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1. VISIÓN GENERAL 
La diversidad de formas proteicas (el proteoma) es sorprendentemente mayor a lo 

que se podría predecir por el número de secuencias codificantes de proteínas 

existentes en el genoma. Esto se debe principalmente a los mecanismos de edición 

y modificación a nivel de ADN, ARN y proteínas (Walsh et al., 2005) así como a 

la existencia de diferentes promotores alternativos a nivel genómico (Landry et al., 

2003). Así mismo, el proteoma alcanza un nuevo nivel de complejidad a causa de 

las modificaciones a las proteínas durante o tras su ensamblaje en los ribosomas. 

Estas trasformaciones químicas, denominadas modificaciones postraduccionales 

(MPTs) (Tabla 1.1), incrementan la variabilidad del proteoma y alteran la 

localización, estructura, función, actividad e interacción de las proteínas 

modificadas. Tanto la cadena peptídica, como los grupos funcionales de las cadenas 

laterales sirven como aceptores químicos para reacciones enzimáticas, no 

enzimáticas e incluso autocatalizadas que dan lugar a más de 200 MPTs conocidas 

actualmente (Conibear, 2020).  

Tabla 1.1. MPTs más importantes y sus principales funciones. Se muestra en la figura la relación 
entre la importancia de las MPTs y el buen funcionamiento las mismas para mantener unas 
condiciones fisiológicas correctas. 
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De manera general, las MPTs podrían dividirse en tres grupos distintos: el primero 

y el segundo grupo engloban tanto la adición química de grupos funcionales como 

de complejos, respectivamente. Las modificaciones que añaden cadenas 

polipeptídicas conformarían el tercer grupo. Dejando a un lado esa robusta 

clasificación, las 10 MPTs más estudiadas son las siguientes: fosforilación, 

acetilación, ubiquitinación, metilación, glicosilación, SUMOilación, lipidación 

(palmitoilación, miristoilación y prenilación) y sulfatación  (Ramazi & Zahiri, 

2021). En adición a las MPTs mencionadas, merece la pena destacar la importancia 

de la formación de puentes disulfuro entre cisteínas para mejorar la estabilidad 

estructural proteica (Swaisgood, 2005) (Tabla 1.1). 

Entre los cientos de MPTs identificadas, muchas de ellas han sido reconocidas 

como las responsables del mantenimiento de la homeostasis, siendo la 

desregulación de esas modificaciones las causas o causantes de muchas patologías 

(Tabla 1.1) (Ohtsubo & Marth, 2006; Schjoldager & Clausen, 2012). La regulación 

de todas estas modificaciones está dirigida por un gran número de enzimas entre las 

que destacan quinasas, proteasas y diferentes enzimas de las que aún no se conoce 

su mecanismo de acción. Específicamente, a la adición de glicanos o carbohidratos 

en aminoácidos específicos de la cadena peptídica de las proteínas o en lípidos se 

le denomina glicosilación. Entre las MPTs, es la más regulada, compleja y 

abundante en el ser humano, encontrándose al menos una de cada cinco proteínas 

del proteoma glicosilada (Apweiler et al., 1999; Khoury et al., 2011).  

La biosíntesis de disacáridos, oligosacáridos y polisacáridos involucra la acción de 

cientos de diferentes glicosiltransferasas (GTs) (EC 2.4.x.y), enzimas que catalizan 

la transferencia de grupos azucarados desde moléculas donadoras hasta moléculas 

receptoras específicas, formando enlaces glicosídicos. Estas proteínas pueden 

clasificarse según su mecanismo de acción como enzimas de retención o de 

inversión en función de la estereoquímica de los sustratos y productos de reacción 
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(Sinnott, 1990). De todas formas, la clasificación de glicosiltransferasas es un tema 

en constante actualización debido a las numerosas características por las que se 

pueden agrupar. La base de datos de enzimas que procesan carbohidratos o CAZy, 

por sus siglas en inglés, se encarga de intentar ordenar o clasificar las 

glicosiltransferasas en diferentes grupos, siendo un buen referente para saber a qué 

grupo pertenece la enzima objetivo del estudio (“CAZy Database”; 

http://www.cazy.org) (Drula et al., 2022). 

Por otro lado, cuando se menciona la glicosilación, los dos tipos de glicosilación 

más frecuentes son la N-glicosilación sobre residuos de asparagina (Paulson & 

Colley, 1989) y la O-glicosilación en treonina y serina, que puede ocurrir de manera 

menos frecuente en tirosinas e hidroxilisinas (Stanley, 2011; Steentoft et al., 2013).  

1.1. Modificaciones postraduccionales: O-glicosilación. 
Todos los tipos de O-glicosilación ocurren en proteínas de la vía secretora, 

exceptuando un tipo de glicosilación que añade GlcNAc en el citosol (Holt et al., 

1987).  El resto de tipos, que ocurren en proteínas secretadas, son la adición de O-

N-acetilgalactosamina, O-xilosa, O-manosa, O-galactosa, O-fucosa y O-glucosa 

(Jentoft, 1990)(Figura 1.1.). La completa síntesis de estas modificaciones puede 

dividirse en dos pasos principales: la iniciación, en el que las glicosiltransferasas se 

encargan de reconocer el motivo en el aminoácido aceptor y enlazar el primer 

monosacárido, y la elongación o procesamiento, en el que numerosas enzimas 

añaden de manera secuencial los azúcares que son necesarios para la síntesis de los 

glicanos complejos (Joshi, Narimatsu, Schjoldager et al., 2018).  

La complejidad que subyace tras la O-glicosilación se debe a la necesidad de 

sincronizar de manera perfecta y secuencial la regulación de abundantes enzimas 

(Figura 1.1), que en conjunto generan diferentes tipos de conjugados glicosilados 

de diferente estructura y función (Joshi et al., 2018; Schjoldager & Clausen, 2012). 

http://www.cazy.org/
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Figura  1.1. Vías de O-glicosilación en los diferentes reinos. Fuente (Joshi et al., 2018). 

1.2. O–Glicosilación de tipo GalNAc. 
De cualquier forma, entre los tipos de O-glicosilación mencionados es de especial 

interés e importancia la glicosilación de tipo O-GalNAc, también conocida como 

tipo mucina, por su excepcional complejidad en la etapa de iniciación, seguida de 

una etapa de elongación regulada por una sola enzima en la mayoría de casos.  Esta 
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etapa de iniciación está controlada por más de 20 isoformas diferentes de las UDP-

N-α-acetil-α-D-galactosamina N-acetilgalactosaminiltransferasas polipeptídicas (o 

ppGalNAc-Ts) que se encargan de añadir un grupo GalNAc a un residuo de treonina 

o serina. La redundancia parcial de tal número de isoformas se explica porque, 

aunque realicen la misma reacción de transferencia, cada una de las isoformas 

tienen selectividades contextuales y patrones de actividad y expresión diferentes 

(Bennett et al., 2012; Hurtado-Guerrero, 2016; Schjoldager & Clausen, 2012; Ten 

Hagen et al., 2003).  

La segunda etapa o elongación del α-GalNAc, a diferencia de la iniciación, está 

típicamente controlada en todas las células por una galactosiltransferasa de 

inversión de seguimiento (“follow-up), localizada en el aparato de Golgi, 

denominada C1GalT1 o core 1 – T – Synthase. Esta enzima se encarga de añadir 

un grupo de galactosa al GalNAc unido al residuo de treonina y serina. Tras esta 

elongación, se comienzan a formar los altamente glicosilados dominios de tipo 

mucina, que tienen funciones de elevada importancia como la señalización celular 

y la defensa en diferentes epitelios (Kufe, 2009; Varki et al., 2022).  

El mal funcionamiento de C1GalT1 provoca una glicosilación aberrante que puede 

ocasionar desregularización en la mayoría de procesos fisiológicos, entre ellos la 

homeostasis tisular y del sistema inmune y la protección e integridad de barreras 

epiteliales (Wandall et al., 2021; Zeng et al., 2020, 2021). Además, en procesos 

tumorales agresivos se encuentra muy presente este tipo de glicosilación aberrante 

(Cummings, 2019; Kudelka et al., 2015).  

