la
region de H4 y H6 (ab) y que, por el contrario, el sustituyente en la posicion anomérica

queda mas alejado de la superficie de la proteina.

Tabla 4.9 Factores q y velocidades iniciales calculados para los o—y —Me Gal (relacion carbohidrato:
viscumina de 170:1). Los valores de q fueron estimados utilizando el promedio de las constantes de
disociacion e inhibicién determinadas en los apartados 4.2.1 y 4.2.2. K4 = 0,89 mM para o -Me-Gal y
K4 = 1,69 mM para 3-Me-Gal). En rojo se resaltan los valores maximos y en amarillo, los minimos.

a Metil Galactosido
proton | Tys | q/s q % Vils Vi% Vipax %o
H1 2,05 | 13.55 | 51,22% | 0,653 47.6% 38,3%
H2y3 | 2,64 | 12.79 | 48,35% | 0,881
H4 1,9 | 18.84 | 71.22% | 1,261
H5 1,64 | 14.49 | 54,78%
H6 1,02 | 26.45
OCH3 | 1,52 | 8.12
P Metil Galactosido

proton | T1s | q/s q % Vils Vi% Vipax %o
H1 1,93 | 13.0 | 30,5% | 0,545 33,3% 27,9%
H2 3,57 | 17.3 | 40,5% | 1,148 70,1% 61,7%
H3 1,46 | 26.7
H4 1,48 | 314
H5 1,05 | 28.6
H6 0,88 | 42.7
OCH3 | 148 | 14.1
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Figura 4.19 Estructura de la a y B-Me Gal con el grado relativo de saturacion de cada proton

representado por los porcentajes del factor g, de la velocidad inicial “V,” y de la Viya, que se normalizan
al maximo valor obtenido en cada caso.

Estudios previos han mostrado que galactésidos con ambas configuraciones, o y 3, son
reconocidos por la VAA [31, 39, 44]. Por otro lado, en las estructuras cristalograficas de
los complejos de viscumina con galactosa (pdb: 1PUM) y lactosa (pdb: 1PUU) [27] se
observa que todos los grupos OH del residuo de Gal participan en diferentes grados en
la interaccion con viscumina. El grupo 4’OH, que define la estereoquimica de la
galactosa, es el que parece mas importante, seguido por el 3’OH, en concordancia con la

especificidad epimérica por ligando que presenta la viscumina.

A continuacion, para poder trasladar la descripcion de epitopos de contacto a un modelo
estructural del modo de union de la Gal y los metil Gal a la viscumina se procedid a
calculos de acoplamiento o encaje intermolecular de ligando "docking" con ambos
anomeros de Gal y de sus metil derivados. A partir de las coordenadas de los modelos
estructurales obtenidos se pueden predecir, tedricamente, las transferencias de
saturacion a cada proton del ligando y compararlas con los valores de STD
experimentales utilizando el protocolo CORCEMA, desarrollado por Krishna y
colaboradores [32-33, 42].
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2.4 Calculos de "Docking" y CORCEMA

En la estructura del complejo con galactosa (coédigo PDB: 1PUM) [27], la Gal esta en
forma f3 en los dos sitios de union (al, definido por W38 y y2, definido por Y249, véase
el apartado 4.1.1, figuras 4.2 y 4.3 respectivamente). Esta estructura se utilizé como
estructura de partida para generar modelos moleculares mediante calculos de "docking"
de los cuatro ligandos (o- y B-Gal y a- y B-metil Gal) interaccionando con los dos sitios
de unién a carbohidratos de la viscumina. La estructura 1PUM se optimiz6 para estos
calculos usando las herramientas de preparacion de biomoléculas incluidas en el
programa Maestro del paquete Schrodinger (Maestro, version 9.0, Schrodinger, LLC,
New York, NY, 2009). Los célculos de "docking" se realizaron utilizando el programa
AutoDock [45-46]. Se prepard una caja reticulada cubica (“grid-box”) con 70 puntos
para cada dimension y un espaciado de 0.325 A entre cada punto, que se centrd usando
como referencia la posicion del OS5 de las -Gal cristalizadas en cada uno de los dos
sitios de reconocimiento de Gal (figuras 4.2 y 4.3). El célculo se realiz6é asumiendo un
receptor rigido e incluyendo flexibilidad en el ligando. Se permitieron rotaciones en los
angulos de torsion del grupo hidroximetilo y de los grupos hidroxilos. En el caso de los
metil Gal, también se permitio la rotacion del enlace glicosidico sumando hasta un total
de 6 grados de libertad de torsion. Se realizaron 100 célculos usando un algoritmo
genético Lamarckiano y las opciones restantes se dejaron por defecto. Después del
célculo, se realizé un agrupamiento ("clustering") con un criterio de RMSD (desviacion

