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1.1. VISION GENERAL

Las modificaciones post-traduccionales (MPTs) son las
responsables de la amplia diversidad de las funciones de las proteinas,
asi como del gran tamafio que presenta el proteoma. Hasta ahora se
han descrito un gran nimero de MPTs diferentes que son determinadas
por un numero de enzimas cuyo correcto funcionamiento determinan el

estado de salud del organismo (Figura 1) (Ohtsubo y Marth, 2006).

Estas MPTs también son responsables de la localizacién y la
actividad de las proteinas modificadas, y ademas intervienen o

influencian las interacciones con otras proteinas (Monahan et al., 2008).

MPTs mas comunes e importantes

Tipo de MPTs Funciones principales

Fosforilacién Activacion/inactivacion de enzimas. modulacion

pTyr de interacciones. sefializacion

pSer. pThr

Acetilacion Estabilidad. regulacion de interacciones proteina-DNA
Metilacion Regulacion de expresion de genes

Acilacion, modificacion de Localizacion celular y sefializacion. mediador de
acidos grasos interacciones

Glicosilacion Proteinas excretadas, reconocimiento

N-linked celular/senalizacion, funciones reguladoras

O-linked

Hidroxilacion Estabilidad e interacciones proteina-ligando
Sulfatacion Modular interacciones proteina-proteina y receptor-ligando
Formacion de puentes disulfuro Estabilidad

Ubiquitinacion Seflalizacion

Figura 1. Tipos de MPTs més comunes y sus funciones principales. En la
figura se muestran las MPTs més comunes de las mas de 200 descritas con
sus funciones principales. Estas MPTs explican la gran complejidad vy

variabilidad del proteoma.

Las proteinas pueden ser modificadas por mas de un tipo de MPT o

por el mismo en diferentes residuos, pudiendo darse las modificaciones
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separadas en el tiempo o bien secuencialmente en un mismo residuo
(Deribe et al., 2010).

Dentro de la variedad de MPTSs, la glicosilacién es la mas abundante
en la naturaleza. Podemos encontrarnos con la N-glicosilacion (que es
aguella donde se produce la adicion covalente de un azucar al nitrdgeno
de los grupos amida presentes en asparagina o arginina), la O-
glicosilacién (donde la adiciébn comunmente tiene lugar en el grupo
hidroxilo de serinas o treoninas) y en casos mas raros, la C-
manosilacion (donde se forma un enlace covalente entre el carbono
anomeérico de la manosay el carbono 2 del anillo de indol del tript6fano)
(Nothaft y Szymanski, 2010).

En todos los casos, la glicosilacién se produce en dos etapas: una
primera donde la glicosiltransferasa generalmente reconoce un motivo
determinado en la proteina y transfiere el primer monosacarido, y una
segunda donde un gran namero de otras glicosiltransferasas pueden
participar secuencialmente construyendo la estructura del glicano. Hay
diferencias bastante significativas en la glicosilacion entre los distintos
reinos, encontrandose los glicanos mas complejos en los organismos
gue se encuentran mas evolucionados (Stanley, P., Schachter, H., y
Taniguchi, 2009). En concreto en la presente tesis nos vamos a centrar
en la N-glicosilacion que tiene lugar en residuos de asparagina (Figura
2) en eucariotas superiores y en residuos de arginina en

enteropatdgenos.
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Figura 2. Via de N-glicosilacién en los distintos reinos (Chung et al., 2017). En
la mayoria de los organismos eucariotas, la via de inicio es similar y ocurre en
el reticulo endoplasmatico. La sintesis se inicia con la generacién de un lipido
unido a un oligosacarido (LLO) por mltiples enzimas de procesamiento de N-
glicosilacién (ALG). A continuacion, el oligosacérido se transfiere "en bloque"
al esqueleto polipeptidico mediante la oligosacariltransferasa (OST). Las
proteinas se modifican en los residuos Asn que contienen la secuencia N-X-
S/T. El procesamiento entonces diverge significativamente entre especies
evolutivamente distantes en el aparato de Golgi siendo mas complejos los N-

glicanos resultantes que los presentes en bacterias y archeas. En estos dos
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Ultimos casos el inicio de la via comienza con distintos precursores mas

simples.

En concreto nos centraremos en las enzimas de la familia de las
NleB/SseK, que son proteinas de bacterias que N-glicosilan en residuos
de arginina, y en FUT8, enzima presente en mamiferos e insectos cuya
funcién se centra en fucosilar N-glicanos haciéndolos mas complejos y

dotandolos de funciones especificas.

1.2. FAMILIA DE EFECTORES NIleB/SseK

Las NleB/SseK, son proteinas efectoras de bacterias gram-
negativas o enteropatdgenos causantes de infecciones generalmente
gastrointestinales en humanos y animales. Estas enzimas se han
caracterizado en: Citrobacter rodentium, agente causal de hiperplasia
en el colon, diarrea e incluso muerte en ratones (Mundy et al., 2005);
E.coli EHEC, agente causal de diarrea severa y hemorragica, asi como
de colitis hemorragica (HC) y sindrome urémico hemorragico (HUS) en
humanos (Welinder-Olsson y Kaijser, 2005); E.coli EPEC, agente
causal de diarrea persistente en humanos (Goosney et al., 2000); y S.
entérica, agente causal de salmonelosis, cuyos sintomas pueden ser

diarrea, fiebre y calambres intestinales (Uzzau et al., 2000).

Estas proteinas efectoras, tienen un papel muy importante en el
mecanismo de infeccién de dichas bacterias y a continuacién, veremos
una breve introduccion sobre el mecanismo que emplean las mismas
para introducir los efectores en los organismos huésped, asi como la

introduccion propiamente dicha de la familia NleB/SseK.
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1.2.1. SISTEMA DE SECRECION TIPO llI (T3SS)

Muchas bacterias mantienen una relacion estrecha con el organismo
en el que habitan, ya sea manteniendo una relacién simbiética, sean
neutrales o bien patdgenas para el mismo. Esta estrecha relacién entre
bacteria y huésped estd mediada por proteinas secretadas por las
mismas bacterias para interactuar con objetivos especificos o targets
dentro del organismo, resultando en la modulacion del comportamiento

de las células y la respuesta de las mismas dentro del huésped.

Este tipo de modulacién no se da solo secretando dichas proteinas
al ambiente extracelular, sino traslocandolas directamente desde las
bacterias hacia el interior de las células del huésped. Una de las formas
de hacer esto es mediante el sistema de secrecion tipo lll, propio de

bacterias gram-negativas.

Gracias a este sistema, las proteinas secretadas llamadas también
efectores, son transportadas a través de la membrana bacteriana y de

las barreras propias de la célula huésped (Wagner et al., 2018).

Los efectores tienen una amplia diversidad en cuanto a su actividad
y proteinas objetivo, teniendo usualmente un dominio de secreciéon N-

terminal y uno o varios dominios C-terminal funcionales (Galan, 2009).

Los efectores se pueden clasificar también en 4 categorias segun su
actividad (N. E. Scott y Hartland, 2017):

Efectores que median su actividad mediante interacciones

fisicas con los targets.

- Efectores que mimetizan proteinas del huésped para alterar los

procesos dentro del organismo.
- Efectores que promueven MPTs en proteinas del huésped.

- Efectores con actividad proteasa.
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1.2.2. MIEMBROS DE LA FAMILIA NleB/SseK

Los efectores de esta familia de enzimas catalizan la reaccion de
transferencia de un grupo N-acetilglucosamina (GIcNAc) desde UDP-
GIcNAc al grupo amino de argininas en las proteinas target del huésped
para interrumpir las funciones del sistema inmune (Li et al., 2013). La
glicosilacién de argininas es un hecho muy inusual debido a que ocurre
en el grupo guanidinio de las mismas, siendo estos grupos muy poco
nucledfilos (El Qaidi et al., 2020). Estos efectores se han estudiado en
C. rodentium, E.coli EHEC, E.coli EPEC y S. entérica.

NleB se descubri6 en C. rodentium, pero encontramos distintos
homologos de NleB segun el organismo (Deng et al., 2004). En E.coli
EHEC y E.coli EPEC encontramos dos homdlogos de NleB llamados
NleB1y NleB2 (Petty et al., 2010). NleB1 presenta un 89% de identidad
con la NleB de C. rodentium, mientras que NleB2 es idéntica en ambas
cepas de E.coli pero sélo guardan un 60% de identidad con la NleB de
C. rodentium. En S. entérica nos encontramos con tres ortélogos:
SseK1, SseK2 y SseK3 (Kujat Choy et al., 2004; Brown et al., 2011).

1.2.3. ACTIVIDAD Y ESTRUCTURA

Como se ha mencionado previamente, la N-glicosilacién de residuos
de arginina es un tipo de glicosilacion poco comun, la mayoria de los
estudios sobre glicosilacion de proteinas se centraban en la O-
glicosilacién de serinas, treoninas vy tirosinas, y la N-glicosilacién de

asparaginas (Nothaft y Szymanski, 2010).

Al principio se describié la actividad transferasa de GIcNAc de la
NleB de C. rodentium aunque se desconocia el residuo aceptor (Gao et
al., 2016). Posteriormente, se determiné que el residuo aceptor era una
arginina y se mostré que esta actividad la realizaban la NleB de C.

rodentium, NleB1 EHEC y SseK1l S. enterica, mientras que no se
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detecto actividad para NleB2 y habia dudas de la actividad de SseK2 y
SseK3 (Gunster et al., 2017; El Qaidi et al., 2017).

Hasta la fecha, se han determinado muchas estructuras de los
miembros de la familia NleB/SseK, algunas de las cuales se muestran
en la Figura 3, de donde se concluye que estas proteinas adoptan el
plegamiento tipico de la familia GT-A o dominio tipo GT-A y presentan
el motivo DxD para la coordinacion del metal, esencial para la union del
UDP-GIcNAc y la actividad enziméatica (Esposito et al., 2018; Park et al.,
2018; Ding et al., 2019; Newson et al., 2019). Ademas, todas estas
enzimas muestran un dominio mas pequefio formado por dos alfas

hélices unidas por un loop (dominio también llamado HLH; Figura 3).

UDP bound SseK1

Figura 3. Arquitectura de las SseK1, SseK2 y NleB2. En (A) Se muestran las
estructuras cristalinas y los mapas de densidad electronica para los ligandos.
En (B) se muestra la superposicion de SseK1, SseK2 y NleB2 (Park et al.,
2018).
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En cuanto al mecanismo de transferencia de estas enzimas, existe
bastante controversia. La estructuras de SseK3 obtenidas en el estado
apo y en complejo con UDP, GIcNAc y manganeso, sugieren que el
mecanismo es de retenciéon (Figura 4) (Esposito et al., 2018), lo que
concuerda con otro estudio en el que se determiné mediante
espectroscopia de RMN la configuracion del enlace formado al glicosilar
GADPH;sg7-203tras su incubacion con SseK1 y UDP-GIcNAc/MnCI2 (Park
et al., 2018). Adicionalmente, se ha reportado que los homélogos
estructurales mas cercanos para SseK1l y SseK3 son enzimas de

retencion (Newson et al., 2019)

A . _CTA B
<A, Catalytic Domain
— " Y
\ PA

Figura 4. Estructura de la SseK3 apo y en complejo con UDP, GIcNAc y Mn?*,
En (A) se muestra en representacion ribbon la estructura de SsekK3 (14-333)
en forma apo y en (B) la estructura de SseK3 en complejo con UDP-GIcNAc y
Mn?*, En ambas figuras se muestra el dominio catalitico GT-A donde se une el
ligando, y en (A) se resalta el dominio HLH, el cual se ha mostrado que
presenta una gran movilidad segun el estado del ciclo catalitico de estas
enzimas. Debido al tiempo que conlleva el proceso de cristalizaciéon y la
capacidad de hidrolisis de SseK3, el UDP-GIcNAc inicial fue hidrolizado,
permaneciendo en el sitio de unién el UDP y el GIcNAc (Esposito et al., 2018).
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Mas recientemente, se determind la estructura apo de la NleBl
EPEC y en complejo con FADD-UDP. Ademas en este mismo estudio
se determiné la estructura de los dominios de muerte TRADD y RIPK1
previamente glicosilados por NleB1 (Figura 5) concluyendo que esta
enzima en cambio sigue un mecanismo de inversion (Ding et al., 2019).
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Figura 5. Estructura de los dominios de muerte celular en su forma glicosilada
por la NleB1. (A) Estructuras de TRADD DD y (B) RIPK1 DD glicosilados por
NleB1. Las figuras localizadas en el lado izquierdo son representaciones ribbon
de las estructuras de los dominios de muerte glicosilados. La posicién de las
estructuras secundarias se muestra en ambas estructuras. En el centro de la
figura se muestran en sticks los mapas de densidad electrénica 2Fo-Fc para
las argininas glicosiladas en cada dominio de muerte. En la derecha de la figura
se muestran las estructuras quimicas de las argininas glicosiladas donde se

resalta el enlace del carbono anomérico en rojo (Ding et al., 2019).
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1.2.4. PARTICIPACION EN LA VIRULENCIA DE
ESTOS FACTORES

Normalmente es dificil demostrar el rol en la virulencia de un efector
del T3SS debido a que hay muchos otros efectores y por tanto factores
de virulencia participando al mismo tiempo, pero en el caso de la familia
NleB/SseK se ha conseguido demostrar que estas enzimas participan

en la virulencia de los enteropatégenos que las expresan.

Un cribado de knockouts de factores de virulencia en ratones
C57BL/6 identificd la NleB como un importante factor de virulencia de
este patdgeno. Esto se dedujo, al comparar la colonizacion de la cepa
silvestre con aquella donde se habia suprimido la NleB, en la cual se
observd una reduccion muy drastica en la colonizacion (Kelly et al.,
2006). Se ha demostrado también que la actividad glicosiltransferasa
de NleB es muy importante para la virulencia, ya que mutantes en el
motivo DXD (D221AD223) como es NleB-A221AAzs , N0 son capaces de
recuperar la infectividad (Gao et al., 2013). Al introducir el gen
codificante para la NleB1 EHEC en una cepa de C. rodentium con un
knockout de la NleB, la cepa recupera su virulencia, mientras que, si

introducimos NleB2, esto no ocurre.

El motivo estructural His242>-Glussz-Asnass en la enzima NIeBFHEC, se
ha demostrado que es esencial para la actividad y la virulencia (Park et
al.,, 2018), lo que concordaba con un estudio previo donde se
identificaron los residuos Gluzss y Tyrzie como residuos esenciales para
la actividad enzimatica y la virulencia de la NleB1 EPEC (Wong Fok
Lung et al., 2016).

La presencia de NleB1 en las cepas EHEC y EPEC se ha asociado
también con la colonizacion en distintos organismos como son las
ovejas (Cornick et al., 2017), ganado bovino (Misyurina et al., 2010), y
en humanos (Afset et al., 2006; Bugarel et al., 2011; Wickham et al.,
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2006; Buvens y Piérard, 2012; De Boer et al., 2015; Ferdous et al.,
2016).

En contraposicion, el rol de la NleB2 en la virulencia sigue sin

determinarse.

En lo referente a los ortélogos de la NleB, en el primer estudio que
se hizo sobre los efectores SseK1l y SseK2 de S. enterica serovar
Typhimurium, no se consiguié detectar signos de atenuacion para
cepas knockout de SseK1, SseK2 o SseK1-SseK2 en ratones BALB/c
mediante infeccion intraperitoneal (Kujat Choy et al., 2004). En cambio,
si se muestra una reduccion significativa en los niveles de crecimiento
en macréfagos RAW264.7 cuando se emplea una cepa triple knockout
Assek1Assek2Assek3, aunque de nuevo, no se aprecia esta reduccion

en ratones (Buckner et al., 2011).

Cuando la infeccion oral se produce comparando los knockout
Assek1Assek2 y Assek1Assek2Assek3 frente a la cepa wt, ya si se
aprecia una diferencia significativa estadisticamente en la reduccion de
la infectividad para ambos obteniendo valores parecidos, sugiriendo asi

gue SseK3 no afecta a la virulencia del sistema (Brown et al., 2011).

1.2.5. TARGETS DE LOS EFECTORES NleB/SseK

La funcion mas clara de esta familia de efectores del T3SS es la
inhibicion de la cascada de sefializacion de NF-kB y la apoptosis de las
células huésped durante la infeccion (Figura 6). Inicialmente, se sugirié
gue la aportacion principal de la NleB1 EPEC en la inhibicién de NF- kB
consistia en aumentar la actividad de NleE, otro efector que inhibe la
fosforilacion de IkB, motivo que conlleva la estabilizacion de IkB

reteniendo NF-kB en el citoplasma (Nadler et al., 2010).
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Figura 6. Via completa de sefializacion NF-kB (Moynagh, 2005).

Posteriormente, se propuso un modelo en el que NleB1l interviene
en otro punto de la cascada de sefalizacion de NF-kB que se activa en
respuesta al receptor TNF (Newton et al., 2010) y no en el TLR/ILR1
(Ruchaud-Sparagano et al., 2011). Hay varias formas de activar NF-kB
y una de ellas implica el reconocimiento de los miembros de la familia
del factor de necrosis tumoral (TNF) por los receptores TNF (TNFRs).
Este hecho, inicia la sefalizacion de los receptores de muerte,
formandose interacciones homo y heterotipicas entre los dominios de
muerte intracelulares en los receptores y los dominios de muerte en las
proteinas adaptadoras, incluyendo TRADD (TNFR1-associated death
domain) y FADD (FAS-associated death domain). Las proteinas que
contienen dominios de muerte también regulan la muerte celular
mediante la activacién de la cascada de sefalizacién de caspasa 8
(Molloy, 2013).

El mecanismo de accién de NleB1 fue elucidado por dos estudios
independientes. En estos dos estudios, se concluyé que la NleBl

glicosilaba los dominios de muerte del organismo huésped,
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inactivdndolos directamente. Entre los dominios de muerte que se
estudiaron inicialmente, se encontraban TRADD, FADD, RIPK1 y
TNFR1 (Li et al., 2013; Pearson et al., 2013). La inhibicion depende de
la transferencia del GIcNAc, que modifica especificamente las argininas
Argzss ¥ Ardiiz en los dominios de muerte de TRADD y FADD
respectivamente. Estas modificaciones interrumpen la interaccion entre
los dominios de muerte y por tanto interrumpen la respuesta inflamatoria
de la sefalizacion de NF-kB, la apoptosis dependiente de caspasa 8 y

la necroptosis (Newson et al., 2019).

En cuanto a los sustratos preferidos de NleB1 EPEC y NleB de C.
rodentium, se ha establecido que es FADD, y para determinarlo, se
combiné un método de enriquecimiento de proteinas glicosiladas en
argininas con GIcNAc acoplado a espectrometria de masas (N. E. Scott
etal., 2017).

Algunos de los miembros de la familia de las SseK presentes en S.
entérica serovar Typhimurium también tienen efecto en la cascada de
NF-kB. De forma parecida a NleBl, SseK1 inhibe la sefalizacion de
TNF-a/-NF-kB a través de la glicosilacién de TRADD (Li et al., 2013).
La expresion ectopica de SseK3 bloquea también la actividad de NF-«kB
estimulada por TNF y este efecto depende de la conservacion del
motivo catalitico DxD (Zhe Yang et al.,, 2015). En estudios en
macrofagos, se ha visto que SseK1l y SseK3 inhiben la activacién de

NF-kB y la muerte celular (Glnster et al., 2017).

Aungue SseK2 también inhibe la activacion de NF-kB al estimular
TNF-a no queda del todo claro si es un buen inhibidor de la via ya que
solo se detecto el efecto al sobre expresarla en células de mamiferos
HeLA y no en los experimentos con macrofagos. El patron de
glicosilacién de argininas muestra diferencias cuando se expresan
SseK1 o SseK3 en el triple knockout AsseK1/2/3 durante la infeccion de

macréfagos RAW264.7, mientras que la expresion de SseK2 no mostro
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modificaciones detectables. Asi mismo, se determiné que SseKl es
capaz de glicosilar TRADD y en menor medida, también lo hace SseK3
(Gunster et al., 2017), corroborando otros estudios independientes que
combinaban un ensayo de inmunoprecipacion de glicopéptidos de
arginina modificada con GIcNAc y espectrometria de masas en el que
se identificaban todas las proteinas modificadas del huésped por las
enzimas enddgenas SseKl y SseK3 durante la infeccion por
Salmonella. Se concluy6 también que los receptores TNFR1 y TRAILR
son sustratos fisioldégicos de SseK3, y son modificados en las argininas

Argsre ¥ Argaos respectivamente (Newson et al., 2019).

En una investigacion mas reciente, se confirma que SseK1, SseK3,
NleB1 EHEC, NleB1 EPEC y NleB de C. rodentium son capaces de
bloquear la activacién de la via de sefalizacion de NF-kB mediado por
TNF, mientras que SseK2 y NleB2 no la bloquean. Como novedad,
también consiguen establecer que FADD también es sustrato de SseK2
(El Qaidi et al., 2017).

Se han detectado también proteinas que no contienen un dominio
de muerte y que resultan ser sustrato de las NleB/SseK. Un ejemplo de
esto es la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GADPH), que es
sustrato de la NleB de C. rodentium. Esta misma proteina interacciona
con el factor 2 asociado a TNFR (TRAF2), el cual es necesario para la
activacion de NF-kB a través de TNFa. En el estudio sugieren un nuevo
modelo en el que la glicosilacion de GADPH interrumpe asi la
interaccion con TRAF2, bloqueando asi su ubiquitinacién y la activacion
de NF-kB (Gao et al., 2013).

Los mismos autores del estudio, sugieren mas adelante que la
modificacion de GADPH también inhibe la interaccién con TRAF3 (TNF
factor asociado al receptor 3), reduciendo por tanto la ubiquitinacion de
la misma y provocando la inhibicién de la sefalizacion de interferon tipo
| (Gao et al., 2016).
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Aunque muchos investigadores han sido incapaces de detectar la
glicosilacion de GADPH dependiente de NleB (Li et al., 2013; Ding et
al., 2019; Scott et al., 2017), esta modificacién ha sido confirmada por
otros estudios empleando diferentes técnicas y metodologias (El Qaidi
et al., 2017; Park et al., 2018; El Qaidi et al., 2018). En concreto se
usaron la espectrometria de masas en combinacién con la mutagénesis
dirigida, demostrando que la NleB1 EHEC glicosila GADPH en Arg197
y Arg200, y que GADPH también es sustrato de SseK1 (El Qaidi et al.,
2017).

Recientemente, se ha descubierto un nuevo papel de la NleB1 EPEC
debido a su interaccién y modificacion de HIF-1a, el regulador de la
homeostasis de O celular. NleB1 glicosila la Argis del N-terminal
promoviendo la actividad e induciendo asi la expresién de los genes del

huésped para alterar el metabolismo de la glucosa (Xu et al., 2018).

Hay otras proteinas del huésped que se han descrito como posibles
sustratos de la familia NleB/SseK pero su glicosilacion no ha sido
demostrada, como es el caso de TRIM32, ligando de SseK3 (Zhe Yang
et al., 2015). TRIM32 es una E3 ubiquitin ligasa que no parece ser
necesaria para que SseK3 inhiba la via de sefializacion de NF-kB

durante la infeccion de macréfagos (Glnster et al., 2017).

Ademads, se ha mostrado que NleB1 también es capaz de glicosilar
una proteina de bacteria como es la GshB (glutation sintasa) en la Argazss.
De hecho, fue el sustrato mas abundante de muestras de HEK293T
infectadas con EHEC (El Qaidi et al., 2020). GshB es glicosilada in vitro
e in vivo por NleB de C. rodentium e in vitro por SseK1 de Salmonella.
En los ensayos in vitro, esta glicosilacion aumenta la produccion de
glutation mediada por GshB, hecho que proporciona mayor resistencia
al estrés oxidativo. Debido a esto, los mutantes de nleB y gshB de C.
rodentium tienen un defecto de crecimiento en presencia de H;O»,

dando indicios de que NleB tiene un nuevo rol en la supervivencia de
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estas bacterias frente al estrés provocado por el perdxido de hidrégeno.
Esta fue la primera descripcién de que estos efectores son activos en
las mismas bacterias que las expresan, un concepto que va en contra
de lo asumido por la comunidad cientifica ya que se pensaba que los

factores de virulencia son solo activos una vez presentes en el huésped.

Cabe afiadir también, que estos efectores no solo glicosilan las
proteinas target dentro del organismo huésped, sino que también son
capaces de autoglicosilarse. La autoglicosilacion parece determinante
ya que la mutacioén de estos sitios provoca una disminucion significativa
de la actividad de estas enzimas. En el mismo estudio donde se
muestra esto, se determinan nuevos dominios de muerte que son
sustratos de la familia NleB/SseK, como son: DR3 que es sustrato de
NleB y SseK1, ANK1 y ANK2 que son sustratos de NleB y SseK3, y
ANKS3 gque es sustrato de NleB1, SseK1y 3 (Pan et al., 2019).

En la Figura 7, se rednen a modo de resumen todas las
interacciones que se han ido mencionando entre las NleB/SseK y las

proteinas del huésped.

Patogeno A'E —0 ~
= - S
I é _C) g
al SR = O
R - TR e
OrEEE.O_ W'
TRIM32
we
O u\Q O
]Q® \ GADPH O |
IkBa .
gls ‘6 - o g Metabolismo de
=2 =l L glucosa HIF-la
—_— &
Caspase-B Caspase-8
(SR Necroptosts

Inflamacién Salmonella
O GleNAc — Efecto negativo . Efector A/E Proteinas del
—— Efecto positivo — Interaccion fisica @ Efector de Salmonella huésped

Figura 7. Resumen de las proteinas target de las NleB/SseK.
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1.3.1. FUCOSILACION

La fucosilacién es un tipo de glicosilacién, en el que una L-fucosa se
transfiere desde GDP-L-fucosa a un N-glicano, un O-glicano o a
glicolipidos. Dentro de la fucosilacion podemos encontrarnos también
con dos tipos en funcion del residuo donde se transfiera esa fucosa,

podemos tener fucosilacion terminal o central.

En esta tesis nos vamos a centrar en la fucosilacién central sobre N-

glicanos.

En el genoma humano se han identificado 13 fucosiltransferasas
(FUT) (Becker y Lowe, 2003; Stanley, P., Schachter, H., y Taniguchi,
2009), de las cuales FUT8 es la Unica encargada de la fucosilacion
central en N-glicanos (Becker y Lowe, 2003; Q. Yang y Wang, 2016).
En la Figura 8 se recogen a modo de resumen las 13

fucosiltransferasas que se encuentran en humanos.
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Figura 8. Fucosiltransferasas en humanos. Se han mostrado los productos
mas representativos de cada enzima. Adaptacion propia de (Schneider et al.,
2017).

1.3.2.  FUCOSILACION CENTRAL

La fucosilacion central llevada a cabo por FUT8 es una MPT muy
importante que se ha relacionado con la proliferacion de las células
cancerigenas y la metastasis (Honma et al., 2015; Tu et al., 2017; Kang
et al., 2012; Shao et al., 2015; Wang et al., 2006; Osumi et al., 2009).

FUT8 es una enzima del aparato de Golgi que realiza la
transferencia de L-fucosa desde GDP-L-fucosa al hidroxilo OH6 del

GIcNACc interior de los N-glicanos formando un enlace a (1,6) en él

(Figura 9).
::::F.—.—Asn A Fucosa

cpp—A M GIcNAc

FUTS ® Manosa
GDP

Asn

Figura 9. Reaccion de transferencia de fucosa al GIcNAc més interior del N-

glicano mediado por FUTS.

Los niveles de fucosilacion central, estan regulados por los niveles
de sustrato (GDP-L-fucosa) disponibles dentro del aparto de Golgi, ya
sea por la falta de sustrato debido al metabolismo del mismo o bien por

una deficiencia en el transporte al interior (Becker y Lowe, 2003).
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1.3.3. FUTS8

El gen que codifica a FUT8 se localiza en el cromosoma 14.923.3.
Como se ha mencionado previamente, FUT8 es la Unica enzima
responsable de llevar a cabo la fucosilacion central en N-glicoproteinas
(Q. Yang y Wang, 2016). Se encuentra expresada en varios tejidos del
cuerpo humano, con niveles mas elevados en el cerebro, la placenta,
los pulmones, el estbmago y el intestino delgado (The Human Protein
Atlas, 2021).

El rol fisiologico de FUT8 es crucial para la supervivencia. En
ensayos de knockout en ratones la mayoria experimentan muerte
temprana postnatal, un retraso severo en el crecimiento y cambios en
el pulmon similares al enfisema, lo que sugiere una gran importancia de
la fucosilacion central para la activacion de los receptores de factores
de crecimiento (Wang et al., 2005; Wang et al., 2006). En los ratones
knockout no se encontraron estructuras de oligosacaridos con fucosa
central y un 70-80% de ellos murieron 2 o 3 dias después de nacer.
Esta letalidad no ocurre cuando se realizan estos experimentos con las
otras fucosiltransferasas (Schneider et al., 2017; Miyoshi et al., 2008;
de Vries y van den Eijnden, 1994; Kudo et al., 2007).

1.3.3.1. ESTRUCTURA

La estructura de la proteina en forma apo se obtuvo en 2006 (Ihara
et al., 2006). La estructura, revel6 que FUT8 es una enzima
multidominio, presentando un dominio N-terminal coiled-coil, un
dominio catalitico que adopta un plegamiento tipo GT-B, y un dominio
C-terminal SH3.