Debido a la relevante importancia de esta proteína en estos procesos enunciados y 

a su rol en la elongación de O-glicanos, se propone esta tesis doctoral en la que se 

pretende estudiar estructural y mecanísticamente el funcionamiento de C1GalT1.  
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2. INTRODUCCIÓN  
2.1. Las Mucinas 
La mucosa es un componente secretado, viscoso y gelatinoso que cubre la mayoría 

de superficies epiteliales en diferentes organismos. Se encuentra formado por agua, 

sales, inmunoglobulinas, proteínas secretadas y mucinas. Estas últimas son 

proteínas de elevado peso molecular que se caracterizan por su elevado nivel de 

glicosilación. Tan solo el 25 % del peso total de estas proteínas se debe a su cadena 

polipeptídica, correspondiendo el 75 % de su peso molecular restante a los glicanos 

que la forman (Bansil et al., 1995). Descubiertas y descritas por primera vez hace 

más de 100 años, estas proteínas se encuentran tanto en las secreciones mucosas 

como en las superficies endoteliales formando barreras protectoras ricas en 

glicanos, revistiendo la superficie luminal de las células endoteliales para separarlas 

las condiciones abrasivas químicas y microbiológicas de, por ejemplo, el intestino 

(Paone & Cani, 2020).  

Son el tipo de proteínas que más O-glicanos contienen, haciendo que el tipo de 

glicosilación relacionada con ellas se denomine también glicosilación de tipo 

mucina, variando la longitud de estos desde monosacáridos hasta cadenas con más 

de 30 carbohidratos unidos. Entre estos glicanos presentes en las mucinas se 

incluyen, por ejemplo, los epítopos de los grupos sanguíneos (Varki et al., 2022). 

2.1.1. Estructura y funciones principales de las mucinas. 

Las mucinas son proteínas con cientos de modificaciones postraduccionales, en la 

que destacan sobre todo la presencia de glicanos heterogéneos elongados a partir de 

la O-glicosilación de tipo GalNAc unidos a la cadena polipeptídica de la proteína, 

a la cual se le denomina apomucina. Este tipo de modificación postraduccional 

comienza en el aparato de Golgi (Röttger et al., 1998), con la transferencia de un 

grupo GalNAc a un residuo de serina o treonina mediante un enlace O-glicosídico. 
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En menor medida, también pueden encontrarse residuos sulfatados, fosforilados e 

incluso residuos con N-glicanos unidos a ellos (Chugh et al., 2015). Actualmente 

se han identificado más de 20 genes que codifican proteínas del tipo mucina (MUC). 

Aunque se clasifiquen en dos tipos en función de si son proteínas secretadas o 

proteínas transmembrana (Rachagani et al., 2009), ambos tipos se encuentran 

implicados en la regulación u homeostasis de células epiteliales, actuando como 

principal barrera de defensa de dichas células (Chugh et al., 2015). Mucinas 

secretadas serían, por ejemplo, MUC2, MUC5AC, MUC5AB, MUC6, MUC7 y 

MUC19 (Figura 2.1), las cuales no tienen dominio transmembrana y además tienen 

en común un dominio en el extremo C-terminal con abundantes residuos de cisteína 

y un dominio denominado Factor D de von Willebrand (vWF-D), que tienen como 

función la oligomerización entre ellas, otorgándoles a estas proteínas su 

característica consistencia gelificada (Bansil et al., 2013; Pérez-Vilar & Hill, 1999).  

El otro grupo de mucinas se caracteriza por anclarse a la superficie celular mediante 

un dominio intermedio transmembrana, de ahí el nombre del grupo al que 

pertenecen. Forman parte de la clasificación de proteínas ancladas a membrana de 

tipo I, lo que significa que tienen la región del N-terminal en la parte extracelular y 

una cola citoplasmática orientada hacia la parte citosólica (Olson et al., 2005) 

(Figura 2.2). También tienen dominios externos, tanto en la parte extracelular como 

intracelular, que pueden llegar a extenderse hasta 100 nm más allá de la superficie 

de la célula, ayudando en su implicación en las vías de señalización celular, en el 

caso de las colas citosólicas, y potenciando la defensa celular en los extremos 

extracelulares. A este grupo pertenecen proteínas como MUC1, MUC3, MUC4, 

MUC12, MUC16 y MUC17. La heterogeneidad y complejidad estructural de estas 

proteínas se explica gracias a las diferentes modificaciones postraduccionales que 

sufren, aunque principalmente la mayoritaria es la O-glicosilación (Hollingsworth 

& Swanson, 2004). 
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Figura 2.1 Mucinas de transmembrana y secretadas. Representación gráfica y localización de 
mucinas secretadas y de transmembrana en el epitelio intestinal. Se encuentran representada las 
diferentes zonas comunes en las mucinas transmembrana (abajo izquierda) y específicamente la 
estructura de MUC2, una mucina secretada (arriba derecha). Aparecen representadas el inicio y 
elongación de la glicosilación específica en los dominios PTS de la apomucina de MUC2. Fuente 
(Paone & Cani, 2020). 

La zona extracelular de las mucinas se compone principalmente de tres dominios 

bien definidos por investigadores como Hollingsworth y Swanson (2004) o Kufe 

(2009).  

El primero, formado por repeticiones en tándem de número variable (VNTR), es el 

responsable de la alta glicosilación de estas proteínas, y es el rasgo distintivo de 
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esta familia de proteínas. ya que contienen una elevada cantidad de residuos de 

prolina, treonina y serina, siendo los dos últimos aminoácidos muy susceptibles a 

la glicosilación de tipo GalNAc. A estas regiones se les denomina dominios PTS 

por la abundancia de los residuos mencionados (Hanisch, 2001; Moniaux et al., 

2001).  

Dominios implicados en interacciones ligando-receptor de los cuales se desconoce 

su función específica en las mucinas, aunque una glicosilación errónea en ellos está 

asociada con determinados tipos de cáncer. A estos dominios se les denomina tipo 

EGF por compartir características derivadas del factor de crecimiento epidérmico 

(Hollingsworth & Swanson, 2004; Mukhopadhyay et al., 2013).  

Por último, también se encuentran en estas zonas extracelulares unos dominios con 

elevada glicosilación de una longitud de al menos 120 residuos aminoacídicos. 

Estos dominios reciben el nombre de SEA por haberse descubierto por primera vez 

en la proteína espermática, la enteroquinasa y la agrina. Hay estudios que sugieren 

que su función está relacionada con la protección celular frente a tensiones 

mecánicas (Pelaseyed et al., 2013). Muchos de estos dominios tipo SEA poseen 

capacidad de autoproteólisis; la glicosilación de los mismos previene su 

degradación y reafirma la importancia de la hiperglicosilación de estas proteínas 

(Pei & Grishin, 2017).  

Por otro lado, la región citosólica de las mucinas se encarga, al igual que los 

dominios tipo EGF, de procesos de señalización celular y de interacción con 

proteínas asociadas al citoesqueleto gracias a la presencia de diferentes sitios de 

fosforilación (Kufe, 2009; Senapati et al., 2008). 

La función principal de las mucinas, gracias a las funciones específicas de los 

dominios mencionados, es la de proteger a las células de daños físicos y químicos, 

así como de agentes microbianos infecciosos. Es por ello que se encuentran a través 

de todas las superficies epiteliales del cuerpo, desde las vías respiratorias, pasando  
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por los tractos gastrointestinales e incluso en los epitelios genitourinarios. 

Adicionalmente, dependiendo de la mucina, pueden funcionar como repelentes de 

interacciones con la superficie celular o justo lo contrario, promover esas 

interacciones, ayudando a la adhesión celular mediante la unión a proteínas de 

unión a carbohidratos capaces de reconocer los O-glicanos presentes en las 

 
Figura 2.2. Familia de mucinas de transmembrana. Estructura de los dominios de las mucinas 

transmembrana MUC1, MUC3, MUC4, MUC12, MUC13, MUC16 y MUC17. Los dominios 

extracelulares se componen normalmente de los dominios PTS hiperglicosilados. Todas las mucinas 

transmembranas excepto MUC4 contienen dominios SEA donde pueden cortarse 

autoproteolíticamente. Los extremos N-terminal y C-terminal (cadena α y β en la imagen 

respectivamente) permanecen no asociados covalentemente. Varias de estas proteínas 

transmembrana también pueden contener dominios tipo EGF. Los dominios en la cola 

citoplasmática pueden ser fosforilados y funcionar como vías de señalización celular. Fuente (van 

Putten & Strijbis, 2017). 
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mucinas. Estas interacciones otorgan la capacidad de transmisión de señales, 

ganando relevancia en la proliferación, supervivencia y diferenciación celular.  

En los siguientes apartados también se tratarán cómo las deficiencias en la 

glicosilación correcta de los dominios de las mucinas conllevan a la pérdida de 

ciertas propiedades, que pueden acabar en diferentes patologías.  