de la raiz cuadratica media de las coordenadas) de 2 A.

Las soluciones fueron elegidas teniendo como criterio la energia de union o “Docking”,
asi como el acuerdo con los datos experimentales de difraccion de Rayos X. Para los
otros ligandos, se generaron manualmente modelos geométricos a partir de las
estructuras con [-Gal, simplemente cambiando la estereoquimica de la posicion
anomérica para la a-Gal y afiadiendo el grupo metilo, en ambas configuraciones, para

los modelos de a- y - metil-Gal.

En el “docking” de la a-Gal al sitio al (W38, figura 4.20, izquierda), el programa
reprodujo, en el 3° cluster en términos de energia de union, una geometria cercana a la
del modelo derivado de la estructura cristalografica, presentando los protones H3, H4,
H5 y Hé6a/b hacia la cadena lateral de W38. El primer clister, con energia mas

favorable, mostré una orientacion del anillo de piranosa rotado aproximadamente 180°
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alrededor de un eje que atraviesa los enlaces O5-C5 y C2-C3. En el segundo cluster (el
mas poblado), la orientacion de la Gal mostraba una rotacioén alrededor de un eje
ortogonal al anterior y perpendicular al plano de la piranosa definido por los 4tomos C2-
C3-0O5-CS5. En el caso del sitio y2 (Y249, figura 4.20 derecha), también se seleccionaros
los 3 primeros clusteres en términos energéticos. El 1° y el 3° presentaban los protones
H3, H4, HS5 y H6a/b hacia la cadena lateral de Y249, aunque el anillo de piranosa
estaba, en el primer caso, orientado casi ortogonal al anillo de la tirosina. En el 3°
cluster, ambos anillos estan casi paralelos. Esta orientacion estd favorecida en el
"docking" por el establecimiento de un enlace de hidrogeno entre el OH anomérico
axial de la a-Gal y el hidroxilo fendlico de la tirosina). En el modelo derivado de la
estructura cristalografica, el anillo de piranosa presenta una inclinacion intermedia entre
la de los clusteres 1°y 3°, respecto a la tirosina. El segundo cluster obtenido para el sitio
y2 es el mas poblado. Aqui, el anillo de piranosa estaba rotado aproximadamente 180°
alrededor de un eje sobre el plano de la piranosa, atravesando los enlaces O5-C5 y C2-

C3. La Gal presenta los protones H1 y H2 al anillo fenélico de la tirosina.

Silio de union @ 1 (W38) . galactosa Sitio de unidn y 2 (Y249)

"f!-,.%l

AN .I
A3

—r

il Clﬁmr,ﬂ.ﬂ

delo derivado del Cistalogrifico.