FUTS8 presenta una alta especificidad de sustrato en el brazo a (1,3)
del N-glicano, siendo determinante la presencia de un GIcNAc terminal

para que ocurra la catélisis. Por el contrario, presenta mas promiscuidad
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en el brazo a (1,6). Mientras el N-glicano presente el GIcNAc terminal
en el brazo a (1,3), FUT8 no necesita que el N-glicano esté unido a un
péptido o proteina. Para la fucosilacion de N-glicanos ricos en manosa
se ha observado que la misma solo tiene lugar cuando el N-glicano esta
unido a péptidos o proteinas, sugiriendo por tanto que FUT8 reconoce
la secuencia peptidica que contiene el residuo de asparagina
glicosilado y que esto es determinante para la misma para este tipo de
N-glicanos (Calderon et al., 2016).

Aungue FUTS8 se localiza principalmente en el aparato de Golgi, un
estudio llevado a cabo por Tomida et al., sugiere que FUT8 también
podria encontrarse parcialmente en la superficie celular en una manera

dependiente del dominio SH3 (Kawamoto et al., 2011).

Respecto al mecanismo catalitico de FUT8, no se tenia
conocimiento del mecanismo que esta enzima seguia y como expondré
en la seccion de resultados, nosotros hemos conseguido elucidarlo al
resolver la estructura del complejo ternario formado por FUT8 con GDP

y un N-glicano (ver seccién de resultados).

1.3.4. EXPRESION EN CANCER

La fucosilacion aberrante es una de las modificaciones en
oligosacéaridos mas importantes relacionadas con cancer e inflamacion,
normalmente causada por una regulacion descontrolada en la
expresion de las fucosiltransferasas (Dube y Bertozzi, 2005; Miyoshi et
al., 2008; E. Scaott et al., 2020; Pinho y Reis, 2015).

Se ha demostrado que FUTS8 tiene un papel importante en la biologia
y las caracteristicas tumorales, encontrandose sobre expresada en
varios tipos de cancer como el de pulmén (Chen et al., 2013), higado
(Noda et al., 1998; Cheng et al., 2016), colorrectal (M. Noda et al., 2018;
Osumi et al., 2009), ovérico (Lv et al., 2019), prostético (Wang et al.,
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2014), de mama (Tu et al., 2017), melanoma (Agrawal et al., 2017),
tiroides (Ito et al., 2003), y pancreético (Tada et al., 2020).

FUT8 ha sido sugerida como un biomarcador para identificar
pacientes con diversos tipos de cancer como los de pulmoén (Honma et
al., 2015), colorrectal (M. Noda et al., 2018) y prostético (E. Scott y
Munkley, 2019). Las glicoproteinas fucosiladas son muy prometedoras
como biomarcadores cancerigenos, pero hasta el momento no hay
biomarcadores clinicamente relevantes para predecir resultados en los

tratamientos de inmunoterapia.

1.3.5. MECANISMO REGULATORIO DE FUT8 EN
CANCER

El mecanismo de regulacién de FUT8 aun no estaba elucidado por
completo, pero se habian hecho asociaciones importantes. Hay
estudios que indican que la fucosilacion central puede regular la
expresion de la proteina de muerte celular programada 1 (PD-1) (Okada
etal., 2017) y alterar la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) (Pereira et al., 2018).

Adicionalmente, la fucosilacién central también regula el receptor del
factor de crecimiento transformante-B1 (TGF-f1) (Tu et al., 2017), el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Wang et al., 2006),
a3p1 integrin (Zhao et al., 2006) y E-caherin (Shao et al., 2015), siendo

todas proteinas muy implicadas en procesos cancerigenos.

1.3.5.1. EVASION INMUNE

FUT8 juega un papel muy importante en la evasion inmune en
cancer y se ha demostrado que es una potencial diana terapéutica para

mejorar la respuesta en inmunoterapias. La inhibicion de FUT8 se ha
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visto que reduce la expresion en la superficie celular de PD-1
promoviendo la activacién de las células T y consiguiendo con ello una
mayor erradicacion del tumor. PD-1 contiene dos sitios de N-
glicosilacion que son fucosilados por FUT8, siendo estas
modificaciones las reguladoras de la expresion de PD-1 y por ello un

punto clave en la optimizacion de la respuesta anti tumoral.

Ademas, en las células T en tumores se encuentran muchas
estructuras altamente fucosiladas por FUT8. En conjunto, ambas
funciones sugieren que la inhibicion de FUT8 puede frenar la evasion
inmune del tumor reduciendo las interacciones PD-1/PD-L1 e inhibir el

crecimiento del mismo (Okada et al., 2017).

1.3.5.2. CITOTOXICIDAD CELULAR DEPENDIENTE DE
ANTICUERPOS (ADCC)

ADCC es el proceso por el que las células (por ejemplo, bacterias)
recubiertas por anticuerpos son destruidas por células del sistema
inmunoldgico como los linfocitos. Esto tiene lugar ya que los anticuerpos
a través de su region constante (Fc) se unen a los receptores de
linfocitos (FcRs) (Shinkawa et al., 2003).

Hay cinco tipos de isotipos de inmunoglobulinas, de las cuales, la
inmunoglobulina G (IgG) es la mas abundante en la sangre humana
(Vidarsson et al., 2014). Los anticuerpos terapéuticos humanos IgG1
tienen unidos dos N-oligosacaridos tipo biantenarios complejos en la
region constante que pueden mediar funciones efectoras e influir en la
ADCC (Clynes et al., 2000; Imai-Nishiya et al., 2007).

La mayoria de los anticuerpos terapéuticos autorizados, presentan
oligosacaridos en la region Fc con fucosa central debido a que se
producen en lineas celulares de mamiferos. Para conseguir una 6ptima

actividad ADCC se trabajan con anticuerpos que carecen de esa
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fucosilacion central. Esto se debe a que los anticuerpos sin la fucosa
central tienen mas afinidad por el Fc lo cual conlleva a una mejor
actividad ADCC. Los primeros estudios avalando esta hipétesis, se
hicieron en leucemia y linfoma, y mostraron que anticuerpos sin la
fucosa determinaban una mejor respuesta ADCC y por consiguiente
una mejor respuesta frente a estos tipos de cancer (Niwa, Hatanaka, et
al., 2004; Niwa et al., 2005; Niwa, Shoji-Hosaka, et al., 2004).

Actualmente la estrategia se centra en crear anticuerpos no
fucosilados para aumentar la respuesta ADCC ya que son mejores
anticuerpos terapéuticos. Especificamente, la inhibicién de la actividad
de FUT8 promete ser una potente respuesta anti tumoral (Imai-Nishiya
et al., 2007).

1.3.5.3. FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE
BETA (TGF-B)

La fucosilacién central altera las moléculas de la superficie celular,
el microambiente tumoral de la matriz extracelular y los factores de
crecimiento, promoviendo asi la progresion del cancer. La presencia de
esta fucosa central afecta positivamente a la afinidad de la unién entre
TGF-B y el receptor de TGF-[3 siendo critica esta union para su funcién
(Wang et al, 2005). TGF-B ha demostrado ser un efectivo
inmunosupresor en cancer previniendo asi la muerte mediada por

inmunidad antitumoral (Dahmani y Delisle, 2018).

En experimentos de knockdown de FUT8, se muestra una
disminucion de la transicion epitelio-mesenquimal (EMT) mediada por
TGF-B, mientras que en el cancer, durante esta transicion se observa
una sobreexpresion de FUT8 sugiriendo un feedback positivo entre la
expresion de FUT8 y la sefializacion de TGF- promoviendo EMT vy el

desarrollo de los tumores (Tu et al., 2017; Lin et al., 2011). El proceso
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de EMT es necesario para la transformacion de un tumor de benigno a
un cancer muy agresivo y altamente invasivo (Thiery, 2002).

AuUn no se conoce el mecanismo por el que se da la sobre regulacion
de FUTS8 durante la EMT inducida por TGF-B, el descubrimiento de su
funcionamiento podria suponer pistas prondésticas o terapéuticas

prometedoras para los canceres (Tu et al., 2017).

1.3.5.4. FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF)

La fucosilacion central también juega un papel clave en la regulacién
de los EGF en muchos tipos de células distintos. En estudios con
células de fibroblastos embrionarias de FUT8”, la fosforilacion de los
recetores de EGF esta bloqueada, mientras que la actividad de la
tirosina fosfatasa no se observa que esté modificada (Wang et al., 2006).
Se ha visto también que cuando se produce la sobreexpresién de FUTS,
se produce un aumento en la fucosilacion de los receptores de EGF y
asi se aumenta la respuesta de los EGF reduciéndose su sensibilidad

a los inhibidores de la tirosina kinasa.

1.3.5.5. a3B1 INTEGRIN

Ademéas de lo mencionado anteriormente, la pérdida de la
fucosilacion central también inhibe la migracién celular y la sefializacién
celular mediada por a3B1 integrin. En células FUT8-/-, la migracién
celular y la sefializacion se reducen, pero se puede recuperar

parcialmente introduciendo FUT8 (Zhao et al., 2006).
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1.3.5.6. E-CADHERINA

Se sabe que el incremento de la fucosilacion central en E-cadherina,
aumenta la fuerza de la adhesion celular y los procesos de migracion
celular mediados por E-cadherina (Osumi et al., 2009).

Los niveles de E-cadherina y FUT8 son mas altos en muestras de
cancer colorrectal. Un estudio llevado a cabo por Osumi et al., analizé
los niveles de E-cadherina en base a la transfeccion de FUT8 en
muestras de células cancerigenas humanas de colon, en células con
knockout de FUT8 y en células de raton deficientes de FUT8. Los
resultados del estudio demostraron que la actividad de FUT8 regulaba

la cantidad total de E-cadherina.

En cancer de pulmoén agresivo, E-cadherina estd normalmente
desregulada. En un estudio se encontré que, en muchas células de
cancer de pulmén con metastasis, la E-cadherina esta fucosilada
mientras que en cancer con poca metastasis los niveles de fucosilacion
central son menores. Ademas, los resultados de esta investigacion
confirmaron que E-cadherina es sustrato de FUT8 y su fucosilacion esta
muy relacionada con la metastasis (Shao et al., 2015; Geng et al., 2004;
Hu et al., 2008).
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2. OBJETIVO GENERAL

Una vez introducidos los dos temas que se han estudiado durante la
duracion de la tesis doctoral, vamos a exponer los objetivos que se
plantearon al inicio, y cuyo cumplimiento se ha perseguido durante
estos cuatro afios. Con esta finalidad, se han realizado un amplio
namero de experimentos que se han complementado con varias
colaboraciones, resultando asi una tesis con caracter multidisciplinar y

con resultados muy interesantes.

Como hemos visto, se desconocen los mecanismos cataliticos tanto
de los efectores de la familia NleB/SseK, como de FUT8. En base a
esto, no es de extrafiar que el objetivo general de esta tesis haya sido
el de profundizar en las bases moleculares, los mecanismos cataliticos
y las preferencias de sustrato de ambas enzimas. Ademas, para
ahondar mas en los temas, se plantearon diversos objetivos especificos

para cada proyecto que se exponen a continuacion.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

En base a la estructura disponible del complejo NleB-UDP-Mn?*-

FADDPP, nos propusimos los siguientes objetivos:

¢ Determinacion de los residuos clave para la actividad de la
NleB1 frente a FADDPP,

e Activacion del efector SseKl frente a FADDPP mediante

mutagénesis dirigida.
e Activacion de SseK?2 frente a DR3PP.

e Comprension de los mecanismos de activacion de los mutantes
de SseK1 sobre FADDPP mediante experimentos de dinAmica

molecular.
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Papel de los mutantes activados de SseK1l y SseK2 en la
proliferacion de S. entérica en macréfagos.

Por otro lado, referidos al proyecto de la enzima FUT8, nos

planteamos los siguientes objetivos especificos:

Obtencion de la estructura cristalina del complejo formado por
HsFUT8-GDP-GO.

Caracterizacion cinética y termodinamica de la enzima FUT8

frente a distintos N-glicanos.

Elucidacion del papel del péptido unido al N-glicano en la

fucosilacion por FUTS.

Comparacion de la fucosilaciéon central in vitro e in vivo en N-

glicanos complejos y con alto o bajo contenido de manosas.
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3. MATERIALES Y METODOS

A lo largo de la presente tesis, el trabajo realizado por la doctoranda
se ha ido complementando con el trabajo de otros colaboradores. El
resultado es una investigacion multidisciplinar y heterogénea cuya
finalidad ha sido la de responder lo mas precisamente posible las
preguntas bioldgicas y bioquimicas que se han planteado.

En conjunto se han usado un gran ndmero de técnicas, y en el
presente capitulo vamos a profundizar en aquellas llevadas a cabo por
la doctoranda, explicando sin incidir mucho en las técnicas
complementarias ya que son importantes para los resultados que luego

se presentan y las posteriores conclusiones obtenidas.

Aligual que en la introduccion, esta seccion se dividira en dos partes

con el fin de facilitar la lectura y el capitulo siguiente de resultados.

3.1. FAMILIA DE LAS NleB/SseK

3.1.1. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.1.1.1. CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS DE LAS
PROTEINAS DE LA FAMILIA NleB/SseK Y DOMINIOS
DE MUERTE

Las secuencias de ADN codificante para los residuos 28 al 329 de
la enzima de E.coli EHEC NleB1, los residuos 93 al 192 del dominio de
muerte FADD, los residuos 332 al 417 del dominio de muerte DR3, y
los residuos 21 al 336 y 34 al 348 de las enzimas de S. entérica SseK1

y SseK2 respectivamente, fueron sintetizados por la empresa GenScript
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(EEUU), y se optimizaron sus frecuencias de codones para facilitar su

expresion en E.coli.

La enzima NIeB1E"EC contiene la mutacion K115A para mejorar su
estabilidad al igual que esta descrito anteriormente para NleB1EPEC, La
Lysiis esta muy conservada en los efectores NleB/SseK y mantiene
intacta la actividad glicosiltransferasa (Ding et al., 2019).

La enzima SseKl wt y los mutantes que se sintetizaron
posteriormente contienen una doble mutacién, C39S-C210S, para
prevenir la precipitacion debido a la formacién de un puente disulfuro.
Tal y como ocurre con la mutacion Kiis en NleB1E"EC, esta doble
mutacion no afecta a la actividad de la SseK1 (Park et al., 2018). A partir
de ahora, estas dos enzimas que son consideradas nuestras wt seran

nombradas como NleB1EHEC y SseK1™,

Las construcciones de NleB1EHE¢ y DR3PP se clonaron en el vector
pPMALC2x (Figura 10), obteniendo los vectores pMALC2x-12Hist-TEV-
NleB1E"ES y pMALC2x-12Hist-TEV-DR3PP respectivamente. Ambos
plasmidos contienen una secuencia que codifica para una cola de 12
histidinas y un sitio de corte para TEV entre la proteina de unién a

maltosa y la proteina de interés.

Las construcciones de FADDPP y SseKl se clonaron en el
pET15bPP (Figura 10), para obtener los vectores pET15bPP-FADDPP
y PET15bPP-SseK1", respectivamente. Ambos plasmidos contienen
una secuencia que codifica para una cola de 6 histidinas y un sitio de
corte para la proteasa de precision (PP) que se encuentra en el N-
terminal de cada constructo. La construccion de SseK2" se cloné en
pProEXHTa (Figura 10) dando lugar al vector pProEXHTa-6Hist-TEV-
SseK2"™, Este plasmido contiene una secuencia que codifica para el

sitio de corte de TEV entre una cola de 6 histidinas y la proteina SseK2",
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Todos los mutantes de SseK1"'y SseK2" se generaron siguiendo el

protocolo de mutagénesis de sitio dirigido por GenScript usando de
base los vectores pET15bPP-SseK1"™ y pProEXHTa-6Hist-TEV-
SseK2", obteniendo asi los siguientes mutantes mostrados en la Tabla

1.

Tabla 1. Mutantes obtenidos para SseK1l y SseK2. Se muestran las

mutaciones introducidas, los plasmidos generados y los nombres con

los que vamos a referirnos a dichos mutantes a partir de ahora.

K151E-M147Y

N291K-R294K

K151E-M147Y-N291K-
R294K

K151E-M147Y-N291K-
R294K-S286Y

K151E-M147Y-N291K-

R294K-S286Y -

ARHVQdeletion

S286Y

S2861

S286N

N302Y

pPET15bPP-SseK1"!-
K151E-M147Y
pPET15bPP-SseK1"-
N291K-R294K
pPET15bPP-SseK1"!-
K151E-M147Y-N291K-
R294K
pPET15bPP-SseK1"-
K151E-M147Y-N291K-
R294K-S286Y
pPET15bPP-SseK1"-
K151E-M147Y-N291K-
R294K-S286Y-
ARHVQdeletion
PET15bPP-SseK1"-
S286Y
PET15bPP-SseK1"-
S286I
PET15bPP-SseK1"-
S286N
pProEXHTa-6Hist-TEV-
SseK2"-N302Y

K151E-M147Y

N291K-R294K

Cuadruple

Quintuple

Quintuple-del

S286Y

S2861

S286N

N302Y
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N302S pProEXHTa-6Hist-TEV- | N302S
SseK2"-N302S

N302I pProEXHTa-6Hist-TEV- = N302I
SseK2"-N302I
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Figura 10. Mapa de los vectores usados por GenScript para la creacion de
nuestros pladsmidos. Fuente: https://www.addgene.org
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3.1.1.2. TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES
BL21(DE3)

La transformacion de células competentes es un proceso por el cual
introducimos un plasmido sintetizado que contiene el gen que codifica
nuestra proteina de interés en el genoma de una bacteria. En nuestro
caso, hemos empleado la cepa de E.coli BL21(DES3) para la produccion

de nuestras proteinas de interés.
El protocolo de transformacion es el siguiente:

- Incubacion en hielo durante 30 minutos de 200 ng de plasmido

adicionado a una alicuota de 250 pL de células competentes.
- Choque térmico a 42 °C durante 1 minuto.
- Incubacion en hielo durante 2 minutos.
- Afadimos 500 pL de medio SOC frio (Apéndice 8.1.)

- Recuperacion de las células a 37 °C y con agitacion de 180-220

rpm durante 1-3 horas.

Una vez recuperadas las células, se siembran para seleccionar
colonias en placas de LB/Agar (Apéndice 8.1.) con el antibiético
correspondiente que en nuestro caso es ampicilina (Carbosynth) a 100
pg/ml. Para sembrar las células centrifugamos 5 minutos a 2000 rpm,
retiramos los 500 pL de medio de recuperacion afadido,
resuspendemos las células y sembramos el resto. Las placas se dejan

en un incubador a 37 °C over night.
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3.1.1.3. CONSERVACION EN GLICEROL DE LAS COLONIAS
TRANSFORMADAS

Una vez transformadas y seleccionadas las colonias con antibiético
en las placas, guardamos gliceroles de esas colonias para evitar tener

gue transformar de nuevo cuando necesitemos producir mas proteina.

Para hacer lo gliceroles, manteniendo todo en esterilidad, picamos
una colonia de la placa correspondiente y la pasamos a 10 mL de medio
LB (Apéndice 8.1.) con ampicilina y la dejamos over night a 37 °C con
agitacion (180-220 rpm). Al dia siguiente, del cultivo ya crecido se sacan
700 pL y se mezclan con 300 uL de glicerol al 80% estéril. Una vez

etiquetado se guardan a -80 °C.

3.1.2. EXPRESION DE PROTEINAS

Para la expresion de las proteinas recombinantes de las familias
NleB/SseK, asi como de los dominios de muerte FADD y DR3 se ha
usado la cepa de E.coli BL21(DE3). Esta cepa es para la expresiéon de
proteinas que no son toxicas para la propia célula. La cepa DE3
contiene los genes de la ARN polimerasa de T7 bajo el promotor lacUV5,
lo que permite inducir la expresion de la proteina con IPTG. Esta cepa
tampoco contiene las proteasas Lon ni OmpT, por lo que reduce la
degradacién de las proteinas expresadas. Estas células se pueden
adquirir en Thermo Fisher.
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/EC0114#/EC011
4)


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/EC0114#/EC0114
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/EC0114#/EC0114
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3.1.2.1. CRECIMIENTO DE LAS CELULAS DE BL21(DE3)
TRANSFORMADAS

Para la expresion a gran escala de cada proteina en células de E.coli,
hemos seguido el siguiente protocolo:

- El primer dia inoculamos células en un matraz de 250 mL con
100 mL de medio 2xTY (Apéndice 8.1.) con ampicilina, e
incubamos over night a 37 °C con agitacion a 180-220 rpm.

- El siguiente dia inoculamos esos 100 mL de células a un matraz
con 2 L de medio y ampicilina, las mantenemos a 37 °C y
controlamos la densidad 6ptica a 600 nm hasta que alcance un
valor de ~0,6-0,8. En ese momento inducimos con 1 mM de
IPTG (Carbosynth) la expresién de proteina y lo dejamos a 18

°C durante 16 horas.

- El dltimo dia recogemos el pellet de células centrifugando a
10000 rpm durante 10 minutos y a 4 °C. Guardamos el pellet a -

20 °C hasta su uso.

3.1.3. PURIFICACION DE PROTEINAS

Cuando la expresion de las proteinas se ha llevado a cabo en
bacterias, el primer paso consiste en la lisis celular. En este paso, se
resuspenden los pellets de las células en tampdn A (25 mM Tris pH 7,5,
500 mM NacCl, 10 mM imidazol), al cual se afiade un vial de cocktail de
inhibidores de proteasas (Apéndice 8.1) para evitar la degradacién de
las proteinas y luego se sonican en hielo durante 15 minutos (con
intervalos de descanso de 30 segundos cada 30 segundos) a un 80%

de potencia (Sonics VibraCell™).
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Tras la lisis celular, centrifugamos 20 minutos a 20000 rpm y 4 °C
para retirar los restos de las células y filtramos el sobrenadante con
filtros de 0,45 pum (Scharlau).

3.1.3.1. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CON HISTRAP
(IMAC)

La cromatografia de afinidad es una de las técnicas mas empleadas
en la purificacion de proteinas. Consiste en la generacion de
interacciones especificas entre nuestra proteina y la matriz de la
columna cromatografica, de forma que nos deshacemos de la mayoria
de las impurezas presentes en la muestra. Derivado de esto, surge la
IMAC, que es la cromatografia de afinidad por metales inmovilizados.
En esta variante, las interacciones especificas se dan entre un metal
(niquel en nuestro caso) y los residuos de histidinas que hemos
introducido a la hora de construir nuestros plasmidos (Gaberc-Porekar
y Menart, 2001). Este es un paso comun en la purificacion de la mayoria

de las proteinas de las que hacemos mencion en esta tesis.

El sobrenadante ya filtrado se carga en la columna HisTrap HP (GE
Healthcare) equilibrada previamente con tampén A. Una vez pasa la
muestra, lavamos con ese mismo tampén y eluimos en gradiente de
imidazol de 10 a 500 mM, con tampén B (25 mM Tris pH 7,5, 500 mM
NaCl, 500 mM imidazol).

Para confirmar que hemos purificado nuestra proteina de interés y

ver su estado procedemos al siguiente punto (ejemplo en la Figura 11).

Figura 11. Gel de la purificacion de SseK1",
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3.1.3.2. ELECTROFORESIS SDS-PAGE
DESNATURALIZANTE Y TINCION

La electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida es una
técnica clasicamente empleada para la separacion y visualizacion de
proteinas durante y tras la purificacion de las mismas (Brunelle y Green,
2014).

Esta técnica se basa en la separacion en funcién del peso molecular
de una proteina cargada negativamente en un gel de acrilamida al ser

sometida a una diferencia de potencial eléctrico.

Para llevar a cabo la electroforesis, el primer paso es desnaturalizar
las muestras calentando a 100 °C en presencia de la disolucion de
carga (laemmli) (Apéndice 8.1.) que entre otras cosas lleva SDS, un
detergente aniénico que se une inespecificamente a las proteinas y les

confiere una relacién tamafio/carga constante.

Una vez cargadas las muestras en el gel, este se somete a un voltaje
constante de 130 V durante 80-90 minutos en funcidn del porcentaje de
acrilamida de dicho gel. Las proteinas migran por la red de acrilamida
a una velocidad inversamente proporcional al logaritmo de su peso
molecular y se pueden comparar con un patrén estandar (marcador de
peso molecular, en nuestro caso Page Ruler Protein Ladder, (Thermo
Fisher)).

Figura 12. Gel del corte con PP (izquierda) y con TEV (derecha) de las

proteinas SseK1* y NleB1EHEC,
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En este caso, hemos usado geles del 12% para todas las proteinas
exceptuando los dominios de muerte, que al ser mas pequefios
necesitan que el gel sea del 15%. En la Figura 12 podemos ver un
ejemplo donde se comprueba que el corte con las proteasas ha sido
completo, de esto se hablara en los siguientes apartados.

3.1.3.3. INTERCAMBIO DE TAMPON

Tras comprobar en el gel que hemos purificado nuestras proteinas
de interés, procedemos a cambiar el tampdn para quitar el imidazol.
Hay distintas formas de llevar a cabo este paso, pero puesto que
tenemos un volumen de entre 15-30 mL, el intercambio de tamp6n lo
hacemos mediante un proceso de exclusiéon molecular con una columna
HiPrep 26/10 Desalting (GE Healthcare), que permite que separemos
las moléculas en funcion de su tamafio al pasar por una matriz porosa.
Lo primero que saldra de la columna seran las moléculas mas grandes
(nuestra proteina), quedando retenido mas tiempo el tampon en el que

se encontraba.

El procedimiento es muy simple, primero se tiene que equilibrar la
columna con 3-5 voliumenes de agua mili-Q para retirar el etanol al 20%
en el que se mantiene guardada y luego otros 3-5 volimenes de tampén
25 mM Tris pH 7,5, 150 mM NacCl. Tras el equilibrado se inyectan 15
mL méximo de muestra y se recogen alicuotas hasta que haya eluido
la proteina, que sale diluida en torno a los 15 mL mencionados. Tras
este volumen podemos apreciar gue comienza a salir el tampdén anterior
ya que vemos un cambio de conductividad en el cromatograma. Si
tenemos que inyectar mas muestra debemos esperar que la
conductividad y el ultravioleta vuelvan a los niveles iniciales. La columna
se procede a limpiar entonces con agua mili-Q de nuevo y luego se

guarda en etanol 20%.
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3.1.3.4. CORTE CON PROTEASA Y PURIFICACION

Una vez cambiado el tampdn, procedemos a cortar con la proteasa
que corresponda. En primer lugar, cuantificamos con Bradford (Biorad)
para saber la concentracion en miligramos de nuestras muestras, tras
esto afladimos TEV en proporcion 1:50 con respecto a la concentracion
en miligramos para las muestras de MBP-His-TEV-NIeB15HE¢, MBP-
His-TEV-DR3PP, His-TEV-SseK2"'y sus mutantes. Tomamos muestras
previas al corte para comprobar en un gel si hay corte y dejamos las
muestras a 18 °C hasta el dia siguiente. En el caso de SseK1"y sus
mutantes, asi como de FADDPP afiadimos PP en proporcion 1:100 y

dejamos cortando a 4 °C.

Al dia siguiente corremos un gel para comprobar que el corte ha sido
completo (Figura 12) y procedemos a purificar las muestras para

eliminar las proteasas y las colas de las proteinas.

Este paso es similar al apartado 3.1.3.1. Usamos una columna de
niguel donde se quedara unida por afinidad la cola de histidinas o la
MBP que también lleva cola de histidinas segun la muestra que
carguemos, y saldra en el flow through nuestra proteina purificada. En
el caso de las proteinas que hayamos cortado con TEV, esta se
guedard unida a la columna de niquel, pero si hemos usado PP
necesitamos afiadir una columna de GST FF (GE Healthcare) donde se

unira por afinidad la GST ya que la PP es una proteina de fusion.

A la hora de limpiar la columna de niguel, pasamos primero un 10%
de tampdn B para asegurarnos que ha salido toda nuestra proteina, y
luego limpiamos con 3 volimenes de tampdn B 100%, agua mili-Q y

guardamos en etanol 20%.

Puesto que nos quedamos con el flow through, debemos eluir la
columna de GST donde se habra quedado unida la PP con tampdn de
elucion (25 mM Tris pH 7,5, 150 mM NacCl, 10 mM de glutatiéon reducido),
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tras este paso la tratamos igual que a la columna de niquel, lavamos

con aguay luego guardamos en etanol 20%.

Podemos comprobar en un gel la pureza de la muestra.

3.1.3.5. CONCENTRACION Y CONSERVACION

Tras acabar la purificacion de cada proteina, necesitamos reducir su
volumen para poder almacenarla correctamente. Para ello,
concentramos mediante el uso de centricones de 15 mL (Milipore) de
distinto tamafio de poro de la membrana en funcion del peso de nuestra
proteina, en nuestro caso usamos cut offs de 30 kDa, 10 kDa y 3 kDa.
Para concentrar, primero equilibramos la membrana del centricon en
agua mili-Q y luego en el tampdn en el que se encuentre nuestra
proteina pasandole 15 ml de disolucién. Una vez equilibrados,
adicionamos la proteina y centrifugamos a 4000 rpm y 4 °C, variando el
tiempo en funcion de la cantidad de proteina que tengamos, para ello
usamos un centrifuga de mesa Beckman Coulter Allegra X-30R

Centrifuge.