2.2. Síntesis e inicio de la O-glicosilación: GalNAc-Transferasas.  
La síntesis de los O-glicanos tipo mucina es, como se ha mencionado previamente, 

una modificación postraduccional de especial importancia en organismos 

pertenecientes al reino de los metazoos, estando ausente en plantas, levaduras y 

bacterias. Más del 80% de las proteínas que circulan por la vía secretora celular son 

glicosiladas por la maquinaria enzimática presente en dicha vía (Bennett et al., 

2012; Gill et al., 2011). Aun así, tan solo un 1% del genoma se encarga de codificar 

genes implicados en la O-glicosilación, la cual se encuentra altamente conservada 

en el curso evolutivo de muchas especies (Apweiler et al., 1999; Ho et al., 2016; 

Lowe & Marth, 2003). El inicio de esta modificación ocurre con la transferencia de 

N-acetilgalatosamina o GalNAc al grupo hidroxilo de la cadena lateral de un 

residuo de serina o treonina de la proteína que está sufriendo la glicosilación, en 

condiciones fisiológicas normales en el aparato de Golgi (Gill et al., 2011; Hang & 

Bertozzi, 2005; Röttger et al., 1998; K. G. ten Hagen et al., 2003b). Esta reacción 

es catalizada por una de las isoformas de la familia de las enzimas conocidas 

ppGalNAc-Ts, las cuales se encuentran englobadas en el grupo GT27 de la base de 

datos de enzimas que procesan carbohidratos (“CAZy Database”; 

http://www.cazy.org) (Drula et al., 2022).  El producto de la reacción está formado 

por un residuo de GalNaC unido mediante un enlace α-1 a serina o treonina, 

conocido también como antígeno Tn (GalNAc-α1-O-Ser/Thr) (Chia et al., 2016; 

Hang & Bertozzi, 2005; Varki et al., 2022). A partir de este producto, los glicanos 

se extienden para formar estructuras más complejas que se detallarán en los 

http://www.cazy.org/
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siguientes apartados. 

En los seres humanos pueden encontrarse hasta 20 isoformas diferentes de esta 

familia de proteínas encargada de realizar la iniciación de la glicosilación tipo 

GalNAc (Bennett et al., 2012; K. G. ten Hagen et al., 2003b). Aunque el número de 

isoformas pueda variar entre especies, los genomas de organismos complejos 

contienen familias de secuencias de elevada homología, demostrando que la 

función y la estructura de la familia de proteínas de las ppGalNAc-Ts se encuentra 

altamente conservada evolutivamente (Schwientek et al., 2002; K. G. ten Hagen et 

al., 2003b).  

A pesar de tener un número tan elevado de isoformas, se ha comprobado que su 

expresión varía en función de la célula y del tejido, siendo importante resaltar su 

desregulación a nivel de expresión en procesos tumorales (Bennett et al., 2012; 

Brooks et al., 2007). Como ejemplo, ha sido descrito que los genes codificantes 

para las GalNAc-T1 y T2 se expresan de manera más extendida en el organismo, 

mientras que hay otras isoformas que sólo lo hacen bajo unas condiciones 

específicas, como en la diferenciación celular (Mandel et al., 1999; Raman et al., 

2012).  

Estas enzimas comparten entre ellas la estructura típica de proteínas ancladas a 

transmembrana de tipo II (Figura 2.3) presentes en el aparato de Golgi, estando 

compuestas por una pequeña cola en el extremo N-terminal orientada al citoplasma, 

un pequeño dominio hidrofóbico de membrana, una región tipo tallo de longitud 

variable entre isoformas y un dominio catalítico en el C-terminal que se encuentra 

en el lumen del aparato de Golgi (Paulson & Colley, 1989; Wildt & Gerngross, 

2005). La principal diferencia que presentan con respecto a otras 

glicosiltransferasas eucariotas es el dominio de lectina de tipo ricina que tienen en 

el C-terminal, formado por casi 120 aminoácidos (Imberty et al., 1997). 
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El dominio catalítico de las GalNAc-Ts destaca por contener un motivo estructural 

de tipo GT-A, caracterizado por dos plegamientos estrechamente unidos β-α-β de 

tipo Rossman (Rao & Rossmann, 1973), los cuales contienen residuos capaces de 

unirse en este caso a UDP-GalNAc (Hanukoglu, 2015). Adicionalmente presentan 

un motivo conservado en todas las isoformas humanas de unión al ión Mn2+ 

definido por la secuencia DxH, siendo x cualquier aminoácido, que además 

interacciona con la región difosfato del UDP de la molécula donadora (Bennett et 

al., 2012). Es interesante mencionar que la mayoría de glicosiltransferasas que usan 

UDP azucarados y se unen a metal suelen tener el motivo DxD y no el DxH visto 

en las GalNAc-Ts (F. K. Hagen et al., 1999).  

Los residuos que se unen al UDP-GalNAc en estas enzimas suelen formar parte de 

 
Figura 2.3. Proteínas transmembrana del tipo II. La mayoría de glicosiltransferasas se anclan a 

la membrana a través de un dominio de anclaje de tipo II. En este tipo de proteínas, el dominio 

catalítico se encuentra en el extremo C-terminal, anclado a la membrana por un dominio 

transmembrana, seguido de una cola citoplasmática, en el extremo N-terminal. Fuente (Wildt & 

Gerngross, 2005). 
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un asa flexible, o flexible loop por su traducción en inglés, que suele sufrir grandes 

cambios conformacionales una vez se une al UDP-GalNAc (Hurtado-Guerrero, 

2016; Lira-Navarrete et al., 2014). Además, hay un flexible linker que conecta el 

dominio catalítico de las GalNAc-Ts con su particular dominio de lectina de tipo 

ricina (Hazes, 1996), el cual suele contener tres potenciales sitios de unión a 

azúcares, aunque no todos son funcionales (Gerken et al., 2013; J. W. Pedersen et 

al., 2011; Revoredo et al., 2016).  Existen estudios que demuestran que la función 

de este dominio de lectina es la modulación y mejora de la eficiencia catalítica de 

las GalNAc-Ts frente a sustratos con una elevada O-glicosilación, como las 

mucinas (Bennett et al., 2012; J. W. Pedersen et al., 2011; K. G. ten Hagen et al., 

2003b; Wandall et al., 2007). 

El mecanismo de acción de las glicosiltransferasas puede clasificarse en dos tipos 

en función de la estereoquímica del enlace glicosídico del carbono anomérico del 

sustrato donador, respecto al producto final. Es decir, en caso de que el enlace 

formado, por ejemplo, con la proteína, mantenga la misma conformación que en el 

nucleótido azucarado, será una enzima de retención; mientras que, si el enlace 

glicosídico final cambia con respecto al presente en el nucleótido azucarado, se 

trataría de una enzima de inversión. Las glicosiltransferasas de inversión suelen 

seguir un mecanismo de sustitución simple en el que el aceptor realiza un ataque 

nucleofílico al carbono 1 del azúcar donador. Las de retención, por otro lado, no 

parecen operar mediante un mecanismo de dos pasos que involucre la formación de 

un intermediario glicosiltransferasa-azúcar, sino que se propuso un mecanismo 

llamado SNi, en el que el grupo saliente y el ataque nucleofílico ocurren de forma 

coordinada y tienen lugar en la misma cara del glicano (Lairson et al., 2008). En el 

caso específico de las GalNAc-Ts, se tratan de enzimas de retención pues el 

producto de la transferencia mantiene la misma estereoquímica que la presente en 

UDP-GalNAc, la cual es α (Chan et al., 2012; Hurtado-Guerrero & Davies, 2012; 

Lairson et al., 2008; Wagner & Pesnot, 2010). En concreto, el mecanismo de acción 
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de la GalNAc-T2 fue demostrado anteriormente en el grupo de investigación en el 

que se ha realizado esta tesis doctoral, siendo el mismo un mecanismo tipo SNi 

como se propuso anteriormente para otras glicosiltransferasas (G. J. Davies, 2001; 

Hurtado-Guerrero, 2016; Lira-Navarrete et al., 2014).  

Debido a que las GalNAc-Ts inician y, en consecuencia, determinan los sitios de 

O-glicosilación en proteínas altamente O-glicosiladas, como las mucinas, deben 

tener una serie de características que les permitan glicosilar sus dianas de manera 

correcta (Hollingsworth & Swanson, 2004; Kufe, 2009). El gran número de 

isoformas de estas enzimas, las cuales son semi-redundantes entre algunas de ellas, 

se explica debido a sus preferencias de sustrato a la hora de realizar la transferencia 

del grupo GalNAc. Gracias a estas preferencias, la familia de las GalNAc-Ts puede 

ser clasificada en (Revoredo et al., 2016) (Figura 2.4): 

1. Isoformas con selectividad hacia péptidos y glicopéptidos con un GalNAc 

previo situado lejos del nuevo sitio de glicosilación (GalNAc-T1 y GalNAc-

T2). 

2. Isoformas con especificidad mixta entre péptidos y glicopéptidos (GalNAc-

T4). 