40 Sitio de unién a 1 (W38) B Sitio de union y 2 (Y249)

20
15
10 | |
Illu.. .lllu....,..l.lu.l “ | L | “IIIIIII I IIII

5
o ln

) o N o ) \d 14“ o &‘ '\ M
R R U g L AP U R PP P

Figura 4.20 Representacion de la distribucion de clusteres y geometrias seleccionadas del célculo con
AUTODOCK del modo de union de la a-Gal en el sitio ol (izquierda) y en el sitio y2 (derecha). Se
incluye el correspondiente modelo derivado de la geometria de la B-Gal presente en la estructura 1PUM
para ambos sitios (recuadrado en naranja). En rojo se resaltan los correspondientes clusteres con la
geometria mas cercana al modelo.
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En el caso de la B-Gal, los dos primeros clusteres sobre el sitio al (figura 4.21
izquierda) reproducian la orientacion de la estructura cristalografica. En cambio, en el
"docking" sobre el sitio y2 (figura 4.21 derecha) el primer cluster (con energia de union
mas favorable, aunque muy poco poblado) es el que se mas acercaba a la geometria de
la estructura cristalografica. Los clusteres 2° y 3° sobre el sitio y2, aunque mas poblados,
presentaban al anillo de piranosa paralelo al anillo de tirosina pero rotado 180° y

enfrentando a éste inicamente el H2, situado en la cara 3 de la piranosa.

Sitio de union a 1 (W38) B galaCtosa Sitio de uniony 2 {Y249}
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Figura 4.21 Representacion de la distribucion de clusteres y geometrias seleccionadas del célculo con
AUTODOCK del modo de union de la B-Gal en el sitio al (izquierda) y en el sitio y2 (derecha). Se
incluye el correspondiente modelo derivado de la geometria de la B-Gal presente en la estructura 1PUM
para ambos sitios (recuadrado en naranja). En rojo se resaltan los correspondientes clusteres con la
geometria mas cercana al modelo.

En el caso del a-metil-Gal (figura 4.22), el "docking" sobre la posiciéon ol rindid
practicamente un Unico cluster, muy poblado, con la energia de unién mas favorable que
reproducia la geometria del modelo de union de la estructura cristalografica. En el
"docking" sobre la posicion y2 se seleccionaron 3 clusteres, el 1° muy poco poblado y el

3° el mas poblado, ambos con una geometria cercana a la derivada de la cristalografica.
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La Gal presenta los protones H3, H4, H5, H6a/b orientados hacia la tirosina, mientras

que el 2° cluster tenia el anillo de piranosa rotado 180° presentando la cara 3 de la

piranosa, con los protones H1 y H2, hacia el anillo de tirosina.
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Figura 4.22 Representacion de la distribucion de clusteres y geometrias seleccionadas del célculo con
AUTODOCK del modo de union de la a-Me Gal en el sitio ol (izquierda) y en el sitio y2 (derecha). Se
incluye el correspondiente modelo derivado de la geometria de la B-Gal presente en la estructura 1PUM
para ambos sitios (recuadrado en naranja). En rojo se resaltan los correspondientes clusteres con la
geometria mas cercana al modelo.

En el caso del B-metil-Gal (figura 4.23), el "docking" sobre la posicion al rindi6é un
cluster muy poblado, con la energia de uniéon mas favorable, que reproducia la
geometria del modelo de union derivado de la estructura cristalografica. En el "docking"
sobre la posicion y2 se seleccionaron 2 clusteres. El primero mostré una geometria
cercana a la derivada de la estructura cristalografica, presentando hacia la tirosina los
protones H3, H4, HS5, H6a/b. En el segundo cluster, el anillo de piranosa vuelve a estar

rotado 180° presentando la cara 3 de la piranosa, el H2, hacia el anillo de tirosina.
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Figura 4.23 Representacion de la distribucion de clusteres y geometrias seleccionadas del célculo con
AUTODOCK del modo de union de la f-Me Gal en el sitio ol (izquierda) y en el sitio y2 (derecha). Se
incluye el correspondiente modelo derivado de la geometria de la B-Gal presente en la estructura 1PUM
para ambos sitios (recuadrado en naranja). En rojo se resaltan los correspondientes clusteres con la
geometria mas cercana al modelo.