Una vez concentrada la muestra podemos cambiarle el tampon

diluyendo y concentrando en el mismo centricon para eliminar la sal.

Para conservar las muestras primero debemos cuantificar midiendo
la absorbancia a 280 nm usando los coeficientes de extincién tedricos

en un nanodrop DeNovix Serie DS-11.

Los coeficientes de extincién tedricos son: €2sonm para SseK1™ vy los
mutantes varian en el rango 38850 y 41830 M1cm™; £250nm para Ssek 2™
y sus mutantes varian en el rango de 42350 and 44860 M* cmY;
€280nm °E1=55810 M cm?; £280nm" APP = 12500 Mt ecm™; £280nmPRe = 15470
M-tcm™. Tras la cuantificacion, etiquetamos los viales con las proteinas
purificadas y congelamos en nitrégeno liquido, para luego guardarlas a

-80 °C hasta su utilizacion.
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3.1.4. TECNICAS BIOFISICAS PARAEL ANALISIS Y
CARACTERIZACION DE PROTEINAS

3.1.4.1. DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE UNION
PORITC

La calorimetria de titulacién isotérmica (ITC) se emplea para obtener
las constantes de equilibrio o las entalpias de unién en las interacciones
entre macromoléculas o bien macromoléculas y ligandos. El ITC mide
el calor absorbido o emitido en una serie de inyecciones secuenciales
de una especie localizada en la jeringa de inyeccién, sobre la otra
especie localizada en la celda de muestra (Biswasy Tsodikov, 2010).
Esta técnica se puede emplear practicamente para medir interacciones
entre cualquier tipo de biomoléculas, ya sean proteinas, &cidos
nucleicos, lipidos, carbohidratos, etc. El esquema de funcionamiento se

muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Esquema general del funcionamiento del ITC. En (A) podemos ver

el esquema del equipo donde se muestra una camara adiabética donde se
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encuentran las dos celdas, una de referencia (con agua) y la de muestra
conectada a una jeringa donde se encuentra el ligando que se va a inyectar.
En (B) vemos los datos brutos obtenidos debido a la diferencia de calores
medidos entre la celda de referencia y la de muestra; y en (C) los datos ya
procesados de cuyo ajuste obtenemos la constante de unién (K), la entalpia

(AH) y el nimero de sitios de union (n).

3.1.4.1.1. DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE UNION
POR ITC DE LAS INTERACCIONES ENTRE LAS
ENZIMAS NleB/SseK Y LOS DOMINIOS DE MUERTE

En esta tesis se ha empleado el equipo Auto-iTC200 (Microcal, GE
Healthcare) para la caracterizacion de las interacciones entre NleB1EHEC
con UDP, NIeB1E"EC y S286YSseK! con FADDPP sin UDP, y NleB1EHEC,
SseK1", SseK2"' y sus correspondientes mutantes con FADDPP y
DR3P® en presencia de UDP y MnCI*? saturante. Todos los
experimentos se han llevado a cabo a 25 °C en tampén 25 mM Tris pH
7,5, 150 mM Nacl.

Las concentraciones empleadas fueron las siguientes:

- 40 yM de NIeB1EE€ con 500 uM de UDP en 25 mM Tris pH 7,5,
150 mM NaCl y 0,5 mM MnCl..

- NleB1EHEC y S286YSseK 4 40 uM y 400 uM de FADDPP sin UDP
ni MnCl..

- 40 pyM de NIeB1FHEC/SseK1"/SseK2" vy los correspondientes
mutantes con una concentracion variable de FADDPP desde 350
MM a 1 mM en la jeringa de inyeccion en tamp6n 25 mM Tris pH
7,5, 150 mM NaCl, 1mM UDP y 0,5 mM MnCla.

- 30 uM de DR3P® con NIeB1EHEC/SseK1"/SseK2™ y los

correspondientes mutantes con una concentracién variable
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entre 300 a 500 uM en la jeringa de inyeccién en tampon 25 mM
Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 1mM de UDP y 0,5 mM MnCl..

Los experimentos de caracterizacion frente a DR3 se hicieron por
titulacion inversa ya que DR3 presenta una baja solubilidad.

Todos los experimentos se hicieron en duplicados, y la integracion,
correccion y andlisis de los datos se hicieron con el software Origin 7

(Microcal) empleando el modelo de unién de un solo sitio.

3.1.4.2. ANALISIS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Otro de los métodos empleados en la presente tesis para entender
y caracterizar las interacciones de las enzimas con sus respectivos
ligandos ha sido el andlisis de la actividad enzimatica. Ya que no
disponemos de métodos para seguir la reaccion de transferencia del
azucar al ligando en tiempo real, hemos empleado kits de deteccion de
ATP donde se acopla la reaccion de transferencia de nuestro azucar
liberando UDP o GDP a una reaccion donde ese UDP/GDP se
transforma en ATP (Figura 14), que se une al reactivo de deteccién de
ATP dando sefal de luminiscencia. Los kits son UDP-Glo™ y GDP-
Glo™ (Promega). Se menciona el kit de GDP-Glo™ porque se usara

para medir la actividad de FUTS.

Cada kit contiene un reactivo de deteccion que se mezcla en
proporcion 1:1 con la reaccién y se incuba a temperatura ambiente 1
hora en oscuridad. Una vez pasado este tiempo se mide la
luminiscencia en el lector de placas Synergy HT (Biotek). Las
reacciones se pueden hacer en placas de 96 o de 384 pocillos blancas
opacas, en nuestro caso hemos empleado las placas de 384 pocillos ya
gue podemos usar un volumen de reaccién menor (5 pL). Para cada

medida se hizo siempre una recta de calibrado ya sea de UDP o de



_ Capitulo 3: Materiales y métodos

GDP gue se sometio a la misma temperatura y el mismo tiempo que las
reacciones. Todas las medidas se hicieron por duplicado.

~OH UDP Detection
Assay
HO. | ?
Erlayr?sol?:‘la:se Ho” UDP Detection
Ry [ ™ + g —Reeent ™
oH One-step
HO. - reaction
9 converts UDP
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transferase i oH products generates light.
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UDP-forming
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Glycosyltransferase oH Detection
—n N P [ L
OH One-step
H reaction
converts GDP
Glycosyl- H Om Reaction 0 ATP and_
transferase OH products generates light.

substrate
GDP-sugar
substrate

GDP-forming reaction

Figura 14. Esquema del funcionamiento de los kits de Promega empleados.
Fuente: Promega.

3.1.4.2.1. CINETICAS DE LAS ENZIMAS NleB/SseK

Para la medida de las cinéticas de las NleB/SseK hemos usado el

kit UDP-Glo ya que transfieren el GIcNAc a partir de UDP-GIcNAc.

Para establecer la cantidad de UDP-GIcNAc que se iba a poner de
forma constante en las reacciones, primero se hizo la cinética de
NleB1EHEC frente a UDP-GIcNAc manteniendo FADDPP constante. La
concentracién de la enzima empleada fue 10 nM en 25 mM Tris pH 7,5,
150 mM de NacCl, 50 uM de MnCl; y 800 uM de FADDPP, poniendo

concentraciones variables de UDP-GIcNAc desde 5 a 800 pM.

Para el resto de cinéticas, las reacciones contenian 10 nM de cada
enzima en 25 mM de Tris pH 7,5, 150 mM de NaCl, 50 uM de MnCl, y
500 uM de UDP-GIcNAc en presencia de FADDPP o DR3PP, siendo la
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concentracion de FADDPP variable entre 5 a 800 uM, y la de DR3PP de
5 a 140 UM.

Una vez preparadas las reacciones, se incubaron 30 minutos a 30
°C, parandose la reaccion al afiadir el reactivo de deteccién en ratio 1:1
como se ha mencionado previamente en una placa blanca y opaca de
384 pocillos. Posteriormente, las placas se incubaron en oscuridad
durante 1 hora a temperatura ambiente y luego se midié la

luminiscencia.

Los valores obtenidos se corrigieron para eliminar la hidrélisis del
UDP-GIcNAc y se ajustaron al modelo no lineal de Michaelis-Menten o
al modelo de inhibiciébn por sustrato segun los valores obtenidos,
usando el programa GraphPad Prism 6 del cual obtuvimos los valores

de K, Keat, Vmax, ¥ Ki, asi como la desviacion estandar.

3.1.5. ENSAYOS CELULARES

3.1.5.1. ENSAYO DE INFECCION POR SALMONELLA EN
MACROFAGOS

La infeccién de los macréfagos se llevé a cabo para medir la
abundancia intracelular de las cepas complementarias de Salmonella
AsseK1AsseK2AsseK3 en células RAW264.7. Dichas células de
sembraron a 1 x 10° células/pocillo en una placa de 24 pocillos 24 horas
antes de la infeccion. El cultivo de las bacterias se crecidé hasta una
densidad optica de 0,4 y 10° CFUs, y se afadieron a las células
RAW?264.7 durante 30 minutos. Las células se incubaron entonces en
medio con gentamicina (Apéndice 8.1.) 100 pg/mL durante 1 hora y
luego se incubaron durante 23 horas mas subiendo la cantidad de

gentamicina a 10 pg/mL.
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Finalmente, las bacterias se liberaron de las células RAW264.7
usando 1% de saponin diluido en PBS (Apéndice 8.1), plagueando
luego para poder realizar la contabilizacion de las colonias.

Esto ha sido realizado por el Dr. Samir El Qaidi y el Dr. Philip
Hardwidge, de la Universidad de Kansas, USA.

3.1.6. TECNICAS COMPUTACIONALES

Las simulaciones de dindAmicas moleculares (MD) son una de las
técnicas computacionales que nos permiten extrapolar, interpretar y pre
visualizar los resultados experimentales obtenidos, de forma que
obtenemos una informacion complementaria y que puede enriquecer

nuestros estudios.

En concreto, la dinamica molecular consiste en simulaciones
informaticas en las que una vez definidos mateméticamente los
pardmetros estéricos y de interaccién con el medio en base a la
estructura de nuestra proteina de interés, podemos predecir la posicion
y el movimiento de los atomos del sistema a lo largo de un tiempo

determinado.

Durante esta tesis, esta técnica computacional nos ha ayudado a
complementar los estudios experimentales de los dos proyectos que

estamos tratando.

3.1.6.1. DINAMICA MOLECULAR DE NleB/SseK

Los complejos iniciales se prepararon usando Schrédinger Maestro
y las coordenadas cartesianas para el complejo NleB1E*EC-UDP-Mn?*-
FADDPP se obtuvieron a partir del Protein Data Bank (cédigo del PDB:
6ACI). En cuanto al UDP-GIcNAc, se tuvo que afiadir manualmente en

base a las coordenadas de dicho PDB para el UDP.
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El sistema se prepar6 entonces usando el wizard de preparacion de
proteinas. Los atomos de nitrogeno se afiadieron y se predijo el estado
de ionizacion con PROPKA. La estructura resultante se minimiz6 con
OPLS usando un umbral de 0,3 A para la convergencia de los &tomos
pesados. Las coordinadas cartesianas de la enzima se tomaron de la
estructura cristalina de SseK1" (entrada del PDB 5H60), a partir de la
cual se construyeron los tres mutantes simples (S286Y 55Kt S286NSsekt
y S28615°¢K1), Se afiadieron los &tomos de hidrégeno y se eliminaron los
ligandos y aguas no importantes estructuralmente. La estructura se

minimizo siguiendo el protocolo antes mencionado.

Para cada complejo, el UDP-GIcNAc se colocé en el sitio del donor
y se construyeron los complejos con el sustrato aceptor, FADDPP
mediante un alineamiento estructural con la enzima NleB1FPE¢ en la
estructura cristalina NIeB15"E€-UDP-Mn?*-FADDP® seguido de una
optimizacion energética. El UDP-GIcNACc se prepard usando LigPrep en
Maestro con una serie de conformaciones de baja energia generado
con MacroModel. Los conférmeros se colocaron en una grid con una
caja exterior de dimensiones 23 A x 23 A x 23 Ay una caja interior de
10 A x 10 A x 10 A con el centro de la caja colocado en el medio del
sitio de unién del UDP-GIcNAc. UDP-GIcNAc fue minimizado en el sitio
activo usando Glide. Seleccionamos una de las estructuras resultantes

y la usamos para construir los complejos de SseK1"'y sus mutantes.

Las cargas de las simulaciones MD para el fragmento UDP de UDP-
GIcNAc se derivaron del método de ajuste RESP con la carga general
establecida en -2. Para que fueran compatibles con GLYCAM, las
cargas para este fragmento se calcularon con el anillo del GIcNAc
sustituido con un grupo metilo. El grupo metilo fue asignado con una
carga de 0,194 previamente a su eliminacién, dejando la carga total del

fragmento de UDP metilado como 2,194.
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Las simulaciones de los complejos NleB1EPEC-UDP-GIcNAc-Mn?*-
FADDPP, SseK1"-UDP-GIcNAc-Mn#-FADD® y S286Y/N/IS*K-UDP-
GIcNAc-Mn?*-FADDPP se llevaron a cabo usando Amber PMEMD. Los
sistemas se solvataron y el sistema se neutraliz6 usando iones de Na™.
El algoritmo de gradiente conjugado se empled para minimizar los
sistemas con el umbral de convergencia establecido en 10 kcal mol~!
A, primero usando una restriccion de 20 kcal mol~* A2 en atomos de

soluto, después de lo cual se repitié la minimizacioén sin restricciones.

A continuacion, cada sistema se calent6 a una temperatura de 310
K sobre 500 ps antes de equilibrar la presion a 1 atm en el transcurso
de otros 500 ps. Durante el calentamiento y el equilibrio de presion, se

colocaron restricciones de 20 kcal mol~* A-2 en los atomos de soluto.

A continuacion, se liberaron las restricciones del sistema en cuatro
etapas, cada una de 200 ps de longitud. Luego, se utiliz6 la dinamica
molecular acelerada de Gauss (GaMD) para simular cada sistema
durante 1 us. En esto, las simulaciones se dividen cada una en cuatro
etapas. La primera etapa es una simulacion estandar de 2 ns para
calcular el potencial de impulso. Este potencial de impulso se utiliza
luego para simular los primeros 400 ps antes de permitir la adaptacion
durante 5,6 ns. El potencial de refuerzo final se us6 para realizar la
simulaciéon de dinamica molecular durante 1 us con las coordenadas
gue se guardaron cada 100 ps. El algoritmo SHAKE se utilizé en todas
las simulaciones para restringir los enlaces a los atomos de hidrégeno,
con el intervalo de tiempo establecido en 2 fs. Para mantener la
temperatura se implementé un termostato Langevin con una frecuencia
de colisiéon de 5 ps™. Para mantener la presion, se utilizé un algoritmo
de Berendsen isotropico como barostato con un tiempo de relajacion
establecido en 1 ps. Se utilizaron condiciones de contorno periddicas

con malla de particulas Ewald para calcular la electrostatica.
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Esto ha sido realizado por Thomas Hicks, de la Universidad de East
Anglia, UK.
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3.2. FUTS8

3.2.1. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.2.1.1. PLASMIDO DE FUTS8

La secuencia de ADN codificante para los residuos 68 al 575 de la
enzima humana FUTS8, fue sintetizada y su frecuencia de codones
optimizada para la expresion en células HEK293 por GenScript (EEUU).
La construccién fue clonada en el vector pHLSec (Figura 15)
conteniendo una cola de 12 histidinas después de la secuencia de la
sefial de secrecion, una GFP (Moremen et al., 2018) y un sitio de corte

TEV para dar lugar al plasmido pHLSec-12Hist-GFP-TEV-HsSFUTS8.
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Figura 15. Mapa del vector usado por GenScript para la creacidon de nuestro
plasmido. Fuente: https://www.addgene.org
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3.2.1.2. TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES
DH5a

El protocolo de transformacién es igual que el que seguimos en el
apartado 3.1.1.2, pero en este caso empleamos células competentes
DH5a ya que queremos obtener ADN plasmidico de FUTS.

3.2.1.3. EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO

Puesto que para expresar la proteina emplearemos células de
HEK293F transfectadas en transiente, necesitamos altas cantidades de
ADN plasmidico de alta calidad. Para ello, empleamos el kit “PureLink™
Expi Endotoxin-Free Giga Plasmid Purification Kit”
(https:/www.thermofisher.com/order/catalog/product/A31233#/A3123)

siguiendo las correspondientes instrucciones del fabricante.

3.2.1.4. CRISPR/Cas9 DIRIGIDO PARA HACER
KNOCKOUTS EN CELULAS CHO

El sistema CRISPR/Cas es el sistema empleado en muchas
bacterias y archaeas para adaptar su sistema inmune (Horvath y
Barrangou, 2010), de forma que pueden adquirir inmunidad frente a

virus y plasmidos.

Desde el 2012, este sistema se comenzé a aplicar a la edicion del
genoma y se sentaron las bases del sistema CRISPR/Cas9, que, de

forma simplificada se muestra en la Figura 16:
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Figura 16. Esquema simplificado del sistema de edicion CRISPR/Cas9.
Fuente: https://link.springer.com/article/10.1007/s12539-018-0298-z/figures/1

En primer lugar, se forma un complejo entre el gARN que hemos
disefiado y la endonucleasa Cas9, que se unen al ADN objetivo y cortan
en los sitios indicados. EI ARN presenta dos partes, una constante
(violeta en la figura 16) donde se une Cas9 y otra variable que es
complementaria a nuestro ADN obijetivo (rosa en la figura 16) (Cong y
Zhang, 2015).

El sitio objetivo en el ADN contiene principalmente dos partes, un
protospacer (negro en la figura 16) complementario a la secuencia de
nuestro gARN y un motivo adyacente llamado PAM (color amarillo en la
figura 16) unido a Cas9. PAM suele ser corto y directamente unido al
protospacer y si no esta presente, Cas9 no cortara la secuencia en el
ADN. Cuando el protospacer y Cas9 se unen con PAM, se produce una
rotura en la doble hebra (DSB). Tras esto, la maquinaria de reparaciéon
del ADN comienza la reparacion del mismo y se pueden dar dos casos,
gue se produzca la pérdida de la secuencia objetivo (consiguiendo la
represion del gen) o bien que se introduzca una secuencia exdgena

para ocupar ese hueco (Wyman y Kanaar, 2006).

Tras esta breve introduccion, podemos explicar en mas detalle el

protocolo seguido en nuestros experimentos.
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La edicion de los genes, se llevd a cabo en los clones estables de
células CHO que expresaban las proteinas reporters. Las células se
sembraron a 0,5 x 10° células/ml en un flask T25 (NUNC, Dinamarca)
24 horas antes de la transfeccion, usandose 2 x 10° células y 1 pg de
cada plasmido de Cas9-GFP y gARN para la electroporacion. 48 horas
después, las células que mostraron GFP se enriquecieron mediante
FACS y tras una semana de cultivo, las células se clasificaron por FACS
en 96 pocillos.

Los clones knockout con las mutaciones deseadas se cribaron
siguiendo un método rapido de cribado como es la detecciéon de Indel
por andlisis de amplicones (IDAA) (Zhang Yang, Steentoft, et al., 2015).
Los clones finales se secuenciaron mediante la secuenciacion Sanger,

y finalmente se seleccionaron 2-5 clones de cada mutacion.

Esto ha sido realizado por el Dr. Yang Zhang, de la Universidad de

Copenhague.

3.2.2. EXPRESION DE PROTEINAS

La expresion de FUT8 se ha llevado a cabo a partir células de
mamiferos usando HEK293F. Estas células se han adaptado al
crecimiento en suspension de alta densidad sin sueros y permiten la
transfeccion en forma transiente. Se pueden obtener también de
Thermo Fisher
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/R79007#/R7900).

La expresion de las proteinas recombinantes humanas IgG1, AGA,
GLA y GBA, se llevo a cabo a partir de los clones estables en células

CHO que hizo el Dr. Yang Zhang.
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3.2.2.1. TRANSFECCION DE FUT8 EN HEK293F

La expresiéon de FUT8 se ha llevado a cabo en células de mamifero
mediante expresion transiente. Para ello hemos necesitado transfectar
las células para que expresen nuestra proteina. Las células se
mantienen en suspension en un incubador a 37 °C con un 8% de CO2
y un 80% de humedad a 125 rpm.

Una vez que tenemos el volumen deseado y teniendo las células una
densidad de 2,5 x 106 células/ml, procedemos a transfectar. En primer
lugar, cambiamos el medio centrifugando a 1200 rpm durante 10
minutos y resuspendemos en medio fresco FreeStyle F17 (Thermo
Fisher) suplementado con 2% de Glutamax (Gibco) y un 0,1% de
Kolliphor P188 (Sigma Aldrich). Por cada ml de cultivo afiadimos 3 ug
de DNA 'y NaCl para dejarlo a una concentracion final de 3,75 mM. Una
vez afiadido al cultivo lo volvemos a dejar en el incubador durante 5
minutos. Afadimos 9 ug de PEI-MAX 40K por cada ml de cultivo y se

devuelve al incubador.

Una vez pasadas las 24 horas, duplicamos el volumen con medio
suplementado y afiadimos VPA (Sigma Aldrich) dejandolo a una
concentracion final de 2,2 mM. Dejamos expresando durante 6 dias
antes de recoger el sobrenadante centrifugando 5 minutos a 300 xg y

luego 15 minutos a 4000 xg.

3.2.2.2. EXPRESION ESTABLE DE LOS IgG1, AGA, GLA y
GBA HUMANOS RECOMBINANTES EN CELULAS
CHO

Para la produccién de los clones estables, se emplearon células
CHOZN GS-/- (Merck), que se mantuvieron en suspension en medio
libre de suero (EX-CELL CHO CD Fusion, cat. No 14365C)

suplementado con 4 mM de L-glutamina. La expresion del IgG1 humano
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anti raton se ha usado previamente para la produccion de clones
estables. Las secuencias que codifican los GLA, GBA y AGA humanos
han sido sintetizadas por Genewiz y se clonaron en pCGS3 (Merck).

Las células se sembraron a 0,5 x 10° células/ml en flask T25 (NUNC)
24 horas antes de la transfeccion, que se llevo a cabo en 2 x 10° células
con 8 ug de plasmidos usando el kit V de Amaxa y el programa U24 con
Amaxa Nucleofector 2B (Lonza). 72 horas tras la transfeccion se
plaguearon a 500 — 1000 células/ml en placas de 96 pocillos con 200
HUL de medio Minipool Plating Medium conteniendo 80% de EX-CELL
CHO Cloning Medium y 20% de EX-CELL CD CHO Fusién sin

glutamina para la seleccion.

El cribado de los clones estables con alta expresion se llevé a cabo
midiendo la actividad enziméatica usando medio para AGA o anticuerpo
Anti-hFc-HRP (Merck). Los clones seleccionados se expandieron en 50
mL en TPP TubeSpin con agitacién a 37 °C, 180 rpm y 5% CO..

Esto ha sido realizado por el Dr. Yang Zhang, de la Universidad de

Copenhague.

3.2.3. PURIFICACION DE PROTEINAS

Cuando la proteina se expresa secretada en el sobrenadante del
cultivo celular de células de mamifero (HEK293F en nuestro caso, como
se ha mencionado previamente), el primer paso de la purificacion
consiste en dializar el sobrenadante en tampén A (25 mM Tris pH 7,5,
500 mM NaCl, 10 mM imidazol) over night, y tras la dialisis, filtramos el

sobrenadante con filtros de 0,45 um (Scharlau).
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3.2.3.1. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CON HISTAG
(IMAC)

Ver apartado 3.1.3.1.
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Figura 17. Cromatograma de la purificacion por HistTag de FUT8. En azul se

representa el ultravioleta y en naranja la conductividad de la muestra.

3.2.3.2. ELECTROFORESIS SDS-PAGE
DESNATURALIZANTE Y TINCION

Ver apartado 3.1.3.2.

Figura 18. Gel del corte con TEV de FUTS.

3.2.3.3. INTERCAMBIO DE TAMPON

Ver apartado 3.1.3.3.
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3.2.3.4. CORTE CON PROTEASA Y PURIFICACION

Tras la cuantificacion con Bradford, afiadimos TEV en proporcion
1:50 con respecto a la concentracién en miligramos para la muestra de
Hist-GFP-FUT8. Tomamos muestras previas para comprobar en un gel
si hay corte y dejamos las muestras a 18 °C hasta el dia siguiente. El
protocolo es igual que en el apartado 3.1.3.4. Un ejemplo del corte lo
vemos en la Figura 18.

3.2.3.5. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR

Este paso solo ha sido necesario para la purificacion de FUT8 ya

gue ha sido la Unica proteina empleada para cristalografia.

En la cromatografia de exclusion molecular, usamos columnas cuya
matriz porosa presenta canales de tamafo selectivo que nos permite
separar moléculas en funcion de su tamafo gracias a que este afecta
al tiempo de retencion en dicha matriz. Este paso lo llevamos a cabo
con la finalidad de separar nuestra proteina de impurezas o bien de
agregados que nos dificulten luego el proceso de cristalizacion de la
muestra. La columna que hemos usado es la HiLoad 26/60 Superdex

75, con un rango de separaciéon éptimo entre 3y 70 kDa.

El procedimiento consiste en inyectar 5 ml maximo de muestra en la
columna previamente equilibrada en 25 mM Tris pH 7,5, 150 mM NacCl,
esperar que pase el volumen muerto de la columna y luego recoger
alicuotas hasta que salga nuestra proteina. Podemos comprobar la

pureza y el estado de nuestra proteina en un gel de acrilamida.
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Figura 19. Cromatograma de la exclusion molecular de FUT8. Como se puede
ver en la grafica FUT8 presenta muy pocos agregados, y sale en un volumen

correspondiente a la forma dimérica de la proteina.

3.2.3.6. CONCENTRACION Y CONSERVACION
Ver apartado 3.1.3.5.

El coeficiente de extincién tedrico para FUTS8 es: €280 nm''ST'® = 90760

Micm?

3.2.3.7. PURIFICACION DE LAS PROTEINAS
RECOMBINANTES EXPRESADAS EN LAS CELULAS
CHO

Al ser proteinas secretadas al medio, precisamos centrifugar el
cultivo a 500 xg durante 20 minutos y luego filtrar el sobrenadante por

0,45 ym al igual que ocurre con las proteinas producidas con HEK293F.

La purificacion de IgG1l y GLA, GBA y EPO se llevd a cabo segun
los protocolos ya publicados (Tian et al., 2019; Yang, Wang, et al., 2015;
Schulz et al., 2018). Para purificar AGA, se afladié un 20% de tampon
70 mM Tris pH 7 al medio y luego se carg6 en una columna Q-FastFlow
Sepharose (GE Healthcare) ya equilibrada previamente en 20 mM Tris,
20 mM acetato sodico, 70 mM NaCl pH 6,8. Tras lavar con el mismo

tampon, eluimos en un solo paso con el tampon de elucion (25 mM
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acetato sodico, 250 mM NaCl pH 4,5) en un tubo de ensayo
conteniendo 300 mM de fosfato sodico pH 7,3.

Los eluidos se diluyeron a un 50% v/v con 4 M (NH4)>S0O4 y luego se
cargaron en una columna de Phenyl-Sepharose Fast Flow (GE
Healthcare). Finalmente, lavamos y eluimos en gradiente hasta 2 M de
(NH4)2S04, 20 mM Tris pH 7.

Esto ha sido realizado por el Dr. Yang Zhang, de la Universidad de
Copenhague.

3.2.4. SINTESIS DE LOS GLICANOS EMPLEADOS

Toda la sintesis de los glicanos ha sido realizada por la Dr. Sonia
Serna y el Dr. Raik Artschwager del CIC biomaGUNE, San Sebastian,

siguiendo el esquema que se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Esquema de la preparacion de los glicanos. A. Preparacion de GO,
M3N2 y el péptido (KVANKT) derivados del glicopéptido sidlico de yema de
huevo (SGP). B. Sintesis de M5N2-Asn a patrtir la aglutinina de soja.
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3.2.4.1. PREPARACION DE GO, GO-PEPTIDO Y PEPTIDO
KVANKT

Para la preparacion del glicano biantenario complejo A2-N-glicano
(que llamaremos GO (Figura 21 izquierda)), se aisl6 de yema de huevo
el glicopéptido sialico (SGP) mayormente glicosilado con el glicano
A2G2S2 y luego se proces6é enzimatica y quimicamente (Sun et al.,
2014). Primero se trato el glicopéptido con acido acético a 80°C para
eliminar el acido sialico, se deglicosil6 con PNGasa F (Asparia
Glycomics) obteniendo una mezcla de glicanos mono y bis
galactosilados. La mezcla se disolvié en tampén 50 mM de fosfato pH
5 y se anadieron B-galactosidasa de Aspergillus niger y una disolucion
acuosa de NaNs 0,02%. Incubamos a 37 °C y se monitore6 el progreso
de la reaccion por MALDI-TOF. Una vez eliminada la galactosa, se
afiade metanol y se centrifuga la muestra a 4500 rpm, eliminando asi el
metanol y cargando el sobrenadante en un cartucho con grafito, eluimos
con agua, 25% metanol en agua y 50% metanol en agua. Se analizaron
las fracciones por MALDI-TOF y los productos de concentraron y

liofilizaron. El producto GO se obtuvo como un soélido blanco.