3. Isoformas con especificidad estricta hacia glicopéptidos (GalNAc-T7 y 

GalNAc-T10). 

Esta distinción, sin embargo, se basa en la actividad frente a sustratos que carecen 

o contienen uno o más motivos GalNAc-O-Ser/Thr, permitiendo clasificarlas en 

glicosiltransferasas tempranas, intermedias o tardías. Así, por ejemplo, GalNAc-T2 

sería temprana, GalNAc-T4 intermedia y GalNAc-T10 tardía (Bennett et al., 2012; 

Pratt et al., 2004; Revoredo et al., 2016).  
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Figura 2.4. Representación gráfica de la asistencia de los dominios catalíticos y de lectina de 
las GalNAc-Ts sobre péptidos o glicopéptidos. A. El reconocimiento del sustrato se lleva a cabo 
por el dominio de lectina. B. Reconocimiento mediado por el dominio catalítico. C. El 
reconocimiento del péptido es mediado por el dominio catalítico. Los óvalos grandes representan el 
dominio catalítico y los pequeños, tanto a la izquierda como a la derecha, el dominio de lectina. Las 
líneas gruesas representan el péptido o glicopéptido. Fuente: adaptado de (Revoredo et al., 2016).  

La actividad de las GalNAc-Ts sobre los glicopéptidos ha sido también clasificada 

en otras dos clases más, basándose en su capacidad de glicosilación de corto alcance 

(o vecina) y de largo alcance (o remota). El primer tipo tiene como preferencia 

sustratos en los que el residuo de azúcar se encuentre unido al dominio catalítico, 

implicando una glicosilación entre 1 y 3 aminoácidos de distancia con respecto al 

sitio previamente glicosilado. Por otro lado, la remota prefiere sustratos en los que 

el azúcar permita la unión al dominio de lectina, lo que hace que se dirija el sitio 

aceptor distante (entre 6 y 17 residuos de distancias) al dominio catalítico para que 

se produzca la glicosilación (Bennett et al., 2012; de las Rivas et al., 2017). Tanto 
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las isoenzimas de corto como de largo alcance pueden realizan la transferencia en 

una orientación específica, ya sea en orientación N-terminal o C-terminal. Incluso 

hay algunas isoenzimas que pueden realizarlo en ambas direcciones (de las Rivas 

et al., 2019).  

Aunque la mayoría de isoenzimas de esta familia sea capaz de glicosilar sustratos 

aceptores comunes, sugiriendo cierta redundancia entre ellas (Gerken et al., 2011; 

Revoredo et al., 2016), de manera paradójica se ha demostrado como varias 

isoenzimas de las GalNAc-Ts pueden ser muy específicas hacia algunos sustratos 

proteicos. Este hecho ha podido ser identificado gracias a la aproximación diseñada 

por el grupo del Dr. Henrik Clausen denominada “Simple Cell” (SC) (Schjoldager 

et al., 2012, 2015; Steentoft et al., 2011, 2013; Yang et al., 2014). Esta técnica se 

basa en la generación de líneas celulares en las que el gen codificante para Cosmc 

se encuentra silenciado, impidiendo la elongación del antígeno Tn (Apartado 2.3) 

al no poder C1GalT1 realizar un correcto plegamiento. De esta forma, pueden 

analizarse la glicosilación realizada por las diferentes isoformas de GalNAc-Ts 

presentes en cada línea celular (Schjoldager et al., 2015; Yang et al., 2014). Gracias 

a esta técnica se identificaron sustratos específicos tanto para GalNAc-T2 (ApoC-

III) (Schjoldager et al., 2012) como para GalNAc-T11 (repeticiones de clase A de 

la familia de receptores de LDL)(N. B. Pedersen et al., 2014; S. Wang et al., 2018).  

Aunque gracias a todos estos avances se ha podido arrojar algo de luz al 

funcionamiento y al balance entre promiscuidad y especificidad de las GalNAc-Ts, 

la regulación de dicho balance queda aún sin respuesta. Por tanto, es necesario 

seguir ahondando en la investigación en estas enzimas para desentrañar este tipo de 

cuestiones. 
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2.3. Elongación de los O-glicanos. 

2.3.1. Síntesis de los núcleos de los O-glicanos. 

En condiciones, normales, una vez las GalNAc-Ts han realizado su función 

correctamente, los residuos de serina o treonina glicosilados con GalNAc, o 

antígeno Tn, son elongados para producir hasta ocho estructuras centrales o “cores” 

(Figura 2.5). Los cores 1, 2, 3 y 4 son los más frecuentes y los que suelen sufrir una 

extensión de forma escalonada por un gran número de glicosiltransferasas. Esta 

elongación da lugar a una gran heterogeneidad topológica, surgiendo cadenas de 

glicanos que van desde estructuras lineales simples, hasta estructuras extensamente 

ramificadas y complejas (Ho et al., 2016).  

A partir del antígeno Tn se producen las diferentes ramificaciones mediante las 

enzimas mencionadas a continuación. La T-sintasa, core 1 β1,3-

galactosiltransferasa o C1GalT1 transfiere una molécula de galactosa, desde el 

donador UDP-galactosa, al antígeno Tn, formando el core 1 (Galβ1-3GalNAc, 

antígeno T) (Cao et al., 1996), siendo los core 1 O-glicanos las estructuras 

azucaradas más comunes y detectadas en la mayoría de células (Bergstrom et al., 

2017; Ju, Cummings, et al., 2002; Ju & Cummings, 2002). El core 2 se forma por 

la adición y ramificación al antígeno T de una molécula de GlcNAc, llevado a cabo 

principalmente por la enzima GCNT-3, aunque también pueden realizar esta 

transferencia las enzimas GCNT-1 y 4, o core 2 β1,6-N-acetilglucosaminil-

transferasa (Schwientek et al., 1999), el cual es más específico de algunos tipo 

celulares y su expresión está altamente regulada durante la activación de linfocitos, 

la estimulación de citoquinas y el desarrollo embrionario (Brockhausen et al., 

2022).  

A partir del antígeno Tn se producen las diferentes ramificaciones mediante las 

enzimas mencionadas a continuación. La T-sintasa, core 1 β1,3-
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galactosiltransferasa o C1GalT1 transfiere una molécula de galactosa, desde el 

donador UDP-galactosa, al antígeno Tn, formando el core 1 (Galβ1-3GalNAc, 

antígeno T) (Cao et al., 1996), siendo los core 1 O-glicanos las estructuras 

azucaradas más comunes y detectadas en la mayoría de células (Bergstrom et al., 

2017; Ju, Cummings, et al., 2002; Ju & Cummings, 2002). El core 2 se forma por 

la adición y ramificación al antígeno T de una molécula de GlcNAc, llevado a cabo 

principalmente por la enzima GCNT-3, aunque también pueden realizar esta 

transferencia las enzimas GCNT-1 y 4, o core 2 β1,6-N-acetilglucosaminil-

transferasa (Schwientek et al., 1999), el cual es más específico de algunos tipo 

celulares y su expresión está altamente regulada durante la activación de linfocitos, 

la estimulación de citoquinas y el desarrollo embrionario (Brockhausen et al., 

2022).  

De manera alternativa a la formación del core 1, puede ocurrir la transferencia de 

una molécula de GlcNAc en vez de galactosa mediante un enlace β-1,3, formándose 

la estructura denominada core 3 mediante la enzima B3GNT6 (Iwai et al., 2002), 

la cual parece tener solo actividad en epitelios mucosos como los tractos 

gastrointestinal y respiratorio y las glándulas salivares. En células de colon, por 

ejemplo, esta enzima se encuentra sobre expresada, lo que produce que las mucinas 

en el colon se encuentren altamente glicosiladas con O-glicanos que contienen el 

core 3, a diferencia de otras líneas celulares en las que las estructuras más 

abundantes son la del core 1(Capon et al., 2001). Esta estructura sirve como sustrato 

aceptor a la enzima encargada de realizar la síntesis del core 4, GCNT3, la cual 

añade GlcNAc mediante un enlace β-1,6 al residuo de GalNAc de igual manera que 

lo hace en el core 1. De esta forma, se pueden diferenciar las tres N-

acetilglusaminiltransferasas (GCNT) en dos grupos, dependiendo de si son capaces 

de formar sólo el core 2 – GCNT1 y GCNT4 o GCNT de tipo L – o si además de 

formar el core 2 puede también transferir el azúcar al core 3, formando el core 4 – 

GCNT3 o GCNT de tipo M – (Brockhausen et al., 2022). 
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Figura 2.5. Estructuras y vías de síntesis de los O-glicanos. Los símbolos usados para los glicanos 
vienen determinados por la SNFG (Symbol Nomenclature for Glycans) (Neelamegham et al., 2019; 
Varki et al., 2015). Figura modificada a partir de (Wilkinson & Saldova, 2020). 