Para los cuatro galactdsidos, los calculos de "docking" realizados con Autodock
permitieron encontrar modelos estructurales con posturas del correspondiente ligando
en geometrias cercanas a la de la estructura cristalografica de los complejos de la f3-
galactosa en los dos sitios de union de la viscumina. Un motivo comun de todas estas
posturas es, por un lado, la presentacion de los protones H3, H5 y especialmente el
proton H4 y uno de los protones H6 orientados hacia el anillo inddlico del triptéfano
W38 (sitio al) y hacia el anillo fendlico de la tirosina Y249 (sitio y2). Por otro lado, la
posicidon anomérica se orienta hacia la parte externa del sitio de union. Cualitativamente,
este modo de unidn es compatible con los epitopos deducidos mediante STD. En estos,
para los 4 compuestos, se encuentra que los protones H4 y H6 reciben la maxima
saturacion y deben, por tanto, estar muy cercanos a la proteina. En cambio, H1 y el
grupo metilo de los metil Gal son los que reciben menor saturacion y, previsiblemente,

deben quedar situados en la zona del sitio de union mas expuesta al disolvente.
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Para validar los modelos tridimensionales de los complejos obtenidos a partir de los
calculos de "docking" se procedidé a realizar una prediccion tedrica, mediante el
protocolo CORCEMA, de las transferencias de saturacion desde la proteina a los
protones de los ligandos para cada una de las geometrias seleccionadas en los calculos
de docking (figuras 4.20-23). A continuacion, los valores obtenidos se compararon con

los resultados experimentales de STD.

Los calculos de CORCEMA se realizaron con cada una de las posturas de los clusteres
seleccionados. En todos los casos, se definio un radio de 10 A alrededor del ligando.
Todos los protones no intercambiables de la proteina y del ligando dentro de esta region
se usaron para calcular la matriz de relajacion completa. Seguidamente se introdujeron
en el programa los valores de tiempo de irradiacion, de las concentraciones de ligando y
receptor, de la constante de afinidad correspondiente (calculadas en los apartados 4.2.1
y 4.2.2) y del tiempo de correlacion de la viscumina. Se estimo6 un valor de 70 ns para
este parametro, usando el programa HYDROPRO [47], considerando que la viscumina,
a la concentracion usada (0,05 mM), estd presente en disoluciéon como un
heterotetramero ABAB [12, 48]. La irradiacion en la zona alifatica del espectro se
simul6 considerando directamente saturados todos los protones de los grupos metilo de

las cadenas laterales de los residuos de la proteina.

En la figura 4.24 se muestran, para cada ligando y cada sitio de unién (al y y2), los
perfiles de los porcentajes de saturacion (2 s) de los protones del ligando. También se
muestra el perfil de saturacion obtenido experimentalmente (linea azul) en los espectros

STD realizados con 2 segundos de irradiacion a 6 0,8 ppm.
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Figura 4.24 Perfiles de STD de los protones de los cuatro ligandos, calculados usando CORCEMA sobre
los modelos estructurales obtenidos por calculos de "docking" con AUTODOCK en los dos sitios de
union de la viscumina. Los resultados para el sitio a1 se describen en los paneles de la izquierda. Los del
sitio B2 en los paneles de la derecha. Los clusteres se corresponden con los descritos en las figuras 4.20-
4.23. En azul se representan los perfiles de saturacion experimentales para cada ligando obtenidos con 2
segundos de irradiacion (8 0,8 ppm) en presencia de 0,0 SmM de viscumina
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Es interesante resaltar que, para todos de los ligandos, los clusteres seleccionados para
el sitio de union ol (W38, figura 24, paneles de la izquierda) nunca reproducen el perfil
de saturacion observado experimentalmente (linea azul). En el caso de la a-Gal, H4
recibe experimentalmente la mayor saturacion, mientras que las geometrias
seleccionadas dan mayor saturacion a H2 en los clusteres 2 y 3, o a HS en el cluster 1.
En el caso de la -galactosa ocurre algo similar. Los clisteres 1 y 2, cercanos a la
geometria de la estructura cristalina, asi como la propia estructura cristalina (linea
turquesa), predicen una mayor saturacion de H2. En cambio, el perfil experimental de
saturacion tiene el maximo sobre H4, seguido por H2 y H6. En el caso de los metil-Gal,
en ambos casos, el "docking" rindié un cluster muy mayoritario, con una geometria
cercana a la del modelo cristalografico. El calculo de CORCEMA indic6 un maximo de
saturacion sobre H2, mientras que los perfiles experimentales mostraron picos de
saturacion en los protones H4 y H6 y también sobre H2 en el caso del B-metil-
galactosido. En el caso del a-metil Gal, el solapamiento de las sefiales de H2 y H3 no