Al deglicosilar con PNGasa F, a parte del producto GO obtenemos
también el péptido KVANKT (NH.-Lys-Val-Ala-Asn-Lys-Thr-COzH). La
purificacién tuvo lugar mediante HPLC con una columna cromatografica
C18 y empleando un gradiente de 0.1% de &cido trifluoroacético en
agua hasta un 20% de metanol en 0.1% de acido trifluoroacético en

agua.

Para la preparacion de GO-péptido (Figura 21 derecha), la
diferencia en el protocolo radica en que no se usé la PNGasa F, ya que

este producto lo queremos con el péptido.
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Figura 21. Estructura quimica de GO y GO-péptido.

3.2.4.2. PREPARACION DE M3N2 Y M3N2-PEPTIDO

Para la obtencion de los productos M3N2 y M3N2-péptido (Figura
22), se tratd6 enzimaticamente GO y GO-péptido con la B-N-
acetilglucosaminidasa (New England Biolabs) para eliminar la N-
acetilglucosamina terminal. La purificacion se llevd a cabo mediante
cromatografia de carbono grafitizado mediante un gradiente desde

agua hasta 50% de metanol (Hamilton et al., 2017).
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Figura 22. Estructura quimica de M3N2 y M3N2-péptido.

3.2.4.3. PREPARACION DE M5N2-ASN

A partir de la harina de soja, se purificé la aglutinina de soja mediante
cromatografia de afinidad siguiendo el siguiente protocolo ya descrito
previamente (Fasina et al., 2003). M5N2-Asn (Figura 23) se obtuvo tras

la digestion de la aglutinina con Pronasa de Streptomyces griseus
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(Sigma Aldrich) a 37 °C, seguido por un paso de purificacién con
carbono grafitizado y luego con Sephadex LH-20. ManyGIcNAc.Asn se
digiri6 para obtener el producto final con a-1,2-manosidasa de
Bacteroides thetaiotaomicron (NZYtech). La purificacion final se hizo
mediante cromatografia de carbono grafitizado empleando un gradiente
desde agua hasta un 50% de metanol.
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Figura 23. Estructura quimica de M5N2-Asn.

3.2.5. ARRAY DE GLICANOS

El cribado de FUT8 en un microarray de glicanos se habia llevado a
cabo previamente con algunas modificaciones (Serna et al., 2011). El
microarray de glicanos se realiz6 incubando los glicanos con una
solucion de FUT8 a dos concentraciones distintas (650 nM y 3,25 uM),
GDP-fuc (0,5 mM) y MnCl, (10 mM) en 25 mM Tris, 150 mM NacCl pH
7,5 a temperatura ambiente over night. Se eliminé el sobrenadante y se
lavd con PBS y agua. Para comprobar la adicién de fucosa por FUT8
se incub6 con lectina de Aleuria aurantia (Vector laboratories) unida a
Alexa Fluor™ 555 NHS succinimidil ester (Thermo Fisher) a
temperatura ambiente over night. Se lavé el microarray con tamp6n de
union (25 mM Tris, 150 mM NacCl pH 7,5 conteniendo un 0,01% de
Tween-20) y agua previamente a la medida de fluorescencia en un
sistema de escaner de microarray Agilent G265BA (Agilent

Technologies). La cuantificacion se hizo con ProScanArray® (Perkin
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Elmer) y con el software de Microsoft Excel. La representacion de los
datos se llevé a cabo con GraphPad Prism 6.

Esto se ha llevado a cabo en colaboraciéon con la Dr. Sonia Serna,
el Dr. Raik Artschwager y el Dr. Niels C. Reichardt, del CIC
biomaGUNE, San Sebastian.

3.2.6. TECNICA DE ANALISIS ESTRUCTURAL:
CRISTALIZACION DE PROTEINAS

La cristalizacion de proteinas, es un proceso mediante el cual las
moléculas de proteina se ordenan de forma repetitiva y periddica en las
tres dimensiones del espacio, bajo unas condiciones determinadas,
dando lugar a lo que conocemos como un cristal. Para que esto ocurra,
la muestra tiene que ser lo mas homogénea posible. La difraccién por
rayos X de dicho cristal nos dara la estructura tridimensional de dicha
proteina tras el procesamiento matematico de los datos obtenidos. Un

esquema simplificado se muestra en la Figura 24.

A pesar de las dificultades que presenta, hoy dia sigue siendo la
técnica mas empleada para la obtencion de estructuras de proteinas
(Muller, 2017), y es responsable de mas del 86% de las estructuras

depositadas en el Protein Data Bank (PDB).
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Figura 24. Esquema del proceso de obtencién de la estructura de una proteina
por cristalizacion. El primer paso es purificar la proteina de forma que la
muestra sea lo mas homogénea posible y asi obtener cristales de la misma en
una condicién determinada. Tras difractar por rayos X, los datos obtenidos, se
procesan y se solventa el problema de las fases (en nuestro caso mediante
remplazamiento molecular partiendo de la estructura de proteinas con una
identidad mayor al 20%), obteniendo asi los datos de las coordenadas de cada
atomo de la estructura que da lugar al mapa de densidad electronica. A partir
de dicho mapa, refinando los datos experimentales obtenemos la

representacion final de la estructura de la proteina (Parraga et al., 2010).

3.2.6.1. COCRISTALIZACION DE FUT8

La cocristalizacion consiste en la obtencién de cristales de proteina
en conjunto con sus ligandos para obtener la estructura de un complejo.
A la hora de encontrar las condiciones de cristalizacién para cada
proteina o complejo se pueden emplear distintas técnicas. En esta tesis
los cristales se han obtenido mediante la técnica de difusion de vapor

en gota sentada (Davies y Segal, 1971).
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Los experimentos se realizaron en placas de 96 pocillos, en cuales
se afiaden 60 pL de las condiciones que encontramos en los cribados
comerciales. Los cribados que hemos empleado han sido JCSG HTS
+, Morpheus |, Morpheus Il y PROPLEX (Molecular Dimensions).

En cada condicion, se mezclan 0,5 pL de disoluciéon de proteina
recién purificada (FUT8 a 4,5 mg/ml, 5 mM GDP y 5 mM de GO en 25mM
Tris pH 7,5) con 0,5 pL de disolucion del reservorio. Una vez montada
la placa, se almacena a 18 °C aislada de ruidos y vibraciones hasta que

salen los cristales.

Finalmente, de las condiciones donde se obtuvieron cristales,
aquellos que difractaron mejor salieron en la condicién que contiene 0,1
M de acidos carboxilicos, 0,1 M de tampén 3 pH 8,5y un 30% de mezcla

precipitante 1 (Molecular Dimensions).

3.2.6.2. TOMA DE DATOS: DIFRACCION DE RAYOS X

Una vez que los cristales se han formado, se congelan en nitrégeno
liquido. Para ello hemos empleado una solucion crioprotectora con la
finalidad de mantener las estructuras intactas evitando formacion de
hielo interno que pueda romper dichos cristales. En este caso, la
disolucién crioprotectora empleada consiste en la disolucibn madre
donde han salido los cristales conteniendo un 30% de glicerol.

La difraccién y la recogida de los datos se llevd a cabo en la linea
124 del sincrotrén Diamond Light Source (Hardwell Science and
Innovation Campus, Oxfordshire, UK) a una longitud de onda de 0,97 A

y una temperatura de 100 K.
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3.2.6.3. RESOLUCION DE LA ESTRUCTURA
CRISTALOGRAFICA

El procesamiento de los datos se realiz6 con el programa XDS
(Kabsch, 2010) y el software CCP4 (Winn et al., 2011). La estructura
cristalina se resolvié por remplazamiento molecular con Phaser (Winn

et al., 2011) empleando la entrada del PDB 2DEO como modelo.

La asignacion de los aminoacidos correspondientes al mapa de
densidad electronica se realiz6 mediante ciclos de building en Coot
(Emsley y Cowtan, 2004), seguidos de refinamiento en REFMAC5
(Murshudov et al., 2011).

La validaciéon del modelo se hizo con PROCHECK (Laskowski et al.,
1993). Las coordenadas y factores estructurales se depositaron
finalmente en el World Wide Protein Data Bank (wwPDB).

3.2.7. TECNICAS BIOFISICAS PARA EL ANALISISY
CARACTERIZACION DE PROTEINAS

3.2.7.1. DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE UNION
POR ITC

Para la caracterizacién de las interacciones entre FUT8 y GDP, GO,
GO-péptido, M3N2, M3N2-péptido y M5N2-Asn se emple6é el mismo
equipo mencionado anteriormente. Todos los experimentos se llevaron
a cabo a 25 °C en tamp6n 25 mM Tris pH 7,5, 150 mM NacCl.

En primer lugar, se realizaron las medidas de unién entre FUT8 y los
ligandos GDP y GO, para luego realizar las medidas frente a GO, GO-
péptido, M3N2, M3N2-péptido y M5N2-Asn en presencia de GDP
saturante (1 mM). La concentracién de FUT8 se establecio en 70 uM y

la concentracién de los ligandos variable entre 0,4y 1 mM.
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Todos los experimentos se hicieron en duplicados, y la integracion,
correccion y analisis de los datos se hicieron con el software Origin 7
(Microcal) empleando el modelo de union de un solo sitio.

3.2.7.2. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

En el caso de FUTS8, el kit empleado es el de GDP-Glo, y al igual que
ocurrié en el apartado 3.1.4.2.1., el primer paso fue establecer los
parametros de FUT8 frente a GDP-Fucosa para establecer las

concentraciones que se emplearian en los ensayos posteriores.

La concentracién de FUT8 en este ensayo fue 100 nM en 25 mM
Tris pH 7,5, 150 mM NacCl, 500 uM de GO y concentraciones variables
de GDP-Fucosa desde 5 a 500 uM.

Para el resto de cinéticas, las condiciones fueron semejantes: 100
nM en 25 mM Tris pH 7,5, 150 mM NacCl, 200 uM de GDP-Fucosa y
concentraciones variables de GO, GO-péptido, M3N2, M3N2-péptido y
M5N2-Ash desde 5 uM a 1 mM. Las reacciones se incubaron 30
minutos a 37 °C, parandose la reaccién al afadir el reactivo de
deteccidon. Posteriormente, las placas se incubaron en oscuridad
durante 1 hora a temperatura ambiente y luego se midié la
luminiscencia. Los valores obtenidos se corrigieron para eliminar la
hidrolisis del GDP-Fucosa y se ajustaron al modelo no lineal de
Michaelis-Menten usando el programa GraphPad Prism 6 del cual
obtuvimos los valores de Km, Keat, Vmax, ¥ Ki, asi como la desviacién

estandar.
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3.2.7.3. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

La resonancia magnética nuclear es un fendmeno en el que se
produce la excitacion de los spines nucleares al aplicar un campo
magnético externo. En el caso de las proteinas, el fendbmeno de RMN
se observa mediante la cuantificacion de las transiciones producidas
entre niveles préximos de energia (Ferentz y Wagner, 2000). Los Unicos
nacleos con spin en las proteinas son los atomos de hidrégeno. En
estas condiciones se pueden obtener espectros monodimensionales *H
de los que se puede obtener informacion sobre el plegamiento de una
proteina y que presentan unas sefiales a su vez caracterizadas por su
valor de intensidad (l) y su desplazamiento quimico (d). El valor de &
depende de las propiedades de cada nacleo atémico y del entorno de
éste, por lo que permite detectar las variaciones causadas por la
presencia o ausencia de interaccién con un determinado ligando. Esto
mismo se puede aplicar a muestras enriquecidas con **C y ®N para

obtener informacién complementaria de la estructura.

Hay muchos tipos de RMN de proteinas segun las interacciones y
los efectos que estemos midiendo, pero el mas importante que se ha
usado para esta tesis es la resonancia magnética nuclear de diferencia

de transferencia de saturacion (STD-NMR).

-  STD-NMR

Esta variante de RMN permite detectar y caracterizar las
interacciones entre el complejo proteina-ligando en disolucién. En este
caso, las sefales que observamos son las del ligando, ya que presenta
las propiedades espectroscopicas necesarias para estos estudios a alta
resolucion (Angulo y Nieto, 2011). Un esquema del funcionamiento de

esta técnica se presenta en la Figura 25.
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Figura 25. llustracion de un experimento D STD NMR. En la parte superior
vemos los espectros monodimensionales *H de referencia en el sistema en
equilibrio y el espectro NOESY donde se ha saturado selectivamente la sefial
de los protones del ligando que interaccionan con la superficie de la proteina.
El ultimo espectro es la resta de los dos primeros, propiamente el espectro
diferencial, y s6lo muestra las sefiales correspondientes a los protones que
han interaccionado directamente, con mayor o menor intensidad segun la

proximidad con la proteina.

Estos experimentos se han llevado a cabo en colaboracion con el Dr.
Jesus Angluo, el Dr. Ignacio Delso y Thomas Hicks, de la Universidad
de East Anglia; para caracterizar las interacciones entre FUT8 y los
correspondientes glicanos. El protocolo seguido en los experimentos se

describe a continuacion.

3.2.7.3.1. ASIGNACION DE LOS LIGANDOS Y METODO RMN-
STD

Los experimentos se llevaron a cabo a 283 K usando un
espectrometro AVANCE 800 MHz con una sonda de triple resonancia
TXI de 5 mm con gradientes de campo de pulso en el eje z (5 mm PATXI
1H-13C/15N/D Z-GRD). Se intercambiaron los protones labiles de los
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ligandos con deuterio disolviéndolos y luego secéandolos por
congelacion durante 3 ciclos, para luego disolverlos finalmente a una
concentracion de 5 mM en agua deuterada. Los experimentos 2D-
NOESY, se midieron para M3N2 y M3N2-péptido (Figura 26) usando
un programa de pulsos de Bruker noesygpph con tiempos de mezcla
(d8) de 100, 150, 200, 250, 300, 400, 600, 800, 1000 y 1500 ms. El
tiempo de relajacion se establecio en 1 s. Se aplico la trasformada de
Fourier a las dos dimensiones y las trazas horizontales
correspondientes se extrajeron para H1B (4,47 ppm) y H5A (3,42 ppm)
en el M3N2-péptido.

La fase y la linea base se corrigieron para cada traza, integrando
luego las regiones correspondientes. Se representaron los valores de
las integrales frente al tiempo de mezcla y la parte lineal inicial de cada
curva se ajustd a una linea para calcular el solapamiento

correspondiente.

La media de las distancias HLA-H5A y H1B-H5B se calcul6 de la MD
de 1 usy se usd para los calculos de acuerdo a la ecuacién de la Figura
23C. Las sefiales *H-NMR y ®*C-NMR se asignaron usando los
experimentos 'H-'*C HSQC (hsqcedetgp), 'H-*C HSQC-TOCSY
(hsgcgpmlph), TOCSY (mlevph), COSY (cosygmpfqf), HMBC
(hmbcgplpndgf) y NOESY (noesygpph).
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Figura 26. Medida NOESY para el M3N2-péptido. A. Curvas construidas del

NOE para la seleccién de los pares de protones. B. Calculo del solapamiento

inicial (o). C. Ecuacion para el calculo de la distancia (d).

3.2.7.3.2. MEDIDAS DE STD-NMR

Los espectros STD-NMR se midieron para los glicanos en presencia

de 20 uM de FUT8, ambos con y sin presencia de GDP saturante (1
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mM). Estos experimentos se llevaron a cabo en tampdén 50 mM Tris
deuterado pH 7,4 y 150 mM de NaCl en D»O. Un tren de pulsos
Gaussianos de 50 ms se us6 a 0,2 mW aplicados en el canal F2 a -0,5
ppm (en resonancia) y 40 ppm (sin resonancia) para obtener el espectro
STD. Para eliminar la magnetizacion XY que no queriamos del escaneo
anterior una secuencia de spoil de 2 pulsos de ajuste de 2,5y 5 ms con
un gradiente z del 40% se aplico durante 3 ms al comienzo del
experimento. Para suprimir las sefiales de la proteina, se us6 un
blogueador de spin de 1,55 W y 40 ms. Para conseguir las curvas de
cada sistema, los experimentos se repitieron en tiempos de saturacion
(D20)de 0,5,1, 1.5, 2, 3,4y 5 s con retrasos de reciclo D1 establecidos
az 25,3,35,4,5,55y 6,5 s respectivamente.

3.2.7.4. ANALISIS DE LOS N-GLICANOS DE IgG POR CE-LIF

La separacidon mediante electroforesis tiene lugar debido a la
diferente movilidad que presentan las moléculas en disolucion cuando
se aplica un campo eléctrico. En la electroforesis capilar (CE), la
separacion se lleva a cabo en un capilar de diametro muy pequefio y
por tanto presenta muchas ventajas como son la alta resoluciéon que
presenta, un corto tiempo de separacién, bajo volumen de muestra

requerido, etc.

En este caso, el sistema de deteccién consiste en la induccién de
fluorescencia al aplicar un laser sobre la muestra, aumentando asi la
sensibilidad del analisis. Todo esto es lo que nos llevé a emplear esta
técnica para separar y analizar los N-glicanos de IgG. Estos
experimentos han sido realizados en colaboraciéon con el Dr. Yang
Zhang, del departamento de medicina molecular y celular del Centre for
Glycomics, de la Universidad de Copenhague, Dinamarca; y los

protocolos se detallan con mas detalle a continuacion.
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3.2.74.1. PREPARACION DE LA MUESTRA PARA EL ANALISIS
ESPECIFICO DE LOS SITIOS PARA LOS N-
GLICOPEPTIDOS

Para preparar las muestras, se disolvieron 25 ug de las GLA, GBA 'y
AGA purificadas en 50 mM de bicarbonato amdénico pH 7,4, luego se
afiadi6 10 mM de DTT para reducir la muestra a 60 °C durante 45
minutos en un agitador y posteriormente se produjo la alquilacion con
20 mM de iodoacetamida a 25 °C durante 30 minutos en oscuridad. La
muestra se sometid a una digestion proteolitica con quimotripsina (en
proporcion 1:40 enzima:sustrato). La reaccion fue quencheada con 1 uL
de TFA, tras esto, la muestra digerida se desaliniz6 con una columna
StageTip que contenia 3 capas de C18 y dos de membrana C8 (3M
Empore disks, Sigma Aldrich).

La elucién se llevé a cabo entonces en dos pasos de 50 pL con 50%
de metanol en 0,1% de acido férmico. Se hicieron alicuotas, la primera
de ellas se coloc6 en un inserto de vidrio (Sigma Aldrich), y se secé por
completo en un SpeedVac (Eppendorf) para luego redisolverla en 50 pL
de 0,1% acido férmico y se cargé para su andlisis mediante nLC-MS.
La segunda alicuota se secd por completo en SpeedVac en un
eppendorf y se redisolvié en 50uL de 50 mM bicarbonato sédico pH 7,4,
se afiadié 1 unidad de PNGasa F por muestra a 37 °C y se dej6 12
horas en agitacién. Tras esto, se realiz6 una desalinizacion y se seco
mediante el mismo método mencionado previamente, para tras esto,

analizar la muestra por nLC-MS/MS.

3.2.74.2. ANALISIS DE LOS N-GLICANOS DE IgG1

El andlisis se llevd a cabo mediante electroforesis capilar, siguiendo
el siguiente protocolo. Se mezclaron 15 pL de beads de Protein G
Sepharose (GE Healthcare) con 200 pL de medio en una placa de 96

pocillos. Tras lavar con 50 mM de bicarbonato amoénico dos veces, se
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afadio 1 unidad de PNGasaF (Roche) a la placa, incubando 1 hora a
50 °C. La mezcla se ajust6é a 87,5% de ACN y se mezcld con 15 L de
beads magnéticas recubiertas de carbonilo pre-equilibradas (Thermo-
Scientific). Las beads se lavaron dos veces con 87,5% de ACN y se
mezclaron con 6 uL de 40 mM APTS en 20% de acido acético y 2 uL
de 1 M NaBH3CN en tetrahidrurofurano e incubamos 2 horas a 37 °C.
Tras el marcaje, el exceso de APTS se elimind lavando dos veces con
87,5% de ACN y los N-glicanos marcados se liberaron con 40 pL de
agua mili-Q. Para el analisis por electroforesis capilar, 2 pyL de los
glicanos marcados se mezclaron con 8 pL de HiDi Formamide y 0,05uL
del estdndar 500GS-LAS. Se inyectaron en el analizador equipado con
24 capilares y deteccion de laser inducido (LIF, Thermo Fisher). Los

datos se analizaron con el software de GeneMapper.

3.2.7.5. TECNICAS DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Estos experimentos se han realizado en colaboracion con el Dr.
Sergey Y. Vakhrushev, del departamento de medicina molecular y
celular del Centre for Glycomics, de la Universidad de Copenhague,

Dinamarca.

3.2.75.1. ANALISIS DE LA ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO DE
FUT8 MEDIANTE MALDI-TOF

Las soluciones de las diferentes estructuras de N-glicanos (1 nmol)
se incubaron con enzima FUT8 (18 uM) y GDP-fucosa (2 nmol) en Tris
25 mM pH 7,5, NaCl 150 mM (volumen total de 10 pL) durante 18 horas
a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se analiz6 mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF empleando una solucion de
acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB, 5 mg / ml en CH3CN: TFA al 0,1%,

30:70 que contiene NaCl al 0,05%) como matriz. Los espectros MALDI-
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TOF se registraron en un espectrometro de masas de tiempo de vuelo
Ultraflextreme 11l equipado con un laser Nd: YAG pulsado (355 nm) y
controlado por el software FlexControl 3.3 (Bruker Daltonics). El rango
m/z se selecciond de acuerdo con la masa de la muestra y los espectros
adquiridos se procesaron con el software FlexAnalysis 3.3 (Bruker
Daltonics).

3.2.75.2. ANALISIS MEDIANTE NLC-MS/MS PARA LOS
GLICANOS Y LOS GLICOPEPTIDOS

Se utilizé un sistema EASY-nLC 1000 LC (Thermo Fisher Scientific)
interconectado a través de una fuente de iones nanoSpray Flex a un
Orbitrap Fusion Lumos MS (Thermo Fisher Scientific) para el analisis
MS y MS/MS. Se aplic6é en el nLC una configuracibn de columna
analitica Unica con emisores PicoFrit empaquetados a medida con la
fase Reprosil-Pure-AQ C18 (tamafio de particula de 1,9 um, longitud de
columna de 19-21 cm). Se inyectaron 2 ul de cada muestra en la
columna, seguido de elucién con un gradiente de Disolvente B del 2 al
25% a 200 nL/min durante 45 min (Disolvente A: 100% H20 + 0,1% (v
/ v) acido férmico; disolvente B: acetonitrilo al 100% + acido férmico al
0,1% (v / v). Con el ajuste de resolucion nominal de 120.000, se
obtuvieron los precursores de la exploracion. Luego, se adquiri6 HCD-
MS2 de los cinco precursores con carga multiple mas abundantes en el
espectro de MS1 con el ajuste de resolucién nominal de 60000. Para
desencadenar eventos de fragmentacion dependientes de datos, el
umbral minimo de sefial de MS fue 50000. El analisis de MS/MS se
realizé configurando un panel de propiedades de exploracion de MSn
dirigido (tMSn). Se incluyeron treinta entradas especificas en la tabla de

lista de masas.
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3.2.7.5.3. ANALISIS DE DATOS

El andlisis de la composicion de los glicopéptidos se obtuvo a partir
de caracteristicas m/z utilizando el software SysBioWare. Para el
reconocimiento de las caracteristicas m/z a partir de los MS completos,
se utilizo el Minora Feature Detector Node of the Proteome discoverer
2.3. (ThermoFisher Scientific). Se importé una lista de iones
precursores (m/z, carga y tiempo de retencion) como datos ASCII en
SysBioWare y se realizé una asignacion de composicion dentro de una
tolerancia de masa de 5 ppm. Los principales bloques de construccién
utilizados para el andlisis de composicion fueron: NeuAc, Hex, HexNAc,

dHex y fosfato.

Para el andlisis de composicion de los N-glicopéptidos, los péptidos
mas prominentes correspondientes a cada sitio potencial de
glicosilaciébn se determinaron experimentalmente comparando el
rendimiento de péptidos desamidados antes y después del tratamiento
con PNGasa F y también se agregaron como un blogue de construccién

para la asignacion de composicion.

La secuencia de péptidos se determiné mediante HCD MS/MS vy el
nivel de abundancia se calculé a partir de PD 2.3. Se generé una lista
de glicanos y glicopéptidos potenciales para cada sitio de glicosilacion
y se seleccionaron los 10-15 primeros de los candidatos mas
abundantes para el andlisis de MS/MS especifico para confirmar la
estructura propuesta. Cada espectro de MS/MS objetivo se sometio a
interpretacion manual. Dado que la misma compaosicién de N-glicanos
puede representar estructuras isobaricas, las estructuras de glicanos
enumeradas se hicieron para coincidir con los datos de la literatura, las
funciones enzimaticas predichas de los genes diana y cualquier

informacion util de los fragmentos MS/MS.
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3.2.8. TECNICAS COMPUTACIONALES

Ver apartado 3.1.6. Estos experimentos se han realizado en
colaboracion con el Dr. Francisco Corzana, del departamento de
Quimica de la Universidad de la Rioja.

3.2.8.1. DINAMICAS MOLECULARES DE FUTS8

3.2.8.1.1. MINIMIZACION DE LAS MECANICAS MOLECULARES

La molécula de GDP-Fucosa se obtuvo de CePoFUT1 en complejo
con GDP-fucosa (cédigo del PDB: 3ZY6) y luego se realiz6 la
superposiciébn en nuestra estructura cristalina. Los calculos de los
complejos se llevaron a cabo usando el programa AMBER 18, que se
implement6 con ff14SB, GLYCAMO6 y los campos de fuerza de GAFF.
El complejo se sumergié en una caja de agua con un tampoén de 10 A
de moléculas de agua neutralizadas mediante la adicién explicita de
Na*. Se llevd a cabo entonces una optimizacibn mediante la
aproximacion a una geometria de dos etapas con un total de 5000
pasos de minimizacibn usando los parametros por defecto de
AMBER18. En la primera etapa solo se minimizaron las posiciones de
las moléculas de solvente y los iones, y ya en la segunda etapa se

elimind la restriccion de la minimizacion de todos los atomos del sistema.
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4. RESULTADOS

A continuacién, se exponen los resultados obtenidos durante la
realizacion de la tesis doctoral. En un primer apartado se expondran los
resultados que se han obtenido a partir del estudio de la familia de los
efectores NleB/SseK y en el segundo, los resultados obtenidos del
trabajo sobre FUTS.

4.1. EFECTORES DE LA FAMILIA NleB/SseK

Tal y como se menciona en los objetivos, nuestra primera intencion
fue entender el mecanismo de esta familia de efectores, asi como
estudiar y profundizar en las preferencias de sustrato de los miembros
de la familia, ya que presentan una alta homologia en la secuencia que

no se refleja en sus preferencias de sustrato.

Es por esto, que nos centramos en primer lugar en el sustrato
preferido por la NleB1, FADDPP.

4.1.1. ANALISIS DE LAS INTERACCIONES ENTRE
FADDPP Y NleB1EPEC

4.1.1.1. ANALISIS ESTRUCTURAL Y BIOINFORMATICO DE
LOS EFECTORES NleB/SseK

Para determinar la base molecular por la cual SseK1" no es capaz
de glicosilar FADDPP, en primer lugar, se realizé el andlisis de un
alineamiento multiple de Citrobacter rodentium NleB, NleB1EPEC/EHEC y
los efectores de SseK fijandonos en los residuos de NIeB1FPEC que

participan en el reconocimiento de FADDPP obtenidos de la estructura
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publicada del complejo NleB15°E¢-UDP-Mn*2-FADDP®P (entrada del PDB

6ACI) que se muestra en la Figura 27.
Figura 27. Alineamiento mliltiple de las secuencias de CrNleB, NleB15PEC,

NIeB1EHEC, SseK1", SseK2™ y SsekK3™. El color de los residuos viene
negro, gris y blanco representan identidad completa o casi completa, alta
y laminas B) basados en la estructura del complejo NIleB1EPEC-UDP-Mn?*-
FADDPP (codigo PDB: 6ACI). Los residuos que forman parte del “lid” del
dominio C-terminal se indican en un recuadro rojo, mientras que los cinco
residuos terminales, solo encontrados en SseK1", se marcan con un recuadro
azul. Los triangulos invertidos en verde indican los residuos de los efectores
SseK y que participan en el reconocimiento de FADDPP. Estos residuos son los
que fueron seleccionados para la mutagénesis de sitio dirigido en SseK1*'y

NleB/NleB1 que no estan conservados o sélo parcialmente, con los efectores
SseK2",

representado en funcién de la conservacion de la secuencia, donde los colores
similitud y no identidad alguna, respectivamente. En la parte superior de la
secuencia de NleB1EPEC, donde vemos en gris el dominio catalitico y marrén el
dominio HLH, se muestran los elementos de la estructura secundaria (a-hélices

Catorce residuos de NleB1EPEC son los que establecen diversos tipos

de interaccion con los residuos de FADDPP, siendo las m

lentes

s

as preva

las interacciones de puente salino, seguidos de enlaces de hidrégeno y
las interacciones hidrofébicas (como podemos ver mas detalladamente

en la Figura 28 y en la Tabla 2).
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Figura 28. Representacion en “cartoon” del complejo NleB1EPEC-UDP-Mn+2-
FADDPP. Los dominios catalitico y HLH de NleB1EPEC se muestran en gris y
marrén, respectivamente. FADDPP se muestra en cian. Los residuos se
representan como “sticks” con los atomos de carbono en los colores que se
indican a continuacién. UDP presenta los atomos de carbono en verde, Mn?*
se representa como una esfera rosa, y los puentes de hidrégeno se muestran
como lineas punteadas naranjas, pero solamente en los residuos que

interaccionan en la interfaz del complejo.