Existen además otros núcleos, denominados cores 5, 6, 7 y 8, cuya frecuencia de 

aparición es extremadamente escasa, no habiéndose encontrado el core 7 en 

humanos a día de hoy (Figura 2.5) (Varki et al., 2022). 

2.3.2. Extensión de los cores de O-glicanos. 

Regulado por la acción de diferentes glicosiltransferasas, los mencionados cores se 

elongan para formar un amplio abanico de glicanos complejos, que incluyen los 

epítopos de grupos sanguíneos ABO y de Lewis, ácidos polisialilados, el antígeno 
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i linear (Galβ1-4GlcNAcβ1-3Gal), y los antígenos I de GlcNAc β1-6-ramificados. 

Las extensiones de glicanos del tipo 1 (Galβ1-3GlcNAc) o del tipo 2 Galβ1-

4GlcNAc pueden repetirse y hacer de andamio para la unión de azúcares o grupos 

funcionales adicionales. Los sitios terminales de los O-glicanos pueden contener 

enlaces tipo α con fucosas o ácido siálicos, galactosa, GalNAc y GlcNAc tanto 

mediante enlaces tipo α como tipo β, y sulfatos (Varki et al., 2022). Muchos de 

estos grupos terminales son reconocidos por proteínas como son las selectinas 

(Cummings, Chiffoleau, et al., 2022), en el caso de los antígenos de Lewis sialilados 

y sulfatados, o por galectinas en caso de que las estructuras terminen en galactosa 

(Cummings, Liu, et al., 2022). De cualquier forma, todas estas estructuras juegan 

un papel importantísimo en la inmunidad celular y la homeostasis de la misma 

(Ellies et al., 1998; Homeister et al., 2001; Yeh et al., 2001), interacciones célula-

célula (Homeister et al., 2001; Leppänen et al., 1999; McEver et al., 1995; Yeh et 

al., 2001), biología vascular (Tenno et al., 2007), angiogénesis (L. Xia et al., 2004), 

linfoangiogénesis (J. Fu et al., 2008) y génesis y funcionamiento de las plaquetas 

(Y. Wang et al., 2012). Los cores y epítopos antigénicos más relevantes se recogen 

en la tabla 2.1. 

Tras atisbar la profundidad, variedad y complejidad de todo este tipo de 

modificaciones que hacen posible la formación de estas estructuras de O-glicanos 

tan complejas, es totalmente compresible observar un abismo conforme las 

estructuras se van ramificando. Es por ello que es necesario enfocarse en pasos 

específicos de esta modificación postraduccional e ir intentando descubrir poco a 

poco el funcionamiento y regulación de todos estos pasos.  
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Tabla 2.1. Núcleos o cores de los glicanos de tipo GalNAc y epítopos antigénicos de las mucinas. 
Adaptado de (Brockhausen et al., 2022). 

 
2.4. C1GalT1 y COSMC  
La core 1 β3galactosiltransferasa, core 1 β3GalT, C1GalT1 o T-sintasa (EC 

2.4.1.122) es la principal protagonista de esta tesis doctoral y la única encargada de 

realizar la síntesis del core 1, también conocido como antígeno T, en la ruta de 

glicosilación de tipo mucina. Esta estructura, a la que se referirá a partir de ahora 

como core 1 o antígeno T, es el precursor más común de una extensa variedad de 

estructuras complejas de O-glicanos de tipo mucina en mucinas, glicoproteínas de 

membrana y en general proteínas que circulan por la vía secretoria (Ju et al., 2011). 

Convirtiéndose, esta enzima, en una de las glicosiltransferas más importantes en la 

biosíntesis y biología de los O-glicanos de tipo mucina. 
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Curiosamente, para que la T-sintasa en vertebrados, incluyendo humanos, sea activa 

necesita la presencia de una chaperona molecular específica llamada Cosmc 

(chaperona molecular específica de la core 1 β3galactosiltransferasa) o C1GalT1C1 

(chaperona 1 de la core 1 β3galactosiltransferasa), la cual hace que su plegamiento 

in vivo se realice correctamente, permitiendo que pueda realizar su función. Varios 

estudios han demostrado que la regulación de la biosíntesis de O-glicanos de tipo 

mucina está principalmente regulada por la relación entre C1GalT1 y Cosmc  

(Aryal et al., 2010; Ju et al., 2008; Ju & Cummings, 2002, 2005; Y. Wang et al., 

2010).  

2.4.1. Historia de C1GalT1. 

El antígeno T y producto de la reacción de transferencia de la C1GalT1, más tarde 

designado como core 1, fue descubierto antes que la actividad de la propia enzima. 

La primera persona en detectar este antígeno fue Thomsen, en una muestra de 

sangre contaminada por bacterias, que en colaboración con Friedenreich en 1930 

por primera vez publicaron un estudio definiendo dicha estructura, haciendo que se 

le denominara como antígeno TF (Thomsen-Friedenreich) o T para acortar 

(Friedenreich, 1931). Tres décadas más tarde, la estructura del antígeno T fue 

resuelta (Klenk & Uhlenbruck, 1960). Su actividad enzimática fue caracterizada 

por primera vez a partir de la glándula submaxilar porcina en 1971 (Schachter et 

al., 1971) usando mucinas de la glándula submaxilar ovina tratada con sialidasa 

como aceptor y UDP-Gal como donador, aunque su actividad se ha observado en 

muchos otros tejidos, como en hígado de rata (Brockhausen et al., 1992), y líneas 

celulares tales como células de riñón de hámster (BHK) (Stojanovic et al., 1984).  

Durante muchos años se realizaron intentos para purificar esta enzima desde 

diferentes fuentes naturales como hígados de rata (Brockhausen et al., 1992) o 

embriones de pollo (Furukawa & Roth, 1985), pero no fue hasta 2002 que se 

consiguió purificar homogéneamente por Tongzhong Ju y Richard Cummings (Ju 
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& Cummings, 2002) a partir de microsomas de hígado de rata. Basándose en la 

secuencia N-terminal de la T-sintasa de rata, se clonó el ADN codificante de la T-

sintasa humana (Ju, Brewer, et al., 2002) y se descubrió el tamaño de su secuencia 

genética (1,8 kb) así como el número de aminoácidos que componen la enzima, 363 

concretamente, la cual se trata de una proteína de transmembrana del tipo II. La 

secuencia se compone de un dominio citoplásmático en el extremo N-terminal (6 

aas), una región hidrofóbica transmembrana (26 aas), seguido de una región tipo 

tallo y el dominio catalítico de la enzima. Además, análisis de Northern blot 

revelaron transcriptos de C1GalT1 en todos los tejidos examinados, indicando que 

esta enzima se expresa de forma general en todas las células del cuerpo, pero con 

un rango de variación en su nivel de expresión dependiendo del tejido (Ju, Brewer, 

et al., 2002).  

También fueron clonados o identificados los ortólogos de C1GalT1 de varias 

especies vertebradas: chimpancé, vaca, perro, rata, ratón, pájaro, rana y pez cebra; 

así como de invertebrados: mosca y C. elegans (Ju, Brewer, et al., 2002; Ju et al., 

2006). Los alineamientos múltiples de secuencia aminoacídica muestran una 

elevada homología entre especies, especialmente entre las especies de mamíferos. 

Es curioso que esta enzima sea la única que comparte muy pocas similitudes con 

motivos conservados en otras β3 galactosiltransferasas. Además, cabe destacar la 

existencia en todos los ortólogos de dos dominios presentes en todas las especies: 

un motivo DDD y otro CCSD (Ju et al., 2006).  

Aunque en especies inferiores como Drosophila melanogaster existen al menos tres 

putativos genes homólogos que codifican la C1GalT1 – C1GalTA (CG9520) está 

confirmado que codifica una C1GalT1 altamente activa –  (Ju, Brewer, et al., 2002; 

R. Müller et al., 2005), en organismos superiores, y específicamente en mamíferos, 

existe un único gen funcional codificante de C1GalT1, denominado C1GALT1 (Ju, 

Brewer, et al., 2002; L. Xia et al., 2004). A diferencia de la mayoría de 
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glicosiltransferasas, los ortólogos de la T-sintasa de mamíferos no presentan 

secuencias de N-glicosilación (-Asn-X-Ser/Thr-), sin embargo, la de organismos 

inferiores como C. elegans, por ejemplo, tiene 4 sitios potenciales de N-

glicosilación. Es curioso también destacar que la CeC1GalT1 fue expresada de 

manera recombinante en células de insecto, teniendo cierta actividad 

galactosiltransferasa, la cual disminuyó muchísimo al expresarse en células de 

mamífero. La razón por la diferencia de esta actividad en diferentes células no es 

conocida (Ju et al., 2006).  