permite discriminar la saturacién para cada proton.

Por el contrario, cuando se analizan los resultados de las predicciones de saturacion de
CORCEMA sobre los clusteres seleccionados para el sitio y2 de los ligandos con
configuracion B (B-Gal y B-metil Gal, figura 4.24, 2° y 4° paneles de la columna
derecha) se observa una clara concordancia entre el perfil de saturacion experimental
(lineas azules) y la saturacion calculada para los clusteres cercanos a la geometria del
modelo cristalografico (cluster 1 en el caso de la B-Gal y clusteres 1 y 3 en el caso del
[-metil Gal). Los picos de saturacion se dan en los protones H2, H4 y H6, En el caso de
los ligandos con configuracién o, la correlacion entre los perfiles de saturacion
experimentales y los calculados es incompleta. En el caso del a-metil Gal (figura 4.24,
3° panel de la derecha), los clusteres 1 y 3 muestran la geometria mas cercana al modelo
cristalografico, aunque presentan una orientacion ortogonal entre el anillo de piranosa y
el anillo aromatico de la tirosina. Los calculos coinciden con el resultado experimental
(una alta saturacion sobre H4), pero sobreestiman la saturacion observada sobre H1. La
orientacion ortogonal de los anillos y la configuracion o sitian a HI directamente
orientado hacia el interior del sitio de unién de la proteina (figura 4.22 panel derecho) e
infravaloran la saturacion recibida por los protones H6. En el caso de la a-Gal (figura

4.24, primer panel de la derecha), tampoco ningin cluster de manera individual
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reproduce el perfil de saturacion experimental. Sin embargo, los clusteres 1 y 3 (figura
4.20, panel derecho) muestran geometrias cercanas a la del modelo cristalografico, pero
con orientaciones relativas de los anillos de piranosa y fenol en disposiciones extremas,
ortogonal y paralela respectivamente. Los calculos proporcionan, en ambos casos, una
alta saturacion sobre H4. Su combinacion lineal (figura 4.24, primer panel de la
derecha, linea fucsia) reproduce el perfil de saturacion experimental (linea azul), aunque

no los valores absolutos.

Finalmente, hay que mencionar que, para los cuatro ligandos, todos aquellos clusteres
seleccionados que se alejan de la geometria derivada del modelo cristalografico nunca

reproducen los perfiles de saturacion experimentales.