Tabla 2. Tabla de interacciones entre los residuos de la interfaz del
complejo NIeB1EPEC-FADDPP, Los residuos marcados en rojo son los

elegidos para la mutagénesis de sitio dirigido en SseK1"'y SsekK2",
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Y145 R135 (cadena CH-m No conservado
(cadena lateral)
lateral)

E149 R135 (cadena Puente de No conservado con

(backbone) lateral) hidrégeno SseK1My SseK3"

D151 L137 (backbone) Puente de Conservado
(cadena hidrégeno
lateral)

Y153 L137 (cadena CH-CH Conservado (a nivel
(cadena lateral) de hidrofobicidad)
lateral)

L154 L137 (cadena CH-CH Conservado
(cadena lateral)
lateral)

E253 R117 (cadena Puente salino Conservado
(cadena lateral)
lateral)

K277 E130 (cadena Puente salino Conservado
(cadena lateral)
lateral)

D279 R113 (cadena Puente salino Conservado con
(cadena lateral) Puente de SseK 1™
lateral) W112 (cadena hidrégeno

D279 lateral)

(cadena
lateral)

Y283 R117 (cadena Cation-1r Conservado
(cadena lateral)
lateral)
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Y284
(cadena
lateral)
Y284
(cadena
lateral)
D285
(cadena
lateral)
K289
(cadena
lateral)
K292
(cadena

lateral)

Y303
(cadena
lateral)

V121 (backbone)

1126 (cadena

lateral)

R113 (cadena

lateral)

E130 (cadena
lateral)

D123 (cadena

lateral)

D123 (cadena

lateral)

Puente de
hidrégeno
CH-1r

Puente salino

Puente salino

Puente salino

Puente de

hidrégeno

No conservado

Conservado

No conservado en
SseK1"y SseK3"

Parcialmente
conservado
(Residuo de
arginina en todos
los efectores SseK)

Conservado

Cinco de estos catorce residuos provienen del dominio HLH (Tyr145,
Glu149, Aspl51, Tyrl53 y Leul54), mientras que el resto (Glu253,
Lys277, Asp279, Tyr283, Tyr284, Asp285, Lys289, Lys292 y Tyr303) se

localizan en el dominio catalitico (Figuras 28 y Tabla 2).

Algo interesante y que nos llamo la atencién es que ningun residuo

del “lid” del dominio C-terminal interaccionaba con los residuos de

FADDPP. Ademas de esto, a excepcion del Glul49 que presenta una

interaccion a través del

“packbone” con la cadena lateral de la

Arg1357PP el resto de residuos interaccionan mediante su cadena

lateral. Un nimero algo mas pequefio de residuos de FADDPP se veian

envueltos en el reconocimiento de NIeB1EPEC. Los nueve residuos se
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localizan a lo largo de 02, a3, a4 y los loops que los conectan (Figura
29 y tabla 2).

THADD P

Figura 29. Alineamiento miltiple de las secuencias de proteinas que contienen
un dominio de muerte. Para facilitar la lectura, solo se muestran los dominios
de muerte en el alineamiento. NleB15"E€ no puede glicosilar el receptor 1 de
TRAIL (TRAIL-R1, conocido también como DR4) y el TRAIL-R2 (DR5). Los
residuos indicados con triangulos invertidos color verde estan altamente
conservados entre estos dominios y también participan en la interaccion con
NIeB1EPEC, Las a-hélices de FADDPP se muestran en base al complejo
NleB1EPEC-UDP-Mn2*-FADDPP en color cian.

Al igual que ocurre con los residuos de NIeB1EPEC, |os residuos de
FADDPP que participan en el reconocimiento de NleB1E7EC, lo hacen a
través de sus cadenas laterales. Cuatro de estos residuos (Trp1127PP,
Argl177PP  Vval121FPP y |le1267APP) se conservan completamente
entre los distintos dominios de muerte y practicamente son el epitopo
minimo de reconocimiento de los efectores NleB/SseK sugerido
anteriormente (Park et al., 2018; Ding et al., 2019).

El residuo de Arg11774PP es el sitio aceptor de GIcNAc e interacciona
mediante un puente salino con la base catalitica propuesta, Glu253 (tal

y como vemos en la Figura 28) (Ding et al., 2019).

Una comparacion exhaustiva del grado de conservacion de los
catorce residuos que interactian de NleB15"E¢ con residuos alineados
de otros ortdlogos indicé que solo cinco residuos podrian estar tras la

actividad nula de SseK1"t sobre FADDPP. La mayoria de estos residuos
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no estan conservados o solo parcialmente conservados en la SseK1™.
Tyrl45 y Glu149 se encuentran cercanos en la estructura y se localizan
en un loop conectando a3 con a4 en el dominio HLH (ver en la Figura
28). Los otros tres residuos (Tyr284, Lys289 y Lys292) se encuentran
en el dominio catalitico y en concreto en a9. Mientras que los dos
residuos de lisina se encuentran proximos en la estructura y forman
puentes salinos con Asp123FPP y Glu1307PP, Tyr284 esta mas aislado
e interacciona a través de su cadena lateral con el backbone de
Val121FPP y |a cadena lateral de 1le1267°° (Figura 28 y Tabla 2).

Tyr284 también presenta una interaccion CH-1 con la cadena lateral
de Tyr283, el cual controla la interaccién entre Arg117F4PP y la base
catalitica Glu253 (Figura 28). Por lo tanto, Tyr284 es un residuo que
juega un papel secundario con respecto a la actividad catalitica, en la

que Glu253 juega uno de los papeles clave.

En base al analisis previo en funcion de los alineamientos y la
estructura del complejo, seleccionamos cinco residuos de la NleB1 para
realizar mutagénesis de sitio dirigido en las posiciones
correspondientes de SseK1"' y SseK2". Para simplificar el namero de
mutaciones en SseK1" y minimizar las combinaciones potenciales
entre ellas, establecimos tres grupos de residuos: los dos pares Tyr145-
Glu149NeBl - | ys298-Lys292NeBl  en base a su proximidad en la

estructura, y Tyr284NBl como residuo Gnico e independiente.
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4.1.1.2. ANALISIS CINETICO DE LOS EFECTORES
NleB/SseK

Para comenzar el estudio, en primer lugar, se determinaron los
pardmetros cinéticos de NIeB1FHEC frente a UDP-GIcNAc y FADDPP

(Figura 30).
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Figura 30. A. Cinética de NIeB1FHEC frente a UDP-GIcNAc con una
concentracion saturante de FADD®P. B. Cinética NIeB1F"EC frente a FADDPP

con una concentracion saturante de UDP-GIcNAC.

NleB1EHEC presenta un perfil claro de inhibicion por sustrato en
presencia de concentraciones variables de FADDPP (K; = 793 + 160 pM)
(Tabla 3) que no esta presente en el resto de mutantes de
SseK1"Y/SseK2"™. Este comportamiento puede ser atribuido a una
conformacion no productiva de FADDPP frente a NleB15"E€ debido a las
altas concentraciones de este sustrato. Por el contrario, la inhibicion por
sustrato en presencia de concentraciones variables de UDP-GIcNAc
apenas esta presente (Figura 30A). Las Kns para UDP-GIcNAcC vy
FADDPP obtenidas son 125 + 33 uM y 13 + 2,5 uM respectivamente, y

Kcat tiene un valor ~100 min (Tabla 3).

Como se esperaba, SseK1™ es inactiva frente a FADDPP y SseK2™
es muy lenta (Figura 31 y 32). En concreto la Km, kear ¥ la eficiencia

catalitica son 95-, 6,7-y 630- veces peor que los valores obtenidos para
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NleB1EHEC (Figura 33). Es importante tener en cuenta que los valores
de SseK2" son estimados debido a la mala unién a FADDPP.

0.20
0.154
0.10+

0.05

Initial Velocitiy (umol- min“-mg )

0.00

0 200 400 600 800
FADD (uM)

Figura 31. Cinética de Ssek2™ frente a FADDPP con una concentracion
saturante de UDP-GIcNAc.

Persiguiendo el objetivo de activar SseK1" frente a FADDPP,
procedimos entonces a la caracterizacion cinética de los mutantes
dobles M147Y-K151ES5¢K1, N291K-R294KS¢K1 y el mutante simple
S286YS%eK1, Aunque la velocidad inicial de los dobles mutantes era muy
lenta (Figura 32B) (~46 veces peor que las encontradas para la
NIeB1E"EC en presencia de 800 uM de FADDPP), la k.o para el mutante
simple alcanza los valores de la NleB1EHE€ (siendo solo 1,38 veces
peor) (Figura 32A y Figura 33), lo cual implica que una simple mutacion
en la SseK1 provoca que la ko Sea casi la misma que la kear Optima que
obtenemos para NIeB1EHEC, Por el contrario, la Ky y la eficiencia
catalitica son ligeramente peor que para la NleB1F"EC (4,4-y 6,7- veces

peor).

Para conseguir un mutante de SseK1l con parametros cinéticos
similares a los de NIeB1FHEC, hicimos entonces combinaciones de los
dobles mutantes, para generar un mutante cuadruple (M147Y-K151E-
N291K-R294KSseK1), Posteriormente afiadimos también la mutacién
S286Y5%¢K! para generar un mutante quintuple (M147Y-K151E-N291K-
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R294K-S286Y¢K1) y a partir de este uUltimo eliminamos los Ultimos
cinco residuos del dominio C-terminal, también llamado quintuple-del
(M147Y-K151E-N291K-R294K-S286Y-ARHVQdel>**!),  Como se
menciono anteriormente, estos cinco residuos no estaban conservados

con el resto de efectores (Figura 27).

Las kear, Km y eficiencia cataliticas para el cuadruple mutante fueron
4,3-2,7-16,1-/11,4- y 27-/4- veces peor que aquellas correspondientes
para NIeB1E"EC y S286YSseKl  respectivamente (Figura 33). Esto
demuestra que los parametros cinéticos para el cuadruple mutante
estan mas cercanos a los valores encontrados para S86YS¢K! que a los
de NIeB1FHEC (Figura 32A).

Los parametros cinéticos del quintuple y quintuple-del,
principalmente Kear Y Kea/Km, fueron muy similares entre si y muy
cercanos a los de S286YS*¢1, Sin embargo, diferian ligeramente mas
en las Kns, siendo las Kns de los mutantes quintuple/quintuple-del 2
veces mas bajas que las de S286Y. La reduccién de K, para los
mutantes quintuple/quintuple-del mejordé sus eficiencias cataliticas,
aproximando sus valores a los de NleB1F"EC (Tabla 3). En general, la
eliminacién de los 5 aminoacidos C-terminales en SseK1"' y la adicién
de 5 mutaciones condujeron a una forma de SseK1 con los parametros
cinéticos mas cercanos a los de NleB1EHEC, principalmente debido a la

Km mas baja hacia FADDPP.
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Figura 32. Cinéticas de NleB1FHEC/SseK1"/SseK2" y sus mutantes frente a
FADDPP. (A) Curvas de Michaelis-Menten donde se alcanza la saturacion de
NIeB1EHEC y los mutantes, cuadrupleSsek!, quintupleSsek!, quintuple-delSsek! y
S286YSeK! (B) Curvas de Michaelis-Menten donde no se alcanza la saturacion
y donde se observa una baja actividad en N291K-R29KSseKl K151E-
M147YSseKly S286NSeKL y no actividad de SseK1™'y S28615%¢K1, (C) Curvas de
Michaelis-Menten para SseK2" y sus mutantes. Solo se observa saturaciéon en
la N302Y mientras que los mutantes N302S/l son inactivos y la SseK2t

presenta una actividad relativamente baja con respecto a N302Y.
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Figura 33. Graficas de comparacion de los valores de Km, Keat ¥ Kea Km entre
las diferentes enzimas estudiadas.
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Tabla 3. Parametros cinéticos frente a FADDPP. La primera fila son los
parametros obtenidos de la cinética de NleB1EHEC frente a UDP-GIcNAC
(resaltado en color verde). NleB1E"E€ fue la Ginica enzima que mostré

inhibicién por sustrato en presencia de distintas concentraciones de

FADDPP,

NleB1EHEC 125+33 | 0,98 2,5+0,22 94 +81 0,75 -
(UDP-GIcNAC)

NleB1EHEC 13+25 | 094 2,92+0,20 107+7,6 8,2 793 + 160
SseK 1Wt *% *% *k *% *% -
Quintuple-del 27+47 | 097 1,35+0,14 495, 18 -
S286Y 57+120 095 1,86£0,10 68+3,9 1,2 -
Quintuple 31+28 | 099 1,23£0,04 4516 1,45 -
Quadruple 79367 | 0,90 0,67+0,21 2578 03 -
K151E-M147Y * * * * * -
N291K-R294K 2 2 E E = -
8286| *% *k *k *k *% -
S286N 2 2 E E E -
SseK2wixer 1226 +574 | 0,96 0,43%0,13 16+ 4,9 0,013 -
N302Y 157+283 0,96 1,8+0,13 64+ 4,7 0,41 -
N302| *% *% *% *% *% -
Nsozs ** ** ** *% *% -

e Datos no determinados (los datos no se pudieron ajustar a la ecuacion
no lineal de Michaelis-Menten debido a que, con nuestras condiciones,
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los mutantes mostraron un aumento lineal de la actividad frente a las
concentraciones variables de FADDPP).

** No activo

*** | 0s parametros cinéticos de SseK2"' no son fiables debido a que son una
estimacion. Hay que resaltar, que la Km es 1226 uM cuando la concentracion

maxima de FADDPP del ensayo fue de 800 pM.

Habiendo establecido que la mutacién simple, S286YSsK! era
suficiente para alcanzar parametros cinéticos 6ptimos, alcanzando una
de las mejores Kms de todos los mutantes, decidimos mutar Ser2865s¢!
y Asn3025%¢%2 g Asn/lle y Ser/lle/Tyr respectivamente, para generar los
mutantes S268NSseK1, S286155eKt N302S5eK2, N302|55eK2 y N302Y Ssek?
(Figura 32B,C) Estos mutantes provienen del alineamiento que
analizamos anteriormente, donde sacamos los distintos residuos que
se encuentran en una posicion equivalente a Tyr284CMNeBNEBL " siando
estos Ser2865¢K!, Asn30255¢2 y [1e28955°K2 (Figura 27).

Tal y como esperabamos de los resultados previos y de la literatura,
como SseK3" es inactiva frente a FADDPP, los mutantes S286/55e<! y
N302I55¢2 eran inactivos, y N302S55¢%2 también, al igual que la SseK1",

implicando que los residuos Ser y lle, son perjudiciales para la catélisis.

El mutante S286NSs¢€! mostré una pobre glicosilacion de FADDPP
(en torno a 15 veces peor que la NleB1EHEC) al igual que vimos para la
SseK2"™. De hecho, estos datos tampoco se podian ajustar de forma

fiable y son por tanto aproximados.

Finalmente, N302YSs¢2 glcanz6 una kea Similar a las encontradas
para NleB1EHEC y S286YSseK! mientras que la Kmes algo peor, debido a
peor afinidad que presenta por el FADDPP en comparacion a las Kns de
S286Y5%K y NleB1FHEC (Figura 33A, B). Esto, por tanto, provoca una
caida en la eficiencia catalitica comparada con la NleB15HE¢ (Figura
330).
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En resumen, nuestros datos indican que una simple mutacion, ya
sea Ser286°°K! 0 Asn302°¢K2 g Tyr, es suficiente para activar el efector
SseK1 y mejorar la actividad de SseK2 frente a FADDPP. Esta mutacion
permite, ademas, alcanzar valores de los pardmetros cinéticos muy

cercanos a aquellos de la NleB1FHEC,

4.1.1.3. ANALISIS TERMODINAMICO DE LOS EFECTORES
NleB/SseK

Para la determinacion de los parametros termodinamicos de los
efectores y sus mutantes frente a FADDPP, empleamos la calorimetria
de titulacion isotérmica (ITC). En primer lugar, obtuvimos la Ky de la
NleB1EHEC frente a UDP en presencia de MnCl, (Kq= 14,92 + 1,11 uM)
(Figura 35 y Tabla 4). A partir de ahi, evaluamos si era necesaria la
presencia de UDP para la unién de FADDPP. Comparando los ensayos
de NIeB1EHEC y S286YS¢K! frente a FADDPP solo vimos unién cuando
habia un exceso de UDP presente (Figura 35y Tabla 4). Este hecho,
nos proporciona una evidencia convincente de que los efectores
NleB/SseK probablemente sigan un mecanismo cinético bi-bi ordenado.
En este mecanismo, las enzimas probablemente estén en un estado
inactivo en su forma apo (el lid del dominio C-terminal abierto) y solo
cambia al estado activo (lid del dominio C-terminal cerrado) en
presencia de UDP-GIcNAc/MnCl,. Este mecanismo también implica un
mecanismo de ajuste inducido por UDP-GIcNAc, en el que el nucleétido
azucarado induce el cierre del lid del C-terminal que conduce al estado

activo (Figura 34).
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Figura 34. Dinamica de los efectores NleB/SseK a lo largo del ciclo catalitico.
El esquema muestra un mecanismo cinético ordenado para estas enzimas en
el que UDP-GIcNAc induce un mecanismo de ajuste para cerrar el lid del C-
terminal y generar la forma activa de estas enzimas. En la forma apo, el lid es
flexible y probablemente esté abierto, y las enzimas estan en una forma
inactiva. Como dijimos anteriormente, el lid del C-terminal en la forma SseK2"t
apo esté desordenado y se ordena en presencia de UDP o UDP-GIcNAc/MnClz.
Solo después de que estas enzimas estan en el estado activo, las proteinas
que contienen dominios de muerte (DD) del huésped u otras proteinas
bacterianas pueden unirse y puede tener lugar la catalisis. En el complejo
NleB1EPEC-UDP-Mn*2-FADDP®, no se observaron interacciones entre los
residuos del lid del C-terminal y FADDPP, Sin embargo, el cierre del mismo es
un requisito previo para una unién optima al sustrato proteico. Nétese que la
union a UDP-GIcNAc necesita la presencia de Mn* ? a pesar de que esto no

estéa indicado en el esquema.

Una vez determinado que necesitamos UDP presente para la union,
procedimos a medir los pardmetros termodindmicos del resto de
mutantes frente a FADDPP en presencia de un exceso de UDP. Solo
pudimos ver titulacion para NIeB1FHEC y los mutantes S286YSsekl,

N302YS¢2 'y los cuadruple, quintuple y quintuple-del (Figura 35).

Un andlisis detallado de los parametros termodinamicos de las
interacciones mostrd, que la unién a FADDPP estd entrépicamente
dirigida, mientras que la union de UDP esté favorecida entalpicamente

(Figura 36 y Tabla 4), implicando que hay distintos comportamientos
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en las interacciones de estas moléculas. El perfil que muestra la unién
de FADD®P puede deberse a la liberaciéon de un gran nimero de
moléculas de agua de la superficie tanto de FADDPP como del efector,
promoviendo una entropia de desolvatacién favorable. Por otro lado, la
reduccion significativa en la movilidad del sustrato donador una vez
unido a la enzima, junto con el nimero de enlaces de hidrogenos
formados entre el UDP o el UDP-GIcNAc y las enzimas, serian los
factores que explicarian el hecho de que esta union fuese

entalpicamente dirigida.

Las Kq estan en el rango pM bajo, exceptuando aquella de
N302YSse€2, Aunque las Kgs son mucho mas bajas que las Kns, hay una
cierta correlacion entre las Kns y las Kgs: aquellas enzimas con valores
mas bajos de Ky, también tienen valores bajos de Kq (Tabla 4). De
nuevo, NleB1EHEC tiene la mayor afinidad (Kq = 0,2 + 0,04 uM), siendo
3-, 6-, 13-y 472- veces mejor que aquellos valores para los mutantes
quintuple-del, quintuple/S286YSseK!,  cuadruple y N302YSsek2,
respectivamente (Figura 36 y Tabla 4).
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Figura 35. Datos de ITC para la unién de FADDPP con NIeB1FHEC SseKi1*,
SseK2"'y los respectivos mutantes. En la parte superior: termograma (potencia
térmica frente al tiempo). En la parte inferior: isoterma de unién (calores
normalizados frente a relacion molar). Como se ha mencionado previamente,
exceptuando los tres primeros de la parte superior, el resto de experimentos
se realizaron frente a FADDPP en presencia de UDP y Mn?* saturantes.
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10 SseK1 mutants mutant 120 SseK1 mutants M
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Figura 36. Resultados termodindmicos de las interacciones entre las enzimas
y FADDPP, (A) Parametros termodinamicos donde se muestran la energia libre
de Gibbs (AG), la entalpia (AH) y la entropia (-TAS) en kcal/mol. Los resultados
con valor negativo muestran una contribucién favorable a la unién, y los
positivos una contribucién desfavorable. (B) Grafica donde se representan las
Kas de las distintas enzimas frente a FADD®P.

Tabla 4. Pardmetros termodindmicos para la unién de FADDPP a
NIeB1E"EC, SseK1"™, SseK2™ y los correspondientes mutantes. Kqes la
constante de disociacion (1/K), y AG, AH y -TAS son los parametros
termodinamicos. La estequiometria en todos los casos es cercana a 1.
Excepto el primer ITC resaltado en azul donde la K4 se determiné para

UDP, el resto son frente a FADDPP en presencia o ausencia de UDP.
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NleB 1EHEC
(UDP)
NleB 1EHEC
NleB 1EHEC
(sin UDP)
SseK1wt

Quintuple-del

S286Y
S286Y
(sin UDP)
Quintuple
Quadruple
K151E-M147Y
N291K-R294K
S286|
S286N
SseK?2
N302Y

N302I

N302S

14,92 £ 1,11

0,2+0,04

0,58 £ 0,12

1,11+0,31

1,28+0,18

2,55+0,5

94,4+21,9
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-6,05 + 0,45

-9,1+1,82

-8,48 + 1,75

-8,09 + 2,26

-8,01+1,12

-7,02 +1,38

-5,47 + 1,27

-8,45 + -3,4

512+0,11

5,56 £ 0,15

1,19 +£0,02

6,98 + 0,01

6,69+0,3

-1,61+ 0,16

2,4 +0,96

-14,22 + 2,84

-14,03 = 2,98

-9,28 + 2,59

-14,92 + 2,09

-13,71+ 2,7

-3,86 + 0,89

* No medible bajo nuestras condiciones experimentales. Puede deberse a que
la unién es demasiado débil. Ademas, no pudimos subir la concentracion de

FADDPP® por encima de 1 mM debido a la solubilidad de esta proteina.

En general, nuestros datos muestran una mejora en la unién de los

mutantes de SseK1 frente a FADDPP, lo cual es esencial para promover
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la catalisis. Sorprendentemente, estos resultados pueden ser
alcanzados con una Unica mutacion, S286YS5€! o N302YS¢%2, o bien
con la combinacién de multiples mutaciones en diferentes regiones de
la enzima. De cualquier forma, una mutacion simple, es suficiente para
alcanzar una de las mejores Kgs de todos los mutantes, indicando que
el residuo Tyr en esa posicion concreta juega un papel clave en la

catdlisis de estas enzimas.

4.1.1.4. DINAMICAS MOLECULARES

Para comprender el papel estructural de la mutacion simple
S286YSeKl  para mejorar la uniébn y permitir la actividad
glicosiltransferasa hacia FADDPP, llevamos a cabo simulaciones de
dindmica molecular acelerada de Gauss (GaMD) usando modelos
moleculares 3D de los complejos de NleB1E"EC, SseK1™'y mutantes con
UDP-GIcNAc- Mn?"y FADDPP. Los 5 complejos mostraron estabilidad a

lo largo de todo el tiempo de simulacion (1 us; Figura 37).

Esto indica que la duracién de la simulacién, aunque significativa en
la escala de tiempo de la dinAmica estructural interna, no es lo
suficientemente larga como para simular la desunién de los complejos
de menor afinidad (los formados por SseK1™ y S28615%¢K1, enzimas
inactivas, y S286NS*K! |a cual glicosila pobremente a FADDPP). De
hecho, las desviaciones del estado ligado para una simulacion de 1 s,
en principio, solo ocurririan para valores de kot muy por encima de 108

s, correspondientes a afinidades extremadamente pobres.
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Figura 37. DinAmicas moleculares de los complejos de NleB1EPEC, S286YSsekL
S286NSseKl S28615¢K! y SseK1" formados con FADDPP y UDP-GalNAc-Mn*2,
Desviaciones cuadraticas medias (A) de los &tomos del backbone de los cinco
complejos durante 1 ps. Todos alcanzan un limite constante a tiempos de
simulacién altos. Las dinamicas del motivo HLH en el mutante simple
S286YSeK! producen un incremento en los valores RMSD en torno a 0,6 ps.
La linea punteada vertical indica el tiempo a partir del cual se llevé a cabo el
andlisis estructural de los complejos después de que todos los complejos
alcanzaron el limite estable.

La union de estas enzimas se puede dar en un rango por debajo de
ese limite y, aun asi, seguirian siendo poco o nada activas. En todos
los complejos, la conformacién inicial del sustrato donador de UDP-
GIcNAc y la cadena lateral del sitio aceptor Arg1177°P adoptan una
disposicién compatible con el ataque del nucledfilo sobre la cara beta
del anillo de hexopiranosa, que a su vez conduciria a la inversiéon de la

configuracién en la posterior reaccion de transferencia.

En el caso del mutante S286YSseK! Tyr286 mantiene a lo largo de la
simulacion interacciones favorables similares a las del complejo de
NleB1FPE¢ con FADDPP, donde su cadena lateral aromatica esta bien

insertada en el surco formado por las hélices a2 y a3 y el loop que las
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conecta, formando interacciones estrechas con el backbone de
Val121FPP y |a cadena lateral de 1le126PP (Figura 38A, C). Las
simulaciones de GaMD del complejo de NleB1EPE€ con FADDPP también
mostraron que esas interacciones (que involucran a Tyr284NeEl) son
estables a lo largo del tiempo de simulacion de 1 ps, lo que indica que
el residuo Tyr en la posicién de la mutacion en S286Y S5¢K! muestra un
comportamiento similar al de los residuos alineados en NleB1&"E¢
(Figura 38B, D). Sin embargo, para SseK1™ y S28615¢¢! |a cadena
lateral en esa posicién es demasiado pequefia (Ser286) o demasiado
voluminosa (1le286) como para ubicarse correctamente en la ranura
entre las hélices a2 y a3, respectivamente (Figura 39). En el caso de
S286NSseK! |a cadena lateral tampoco esta bien insertada en el surco
de FADDPP, aungue se observé un enlace de hidrégeno con Asp123FAPP

en la hélice a2 (Figura 39).

7

', “ ‘\\A
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~ 283
5% ey
.

" D186

Figura 38. Simulaciones de dinamicas moleculares de los complejos de
S286YSseK! y NIeB15PEC con FADDPP. Se muestra la superposicion de las
frames (0,7, 0,8, 0,9 y 1us) de los complejos. (A) y (C) muestra el complejo de
S286YSseK! con FADDPP. (B) y (D) muestran el complejo con NleB1EPEC, En (A)

y (B) ambas proteinas se muestran en cartoon (enzima en amarillo, FADDPP
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en cian), y la cadena lateral de la posicion mutada (Tyr28655¢X o Tyr2g84NeBl)
en stick negros. (C) y (D) muestran en mas detalle los residuos clave en la
superficie de contacto del dominio catalitico (residuos mostrados como sticks

amarillos).

Figura 39. Dindmica molecular de los complejos de FADDPP con SseK1",
S28615seK! y S286NSseKt Superposicién de las frames de MD (0,7, 0,8, 0,9 y
1,0 ps) de los complejos. (A) Las proteinas estan en representacion de cartoon
(enzima en amarillo, aceptor FADDPP en cian), y la cadena lateral en la posicion
de la mutacién (Ser2865°K!, 11e2865¢K! 0 Asn2865%¢K1) esta en sticks negros.
(B) Figura en mas detalle de los residuos clave en la interfaz de contacto entre

el dominio catalitico y FADDP® (FADDPP en representacion de cartoon cian;
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Ser28655°K! [1e2865%¢! 0 Asn2865°¢K! en sticks negros; residuos clave SsekK1",
S28615%¢K1 o S286NSseKl en sticks amarillos). En el caso del mutante
S286NSseKl Agp123FAPD esta representado en sticks ya que hace contactos
favorables con la cadena lateral de Asn286. La cadena lateral de Ser2865¢K!
en la SseK1 silvestre y Asn28655¢X! en el mutante S286N>s¢X!, son demasiado
pequefias como para establecer contactos favorables con Vall121FAPP e
lle126F4PP en el surco entre las 02 y a3 hélices. Por otro lado, la cadena lateral
de 11e286°5%°K! en el mutante S286155°X! es demasiado voluminosa y no puede

entrar en el surco, careciendo también de esos contactos favorables.