2.4.2. Historia de Cosmc 

Desde hace tiempo es conocido que la línea de células T-linfoblastoides Jurkat 

carecen de la actividad de C1GalT1 y principalmente por ello sintetizan O-glicanos 

truncados como el antígeno Tn (Piller et al., 1990). Tras una serie de experimentos 

para entender qué factores causaban la represión de la actividad de C1GalT1 en 

estas células, en los que se incluyeron la transfección de un plásmido que expresase 

la C1GalT1 humana recombinante y el uso de inhibidores de proteosomas, se 

descubrió que la proteína se encontraba presente en las células mediante Western 

blot, pero seguía sin tener actividad enzimática. Por ello, se llegó a la conclusión de 

que estas células debían de carecer de algún o algunos factores críticos para el 

plegamiento o estabilidad de C1GalT1. Se acabó descubriendo que este factor 

crítico era la chaperona molecular específica de C1GalT1, más tarde denominada 

Cosmc, cuyo ADNc codifica para una supuesta proteína transmembrana de tipo II 

sin actividad enzimática. Esta chaperona se encontraba mutada en la línea celular 

Jurkat, pudiéndose corregir la actividad de C1GalT1 y la estructura de los O-

glicanos, transfectando la Cosmc silvestre (Ju & Cummings, 2002). La expresión 

de C1GalT1 y de Cosmc se encuentra ubicuamente coordinada, indicando la 

cercana relación biológica entre ellas (Ju et al., 2008). Es importante, además, 

recalcar la falta de actividad propia de Cosmc y su localización celular en diferentes 
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lugares que C1GalT1, encontrándose esta en el aparato de Golgi mientras que 

Cosmc reside principalmente en el retículo endoplasmático (ER) (Ju et al., 2008; 

Sun et al., 2011).  Esto es posible gracias al dominio transmembrana de Cosmc, 

haciendo que se localice en el retículo endoplasmático y que forme un homodímero, 

mediante un puente disulfuro, siendo ambas características críticas para que ocurra 

el correcto plegamiento y funcionamiento de C1GalT1 (Sun et al., 2011). Una de 

las cosas más interesantes de esta chaperona es que no se encuentra presente en 

organismos invertebrados, apareciendo solo en organismos vertebrados con una 

elevada conservación en su secuencia. Además, solo se ha detectado un gen que 

codifique para esta proteína (Ju et al., 2008).  

Debido a que el mecanismo de funcionamiento mediante el cual Cosmc ayudaba al 

plegamiento de C1GalT1no era conocido, los investigadores Ju y Cummings 

propusieron un modelo que se ilustra en la figura 2.6. Según este modelo, Cosmc, 

se localiza en el retículo endoplasmático y se une a C1GalT1 recién sintetizada, 

asistiendo al plegamiento de la misma y evitando que se formen agregados que en 

consecuencia se degradarían por la vía proteosómica (Ju et al., 2008; Ju & 

Cummings, 2002). Esta hipótesis fue respaldada más tarde y mejor descrita, 

indicando que en la ausencia de Cosmc, C1GalT1 mal plegada formaba agregados, 

acumulándose y translocándose del retículo endoplasmático al citoplasma donde se 

degradaba mediante el proceso de proteólisis dependiente de ubiquitinación (Aryal 

et al., 2012). Aun así, la incorporación de Cosmc era capaz de recuperar la actividad 

de la C1GalT1 desnaturalizada (Aryal et al., 2010). 

Aunque el origen de Cosmc no está claro, existen evidencias que sugieren que 

Cosmc podría haber evolucionado a partir de C1GalT1 o que al menos ambas tienen 

el mismo origen. Incluso hubo un momento en el que se llegó a la conclusión de 

que se trataba de otra C1GalT1(C1GalT2) debido a que comparten un 20% de 

identidad entre ellas (Ju & Cummings, 2002; Kudot et al., 2002). Esto fue corregido 
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más tarde en la literatura, reconociéndola como la chaperona de C1GalT1 (Kudot 

et al., 2006). 

 
Figura 2.6. Modelo del funcionamiento de Cosmc como chaperona molecular en el retículo 
endoplasmático para asistir al plegamiento de C1GalT1. La Cosmc de organismos superiores 
(verde) funciona de manera homodimérica predominantemente en el retículo endoplasmático, 
interactuando con la recién sintetizada cadena aminoacídica de C1GalT1 (rojo) ayudando a su 
plegamiento.  La T-sintasa o C1GalT1 nativa, se especula que, para funcionar correctamente necesita 
formar un homodímero que se desplace hasta el aparato de Golgi donde realiza la función de 
sintetizar el antígeno T. En ocasiones en las que Cosmc se encuentra mutada, disfuncional, o su 
expresión silenciada, las cadenas polipeptídicas de C1GalT1 forman agregados inactivos que son 
cortados proteolíticamente por la región del tallo de la proteína primero, siendo más tarde 
poliubiquitinada para ser degradada en el proteosoma. Fuente: (Ju & Cummings, 2014). 

2.4.3. Estructura y actividad conocidas de C1GalT1. 

La forma nativa de C1GalT1 fue purificada de hígado de rata por Ju y colaboradores 

en 2002, confirmando que se trataba de una proteína asociada a membrana, siendo 

un homodímero unido mediante un puente disulfuro, con un peso aproximado de 

entre 84 y 86 kDa. Según las predicciones computacionales, todos los ortólogos de 

C1GalT1 parecen ser proteínas transmembranas del tipo II. En humanos, rata y 

ratón, la proteína tiene el mismo número de aminoácidos, con más de un 90 % de 

identidad entre las tres. Es muy interesante destacar que en vertebrados no existe 
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ninguna secuencia canónica propensa a N-glicosilarse, a diferencia de en 

vertebrados inferiores, en las que la secuencias de C1GalT1 es algo más larga que 

en mamíferos y en algunos de ellos contienen algún que otro sitio capaz de ser N-

glicosilado. (Ju, Brewer, et al., 2002; Ju, Cummings, et al., 2002) En invertebrados, 

los ortólogos son bastante más grandes en tamaño y suelen tener múltiples sitios de 

N-glicosilación (Ju, Brewer, et al., 2002; Yoshida et al., 2008). Cosmc, por otro 

lado, no se encuentra presente en organismos invertebrados, como Drosophila 

melanogaster o Caenorhabditis elegans (Ju et al., 2006), a diferencia de en 

organismos vertebrados, en la que es esencial su presencia en el retículo 

endoplasmático para el correcto plegamiento de C1GalT1 (Cummings, 2019). 

Además, cabe volver a resaltar que Cosmc muestra similitud de secuencia con 

C1GalT1 – siendo también una proteína transmembrana de tipo II que forma 

también un homodímero (Sun et al., 2011) – a excepción de que carece del motivo 

catalítico DxD, explicando su falta de actividad (Hanes et al., 2017; Y. Wang et al., 

2010). 

La expresión recombinante de C1GalT1 de humanos se ha llevado a cabo en 

diferentes líneas celulares de mamíferos (293T, CHOK1, y CHO-Lec1), 

obteniéndose la proteína funcional gracias a que estas líneas celulares son capaces 

de expresar Cosmc de manera basal, permitiendo el correcto plegamiento de la 

proteína recombinante (Ju, Brewer, et al., 2002; Ju et al., 2008). También se pueden 

expresar de manera recombinante tanto Cosmc como la T-sintasa humana en el 

sistema de expresión de baculovirus en células de insectos (Sf9 y Hi5). Sin 

embargo, a no ser que se realice una co-expresión de las dos, la C1GalT1 se produce 

de manera inactiva y mal plegada por no tener la actividad necesaria de su 

chaperona específica (Ju & Cummings, 2002, 2005, 2010).  A nivel cinético y de 

preferencias de sustrato, aunque las GalNAc-Ts tienen claras preferencias por las 

secuencias peptídicas de los sustratos aceptores (de las Rivas, Coelho, et al., 2018; 

de las Rivas et al., 2019, 2020), no se sabe claramente hasta qué punto el primer 
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paso de elongación de los glicanos se encuentra mediado o no por la secuencia 

peptídica alrededor del residuo de GalNAc y/o incluso por las posiciones o 

agrupación de otros residuos de GalNAc.  En cualquier caso, dos estudios diferentes 

usando la C1GalT1 humana y de rata con una serie de glicopéptidos señalaron que 

la secuencia en torno al sitio de glicosilación puede modular ligeramente los 

parámetros cinéticos de esta enzima (Granovsky et al., 1994; Perrine et al., 2009). 