3 DISCUSION

La viscumina es una lectina especifica de galactoésidos que reconoce oligosacaridos que
contienen galactosa en su extremo no reductor [27, 30-31, 39]. Aunque ambas
configuraciones anoméricas, o. y B, son reconocidas, en casos particulares, como en el
caso de los metil-galactosidos, se ha descrito una significativa mayor afinidad hacia el
isomero con configuracion o [30, 39]. Sin embargo, en el caso mas sencillo de una
pareja de anomeros, como es la propia galactosa, unicamente existen datos globales de
afinidad de la viscumina por la mezcla de ambos andmeros (Kg=1 mM, [30]).
Obviamente, dadas las caracteristicas propias de una mezcla anomérica en equilibrio, no
se pudo deducir si existia selectividad hacia alguna de las dos formas. En esta Tesis,
mediante experimentos de STD-RMN ha sido posible estudiar, de manera
individualizada, la interaccion de cada uno de los anémeros de la Gal con la viscumina,
aun cuando estan presentes en una mezcla en equilibrio termodinamico. El andlisis de
las curvas de crecimiento de STD ,junto con la derivacion de las ecuaciones de
equilibrio apropiadas para interpretar el comportamiento de una mezcla de ligandos
alternativos mutuamente competitivos y presentes en una relacion constante (ecuaciones
12 y 13), ha permitido extraer los valores de constantes de disociacion individuales para
cada anomero de la Gal. Los resultados obtenidos (tabla 4.3) muestran que la viscumina
tiene una mayor preferencia por el anéomero a-Gal (Kd=0,7+0,3 mM) que por el B-Gal
(Kd=1,4+0,5 mM), aunque la precision de las medidas minimiza la significacion de la

diferencia observada. Por otro lado, usando galactosas bloqueadas en la posicion
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anomérica (a- y P-metil Gal), se habia descrito una selectividad de un orden de
magnitud a favor del isomero o (Kd= 0,06 mM para el a-metil-Gal y Kd= 0,9mM para
el B-metil-Gal [30]). Sin embargo, al estudiar ambos isdémeros metilados de la galactosa
con la misma metodologia de STD-RMN usada para la galactosa, los resultados
obtenidos solamente reflejan una diferencia de selectividad de un factor de 2 a favor del
a-Me-Gal (Kd=1,3+0,7 mM y 2,1+0,8 mM para el a- y B-Me-Gal, respectivamente).
Esta baja selectividad se confirmé realizando experimentos de STD-RMN de
competicion mutua entre ambos isomeros. De nuevo se obtuvieron constantes de
disociacion diferenciadas con un factor de 2 en favor del isomero o [tabla 4.4). En este
punto, hay que tener en cuenta que la viscumina tiene dos sitios de union a
carbohidratos (sitio al, asociado al residuo W38 y sitio y2, asociado al residuo Y249)
[27]. Solis et al. [48] han propuesto que estos sitios son de alta y baja afinidad,
respectivamente, mostrando que la funcionalidad de cada uno de los sitios de union
depende del estado oligomérico de la lectina. De hecho, cuando la viscumina, que es un
heterodimero con dos cadenas A y B, esta presente en disolucion en forma de dimero
de heterodimeros (ABAB), se ha comprobado que el sitio al (W38) tiene una
funcionalidad reducida. De hecho, este sitio queda tan cerca de la interfaz de
dimerizaciéon que se dificulta la entrada de los ligandos [48]. El estado de
oligomerizacion es dependiente de la concentracion. Por encima de 38 uM, se ha
mostrado la presencia preferente de la forma ABAB [12]. Los experimentos de STD-
RMN del presente trabajo se han realizado usando viscumina con una concentracion de
50 uM y, por tanto, debe estar mayoritariamente en forma de dimero de heterodimeros
ABAB. En este contexto, los resultados de las curvas de crecimiento de STD se trataron
de ajustar considerando la presencia tanto de dos sitios de unién independientes, como
de un tUnico sitio de unién. Aunque se obtuvieron mejores ajustes de los datos
experimentales con el modelo de un unico sitio de unién, fue necesario introducir un
término adicional inespecifico en las ecuaciones correspondientes a las isotermas de
unioén (ecuaciones 14, 15 y 17). Este término puede englobar otros procesos, como la
presencia del equilibrio de disociacion del heterotetrdmero y/o una ocupacion parcial
del otro sitio de union. Adicionalmente, los experimentos de inhibicion mutua,
realizados con la misma concentracion de viscumina, también mostraron una diferencia