Nuestras simulaciones de GaMD se correlacionan muy bien con las
medidas cinéticas para SseK1" y los mutantes. De hecho,
monitoreando la distribucion de distancias a lo largo de la GaMD entre
los centros geométricos de las cadenas laterales alineadas con
Tyr284NeBl (la posicién de la mutacion) en todas las enzimas vy la
cadena lateral de le126P°P en el surco de FADDPP a2-a3 mostro que
las distancias mas cortas eran las encontradas para NleB1EPEC y
S286YS5eK1 seguidas de S286NSK!, y finalmente SseK1"'y S28615seK!
estando mas lejos (Figura 40). Esto apoya un papel clave de la
interaccion de la cadena lateral de 1le126™PP del surco a2-a3 de
FADDP® con los residuos en la posicion 286 de SseK1l, muy

probablemente contribuyendo en forma de entalpia favorable.
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Figura 40. Distribuciones de distancias intermoleculares clave de los
complejos de FADDPP con NIeB1FPEC, SseK1M, S286YSseKl $28615seK! y
S286NSseKl, (Izquierda) Distancias desde el centro de masa de la cadena

lateral de 11e12674PP al centro de masa de la cadena lateral del residuo del
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aminoacido en la posicion de la mutacion (es decir, Tyr284Ne81 (azul claro),
Ser2865%°K! (rojo), Tyr286528Y (verde), 11€28652% (amarillo), Asn286528N (azul
oscuro)). Tyr286 en el mutante S286YSseK! muestra buenos contactos a lo largo
de la simulacion con la cadena lateral de 1le1267APP, acercandose al
comportamiento de NIeB1EPEC. Ser2865¢K! e 11e28652%¢' no hacen contacto con
lle126FPP, debido al tamafio pequefio y grande de su cadena lateral,
respectivamente. Asn286528N se acerca a la cadena lateral de le126PP en
ciertas etapas de la simulacion. (Derecha) Distancias desde el carbono central
del guanidinio de Arg117FPP al carbono carboxilico central de Asp186N'eB!
(azul claro), Asp18855°K! (rojo), Asp1885286Y (verde), Asp18852%' (amarillo), o
Asp188528N (azul oscuro). Las distancias mas cortas se correlacionan con la
presencia de interacciones de puente de hidrégeno estables a lo largo de las
simulaciones entre las cadenas laterales de Argl17PP con las cadenas
laterales del carboxilato de Asp186N'eE!, Asp1885286Y y Asp188S286N,

Las simulaciones de GaMD permitieron también encontrar una
importante correlacién entre la cadena lateral presente en la posicién
de la mutacion y la catalisis, analizando la dinamica interna del sitio

aceptor (cadena lateral Arg1177APP),

En NleB1EPEC, la interaccion de puente salino entre la base catalitica
propuesta (Glu253N*Bl) y el guanidinio de Arg1177PP se conserva a lo
largo de la simulacién de 1 ps de GaMD y mantiene la Arg117 en una

orientacion apropiada para el ataque nucleofilico sobre la cara beta.

Esa interaccion no esta tan bien conservada para las simulaciones
de las otras enzimas, y el papel de Glu253NeB!l (Glu2555°K!) se
reemplaza por el carboxilato de otro residuo, Asp1885°K! que mantiene
la cadena lateral de la Argll7 en una orientacion adecuada pero
bastante rigida a lo largo del tiempo de simulacién. Esto solo ocurre
para los mutantes que muestran actividad glicosiltransferasa,
S286YSseKl y S286NSseK!, cuya interaccion esta ausente en los casos de
S2861S%°K! y SseK1™ (Figura 40) donde el residuo Argll7 es mas

dinamico.
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Esto se refleja en los valores de las fluctuaciones cuadréaticas medias
(RMSF) de Argl17 en los complejos con NIeB1EPEC, S286YSsek! y
S286NS*€1 que mostraron los valores méas bajos (por debajo de 1 A;
Tabla 5).

Tabla 5. Fluctuaciones cuadraticas medias de las simulaciones de 1us

de GaMD de los cinco complejos.

NleB15°E¢: FADD 0,71
SseK1": FADD 1,27
S286Y5*¢!: FADD 0,95
S286I1°°°¢!: FADD 1,00
S286N>*¢!: FADD 0,80

En general, las simulaciones de GaMD apoyan que una sola
mutacion en Ser2865%¢€! a Tyr conduce a un acoplamiento favorable
entre el aumento de la afinidad del complejo con la estabilidad de la
orientacién apropiada de la cadena lateral del sitio aceptor, Arg117F4PP,
Este acoplamiento ademas favoreceria el ataque nucleofilico de la
Arg1177PP sobre el carbono anomérico para hacer la inversion de la
configuracién. Esto se logra mediante una interacciéon adecuada del
residuo Tyr2865%¢1 con 1le126PP, lo que conduce a una interaccion de
puente salino muy estable formado entre la cabeza polar del guanidinio
de Argl1774PP con el carboxilato de Asp1885<l. E| hecho de que
Glu2555%! esta lejos de Argl1774PP y que Asp188°5°€! asume el papel

del carboxilato principal para mantener el guanidinio en una orientacion
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adecuada sobre la cara beta del residuo GIcNAc del sustrato donador,
sugieren fuertemente que Aspl885K! podria funcionar como base
catalitica en los mutantes S286YSs¢K! y S286NS¢K!, También se ha
descrito anteriormente que la mutacion D186A en NIeB1F°EC (Asp188
en SseK1) es perjudicial para la actividad de NleB1, resaltando su papel
esencial en catalisis (Ding et al., 2019).

4.1.2. ESTUDIOS CINETICOS Y
TERMODINAMICOS USANDO DR3PP COMO
SUSTRATO ACEPTOR

Habiendo establecido la importancia en la union y catalisis de un
residuo Tyr en la posicién 284 de CrNIeB/NIeB1EPECEPEC 286 de SseK1
y 302 de SseK2, razonamos que la actividad nula de SseK2"! sobre otro
sustrato aceptor, podria rescatarse reemplazando Asn302 por una Tyr
al igual que hicimos en los resultados previos. Para lograrlo, evaluamos
en primer lugar la actividad de NleB1EHEC, SseK1"'y SseK2"'en DR3PP,
descubriendo que mientras que NIeB1F"EC y SseK1™ mostraban ser

activos frente a DR3PP, SseK2" no lo era.

4.1.2.1. ANALISIS CINETICO

Siguiendo el mismo procedimiento que antes frente a FADDPP,
realizamos el andlisis cinético de los mutantes S286I/N/YSseKt y
N302I/S/YSse%2, Al igual que ocurre con SseK2™, S286NSseK! es inactivo
frente a DR3PP (Figura 41B), mientras que el resto de mutantes

presentan velocidades iniciales variables (Figura 41A, B).
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Figura 41. Cinéticas de glicosilacion de NleB1EHEC/SseK1"Y/SseK2"™ y sus
mutantes frente a DR3PP. En (A) se muestran las cinéticas con los ajustes mas
fiables debido a que alcanzan saturacion en su mayor parte. (B) Cinéticas
donde no alcanzamos saturacion.

Aungue los mutantes S286155¢€! y N3021/SS¢€2 mostraron una
velocidad inicial entorno a la mitad de NleB15HE¢ a 140 uM de DR3PP,
estos mutantes no alcanzaron una saturacion en la cinética,
impidiéndonos la determinacién de sus pardmetros cinéticos. Aun asi,
pudimos obtener parametros fiables para S286YSseK! y N302YSsek?
(Figura 41A, Figura 42 y Tabla 6).

SseK1 Ssek2

Ssek1 SseKz SseK1 SseKz
mutant  mutant

Mutant Mutant mutant mutant
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Figura 42. Graficos de comparacion de los parametros cinéticos obtenidos: K,
kea Yy la eficiencia catalitica (kca/Km) de NIeB1EHEC/SseK1M 'y
S286YSseK/N302YSseK2,  Los pardmetros cinéticos de N302YSse<2 son
estimados debido a la peor unién que presenta a DR3PP.
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Tabla 6. Pardmetros cinéticos obtenidos frente a DR3PP para las
enzimas NleB1E"EC, SseK1™, SseK2" y sus mutantes.

NleB1EHEC 50,5 £ 9,05 0,979 2,5+0,18 87,1+6,3 1,72
SseK 1wt 125 £ 25,75 0,994 1,1+£0,13 40+ 4,4 0,32
S286YM 45 + 8,7 0,972 1,3%£0,1 47 £3,5 1,04

5286| * * * * *
S286N ok *x *x *x ok
SseK?2 *% *% *% *% *x
N302Y 166 + 18,5 0,997 2,0+0,14 70+5 0,42
N302| * * * * *
N302S * * * * *

*Datos no determinados (los datos no se pudieron ajustar a la ecuacién no
lineal de Michaelis-Menten debido a que, bajo nuestras condiciones, estos
mutantes mostraron un incremento lineal de la actividad frente a la
concentracion creciente de sustrato DR3PP). Esto se debe a que no pudimos
realizar los ensayos a concentraciones mayores de DR3PP debido a la baja
solubilidad que presenta DR3PP.

**Enzimas no activas

Como podemos ver, la Km, la ke y la eficiencia catalitica de
NleB1EHEC es 2,5-,2,2- y 5,4- veces mejor que para las de SseK1™
(Figura 42 y Tabla 6). De nuevo, la mutacién a Tyr en SseK1My
SseK2™ conllevan a una mejor saturaciéon en las cinéticas frente a

DR3P, Las Kmns para NIeB1FHEC y S286YS5¢Kl son muy similares,
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aunque la kear Y la eficiencia catalitica son 1,75- veces mejor para la
NIeB1E"EC que para el mutante. En contraposicion, los valores de Keat
son muy similares entre NIeB15HEC y el mutante N302YSs¢%2 difiriendo
més en sus valores de Ky, y eficiencia catalitica (3,3- y 4,1- veces mejor
en el caso de NleB15E€) (Tabla 6).

En general, nuestros datos con DR3PP, son ligeramente mas
complejos que los obtenidos para FADDPP y, en particular, sugieren que
un residuo de tirosina en las posiciones 284C™NeBNIeBL  9ggSsekl y 3(02Ssek2
es mas beneficioso para la cinética enzimética que un residuo de serina,
y este Ultimo sobre isoleucina, siendo un residuo de asparagina en esas

posiciones perjudicial para la actividad.

4.1.2.2. ANALISIS TERMODINAMICO

El andlisis termodinamico se determiné para NleB1FHEC, SseKi1™,
SseK2"'y los mutantes frente a DR3PP en presencia de UDP saturante.
En esta ocasién pudimos observar titulacién para todas las enzimas

exceptuando SseK2" (Figura 43).

Un andlisis mas detallado de los parametros termodinamicos,
mostraron que la unién a DR3PP, al igual que ocurre con FADDPP, para
NIeB1E"EC y los mutantes esta entrépicamente dirigida, exceptuando el
mutante N302S55°K? (Figura 44). Este Ultimo comportamiento no nos
gueda claro a qué se debe ya que resulta inusual teniendo en cuenta
gue todos los mutantes siguen el mismo patrén frente a FADD®PP y
DR3PP,

Las Kgs estan en el rango de bajo uM exceptuando los mutantes
S2861/NSeK1 y N302I/SSeK2, En esta ocasion, NleB1EHEC, S286YSseKt y
N302YSse%2 muestran las mejores afinidades siguiendo la misma
tendencia que sus Kns (Figura 44A, y Tablas 6y 7). La peor afinidad

es para el mutante S286NS*!, aunque para SseK2™ no pudo
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determinarse, lo que implica que el residuo Asn en la posicién 2865¢K!
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Figura 43. Datos de ITC para la unién de NleB1FHEC, SseK1", SseK2™ y los
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muestra el termograma (potencia térmica frente al tiempo). En la parte inferior
se muestra la isoterma de union (calores normalizados frente a relacion molar).

Los experimentos se realizaron frente a DR3P en presencia de UDP y Mn?*

saturantes.
SseK1 mutants SseK2 mutants SseK1 mutants SseK2 mutants
60 I ] 1 140 1
AN AG 120
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Figura 44. Resultados termodinamicos de las interacciones entre las enzimas
y DR3PP, (A) Parametros termodinamicos donde se muestran la energia libre
de Gibbs (AG), la entalpia (AH) y la entropia (-TAS) en kcal/mol. Los resultados
con valor negativo muestran una contribucién favorable a la unién, y los
positivos una contribucién desfavorable. (B) Grafica donde se representan las
Kas de las distintas enzimas frente a DR3P.

En resumen, nuestros datos muestran que un residuo de Tyr en las
posiciones 284CMIeBNIEBL ' 586Ssekl y 30255¢K2 eg mas beneficioso para la
unién a DR3PP que cualquier otro residuo exceptuando la Ser en
SseK1", sugiriendo que la influencia del residuo en esa posicion
depende también de los aminoacidos del entorno en la enzima y del
propio sustrato proteico.
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Tabla 7. Pardmetros termodindmicos para la unién de NleB1EHEC,
SseK1", SseK2"'y sus mutantes frente a DR3PP. K4 es la constante de
disociacion (1/K) y AG, AH y -TAS los parametros termodinamicos. La

estequiometria de unién en cada caso es cercana a 1. Todos los ITCs

se hicieron en presencia de UDP saturante.

NIeB1EHEC 44+ 1.4 -7,28+2,3 | 2,06 +0,17 -9,34 £ 2 0,97
SseK1" | 1,11+0,4 -8,09+29  1,19+0,02 -928+332 0,7
S286Y 1,17+0,4 -8,06+ 2,75 -0,36 = -8,42+2,87 1,6
0,02
52861 18,9+ -6,42+2,39 | 37,3+12,8 -43,72 £ 11
7,04 16,27
S286N 112,3 + -537+0,92 987+129 -1524+26 1,03
19,2
SseKZWI * * * * *
N302Y 158 + -7,28+1,8 1,14+032 -8,42+2,08 0,8
0,39
N302I 70,5+ -5,64 + 2,75 14,98 + -20,62 + 1,28
34,38 9,05 10,05
N302S 75,19 + -5,6 + 2,08 -4,11 + -1,49+0,55 1,01
27,99 0,22

* No medible bajo nuestras condiciones. Puede deberse a que la unién es muy
débil. Al no poder aumentar la concentracion de la enzima por problemas con

la solubilidad, es probable que no pudiésemos ver titulacion.
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4.1.3. ESTUDIO EN MACROFAGOS

Una vez que conseguimos entender que la incorporacion de un
residuo de Tyr en las posiciones 286 de SseK1 y 302 de SseK2 es clave
para la actividad y la unién de la enzima a los sustratos proteicos,
propusimos que los mutantes Tyr286%¢K! y Tyr3025%¢€2 podrian
aumentar la supervivencia de las cepas de Salmonella entérica en
macréfagos infectados.

Para probar esta hipétesis, expresamos SseK1™, Ssek2™,
S286YSseKl y N302YSs#K2 en una cepa de Salmonella que carecia de
todos los efectores SseK. La supervivencia de estas cepas mutantes
fue evaluada en macréfagos, resultando que los mutantes S286Y SseKl y
N302YSseK2  mejoraron la proliferacion de estas bacterias
comparandolas con las cepas sin efectores SseK o0 que expresaban los
efectores silvestres SseK1 y SseK2. Ademas, el nivel de proliferacion
alcanzado por las cepas que expresan S286Y S5¢€1 y N302YSseK? fyue muy
similar al de las bacterias de tipo salvaje que expresan los tres efectores
(Figura 45).

1410°,

- - #,
L I T4
® [ 1) ooy
2 o« & ¢
T«
£ °
£
3
10t T I T T T I

WT AsseK1sseK2sseK3
1 o

—

SseK
SseK1(S286Y)

SseK
SseK(N302Y)

Figura 45. Las mutaciones en el residuo S286 en SseK1 y N302 en SseK2 a

Tyr promueven la proliferacion de Salmonella en las células RAW264.7. Se
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infectaron células RAW 264.7 con las cepas de Salmonella indicadas con una
multiplicidad de infeccion de 10. Los recuentos de colonias se llevaron a cabo
24 h después. * indica diferencias significativas (p <0,05) entre muestras,
segun se determina mediante el analisis de varianza unidireccional (ANOVA)

con los test de comparaciones multiples de Dunnett.

Este resultado demuestra que los efectores SseK que contienen Tyr
en las posiciones 286551 y 3025%¢K2 (y potencialmente 2935%¢K3) son
enzimas mas robustas que conllevan a una mayor proliferacion
bacteriana en macréfagos y por tanto probablemente a una mayor

virulencia.
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4.2. FUTS8

4.2.1. CARACTERIZACION CINETICA DE FUTS
USANDO  MICROARRAYS Y  BASES
MOLECULARES DEL RECONOCIMIENTO DE
FUT8 SOBRE SUS LIGANDOS

La enzima FUT8 humana fue purificada obteniéndose de forma lo
suficientemente homogénea como para permitirnos llevar a cabo una
caracterizacion estructural y funcional. La actividad de HsFUT8 frente a
GO se monitore6 mediante espectrometria de masas y se observé un
incremento de 146 Da, correspondiente a la incorporacion de una
fucosa a la estructura del glicano en presencia de GDP-Fucosa (Figura
46).

n
®
@1,6-Fuc-GO b

[Ms+Na]*: |
1570.273 >

GO [M#Na]*:
1424.579
X 1 l h t Lo L

170 B 400 %0 1600 [EN b0 900

Figura 46. Espectro MALDI-TOF donde se muestra el incremento de masa

debido a la incorporacion de una fucosa en GO debido a HsFUTS.
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Una vez confirmado que la enzima era funcional, evaluamos la
especificidad de sustrato aceptor de FUT8 en un microarray de N-
glicanos sintéticos (Figura 47).
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Figura 47. Microarray empleado para caracterizar la selectividad de sustrato
de FUTS8. (A) Representacién en pictrogramas de las estructuras de los N-
glicanos incluidos en el array. (B) Especificaciones de las configuraciones de
los enlaces glicosidicos. (C) Simbolos de la nomenclatura de los
monosacaridos de acuerdo a lo establecido por el consorcio internacional
dedicado a la glicobiologia

(http://www.functionalglycomics.org/static/consortium/Nomenclature.shtml).

Los resultados, mostraron que FUT8 tiene una preferencia de
sustrato aceptor idéntica a C. elegans FUT8 (Figura 48), y verificaron

la importancia del GIcNAc terminal en el brazo a (1,3) como un requisito
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para la catalisis y la promiscuidad en el brazo a (1,6) como habian

descrito estudios anteriores.
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Figura 48. Ensayo de actividad de HsFUT8 en el microarray de glicanos. (A)
Unién a la lectina Aleuria aurantia (AAL-555) antes y despues de la incubacién
con HsFUT8 a dos concentraciones diferentes (650 nM y 3,5 uM) en una
seleccion de estructuras de glicanos. (B) Perfil de union de ALL-555 a los
glicanos antes del tratamiento con HsFUT8. (C) Ensayo de unién a ALL-555

después del tratamiento con HsFUT8 a 650 nM y (D) unién de la lectina tras el
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tratamiento con 3,25 pM de enzima. Las barras muestran la fluorescencia
media RFU (unidades de fluorescencia relativa) de cuatro réplicas. Las barras
de error representan la desviacion estandar. Los N-glicanos que mostraron

unién a AAL tras la incubacion con FUT8 se representan en azul.

Tras comprobar que la enzima que purificamos es activa y funcional,
procedimos a cristalizar el complejo formado por HSFUT8-GDP-GO. Los
cristales pertenecen al grupo de simetria C2 (Tabla 8) y nos permitieron
resolver la estructura a una alta resolucion (1,95 A) e interpretar los
mapas de densidad (Tabla 8).

Tabla 8. Recoleccién de datos y estadisticas del refinamiento del
complejo HsFUT8-GDP-GO.

Data collection

Space group c2
Cell dimensions

a, b, c (A) 208.04, 6859, 173.92

a fy ) 90, 149.90, 90
Resolution (A) 20-1.95 (2.06-1.95)2
Rinerge 0.133 (1.368)
I/l 6.4 (1.4)
Completeness (%) 99.9 (100)
Redundancy 4.4 (4.5)
Refinement
Resolution (A) 1.85
No. of reflections 394,687
Rwork/ Rtree 0.185/0.218
No. of atoms

Protein 751

GDP 56

GO 180

Waters 506

Glycerol 102
B-factors (A2)

Protein 38.11

GDP 47.64

GO 44.70

Waters 49.00

Glycerol 63.01
R.m.s. deviations

Bond lengths (A) 0.0159

Bond angles (°) 2.0646

One crystal was used to determine the crystal structure. ?Values in parentheses are for highest-
resolution shell.

La unidad asimétrica (AU) de los cristales C2 contienen dos
moléculas de HsFUT8 que se organizan formando dimeros con dos
moléculas de unidades asimétricas vecinas mediante contacto directo

a través de sus correspondientes dominios N-terminal coiled-coll
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(Figura 49). La desviacion cuadratica media (RMSD) entre ambas
moléculas pertenecientes a la cadena A y B en la unidad asimétrica es
0,44 A en los 452 atomos de Ca (Figura 50). A partir de ahora solo nos
centraremos en la cadena A ya que no contiene ninguna region

desordenada.

Tal y como esperabamos, el andlisis de la estructura de HsSFUT8 con
el servidor DALI (Holm & Laakso, 2016) revel6 que la estructura
presenta una alta homologia con dos fucosiltransferasas llamadas
Arabidopsis thaliana FUT1 (AtFUT1, cédigos del PDB 5KX6, 5KOP,
5KOR, 5KWK y 5KOE) y la POFUT2 humana y de C. elegans
(HsPoFUT2 y CePoFUTZ2; codigos del PDB 4AP5, 4AP6 y 5FOE).

N-terminal
coiled-coil domain

Asymmetric unit®

N-terminal
coiled-coil domain

Asymmetric unit
N-terminal §
coiled-coil domain s %

Asymmetric unit

Figura 49. Una molécula de HsFUT8 (A en gris) de una unidad asimétrica
forma una estructura dimérica con otra molécula (B* en azul) de otra unidad

asimétrica* a través de sus dominios coiled-coil.
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A N-terminal coiled-coil domain

/ %\ C-terminal SH3 domain
P N
B A
<
) A :

C

Loop BG-aB‘ (= ,\ A
(365-378) ~

substrate-bound N\
form "

U Catalytic domain
(GT-B fold)

Figura 50. Estructura del complejo HsFUT8-GDP-GO. (A) Estructura ribbon de
FUT8 con GDP (atomos de carbono en naranja) y GO (a&tomos de carbono en
verde). El dominio coiled-coil se muestra en gris, el catalitico en rojo y el SH3
en naranja. La zona interdominio a3 y el loop B10-f11 se muestran en azul y
aguamarina respectivamente. Los puentes disulfuro de muestran en amarillo.
El loop del C-terminal se muestra en negro. En el recuadro se muestran los
mapas de densidad electrénica Fo-Fc (en azul) contorneados a 2,2¢ para GDP
y GO. Se muestran también las etiquetas para las unidades azucaradas. (B)
Representacion de la superficie del complejo. (C) Superposicién de HSFUT8
apo (rosa) y la forma en complejo (gris). Esta figura también muestra los
cambios conformacionales vistos en los residuos 365-378 y 428-444. Estas
regiones se muestran en aguamarina (forma apo) y azul (forma de la enzima
en complejo).

Aunque HsFUT8 es muy distante de AtFUT1 vy
HsPoFUT2/CePOFUT2 en términos de sustrato aceptor, el servidor nos
dio una puntuacion muy alta implicando que se superponen
relativamente bien (RMSDs de ~3,2 y ~5 A entre las estructuras
cristalinas de AtFUT1 y HSFUTS8, y HsPoFUT2/CePoFUT2 y HsFUTS,

respectivamente; los residuos que se superpusieron oscilaban entre
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429 y 459). La estructura del complejo, muestra perfectamente los tres
dominios mencionados y como estan conectados entre ellos. Aunque el
dominio catalitico esta4 conectado con el dominio coiled-coil a través de
a3, el dominio SH3 esta conectado con el dominio catalitico mediante
el loop B10-B11 (Figura 50A). En general, las densidades para GDP y
el resto de la molécula de GO estdn muy bien definidos, pero si
observamos una densidad parcial para la estructura del GIcNAc en el
brazo a (1,6) (G*°) (ver el panel mas pequefio de la Figura 50A). Hay
gue recalcar especialmente la conformacién anti-y de la chitobiosa del
N-glicano (correspondiente a las unidades A®°-B®?). Esta conformacion
es menos estable que la tipica conformacion syn-y que se encuentra
en solucién. Adicionalmente, el enlace en GO entre Mana1-6Man
adopta una conformacién “extendida gg”, con valores de g y de w de
174,7°y 50,4° respectivamente. La estructura también nos muestra que
la molécula de GDP esta parcialmente cubierta y se localiza casi
exclusivamente en el dominio catalitico, mientras que la parte interna 'y
los brazos a (1,3)/a (1,6) de GO se encuentran en el dominio catalitico
y el exositio formado por los loops B10-f11 y el dominio SH3
respectivamente (Figura 50B). La presencia de exositios para la union
de N-glicanos se ha observado anteriormente en glicosiltransferas
distantes y glicosilhidrolasas como son MGAT2 y MAN2AL,

respectivamente (Kadirvelraj et al., 2018).

Nuestra estructura también muestra dos cambios conformacionales
bastante llamativos en relaciéon con la forma apo (RMSD de 0,56 A en
los 436 Cas equivalentes, Figura 50C). Los residuos 428-444
(formados por un loop y a10) experimentan un gran cambio
conformacional (la mayor distancia, cercana a 22 A, fue observada para
la Gly437 en ambas formas) que permite el cierre parcial del sitio de
union de GDP-Fucosa y que protegeria la parte mas hidrofébica de la

molécula (el resto de guanosina) del solvente. Significativamente,
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durante la transicién de la forma apo a la forma unida al sustrato, se
produce una reordenacion en el que a10 de la forma apo (residuos 436—
442) se desestructura y se forma otra a10, que comprende los residuos
430-435. Ademas, el loop p6-a8 (residuos 365-378) esta parcialmente
desordenado en la forma apo y sufre un cambio conformacional en
presencia de ambos ligandos, dando lugar a un loop ordenado que
contribuye a la formacion tanto del sitio de unién de GDP-Fucosa como
del sitio de unién del ligando aceptor (Figura 50C).

El sitio de unién de HsFUT8 es grande y comprende los sitios para
GDP-Fucosa y el sitio de unién del N-glicano (Figura 51A, B).

Catalytic base

Glycerol
(fucose mimic)

Catalytic base

~Ea73 |
c Ké’ G
K3so M

= =i

Figura 51. Caracteristicas estructurales de los sitios de union de GDP-Fucosa
y GO. (A) Sitios de unién completos de GDP-Fucosa y GO. Los residuos que
forman los sitios de unién GDP-Fucosa/AC%/B®0 y CCO/DCYECY/FCYGEC se
representan como atomos de carbono gris y aguamarina/naranja,
respectivamente. GO y glicerol se muestran como atomos de carbono naranja,
verde y azul, respectivamente, mientras que las interacciones de los enlaces
de hidrogeno se muestran como lineas negras punteadas. (B) y (C) muestran

una vista ampliada focalizada alrededor de las moléculas de GDP, A y B®°,
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Ademas, se muestran los residuos esenciales (Arg365, Lys369 y Glu373) que
son los principales actores en el mecanismo de reaccion tipo Sn2. Hay que
prestar especial atencion a la proximidad y la orientacion del carbono
anomérico de GDP-Fucosa con respecto al OH6 de A®° (4,48 A), la cual es

compatible con la inversion de la configuraciéon durante la reaccion.

La guanina de GDP establece interacciones CH—1 con Ala436,
Val450 y Val471 mientras que el resto de guanosina establece enlaces
de hidrogeno con las cadenas laterales de Tyr250/His363/Asp453y con
los backbones de Tyr220/Thr408. El pirofosfato interactia con el
backbone de Gly221/Cys222/GIn470, las cadenas laterales de
Lys369/Arg365/Ser469 y un resto de glicerol. La presencia de residuos
cargados positivamente como Arg365 y Lys369 se encuentran
normalmente en las glicosiltransferasas con plegamiento GT-B, que no
son dependientes de metal. Estos residuos reemplazan el metal
presente en el plegamiento GT-A para estabilizar los grupos pirofosfato
y las conformaciones correctas del nucleétido azucarado para la

catélisis (Moremen y Haltiwanger, 2019).

El resto de glicerol actia imitando a una fucosa, ya que ocupa una
posicién similar a la encontrada para la fucosa (Figura 51B, C), y
ademas interactla con las cadenas laterales de Arg365 y Glu373, v el
OH6 de A®° el sitio de fucosilacion en GO (Figura 51B). Las
coordenadas de GDP-Fucosa se obtuvieron de la estructura cristalina
de CePoFUT1 en complejo con GDP-Fucosa (cddigo del PDB 3ZY6,
(Lira-Navarrete et al., 2011) y el complejo resultante de HsFUT8-GDP-
Fucosa-GO se minimizé utilizando célculos de mecénica molecular
(MM) (ver materiales y métodos). Dos grupos hidroxilo de la molécula
de glicerol ocupan posiciones que imitan al OH4 de la fucosa vy el
oxigeno endociclico. Ademds, uno de estos dos grupos hidroxilo
también se encuentra a una distancia adecuada para la interaccion con
Arg365 e imita la interaccion conservada observada por el oxigeno

endociclico de la fucosa y Arg365 (Figura 51B, C). La cadena lateral
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de Glu373 interactia con el OH6 de Ay la cadena lateral de Lys369,
la cual ayuda a estabilizar la carga negativa del carboxilato de Glu373.
Esto podria mejorar el caracter de base catalitica de Glu373 para
desprotonar el OH6 de A®° (Figura 51A, B). La importancia de Arg365,
Lys369 y Glu373 para la catalisis fue previamente confirmada por
sustituciones de estos residuos a alaninas. Los mutantes fueron
completamente inactivos (lhara et al.,, 2006). La ubicacion de los
residuos Arg365, Lys369 y Glu373 en el loop movil B6-a8 demuestra la
importancia de este loop en la union a los ligandos y la catalisis. La
estructura de HsFUT8 con GDP-Fucosa y GO demuestra la inversion
del carbono anomérico de la fucosa una vez unido al N-glicano con
respecto a GDP-Fucosa (Figura 51C). Por lo tanto, estos resultados
son compatibles con un mecanismo de reaccion de desplazamiento
simple Sn2, que es el que hacen la mayoria de las glicosiltransferasas

de inversion.