Otro estudio realizado con la C1GalT1 recombinante de D. melanogaster expresada 

mediante el sistema de expresión de baculovirus fue capaz de demostrar que esta 

enzima era activa en diferentes glicopéptidos, aunque no se realizasen experimentos 

cinéticos completos (R. Müller et al., 2005). No obstante, el O-glicoproteoma de 

tipo GalNAc es increíblemente vasto y con una variación de secuencias enorme 

entre sitios de glicosilación. Es por ello por lo que C1GalT1 tiene que ser capaz de 

transferir eficientemente el residuo de galactosa a todos residuos unidos a GalNAc 

(Tn) indiscriminadamente e independientemente de la secuencia peptídica 

subyacentes y de las agrupaciones de O-glicanos alrededor del sitio de glicosilación 

(Steentoft et al., 2013).  

2.5. Glicosilación disfuncional y patologías: deficiencias en C1GalT1 y 

Cosmc. 
Aunque se han mencionado levemente, especialmente los antígenos Tn y T, es este 

el apartado en el que deben describirse junto a los antígenos STn y ST, además de 

analizar y desarrollar su relevancia en patologías. Estos antígenos son estructuras 

azucaradas intermedias que se producen en los procesos de formación de los O-

glicanos. El antígeno Tn es el producto de la reacción de las GalNAc-Ts, siendo su 

estructura GalNAc-α1-O-Ser/Thr, como se ha mencionado anteriormente. De igual 

forma, el antígeno T es la estructura formada tras la transferencia realizada por la 

C1GalT1, o core 1 (Galβ1-3GalNAcα1-O-Ser/Thr). Por último, la adición de ácido 

siálico tanto al antígeno Tn como al antígeno T hacen que se formen sus análogos 

sialilados, los antígenos STn y ST. El antígeno STn, se forma por la adición de 
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ácido siálico por parte de la enzima ST6GalNAcI mediante una ruta alternativa a la 

formación del antígeno T, que adiciona una molécula de ácido siálico al antígeno 

Tn, formándose la estructura Sia-α2,6-GalNAc-α-Ser/Thr. Por otra parte, 

alternativamente a la formación del core 2, se forma el antígeno ST, por la acción 

de la ST3GalI, cuya estructura es Sia-α2,3-Gal-β1,3-GalNAc-α1-O-Ser/Thr (C. Fu 

et al., 2016). Aunque se han detallado anteriormente, los antígenos más importantes 

se vuelven a mostrar en la figura 2.7. 

Los antígenos mencionados son glicanos de tipo O-GalNAc que pertenecen a la 

familia de los antígenos Thomsen-Friedenrech. Estos antígenos se encuentran entre 

los glicanos antigénicos específicos de células tumorales o TACAs (por sus siglas 

en inglés Tumor-associated carbohydrate antigens) (Chia et al., 2016; Hakomori, 

2001; Sletmoen et al., 2018). Los antígenos STn, T y, en especial, el antígeno Tn 

(Taujale et al., 2021) se encuentran en la superficie de más del 80% de células 

tumorales y en numerosas glicoproteínas, especialmente en las mucinas. Además 

de haberse descrito su papel en la patogénesis del cáncer, también se han 

encontrados estas glicosilaciones en ciertas enfermedades como la enfermedad 

inflamatoria del intestino, la nefropatía IgA o el síndrome Tn (Chugh et al., 2015; 

Ju et al., 2013; Taujale et al., 2021; van Putten & Strijbis, 2017).  

La formación de estos atípicos glicanos puede deberse a glicosilaciones 

incompletas que originen estas estructuras truncadas o la expresión aberrante de 

cadenas de glicanos (sLEx, SLEa, los cuales son definidos también como TACAs) 

(Padler-Karavani, 2014) (Figura 2.8). La adición del primer carbohidrato, la 

molécula de GalNAc, se lleva a cabo en el aparato de Golgi en condiciones  

normales (Gill et al., 2011; Hang & Bertozzi, 2005; Röttger et al., 1998; K. G. ten 

Hagen et al., 2003b), pero en condiciones tumorales, esta se ha propuesto que pueda 

ocurrir en el retículo endoplasmático por la familia de las GalNAc-Ts como se ha 

demostrado en varios estudios (Chia et al., 2016; Gill et al., 2011). 
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Cuando tiene lugar la re-localización de las GalNAc-Ts en el retículo 

endoplasmático desde el aparato de Golgi, se favorece el acceso a sitios secundarios 

de glicosilación u ocultos de manera normal en el aparato de Golgi, 

incrementándose la actividad de estas enzimas y, en consecuencia, la presencia de 

antígenos Tn y STn (Chia et al., 2016). No obstante, en la mayoría de los casos, esta 

desregulación fisiológica se debe al mal funcionamiento de Cosmc debido a la 

hipermetilación de su promotor transcripcional, lo que desemboca en el 

silenciamiento del mismo (Radhakrishnan et al., 2014). Al no poder funcionar 

correctamente Cosmc, ocurre la agregación y el mal funcionamiento de C1GalT1, 

 
Figura  2.7. Biosíntesis de los precursores de las cadenas de O-glicanos. La síntesis de las tres 
vías principales de formación de los antígenos STn, T y del core 3 llevan a la extensión de los 
mismos para formar complejas cadenas de O-glicanos. Los monosacáridos están representados de 
acuerdo a lo establecido por la SNFG (Symbol Nomenclature for Glycans) (Varki et al., 2015). 
Adaptado de (Loureiro et al., 2018).  
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lo que elimina que se pueda añadir un residuo de galactosa al antígeno Tn, 

generando un desequilibrio y aumentando el número de los antígenos Tn 

oncogénicos. 

Simultáneamente al desarrollo de estos antígenos tumorales, la glicosilación 

implica desregulaciones importantes en el sistema inmune, lo que suele desembocar 

en enfermedades autoinmunes (Lübbers et al., 2018; Mahajan & Pillai, 2016; Marth 

& Grewal, 2008; Maverakis et al., 2015; Reily et al., 2019). Estas glicosilaciones 

 
Figura 2.8. Glicosilaciones aberrantes de las mucinas en tumores y condiciones cancerosas. En 
tumores malignos, diferentes tipos de glicosilaciones pueden ocurrir, resultando en las estructuras 
truncadas como los antígenos Tn, STn y T, así como estructuras extendidas del core 2 como son los 
epítopos sLEx y SLEa. Todos estos glicanos son conocidos como glicanos antigénicos específicos 
de células tumorales. Esta glicosilación aberrante es el resultado de diversos factores como la 
desregulación de la expresión de glicogenes y de transportadores de nucleótidos azucarados, la 
deslocalización de glicosiltransferasas, pH anómalo en el aparato de Golgi y el microambiente 
tumoral. Fuente: (Chugh et al., 2015). 
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aberrantes se han encontrado en diversas enfermedades, como en la nefropatía IgA 

(IgAN), por ejemplo. Específicamente, las interacciones entre las 

inmunoglobulinas de tipo lectina que se unen a ácido siálico (Siglecs) y los ácidos 

siálicos está muy relacionado con la autoinmunidad ya que se encargan de regular 

la señalización de los receptores de células B y los de tipo Toll (Zeng et al., 2021), 

siendo el primero el gran regulador en el desarrollo, diferenciación, supervivencia 

y tolerancia de las células B (Niiro & Clark, 2002; Rajewsky, 1996; Rawlings et 

al., 2017). Los receptores Toll además juegan un papel fundamental en la mediación 

de la patogénesis en enfermedades autoinmunes en respuesta tanto a señales 

ambientales como de desarrollo. En el contexto de la patogénesis de las 

enfermedades autoinmunes, ganan importancia los glicanos truncados o aberrantes 

porque pueden provocar cambios en la mediación del inicio y progresión de la 

autoinmunidad, aunque todo esto sea aún un terreno bastante inexplorado. Lo que 

sí queda claro es que una de las MPTs más abundante en la superficie celular de las 

células B es la O-glicosilación de tipo GalNAc, por lo que una deficiencia en la 

misma debe producir drásticos cambios en la función y fisiología del sistema 

inmune. La generación de O-glicanos, que se encuentran abundantemente 

expresados en leucocitos, requieren de la expresión de tanto Cosmc como de 

C1GalT1 (Aryal et al., 2010, 2012; Ju et al., 2008; Y. Wang et al., 2010; L. Xia & 

McEver, 2006). Recientemente, se ha demostrado que la eliminación del gen de 

Cosmc en células B murinas, que resulta en una sobreexpresión del antígeno Tn, 

reduce enormemente la migración de estas células a los nódulos linfáticos (Zeng et 

al., 2020). Además, se ha demostrado que en células B de ratones knockout de 

Cosmc ocurren indicios como la esplenomegalia e hipergammaglobulinemia que 

indican un potencial desarrollo de enfermedades autoinmunes (Zeng et al., 2021).  