de afinidad de solo un factor de 2 en favor del isomero a-Me Gal. P
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or otro lado, los experimentos de STD-RMN, ademas de posibilitar el célculo de
afinidades [36], también contienen informaciéon estructural y permiten definir los
epitopos de contacto con la proteina desde el punto de vista del ligando [40, 49]. La
informacion experimental de los epitopos calculados a partir de los experimentos STD-
RMN se puede transformar en una interpretacion estructural mediante la construccion
de modelos estructurales, usando célculos de "docking". Con estos modelos
estructurales fue posible predecir las saturaciones tedricas de los protones del ligando
mediante el protocolo CORCEMA, que considera una matriz de relajacion completa con
los espines del ligando y de la proteina [33-35]. La comparacion de las predicciones
tedricas con los datos experimentales de saturacion permitié seleccionar, entre todas las
posturas del ligando en el sitio de union obtenidas en los célculos de "docking", aquellas
que mejor reprodujeron los valores experimentales. Realizando este analisis para los 4
ligandos en cada uno de los dos sitios de union (figuras 4.20-23) se dedujo que, en todos
los casos, las posturas obtenidas en el sitio de uniéon al (W38) no pudieron explicar los
resultados experimentales. Por el contrario, algunas posturas generadas en el sitio y2
(Y249) para los cuatro ligandos (o combinaciones de ellas en el caso de la a-Gal)
correlacioron adecuadamente con los perfiles experimentales de saturacion observados,
aunque los valores absolutos de saturacion no quedaron bien reproducidos. En todos los
casos, las posturas que mejor reprodujeron los resultados experimentales fueron
aquellas que situaron el anillo de piranosa de la galactosa en una orientacion cercana a
la observada en la estructura cristalografica 1PUM del complejo galactosa-viscumina.
En esta orientacion, los protones H3, H4, H5 y H6 apuntan hacia el anillo aromatico de

la tirosina Y ?249.

Estos resultados, junto con los calculos de constantes de disociacion, son consistentes
con la interpretacion de que, en las condiciones experimentales usadas en este estudio,
los dos anémeros de Gal, asi como sus metil derivados se unen preferentemente al sitio
v2 (Y249) de la viscumina con una constante de asociacion en el rango milimolar y con
una selectividad favorable, con un factor de 2, hacia los isomeros en configuraciéon a.
Para poder estudiar el modo de unién en el sitio ol (W38) seria necesario cambiar las
condiciones experimentales. La reduccion de la concentracion de proteina deberia
favorecer la presencia de las formas heterodiméricas AB, evitando el bloqueo del sitio

al, que se produce en la forma ABAB.
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4 CONCLUSIONES PARA EL CAPITULO 4

Se ha puesto a punto una metodologia basada en experimentos de STD-NMR que
permite caracterizar, de manera individual, la afinidad de cada uno de los anémeros del
monosacarido galactosa, frente a la lectina de origen vegetal, viscumina, extraida del
muérdago. El protocolo ha permitido usar la mezcla de ambos andémeros, presentes en

equilibrio termodindmico en disolucion.

Se ha mostrado que la viscumina, cuando estd presente en concentraciones que
favorecen la presencia de dimeros de heterodimeros, es capaz de unir ambos anémeros
o y B de galactosa, asi como sus correspondientes derivados a-y -metil galactdsidos.
Las constantes de disociacion estan en el rango milimolar y muestra una preferencia

cercana a un factor de 2 hacia los isdbmeros con configuracion a.

Mediante la generacion de modelos estructurales usando calculos de "docking" ha sido
posible predecir teéricamente la saturacion de cada uno de los protones de los cuatro
ligandos cuando estan unidos a la viscumina, empleando el programa CORCEMA. La
comparacion de los resultados experimentales de STD con los valores calculados
tedricamente muestran que, bajo las condiciones experimentales usadas, los dos
anomeros de Gal, asi como sus metil derivados, se unen preferentemente al sitio y2
(Y249) de la viscumina. Los modos de union sitian el anillo de piranosa en una
orientacion cercana a la observada en la estructura cristalografica 1PUM del complejo

Gal-viscumina.
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