A diferencia del reconocimiento de GDP por HsFUT8, GO muestra
menos contactos con la proteina (Figura 51A) en linea con los datos
anteriores de SPR en los que la unién de FUT8 a GDP-Fucosa fue ~ 40
veces mas fuerte que su union a GO (Kotzler et al., 2013) (Figura 51A).
A®° se reconoce a través de enlaces de hidrogeno formados entre el
OH1 de A%y el backbone de Gly217, la acetamida de Ay la cadena
lateral de Asp295, y el OH3 de A®® vy las cadenas laterales de
Asp295/Lys216. B¢ se une a través de interacciones formadas entre el
OH6 de B®° con la cadena lateral de Glu373, y el grupo carbonilo de la
acetamida de B®° con la cadena lateral GIn470. La conformacién anti-
g inusual de A®° y BC, que es impuesta por la enzima, es un requisito
estricto para la correcta colocacion del OH6 de A®° frente a GDP-
Fucosa (Figura 51A). Aunque es una conformacion menos favorable
energéticamente que la conformacion syn-y (-8,9 versus —9,5 kcal/mol,

estimado por calculos de MM para el disacarido que contiene unidades
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AC% — BC%) en fase de solucién, esta conformacién es un requisito
esencial para que la catalisis tenga lugar. Los azucares que forman la
parte ramificada de GO (C®°, D®°, E®?, F¢0 y G®%) se encuentran en el
exositio formado por el loop B10—B11 y el dominio SH3 (Figura 51A).
CC®0 establece una interaccion CH—1 con Tyr498 y proporciona un
enlace de hidrégeno entre el OH4 de C®°y la cadena lateral de Asp495.
D®? esta solamente reconocido por un enlace de hidrégeno entre el OH6
de D%y el Glu373. Sin embargo, el resto GIcNAc terminal en el brazo
a (1,3), E€?, es el monosacarido mas intimamente reconocido de todos
los residuos de los azucares transferidos. E®° establece tres
interacciones que se forman entre el OH6 de E®° y la cadena lateral
His535, el OH2 de E®°y Asp494, y el NH de la acetamida de E®° con la
cadena lateral de Asp495. Ademas, el grupo metilo acetamida de E©°
participa en una interaccién hidrofébica con Ala374 (Figura 51A). Los
contactos que E®° establece con la enzima podrian explicar el estricto
requisito de un resto GIcNAc en esta posicion. Este residuo mejora la
unién del brazo a (1,3) y, a su vez, proporciona estabilizacion de toda
la molécula en el estado unido. Por el contrario, los azucares
ramificados en el brazo a (1,6) estan mucho menos reconocidos, 1o que
proporciona una explicacion plausible para la mayor promiscuidad hacia
la rama a (1,6). El oxigeno endociclico de F®® y el OH4 de F°©°
establecen dos enlaces de hidrégeno con la cadena lateral de GIn502
y el backbone de Val531, respectivamente, mientras otras posibles
interacciones entre G®° y HsFUTS8 (el grupo carbonilo de G®° y el OH3
de G®° con Gly501 y el backbone de GIn502, respectivamente) no se
pueden confirmar debido a que la densidad de GGO es parcial (Figura
50A y Figura 51A).

Por altimo, la adicion de un GIcNAc bisectante en GO impediria la

fucosilacion por FUT8 porque es probable que este azlcar imponga un
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impedimento estérico con FUT8 (Figura 52), lo que explicaria por qué
los N-glicanos con GIcNAc bisectantes no son sustratos de FUTS.

L a”

Figura 52. FUT8 no glicosila N-glicanos conteniendo GIcNAc bisectantes. Los
N-glicanos que llevan un GIcNAc no son sustratos de HsFUT8 probablemente
debido a un choque estérico entre dicho GIcNAc con Ala532 (distancia de 4,46
A entre el backbone de la Ala532 y el OH4 de C®°). Hay que tener en cuenta
gue el GIcNAc bisectante estaria unido a C®° a través del OH4 de C®°, y es
este GIcNAc el que chocaria con Ala352. También es probable que la adicién
de un GIcNAc hisecante provoca cambios conformacionales en el azlcar

ramificado vecino, lo que podria contribuir a interrumpir la unién a HsFUT8.

4.2.2. CINETICAS DE HSFUT8 FRENTE A
DISTINTOS N-GLICANOS Y N-
GLICOPEPTIDOS

Para evaluar el papel subyacente del péptido en la fucosilacion de
los N-glicanos, sintetizamos una serie de N-glicanos y oligosacaridos
unidos a Asn, y N-glicopéptidos (ver materiales y métodos; Figura 53).

Una vez tuvimos los compuestos, determinamos cualitativamente la



Bases moleculares de la N-glicosilacion en residuos de asparagina en
eucariotas superiores y en residuos de arginina en enteropatégenos

actividad de FUT8 sobre las estructuras preparadas por MALDI-TOF,
observando que GO-péptido estaba més fucosilado que M3N2-péptido
y M3N2. Este ultimo se fucosilaba mal a tiempos largos de incubacion
(Figuras 54-56). Posteriormente, determinamos los parametros
cinéticos de FUT8 de estos compuestos, lo que permitié la
determinacion de Kcar, Km ¥ Kea/Km para GO y GO-péptido (Figura 57A).
Los parametros para GDP-Fucosa se determinaron en presencia de
una concentracion saturante de GO (Figura 58). Las Kns para GDP-
Fucosa, GO y GO-péptido son 14,56 + 3,4, 113,1 + 15,43y 133,1 £ 19,99
respectivamente, y las Kcar, €n torno a 15 mint (Figura 57A y Tabla 9).
Dicho valor de k.. esta de acuerdo a valores previamente reportados
por otros autores (kcarde 24,6 minen un trabajo anterior de lhara et al.)
(Ihara et al., 2005).

al3-arm «l6-arm
E G
I AcOH
Il.  p-galactosidase PNGaseF D F
+ KVANKT
C
KVANKT
KVANKT
GO-peptide Go
SGP isolated pep
from egg yolk l
B N-acetyl-D-glucosamine
O D-galactose
© D-mannose
’ N-acetyl-neuraminic acid
KVANKT
M3N2-peptide M3N2

Soybean Pronase B-1,2- mannosidase

M5N2 -Asn

Figura 53. (A) Preparacion de GO, GO-péptido, M3N2 y M3N2-péptido
derivados del N-glicano sialilado aislado de yema de huevo. (B) Preparacion

de M5N2-Asn a partir de aglutinina de soja.
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Figura 54. Espectro MALDI-TOFF de GO-péptido [M+Na]*=1981,007 (panel

superior) y reaccion de GO-péptido con FUT8 en presencia de GDP-Fucosa

(panel inferior) mostrando la conversién completa del glicopéptido fucosilado
[M+Na]*=2126,625 tras 18 h de incubacién.
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Figura 55. Espectro MALDI-TOFF de M3N2 [M+Na]*=933,134 (panel superior)

y reaccion de M3N2 con FUT8 en presencia de GDP-Fucosa, mostrando la



Bases moleculares de la N-glicosilacion en residuos de asparagina en
eucariotas superiores y en residuos de arginina en enteropatégenos

conversion parcial en el glicopéptido fucosilado [M+Na]*=1079,15 tras 18 h de
incubacion (panel intermedio) y tras 114 h de incubacion (panel inferior).
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Figura 56. Espectro MALDI-TOFF de M3N2-péptido [M+Na]*=1574,399 (panel
superior) y reaccién de M3N2-péptido con FUT8 en presencia de GDP-Fucosa
(panel inferior) mostrando la conversién parcial en el glicopéptido fucosilado
[M+Na]*=1720,55 tras 18 h de incubacion.
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Figura 57. Cinética enzimatica de FUT8 frente a los distintos N-glicanos y
oligosacaridos unidos a Asn, y N-glicopéptidos. (A) Cinéticas de glicosilacion
de FUT8 frente a los diferentes sustratos aceptores. (B) Gréafica de
comparacion de las eficiencias cataliticas de FUT8 frente a GDP-Fucosa, GO

y GO-péptido. Los datos adicionales de las cinéticas se muestran en la Tabla
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9. Los pardmetros cinéticos no se pudieron obtener para M3N2-péptido ni
M5N2-Asn y no se observo glicosilacion con M3N2.

0-0 v T T T T 1
0 100 200 300 400 500
GDP-Fucose (pM)

Initial Velocity (pmol- min"-mg '1)

Figura 58. Cinética de FUT8 frente a concentraciones variables de GDP-

Fucosa usando 500 uM de GO.

Tabla 9. Parametros cinéticos de la fucosilacion de FUT8 frente a
diferentes N-glicanos y oligosacaridos unidos a Asn, y N-glicopéptidos
usados en nuestro estudio. La primera linea define los parametros para

el sustrato donor, GDP-Fucosa.

GDP- 1456 £+ 3,4 244,3+13,1 14,17 + 0,97

Fucosa* 0,76

GO 113,1 + 282,1+11,72 15,62 + 0,14
15,43 0,5

GO-péptido 133,1 + 224,7 £ 10,68 13,03 + 0,1
19,99 0,62

M3N2 *% *% *% *%

M 3 N 2_ *%k% *%k%k *%k%k *%k%k

péptido

M5N2_AS n *%x% *%x% *%k%k *%k%

* La Km de GDP-Fucosa se determin6 en presencia de GO saturante.

** No activo

***Pardmetros cinéticos no determinados, los datos no se pudieron ajustar a la
ecuacion no lineal de Michaelis-Menten debido a que, bajo nuestras

condiciones, la actividad de FUT8 frente a concentraciones crecientes de los
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N-glicanos aumentaba linealmente y por tanto no se llegé a alcanzar la

saturacion de la enzima.

La reaccién de transferencia fue también ~10 veces mas eficiente
cataliticamente para GDP-Fucosa que para GO, debido sobre todo a
una mejor K, (~8 veces mejor K de GDP-Fucosa que la de GO). Por
otro lado, y de forma esperada debido al analisis por MALDI-TOF, la
velocidad de FUT8 frente a M3N2-péptido era mas lenta que para GO y
GO-péptido a una concentraciéon de sustrato aceptor de 1 mM (Figura
57A), mucho mas lenta para M5N2-Asn (~3,6 y 14 veces mas lentas en
comparacion con GO/GO0-péptido, respectivamente) e inactiva para
M3NZ2. Los datos no se pudieron ajustar frente a M3N2-péptido y M5N2-
Asn para obtener parametros fiables ya que, a concentraciones altas de
sustrato aceptor, FUT8 no estaba saturada. En conjunto, estos datos
estan respaldados por un estudio anterior que muestra que el complejo
biantenario N-glicano, G0-Asn, es mejor sustrato que M3N2-Asn y
M5N2-Asnh (Boruah et al., 2020). Ademas, un informe reciente también
respalda nuestros hallazgos de que los parametros cinéticos son muy
similares entre el GO y el GO-péptido, lo que implica que el péptido no
influye en los parametros cinéticos del GO-péptido frente al GO (Zhang
etal., 2021). En resumen, mientras que la presencia del péptido no hace
diferencia en los parametros cinéticos de FUT8 frente a GO y GO-
péptido, esta claro que si juega un papel critico en la fucosilacién de
M3N2-péptido.
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4.2.3. TERMODINAMICA DE FUT8 FRENTE A LOS
DIFERENTES N-GLICANOS Y N-
GLICOPEPTIDOS

Para determinar los parametros termodinamicos de FUT8 frente a
los diferentes N-glicanos y oligosacaridos unidos a Asn, y los N-
glicopéptidos, llevamos a cabo experimentos de ITC (ver materiales y
métodos). En primer lugar, determinamos la Ky para GDP (Kq= 6,1 +
1,4 uM, Tabla 10, Figura 59A, y panel superior de la Figura 59B). A
partir de ahi, evaluamos si la enzima necesita la unién de GDP para
gue tenga lugar la unién de GO. Mientras que en ausencia de GDP,
FUT8 muestra una union muy mala a GO (Kq = 318 = 139 pM), si
estamos en presencia de GDP saturante, la unibn mejora
significativamente (Kq = 8 + 1,3 uM; en torno a 40 veces mejor en
presencia de GDP, Figura 59A, B y Tabla 10). La pobre union en
ausencia de GDP concuerda con datos previos de SPR donde la K4 fue
390 uM (Kotzler et al., 2013). Estos datos nos permiten concluir que
FUT8 sigue un mecanismo cinético ordenado bi-bi. En este mecanismo,
gue también esta apoyado por la estructura cristalina del complejo, la
enzima se encuentra en un estado inactivo en forma apo (loops
abiertos) y cambia a un estado activo (loops cerrados) en presencia de
GDP-Fucosa. Este mecanismo implica un ajuste inducido por GDP-
Fucosa, donde el nucleétido azucarado induciria el cierre de varios
loops para llegar a una conformacion activa (Boruah et al., 2020). Este
mecanismo de ajuste inducido se ha convertido en un mecanismo

general que siguen muchas GTs.
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Figura 59. Datos del ITC de algunos N-glicanos frente a FUT8. (A) Arriba:
termograma (potencia térmica frente a tiempo). Abajo: Isoterma de unién (calor
normalizado frente a ratio molar). (B) Panel superior: Grafica de comparacion
de las K¢s de los diferentes ligandos. Panel inferior: parametros
termodinamicos para cada ligando. Se muestran la energia libre de Gibbs (AG),
la entalpia (AH) y la entropia (-TAS) en kcal/mol. Los resultados con valor
negativo muestran una contribucién favorable a la unién, y los positivos una

contribucion desfavorable.

Habiendo establecido que la presencia de GDP conlleva una mejor
unién a GO, procedimos a determinar los parametros termodinamicos
para GO-péptido, M3N2, M3N2-péptido y M5N3-Asn en presencia de
GDP saturante. Tal y como vimos que ocurria con los parametros
cinéticos, no hay diferencias significativas entre los datos para GO y GO-
péptido. Esto implica que el péptido tampoco es importante para la
union de GO-péptido. En cambio, vimos que FUT8 se une a M3N2-
péptido (Kq= 406 + 159 pM) y no a M3N2 (Tabla 10, Figura 60).
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Figura 60. Datos de ITC para la unién de M5N2-Asn, M3N2-péptido y M3N2
frente a FUT8 en presencia de un exceso de GDP (1mM). Arriba: termograma
(potencia térmica frente a tiempo). Abajo: Isoterma de union (calor normalizado

frente a ratio molar).

De hecho, no pudimos determinar la Kq para M3N2 (Tabla 10). Esto
claramente nos sugiere que el péptido mayormente juega un papel
importante en la union de M3N2-péptido y es la razon por la cual este
N-glicano es sustrato de FUT8, aunque tenga una afinidad moderada.
Ademads, tampoco pudimos observar un perfil de titulacién de unién para
M5N2-Asn, probablemente porgue fue uno de los peores sustratos para
FUTS8. Un analisis detallado de los pardmetros termodinamicos indica
gue la union de los distintos aceptores de FUT8 estan entropicamente
dirigidos (-TAS), mientras que la uniéon de GDP se vio favorecida por
una ganancia en entalpia (AH), (Figura 59B, panel inferior, y Tabla
10), lo que implica distintos comportamientos de interaccion entre estas
moléculas. El perfil termodinAmico mostrado por los diferentes
aceptores puede deberse a la liberacion de un gran numero de
moléculas de agua de la superficie de FUT8 tras la unién del aceptor,
promoviendo la ganancia de entropia de desolvatacion. Por el contrario,
la reduccion significativa en la movilidad del sustrato donor, GDP-
Fucosa, al unirse a la enzima, junto con el gran nimero de enlaces de

hidrégeno entre el GDP y FUT8 son en gran medida los principales
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factores que explican la reduccién en el componente entrépico y la

entalpia favorable.

Tabla 10. Parametros termodindmicos para los N-glicanos y
oligosacaridos unidos a Asn y los N-glicopéptidos frente a FUT8. Ky es
la constante de disociacion (1/K), y AG, AH y -TAS los parametros
termodindmicos. La estequiometria de unién en cada caso es cercana
a 1. Exceptuando el primer ITC, el resto se hicieron en presencia y

ausencia de GDP.

GDP 6,1+1,4 -7,09 £ -5,02+0,4 -2,07 = 0,6
1,65 0,48
GO (con 8+1,3 -6,89 + -2,42 + -4,47 + 1,2
GDP) 1,11 0,15 0,72
GO (sin 318 + -475+2 | 8,35+4,05 -13,1 + 1,6
GDP) 134*=* 6,35
GO-péptido 104 -6,82+2,6 | -3,2+0,56 -3,62 = 0,84
(con GDP) 0,99
M3N2- 406 -46+1,8 7,7+19 @ -123+48 16
péptido 159**
(con GDP)
M3N2 * * * * *
(con GDP)
M5N2-Asn * * * * *
(con GDP)

* No medible bajo nuestras condiciones. Puede deberse a que la unién es

demasiado débil.
** Valores estimados del ajuste.

Como conclusién, aunque el péptido en GO-péptido no tenga un
papel significativo en la unién a FUT8, la presencia de dicho péptido en

M3N2-péptido es clave para su union y catalisis. Estas diferencias
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podrian atribuirse a que GO ya es un muy buen sustrato para FUT8 y el
péptido no contribuye mucho a esta unién ya de por si buena. Sin
embargo, M3N2 es un N-glicano con una unién muy mala y, por tanto,
al afadir el péptido si mejora la unién a FUT8 y por tanto la catalisis.

4.2.4. DINAMICA MOLECULAR Y RMN-NOESY
FRENTE A M3N2-PEPTIDO Y M3N2

Una publicacion reciente (Zhang et al., 2021) plante6 la hipotesis de
gue la presencia del péptido podria impulsar la conformacién anti-y de
la quitobiosa GIcNAc del N-glicano en estado libre. Tal como
demostramos anteriormente, esta conformacion, que es menos estable
en relacion con la conformacién tipica syn-y que se encuentra en
solucion, era necesaria para el reconocimiento y la catalisis de FUT8
(ver apartado 4.2.1 enfocado en el analisis estructural). Para determinar
la veracidad de esa hipoétesis, también realizamos simulaciones de
dindmica molecular (MD) y experimentos de RMN tipo NOESY para
calcular distancias medias internucleares del M3N2-péptido y M3N2. Se
llevaron a cabo simulaciones tanto para el M3N2-péptido como para el
M3N2 a partir de las conformaciones syn y anti de la quitobiosa. Ambos
conférmeros anti cambiaron rapidamente a la conformacion syn mas
estable energéticamente, siendo la preferida entre las cuatro

simulaciones (Figura 61).
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Figura 61. Simulacion de dinamica molecular de M3N2-péptido. La distribucion
de los angulos ®/W¥ derivan de la simulacion de 1 pys de M3N2-péptido
empezando en la conformacién (A) anti y (B) syn. La definicion del angulo
diédrico es ® = H1(B)-C1-(B)-O4(A)-C4(A), y W = C1-(B)-O4(A)-C4(A)-H4.
Ademas, para obtener la evidencia experimental de la conformacion
propuesta, se determinaron distancias medias internucleares a partir de
las pendientes iniciales de las curvas de construccion NOE transitorias
(Figura 62). Se adquirieron varios experimentos 2D-NOESY con un
tiempo de mezcla creciente para el M3N2-péptido y M3N2. La
superposicion de sefiales en el espectro M3N2 hizo imposible la
integracion de suficientes sefales aisladas para calcular cualquier

distancia.

Figura 62. Distancias H1B-H4A y H1B-H5A consideradas para la asignacion
de las conformaciones syn y anti del enlace glicosidico entre los GIcNAc. Las

distancias H1A-H5A y H1B-H5B se usaron como referencia.
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Sin embargo, en el caso del M3N2-péptido fue posible obtener
curvas de acumulacion para varios pares de protones y se calcularon
las pendientes de crecimiento inicial (Figura 63). Las distancias de
referencia HLA-H5A y H1B-H5B se extrajeron de la simulacion MD para
mayor precision (Figura 64), siendo 2,58 A en ambos casos. A
continuacion, se determinaron las distancias interglicosidicas H1B-H4A
y H1B-H5A utilizando la aproximacion de pares de espines aislados que
dan valores de 2,60 y 3,70 A, respectivamente, que son compatibles
solo con una conformacion syn de GIcNAc-B1,4-GIcNAc (Figura 65),
demostrando por tanto que el péptido no induce la conformacién anti de

la quitobiosa.
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Figura 63. Medidas NOESY para M3N2-péptido. (A) Construccion de las
curvas NOE para el par de protones seleccionado. (B) Célculo de la pendiente

inicial (o). (C) Ecuacion empleada para el calculo de las distancias (d).
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Distances measured along MD simulation
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Figura 64. Simulacién de dinamica molecular de M3N2-péptido. Distancias
interatdmicas medidas en 1us de simulacién de M3N2-péptido empezando en
la conformacion syn. Las distancias H1A-H5A y H1B-H5B se extrajeron como
distancias de referencia para el calculo de las distancias de los enlaces

interglicosidicos.

MD distances vs. NMR distances
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Figura 65. Determinacion de la conformacion de M3N2-péptido. Comparacion

de las distancias para H4A-H1B y H5A-H1B medidos de la conformacion syn
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en la simulacion (azul y verde fuerte) y calculado de los datos de RMN (azul y
verde claro).

4.2.5. ESPECTROSCOPIA DE RMN-STD DE FUTS8
FRENTE A GO-PEPTIDO, M3N2-PEPTIDO,
M3N2 Y EL PEPTIDO SIN N-GLICANO

Habiendo establecido que el péptido no conduce a la conformacion
anti desfavorable en el estado libre, realizamos experimentos de RMN-
STD para arrojar luz sobre el papel del péptido en la fucosilacion de los
N-glicanos. RMN-STD permite mapear los epitopos de unién de
ligandos en complejos con grandes moléculas. Inicialmente,
determinamos que el péptido en si mismo no interactia con FUT8 en
ausencia o presencia de GDP, lo que implica que el péptido
probablemente sea reconocido por FUT8 solo en el contexto de un N-

glicopéptido (Figura 66).
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Figura 66. Analisis del espectro de RMN-STD para el péptido (KVANKT) en

complejo con FUT8 en ausencia (A) y en presencia de GDP (B). El espectro
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esta escalado tal y como se indica. La saturacion de proteina se alcanzé
mediante irradiacion a -0,5 ppm.

A continuacion, realizamos RMN-STD para FUT8 frente a M3N2 y
M3N2-péptido en las mismas condiciones descritas anteriormente
(Figura 67-68). Nuevamente, no se observaron sefiales de STD
probablemente debido a la escasa afinidad de estos ligandos con FUTS.
Dado que no pudimos obtener informacién sobre la interaccion del
péptido con FUT8 utilizando el péptido solo o M3N2-péptido, decidimos
realizar experimentos de RMN-STD adicionales utilizando el GO-péptido.

El GO-péptido mostré claramente sefales de STD. Los efectos de STD
para GO-péptido se midieron bajo tiempos de saturacion de RMN
crecientes, produciendo curvas de acumulacion que se usaron para
calcular las tasas de acumulacion, que se normalizaron dandole al valor

mas alto el valor de 100% (Figura 69).
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Figura 67. Analisis del espectro de RMN-STD para M3N2 en complejo con

FUT8 en ausencia (A) y en presencia de GDP (B). El espectro esta escalado
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tal y como se indica. La saturacion de proteina se alcanz6 mediante irradiacion

a -0,5 ppm.
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Figura 68. Analisis del espectro de RMN-STD para M3N2-péptido en complejo
con FUT8 en ausencia (A) y en presencia de GDP (B). El espectro esta

escalado tal y como se indica. La saturacién de proteina se alcanzé mediante

irradiacion a -0,5 ppm.
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Figura 69. Reconstruccion de las curvas de RMN-STD para GO-péptido en

complejo con FUT8 en ausencia (A) y presencia de GDP (B).
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Este procedimiento se llevo a cabo en ausencia y presencia de GDP
para determinar si la union previa de GDP a FUT8 conduce a cambios
en el reconocimiento de GO-péptido. En RMN-STD, cuanto mayor es el
efecto de STD, mas cerca esta la distancia del proton observado a la
proteina. (Figura 70 y Figura 71). Como las sefiales de STD que
surgen de los protones de GIcNAcE y GIcNAc® investigadas se
superpusieron, el andlisis se basa en el promedio de los efectos de STD
de ambos residuos. En ausencia de GDP (Figura 71A), se observa un
efecto STD moderado para cada anillo del azdcar, particularmente H1
y H4 en GIcNAc* que muestra la saturacion de transferencia mas alta.
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Figura 70. Andlisis del espectro de RMN-STD para GO-péptido en complejo
con FUT8 en ausencia (A) y en presencia de GDP (B). El espectro esta
escalado tal y como se indica. La saturacion de proteina se alcanz6 mediante

irradiacion a -0,5 ppm.
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Figura 71. Mapeo del epitopo de union a GO-péptido con FUT8 mediante STD
y llevado a cabo en ausencia (A) y presencia (B) de GDP. La saturacién de la
proteina se alcanzé por irradiacién a -0,5 ppm. Los circulos coloreados
representan la intensidad STD normalizada. Solo se indican las respuestas
STD de los protones que pudieron medirse apropiadamente. Los circulos
vacios indican la suma del solapamiento de intensidades STD entre GIcNAcE
y GIcNACC.

Sorprendentemente, los cuatro grupos acetilo mostraron valores
elevados de STD, especialmente los de GIcNAc* y GIcNACE. La
estructura peptidica mostr6 valores bajos, a lo largo de todo el
fragmento (KVANKT), con sélo sefiales de STD significativas en Asn4,
el residuo glicosilado. El mapa del epitopo coincide cualitativamente
con el que se infiere de la estructura cristalografica de FUT8 en
complejo con GO (cédigo PDB: 6TKV) donde todo el heptasacéarido
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encaja en un surco en forma de Y donde GIcNAc” es el azlicar mas

intimamente reconocido por FUTS.

Cuando el experimento de STD se adquiere en presencia de GDP
(Figura 71B), se observa un aumento general del efecto STD para
todas las sefiales de protones. Este aumento es particularmente
notable para las unidades de azucar A, B, C y D. Aunque del cristal
inferimos que FUT8 reconocia GIcNAcE mejor que GIcNAc®, no
pudimos inferir esos hallazgos del experimento de RMN-STD porque
las sefiales de STD para GIcNAcE y GIcNAc® se superpusieron en los

espectros.

Los protones del péptido también mostraron un aumento en los
efectos de STD, especialmente para Asn4 y Thr6 y en menor medida
Val2, lo que apunta a una interaccién mas cercana del péptido con
FUT8 en presencia de GDP. Sin embargo, y como se mostrd
anteriormente, FUT8 no mostré diferencias en afinidad entre GO y GO-
péptido, lo que implica que el péptido no contribuyd a la unién 6ptima
global de GO hacia FUT8 (Figura 71B).

Los efectos de STD sobre el GDP mostraron un patrén similar al
encontrado en la estructura cristalina del complejo FUT8-GDP-GO.
Ademas, realizamos simulaciones de dinamica molecular de 0,5 us
para GO-péptido y M3N2-péptido unido a FUT8 en presencia de GDP,
mostrando que el péptido era relativamente flexible en ambos
complejos. El enlace de hidrégeno méas poblado entre el péptido vy la
enzima se establecié entre la cadena lateral del Asn4 glicosilado y
Gly217. En GO-péptido, la cadena lateral de Lys5 interactia con Glu373,
y en M3N2-péptido, se encontré un puente de hidrégeno poco poblado
entre la cadena lateral de Thr6é y Asp368. En particular, esta interaccion
podria estabilizar el loop flexible que comprende Asp368 y Glu373, el
cual es clave para la catdlisis y puede explicar por qué el fragmento

peptidico en M3N2 mejora la fucosilacion (Figura 72 y 73).
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Figura 72. Ensamblaje estructural derivado de la simulacién de 0,5 ps llevada
a cabo para FUT8 en complejo con GO-péptido (izquierda) y M3N2-péptido
(derecha). En ambos, GDP esté incluido en la simulacién. Solo el primer frame
de FUT8 se muestra en representacién de superficie blanca. El glicano se
muestra en sticks y el backbone del péptido como cartoon. Los enlaces de
hidrégenos mas poblados entre FUT8 y el péptido también estan indicados

(paneles inferiores).
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a

carbohydrate

Figura 73. Frame representativa obtenida de la simulacion de 0,5 ps del
complejo FUT8-GDP-M3N2-péptido, mostrando el puente de hidrégeno entre
la cadena lateral de Thr6 y Asp368.

En resumen, nuestras mediciones de RMN-STD sugieren que las
dos partes del N-glicopéptido pueden interactuar con FUT8. Sin
embargo, el péptido mostré valores de STD mucho mas bajos,
indicando que hay distancias mas largas a la superficie de la proteina,
lo que implica que el péptido es mas dindmico que el glicano como
encontramos en nuestras simulaciones de MD. La presencia de GDP
en el complejo no cambia drasticamente el epitopo del N-glicano. Sin
embargo, mejora las interacciones de FUT8 con la mayoria de las
unidades de azlcar y los residuos terminales del péptido, lo que
respalda aun mas las diferencias encontradas en Kgs para GO en
ausencia y presencia de GDP. Ademas, el hallazgo de que el péptido
de M3N2-péptido es claramente reconocido por FUT8 proporciona una
explicacién plausible de por qué el péptido de M3N2-péptido podria

mejorar su union a FUT8 y, a su vez, promover la fucosilacion central.

Curiosamente, FUT8 reconoce preferiblemente la secuencia

peptidica Asn-Lys-Thr, que coincide con la de la OST, un complejo
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multimérico que transfiere un oligosacérido preensamblado a residuos
de asparagina seleccionados dentro de la secuencia consenso Asn-X-
Ser/Thr (Mohorko et al., 2011). Esto también implica que estas dos GTs,
muy distantes con diferentes estructuras y distintos sustratos

donadores/aceptores, compartan el mismo sequon.

4.2.6. FUCOSILACION CENTRAL EN CELULAS

Primero examinamos un panel de N-glicoproteinas terapéuticas
recombinantes estudiadas extensamente en células CHO modificadas
por glicoingenieria. Incluimos una inmunoglobulina (IgG1) humana
contra el virus de la rabia, eritropoyetina (EPO) y tres enzimas
lisosomales, llamadas glucocerebrosidasa (GBA), a-galactosidasa
(GLA) y aspartilglucosaminidasa (AGA) (Figura 74). Para obtener una
perspectiva mas global de la fucosilacion central, también realizamos
estudios de knockout (KO) dirigidos a una glicosiltransferasa clave
(Mgat1) que produce N-glicanos con alto contenido de manosas, vy la
GlcNAc-1-fosfotransferasas (GNPTAB) que son responsables de
marcar la M6P de un N-glicano con alto contenido de manosa para el
direccionamiento lisosémico (Figura 74A). Luego realizamos el analisis
de los sitios de N-glicosilacion especificos para monitorear los efectos
sobre la glicosilacion de las proteinas purificadas secretadas por LC-
MS, y solo el glicano mas abundante en cada sitio se presenta en la
Figura 74 para demostrar los principales cambios entre las células de
tipo silvestre (WT) y KO. Cuando se expresan en células CHOWT, estas
N-glicoproteinas llevan distintos repertorios de N-glicanos en los sitios
de N-glicosilacion seleccionados. Las enzimas lisosomales tienen uno
o mas tipos de N-glicanos complejos (principalmente biantenarios) con
0 sin nucleo de fucosa y uno o mas marcados con M6P con alto
contenido de manosa sin nucleo de fucosa (Figura 74B). Cuando la

capacidad de etiquetar con M6P se elimina por el knockout del gnptab
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(KO gnptab), los glicanos de manosas marcados con M6P se convierten
en N-glicanos complejos dependiendo de donde esté el sitio de N-
glicosilacién con fusosilacion central, como se describidé anteriormente
(Tian et al., 2019b). Luego, eliminamos la capacidad para la formacioén
de N-glicanos complejos (KO mgat1) para convertir todos los N-glicanos
en estructuras con alto contenido de manosa (Figura 74C). Los N-
glicanos en las enzimas lisosomales e IgG1 se convirtieron en N-
glicanos con alto contenido de manosa sin nucleo de fucosa, sin
embargo, curiosamente para la EPO, los dos sitios de finales de N-
glicosilacién tuvieron glicanos altos en manosa con nucleo de fucosa.
Estos resultados confirman que FUT8 principalmente fucosila los N-
glicanos complejos, pero también que de forma mas aislada puede
fucosilar determinados sitios de N-glicosilacion con N-glicanos con alto

contenido de manosas.
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Figura 74. (A) Representacion grafica de los genes que participan en los
primeros pasos de la sintesis de N-glicanos. (B y C) In vivo fucosilacion central
de los N-glicanos tras el andlisis de los sitios especificos de las glicoproteinas
recombinantes (IgG1, GLA, GBA, AGA y EPO) producidas en células CHO" y

KO de gnptab y mgatl. Se muestran las estructuras de los glicanos mas
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abundantes para cada sitio de N-glicosilacion de las proteinas producidas. Las
estructuras de los glicanos se confirmaron por espectrometria de masas en
tandem (MS/MS).

42.7. PAPEL DE LOS AMINOACIDOS MAS
CERCANOS AL N-GLICANO EN LA
FUCOSILACION CENTRAL

Nuestros hallazgos de que los sitios de N-glicosilacion con N-
glicanos complejos en Asn19°B* y Asn285°°A no estan fucosilados
implica que otros mecanismos distintos del azucar terminal del brazo a
(1,6) o del brazo a (1,3) estan detras de la fucosilacién central. Para
profundizar sobre la base molecular de esto, inspeccionamos las
estructuras cristalinas de AGA, GLA y GBA. Ademas, también
inspeccionamos los sitios aceptores de N-glicanos de la
mieloperoxidasa humana (MPO) para los cuales se ha demostrado que
Asnl57/Asn317/Asn563 y Asnl89/Asn225 son fucosilados y no
fucosilados, respectivamente (Figura 75). La mayoria de estos sitios
aceptores de N-glicanos estan localizados en loops, tal y como se
esperaba (Aebi, 2013).

La mayoria de los sitios aceptores de N-glicanos inspeccionados
que estaban fucosilados en el nucleo, es decir,
Asn59/Asn146/Asn270CBA, Asn157/Asn317/Asn563MPO y
Asn215/Asn192¢A, estaban expuestos al solvente, permitiendo asi el
acceso de FUT8 al N-glicano y, a su vez, la fucosilacion central (Figura
75). Se podria esperar que la fucosilacion del nlcleo ocurriera solo en
los loops. Sin embargo, Asnl15°¢A y Asn192C¢“* se encuentran en
estructuras secundarias y son fucosilados (Figuras 74 y 75). En
Asn15%¢A aunque el OH6 del GIcNAc mas interno esté involucrado en

un enlace de hidrégeno con el Glu44% de uno de los monémeros que
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forman el dimero, en el otro monémero, esta interaccion no tuvo lugar.
Esto implica que el OH6 del GIcNAc mas interno quedaria accesible
para ser fucosilado por FUT8. Sin embargo, no esta del todo claro por
qué Asn139¢" es fucosilado ya que el grupo acetamida del GIcNAc
més interno y el OH3 establecieron enlaces de hidrégeno con
Aspl75°A. Ademas, el metilo de la acetamida interaccionaba con
Phel49°** por una interaccion CH-m. Todas estas interacciones
probablemente impiden la fucosilacion central. Todos los demas sitios
aceptores de N-glicanos no fucosilados, Asn19¢84 Asn189/Asn225MP0
y Asn2854¢A, participan en diferentes interacciones con los aminoacidos
circundantes de los sustratos aceptores. EI GIcNAc mas interno
interactda con los residuos de alrededor de la siguiente manera: a) el
GIcNAc participa en una interaccion CH-1 con las cadenas laterales de
Tyr22%8A y Trp369"7°; b) el grupo acetamido del GIcNAc establecié
enlaces de hidrégeno con el backbone de Val199“° y |a cadena lateral
de GIn201MPO y Thr2874CA; y ¢) el OH6 del GIcNAc fue reconocido por
enlaces de hidrégeno con las cadenas laterales Asp2584¢*y Ser227MP0
(Figura 75). Para estos casos particulares, es razonable que no puedan
ser fucosilados ya que el acceso de FUTS8 al sitio aceptor de N-glicanos
estd impedido. Ademas, los residuos que no interactdian con los sitios
aceptores de N-glicanos, como [le5CBA,
Asn192/Leu194/Leul96/Leu373MPC y Val286~°*, también impedirian la

fucosilacion del nicleo debido a choques estéricos con FUTS.

Finalmente, realizamos simulaciones en los N-glicanos de MPO,
GLA, GBA y EPO presentes en las estructuras cristalinas. Hay que
notar que, para EPO, Asn24, Asn38 y Asn83 en la estructura cristalina
corresponden a Asn51, Asn65 y Asnl10 en la secuencia completa.
Ademas, en el caso de la proteina EPO, tres residuos de Lys de la
estructura cristalina (Lys24, Lys38 y Lys83), que correspondia a

residuos de Asn en la proteina de tipo silvestre, se cambiaron a Asn y
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un resto GIcNAc se afadi6 manualmente para comprender cémo el
azucar podria afectar la unibn de FUT8. Para MPO y GBA, no
analizamos todos los N-glicanos porque no habia azUcares unidos en
todos los residuos de Asn. En general, encontramos que los residuos
de GIcNAc méas susceptibles a la fucosilacion son aquellos que
muestran el mayor nivel de area expuesta al solvente (SASA). Por lo
tanto, el GIcNAc unido a Asn19%®* proporciona un valor de SASA bajo,
y esto esta de acuerdo a la ausencia de fucosilacion. Por otro lado, el
GIcNAc unido a los residuos Asn317MPO, Asn192C%, Asn139¢MA
Asn24EPO Asn38EP° o Asn83EFC exhibe valores altos de SASA, lo que
explica la tendencia de estos residuos a sufrir fucosilacién. La Unica
excepcion es el GIcNAc en Asn215°, que presenta un valor bajo de

SASA y muestra una clara preferencia por ser fucosilado (Figura 76).

En conclusién, no sdlo la naturaleza del brazo a (1,3) o a (1,6) del
N-glicano interviene en la fucosilacion de FUT8, sino que ademas
puede ser modulada por el entorno del N-glicano que rodea a los
aminodcidos del sustrato aceptor. En particular, los residuos que
interactian con el GIcNAc mas interno (por ejemplo, el azlcar per se o
posiciones especificas como el grupo acetamido o el OH6) y los
residuos gque no interacttan con el N-glicano pueden bloguear el acceso
de FUT8 al N-glicano, impidiendo la fucosilacion del nicleo. Esto por

tanto proporciona otra via para regular la fucosilacion central.
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Figura 75. Estructuras amplificadas de los N-glicanos de GBA, MPO, AGA y
GLA. Hay que prestar atencion a que MPO, AGA y GLA son estructuras
diméricas (representadas en color gris y marron) mientras que GBA es
monomérica (gris). Asn y los residuos alrededor del N-glicano se muestran

como sticks con los &tomos de carbono en gris/marrén y verde,
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respectivamente. Las interacciones mediante enlace de hidrégeno se muestras
como lineas punteadas de color magenta. La numeracion de los residuos en

las estructuras no se corresponde con la numeracion de la proteina completa.
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Figura 76. Ensamblaje estructural obtenido de la simulaciéon de 0,5 ps de MPO
(codigo del PDB: 1D2V), GLA (cédigo del PDB: 1R46), GBA (cédigo del PDB:
5LVX) y EPO (cédigo del PDB: 1CN4). Las proteinas se muestran en cartoon
y los glicanos como sticks. El area de la superficie accesible al solvente (SASA)
se muestra para el grupo hidroximetilo que es el grupo que sera potencialmente
fucosilado por FUTS8. El GIcNAc del residuo Asn19, que muestra uno de los

SASA més bajos no esta fucosilado.
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

5.1. EFECTORES DE LA FAMILIA NleB/SseK

Entender por qué Salmonella entérica presenta tres efectores que
son ortélogos de la NleB es complicado ya que hay muchas diferencias
tanto en los patégenos en si (Salmonella entérica, E.coli EPEC/EHEC,
Citrobacter rodentium), como en la localizacién de dichos efectores
dentro de las células huésped. Con nuestro estudio, hemos podido
elucidar la base molecular de la especificidad de sustrato que presentan
y que recae en un unico residuo, variable entre los efectores SseK y
NleB, y que se localiza en la interfaz del complejo NleB/SseK-sustrato.
La mutacion de dicho residuo (Ser28655°K! o Asn3025%eK2 g TyNIeB/NleBl)
confiere a dichos mutantes la capacidad de alcanzar parametros
cinéticos y termodinamicos Optimos. Ademas, con esta mutacion
conseguimos hacer activos a los mutantes S286YSseKl y N302YSsek?
frente a sustratos que no lo son originalmente (FADDPP para SseK1 'y
DR3PP para SseK?2). Gracias a esto, también se le confiere al patégeno
Salmonella una mayor supervivencia y abundancia en la infeccion de
macrofagos. Esto ocurre ya que este residuo que mutamos, confiere
estabilidad a la interaccion entre el residuo aceptor del sustrato (un
residuo de arginina) con la base catalitica. Dentro de nuestro
conocimiento, es la primera vez que una Unica mutacién es capaz de
activar una enzima con parametros cinéticos éptimos frente a sustratos
proteicos por los que no presenta ninguna actividad. En general,
nuestro estudio proporciona las bases moleculares de las diferencias
entre la especificidad de sustrato de los efectores NleB/SseK y ofrece

pistas sobre la patogénesis molecular de los enteropatégenos.
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Dentro del contexto en el que se ha desarrollado la presente tesis

doctoral, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

e Se han conseguido identificar los residuos clave de la
interaccion enzima-sustrato proteico del complejo NleB1EPEC-
UDP-FADDPP para producir los mutantes seleccionados en este
estudio.

e Se ha conseguido expresar y purificar dichos mutantes, y
posteriormente caracterizarlos cinéticamente y
termodinamicamente frente a los dos sustratos, FADD™® y
DR3PP,

e En general, los residuos mutados confieren una mayor afinidad
a dichos mutantes para FADDPP, siendo una mutacién simple en
las posiciones Ser286 de SseK1l y Asn302 de SseK2 a Tyr la
gue conlleva a alcanzar los parametros mas éptimos de catalisis
y unidn asemejandose a los efectores NleB.

e Frente a FADDPP en la posicion Ser2865¢K! o Asn3025%¢K2 g|
mejor residuo es una tirosina, seguida de asparagina, Yy
finalmente tanto un residuo de serina como de isoleucina
inactivan a las enzimas. Para DR3PP, el mejor residuo es
también una tirosina, seguido de serina y de isoleucina, y
finalmente un residuo de asparagina las inactiva.

e Los mutantes S286YSseK! y N302YSseK2 expresados en una cepa
de Salmonella enterica en las que los genes codificando para
SseK1, SseK2 y SseK3 han sido eliminados presentan una
mayor proliferacion en la infeccibn de macréfagos, vy
probablemente produce una cepa mas virulenta si estas

mutaciones fuesen presentes en las tres enzimas.
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5.2. FUTS8

FUT8 es la Unica enzima responsable de la fucosilacién central en
N-glicoproteinas de mamiferos. A pesar de muchos afios de
investigacion sobre FUT8, su mecanismo de reaccién permanecia
desconocido y el requisito de un GIcNAc terminal en el brazo a (1,3) del
N-glicano para una fucosilacion 6ptima no se entendia bien. Con la
resolucion de la estructura apo, se elucid6 la arquitectura de la enzima,
sin embargo, esta estructura no ofrecia pistas sobre el mecanismo de

reaccion o el reconocimiento del sustrato.

A lo largo de la presente tesis, hemos conseguido determinar la
estructura cristalina del complejo HsFUT8-GDP-GO, concluyendo que
la enzima sufre grandes cambios conformacionales en presencia de los
ligandos, GDP/GDP-Fucosa y el N-glicano. Lo especial de estos
cambios conformacionales, se debe a que el movimiento inducido por
GDP vy probablemene GDP-Fucosa trae los residuos que son
necesarios para el reconocimiento de GDP-Fucosa/GDP y en parte GO.
En cuanto a las caracteristicas del N-glicano, lo llamativo es la
conformacion anti-y que adopta la estructura de la quitobiosa, que es

mas inestable que la conformacién syn-y encontrada en disolucion.

El sitio de reconocimiento del N-glicano es un exositio formado por
los loops B10-B11 y el dominio SH3. Los dominios SH3 son dominios
pequefios que no cumplen una funcion catalitica dentro de la proteina,
se pueden encontrar en numerosas proteinas multidominio cuyas
funciones pueden ser muy variadas. Generalmente actian como sitios
de anclaje para la unién de sustratos y la formacion de complejos supra-
macromoleculares, ademas es comuin que estén involucrados en
transduccién de sefiales en el citosol (Mayer, 2001). Segun un estudio
de Tomida et al., este dominio es muy importante para la actividad, y

nuestro trabajo explicaria el motivo de esa importancia. Ademas, con
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nuestro trabajo demostramos por primera vez que el dominio SH3 de
FUTS8 interacciona con glicanos, lo cual no se habia visto anteriormente
y es un hallazgo que demuestra que estos dominios puedes ser

versatiles y reconocer otras moléculas diferentes a proteinas.

La desregulacion de FUT8 se relaciona con un gran numero de
diferentes patologias. Con la aplicacion de nuestro estudio
multidisciplinar hemos encontrado dos potenciales mecanismos que
estan detras de las preferencias de sustrato de FUT8. En el primero, los
residuos de los brazos a (1,3)/a (1,6) determinan el reconocimiento de
FUT8 en N-glicanos complejos o N-glicanos ricos o mas pobres en
manosas, siendo los primeros los preferidos por la enzima. El segundo
modulador de la fucosilacién esta impulsado por la naturaleza de los
residuos del entorno del sitio de N-glicosilacion. Las interacciones
mediante enlaces de hidrégeno junto con los residuos no
interaccionantes de la proteina, bloquearian la unién de FUT8 a los N-

glicanos, impidiendo la fucosilacion.

Aungue FUT8 reconoce los aminoacidos subyacentes y, en
particular, el sequon OST, este reconocimiento probablemente no sea
importante en el proceso general de fucosilacion en N-glicanos
complejos. Por el contrario, encontramos que el reconocimiento de
péptidos es clave para la fucosilacién de N-glicanos ricos 0 mas pobres
en manosas. También descubrimos que algunos sitios aceptores de N-
glicanos complejos no estan fucosilados en las células debido a los
residuos de aminoacidos circundantes, que pueden interactuar con el
GIcNAc mas interno de los N-glicanos o chocan estéricamente con
FUTS.

Del trabajo realizado en esta parte de la tesis, se obtienen las

siguientes conclusiones:
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Se ha conseguido expresar y purificar la enzima HsFUT8 para
posteriormente caracterizar su especificidad de sustrato.

La obtencién de la estructura cristalina del complejo HsFUT8-
GDP-GO ha permitido elucidar el mecanismo catalitico de la
enzima.

La quitobiosa del N-glicano adopta una conformacion anti-y la
cual es indispensable para la fucosilacion de HsFUTS8.

La interaccion CH- entre Tyr498 y C®° es crucial para la
correcta orientacion de los aztcares en el complejo.

FUT8 sigue el tipico mecanismo Sn2 encontrado para las GTs
de inversion y en el que un residuo de glutamato actia como
base catalitica.

La existencia del exositio formado por el loop B10-f11 y el
dominio SH3 es responsable del intimo reconocimiento del
GIcNAc del brazo a (1,3). Los residuos de este exositio
determinan el reconocimiento de los N-glicanos complejos, asi
como de aguellos son ricos y algo mas pobres en manosas.
Preferentmente este exositio determina las preferencias de
HsFUT8 sobre los N-glicanos complejos.

Los residuos del entorno de los sitios de N-glicosilacién
determinan también la fucosilaciéon ya que pueden impedir el
acceso de FUT8 y por tanto bloquear este tipo de glicosilacion.
El péptido es solo importante in vitro y in vivo cuando se
pretende glicosilar N-glicanos ricos y algo mas pobres en

manosas.
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7. ABREVIATURAS

NleB. Non LEE effector B

ADN. Acido desoxirribonucleico

E. coli EHEC. Escherichia coli enterohemorragica
E. coli EPEC. Escherichia coli enteropatogénica
FADDPP. Fas-associated death domain

DR3. Death receptor 3

S. entérica. Salmonella enterica

wt. wild type o silvestre

TEV. Tobbaco Etch Virus

SOB. Medio super 6ptimo (Super optimal broth)

SOC. Medio super 6ptimo con represion de catabolitos (Super optimal
broth with

catabolite repression)

LB. Caldo de Lisogenia (Lysogeny broth)

ARN. Acido ribonucleico

IPTG. isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido
2xTY. 2x triptona de extracto de levadura

TRIS. Tris(hidroxietil)Jaminometano

SDS. Dodecilsulfato sédico

UDP. Uridin difosfato

ATP. Adenosin trifosfato

GDP. Guanosin difosfato




220 Capitulo 7: Abreviaturas

GlcNAc. N-Acetilglucosamina

PBS. Tampon fosfato salino

GFP. Proteina verde fluorescente (Green fluorescent Protein)
CHO. Células de ovario de hamster (Chinese hamster ovary)

HEK293. Células embrionarias de rifion humano 293 (Human

embryonic kidney)

PMSF. Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
FUT8. Fucosiltransferasa 8

VPA. Acido valproéico

DTT. Ditiotreitol

TFA. Trifluoroacético

ACN. Acetonitrilo

APTS. Acido p-toluensulfonico
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8. APENDICES

8.1. MEDIOS DE CULTIVO Y RECETAS

SOB (60 ml

-1,2 g triptona

-0,3 g extracto de levadura
-0,03 g NaCl

SOC (60 ml

-10 ml SOB

-57,6 )l MgCI2 2 M

-200 pl Glucosa 1 M

LB/Agar (400 ml)

-4 g triptona

-2 g extracto de levadura
-4 g NacCl

-6 g agar

LB (11

-10 g triptona

-5 g extracto de levadura
-10 g NaCl

2xTY (11

-15 g triptona

-10 g extracto de levadura
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-5 g NaCl

Tampon de carga de proteinas 4x (10 ml)

-2,4ml Tris 1 M, pH 6,8
-0,8 g SDS

-4 ml 100% Glicerol

-1 mg azul de bromofenol
-1 ml B-mercaptoetanol

Gentamicina (10 ml)

-1 g ampicilina
-10 ml H20 destilada

Ampicilina 100 mg/ml (10 ml)

-1 g ampicilina

-10 ml H20 destilada
PBS (11

-8 g NaCl

-0,2 g KClI

-1,44 g NazHPO,
-0,24 g KH2PO4

Cocktail inhibidor de proteasas

-PMSF 20 mM
-Leupectina 1 mM

-Benzamidina 200 mM
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8.2. PROPIEDADES DE LAS PROTEINAS
RECOMBINANTES

Se recogen a continuacion las propiedades de las proteinas
recombinantes silvestres con las que se ha trabajado a lo largo de esta
tesis. Si bien a nivel experimental se tuvieron en cuenta, no se incluyen
las de los respectivos mutantes debido a que la diferencia es muy
escasa Y solo conlleva sutiles variaciones en el valor de los diferentes

parametros.

8.2.1. SseKl

VTNRDIQFTSFNGKDYPLSFLDEKTPLLFQWFERNPARFGKNDIPIIN
TEKNPYLNNIIKAATIEKERLIGIFVDGDFFPGQKDAFSKLEYDYENIKV
IYRNDIDFSMYDKKLSEIYMENISKQESMPEEKRDCHLLQLLKKELSDI
QEGNDSLIKSYLLDKGHGWFDFYRNMAMLKAGQLFLEADKVGSYDL
STNSGCIYLDADMIITEKLGGIYIPDGIAVHVERIDGRASMENGIIAVDR
NNHPALLAGLEIMHTKFDADPYSDGVCNGIRKHFNYSLNEDYNSFCD
FIEFKHDNIIMNTSQFTQSSWARHVQ

NUumero de aminoacidos: 316

Peso molecular: 36538,26 Da

pl teérico: 4,99

Numero de residuos cargados positivamente (Asp + Glu): 50
Numero de residuos cargados negativamente (Arg + Lys): 35

Coeficiente de extincién molar: 38850 M'cm™ (a 280 nm en agua,

asumiendo que todas las cisteinas estan reducidas)
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8.2.2. SseK2

GGTLSPPSSGHVSFAGIDYPLLPLNHQTPLVFQWFERNPDRFGQNEI
PIINTQKNPYLNNIINAAIIEEKERIIGIFVDGDFSKGQRKALGKLEQNYR
NIKVIYNSDLNYSMYDKKLTTIYLENITKLEAQSASERDEVLLNGVKKS
LEDVLKNNPEETLISSHNKDKGHLWFDFYRNLFLLKGSDAFLEAGKP
GCHHLQPGGGCIYLDADMLLTDKLGTLYLPDGIAIHVSRKDNHVSLE
NGIIAVNRSEHPALIKGLEIMHSKPYGDPYNDWLSKGLRHYFDGSHIQ
DYDAFCDFIEFKHENIIMNTSSLTASSWR

NUumero de aminoacidos: 317

Peso molecular: 35953,68 Da

pl tedrico: 6,01

Numero de residuos cargados positivamente (Asp + Glu): 40
Numero de residuos cargados negativamente (Arg + Lys): 33

Coeficiente de extincion molar: 42860 Mcm™ (a 280 nm en agua,

asumiendo que todas las cisteinas estan reducidas)

8.2.3. NleB1FHEC

SFAGKEYPLEPIDEKTPILFQWFEARPERYEKGEVPILNTKEHPYLSNI
INAAKIENERIIGVLVDGNFTYEQKKEFLSLENEYQNIAII'YRADVDFSM
YDKKLSDIYLENIHKQESYPASERDNYLLGLLREELKNIPEGKDSLIES
YAEKREHTWFDFFRNLAMLKAGSLFTETGKTGCHNISPCSGCIYLDA
DMIITDKLGVLYAPDGIAVHVDCNDEIKSLENGAIVVNRSNHPALLAGL
DIMKSKVDAHPYYDGLGKGIKRHFNYSSLHDYNAFCDFIEFKHENIIP
NTSMYTCSSW

NUmero de aminoacidos: 302
Peso molecular: 34680,18 Da

pl tedrico: 5,07
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NUumero de residuos cargados positivamente (Asp + Glu): 48
NUumero de residuos cargados negativamente (Arg + Lys): 32

Coeficiente de extincién molar: 43695 M'cm™ (a 280 nm en agua,
asumiendo que todas las cisteinas estan reducidas)

8.2.4. FADDP

GEEDLCAAFNVICDNVGKDWRRLARQLKVSDTKIDSIEDRYPRNLTE
RVRESLRIWKNTEKENATVAHLVGALRSCQMNLVADLVQEVQQARD
LQNRSGA

NUumero de aminoacidos: 100

Peso molecular: 11439,89 Da

pl tedérico: 6,79

Numero de residuos cargados positivamente (Asp + Glu): 16
Numero de residuos cargados negativamente (Arg + Lys): 16

Coeficiente de extinciéon molar: 12490 M*cm™ (a 280 nm en agua,

asumiendo que todas las cisteinas estan reducidas)

8.2.5. DR3P

GPQLYDVMDAVPARRWKEFVRTLGLREAEIEAVEVEIGRFRDQQYEMLKR
WRQQQPAGLGAVYAALERMGLDGCVEDLRSRLQRGP

NUmero de aminoacidos: 86
Peso molecular: 9976,41 Da
pl tedrico: 6,51

Numero de residuos cargados positivamente (Asp + Glu): 14
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Numero de residuos cargados negativamente (Arg + Lys): 14

Coeficiente de extincién molar: 15470 Mcm™ (a 280 nm en agua,
asumiendo que todas las cisteinas estan reducidas)

8.2.6. HsFUTS8

RIPEGPIDQGPAIGRVRVLEEQLVKAKEQIENYKKQTRNGLGKDHEIL
RRRIENGAKELWFFLQSELKKLKNLEGNELQRHADEFLLDLGHHERS
IMTDLYYLSQTDGAGDWREKEAKDLTELVQRRITYLQNPKDCSKAKK
LVCNINKGCGYGCQLHHVVYCFMIAYGTQRTLILESQNWRYATGGW
ETVFRPVSETCTDRSGISTGHWSGEVKDKNVQVVELPIVDSLHPRPP
YLPLAVPEDLADRLVRVHGDPAVWWVSQFVKYLIRPQPWLEKEIEEA
TKKLGFKHPVIGVHVRRTDKVGTEAAFHPIEEYMVHVEEHFQLLARR
MQVDKKRVYLATDDPSLLKEAKTKYPNYEFISDNSISWSAGLHNRYT
ENSLRGVILDIHFLSQADFLVCTFSSQVCRVAYEIMQTLHPDASANFH
SLDDIYYFGGQNAHNQIAIYAHQPRTADEIPMEPGDIIGVAGNHWDG
YSKGVNRKLGRTGLYPSYKVREKIETVKYPTYPEAEK

NUumero de aminoacidos: 508

Peso molecular: 58499,47 Da

pl teérico: 6,92

Numero de residuos cargados positivamente (Asp + Glu): 69
Numero de residuos cargados negativamente (Arg + Lys): 67

Coeficiente de extincién molar: 90760 Micm™ (a 280 nm en agua,

asumiendo que todas las cisteinas estan reducidas)

8.3. LOS AMINOACIDOS

En la Figura 77 podemos ver todos los aminoacidos con las distintas

nomenclaturas que podemos encontrar.
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Figura 77. Clasificacion de los aminoacidos segln su estructura. Se muestran

junto a cada uno el nombre y la nomenclatura de 3 letras que los representa.