Cosmc es un interesante gen candidato a estudiar, por su capacidad de permitir la 

función correcta de C1GalT1, la cual es a su vez es una proteína muy interesante 

por su implicación en varias enfermedades autoinmunes e inflamatorias como la 
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enfermedad de bowel (Kudelka et al., 2020), la nefropatía IgA (Sun et al., 2015), el 

síndrome Tn (Lee-Sundlov et al., 2020), cáncer (Ju et al., 2014) y Alzheimer 

(Gollamudi et al., 2020).  

El mal funcionamiento de C1GalT1, como se ha mencionado con anterioridad, se 

debe a la necesidad de la presencia de su chaperona específica Cosmc. En todos los 

casos en los que Cosmc no se encuentra presente, ya sea por el silenciamiento de 

su promotor transcripcional o por cualquier otra razón, C1GalT1 no va a poder 

realizar su plegamiento de manera correcta y por ende tampoco su función.  

Además, knockouts homocigóticos de C1GalT1 en ratones y en D. melanogaster 

presentan letalidad embrionaria, con una angiogénesis defectuosa y hemorragia 

fetal en el embrión, y un fenotipo dominante del sistema central nervioso en D. 

melanogaster. Todo esto indica que la presencia de C1GalT1 es esencial para el 

desarrollo normal y la angiogénesis (L. Xia et al., 2004; Yoshida et al., 2008). 

En humanos, varias enfermedades pueden relacionarse directamente con el mal 

funcionamiento de C1GalT1 y la sobreexpresión del antígeno Tn. En esta tesis se 

detallarán ligeramente el síndrome Tn, la negropatía IgA y el cáncer. 

2.5.1. El síndrome Tn 

El síndrome Tn se trata de un trastorno hematológico poco frecuente que se 

caracteriza por la expresión del antígeno Tn en las subpoblaciones de células 

sanguíneas de diversos orígenes. Fue descubierta por primera vez en un paciente 

con problemas de poli-aglutinación en los eritrocitos en 1957 (Moreau et al., 1957). 

Clínicamente, los pacientes que padecen esta enfermedad no presentan síntomas 

aparentes y no suelen requerir tratamiento, aunque análisis sanguíneos pueden 

desvelar anemia hemolítica moderada y un número reducido de trombocitos y 

leucocitos (E. G. Berger, 1999). Los mecanismos que hacen que aparezca este 

fenotipo parecen ser multifactoriales y no se comprenden demasiado bien. 
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Diferentes estudios han demostrado que las glicoproteínas de los eritrocitos y 

leucocitos de pacientes con este síndrome tienen bajas cantidades de galactosa y de 

ácido siálico, lo que conlleva a una sobreexpresión del antígeno Tn que se relaciona 

con la deficiencia en la actividad de C1GalT1. Parece ser que esta deficiencia se 

debe a cambios genéticos adquiridos a través de mutaciones somáticas en Cosmc, 

causando un cambio en el marco abierto de lectura y/o en el codón de parada o 

incluso que la chaperona no pueda ser transcrita, resultando en una casi completa o 

total pérdida de la actividad de la chaperona (Crew et al., 2008; Ju & Cummings, 

2005). Todas las mutaciones de Cosmc identificadas en la sangre de pacientes con 

el síndrome Tn han sido descritas por Ju y colaboradores (Ju et al., 2011), 

concluyendo que las células sanguíneas de pacientes con este síndrome son 

genéticamente mosaicas; ocurriendo en algunas líneas inmortalizadas con este 

síndrome la recuperación de la actividad de C1GalT1 (Thurnher et al., 1992). 

Mediante la creación de ratones knockouts de Cosmc en células enterocromafines y 

hematopoyéticas (EHC) presentes en el epitelio que cubre el tracto gastrointestinal 

se observó que estos animales desarrollaban megatrombocitopenia y trastornos 

sanguíneos, demostrando que la trombocitopenia y hemorragias en pacientes con el 

síndrome Tn se deben principalmente al deterioro en la biogénesis y función de las 

plaquetas causado por la posesión de mutaciones somáticas en el gen que codifica 

Cosmc (Y. Wang et al., 2012). En definitiva, la ausencia de una glicosilación 

funcional y fisiológicamente controlada conlleva a una gran variedad de trastornos 

en las células sanguíneas como se ha mencionado en este apartado y como se ha 

resumido en la revisión realizada por la Dr. Lee-Sundlov y colaboradores (Lee-

Sundlov et al., 2020). 

2.5.2. Nefropatía de IgA. 

En segundo lugar, la nefropatía de Inmunoglobulina A (IgA), también denominada 

enfermedad de Berger en honor a su descubridor el Dr. Jean Berger en 1968 (J. 
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Berger & Hinglais, 1968), es la glomerulonefritis, o inflamación de los glomérulos 

de los riñones (Levy & Berger, 1988; Mestecky et al., 2013), desembocando en el 

fallo renal terminal en los pacientes mayores de 25 años en el 20-40 % de los casos 

(D’Amico, 2000). La mayoría de casos suelen ser esporádicos y no se ha 

conseguido identificar ningún gen causante de los mismos (Beerman et al., 2007), 

sin embargo, diversos factores ambientales y fisiológicos parecen ser necesarios 

para la aparición de esta enfermedad. La nefropatía IgA se caracteriza por el 

depósito de IgA1 en el mesangio renal (tejido conjuntivo localizado entre 

glomérulos), basándose su diagnóstico actualmente en los síntomas clínicos de la 

glomerulonefritis, la hematuria y proteinuria. La diagnosis final ha de realizarse 

mediante biopsias renales y pruebas histológicas de depósitos de IgA1 (Julian & 

Novak, 2004), depósitos que son los verdaderos causantes de la inflamación 

glomerular que conlleva al daño renal. La relación de esta enfermedad con la O-

glicosilación de tipo mucina se observa en la deficiencia de galactosa y la 

simultanea aparición de los antígenos Tn y STn en la región bisagra (HR – Hinge 

Region) de la IgA1 en pacientes con esta enfermedad, lo cual puede ser el motivo 

del inicio de la patogénesis (Hiki, 2009; Mestecky et al., 2008). La IgA1 humana 

es una inmunoglobulina, secretada por las células secretoras de anticuerpos (ASC 

– Antibody Secreting Cells) (Nguyen et al., 2019), y O-glicosilada en nueve 

potenciales sitios de glicosilación en la HR, de los cuales cinco suelen estar 

ocupados por glicanos elongados desde el core 1, mono o disialilados (Mattu et al., 

1998). En la nefropatía IgA, esta glicosilación se intercambia por la expresión de 

antígenos Tn y STn, posiblemente debido a la reducción de la actividad de C1GalT1 

restringida por las células-B (Allen et al., 1997). Que Cosmc y C1GalT1 tengan un 

papel importante en la patogénesis de la nefropatía IgA es un tema polémico debido 

a que varios estudios sugieren que los niveles de transcripción de Cosmc y/o 

C1GalT1 en células B son bastante bajos en pacientes con esta enfermedad (Inoue 

et al., 2010; Qin et al., 2005, 2008; Xie et al., 2010; Yamada et al., 2010). Un estudio 
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achaca (Suzuki et al., 2008) estas glicosilaciones aberrantes en células que secretan 

IgA1 no solo al bajo nivel de transcripción en Cosmc y C1GalT1 sino también a un 

aumento en los niveles de transcripción de ST6GalNAcII. Otros enlazan esta 

enfermedad a polimorfismos en las propias secuencias de Cosmc y C1GalT1 (Li et 

al., 2007; Pirulli et al., 2009), aunque otro artículo concluya que no existen 

mutaciones de Cosmc en pacientes con nefropatía IgA en países europeos (Malycha 

et al., 2009).  

 
Figura 2.9. Las dos glicoformas de la inmunoglobulina A1 en el plasma humano. IgA1 es la 
principal glicoproteína del plasma humano y existen dos glicoformas distintas de esta proteína. La 
primera glicoforma es la mayoritaria (80-85%) con O-glicanos normales formados 
mayoritariamente por estructuras elongadas del core 1 mono y/o disialiladas. La forma minoritaria 
(10-15%) se encuentra glicosilada únicamente por los antígenos Tn y/o STn. Adaptado de (Lehoux 
et al., 2014). 

 

Definitivamente, en 2014, Lehoux y colaboradores (Lehoux et al., 2014) 

describieron mediante una aproximación proteómica que en esta enfermedad hay 
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dos poblaciones diferentes de IgA1 (Figura 2.9), una glicosilada con O-glicanos 

elongados a partir del core 1, mientras que la otra presentaba exclusivamente 

estructuras Tn y STn; siendo la cantidad de IgA1 en pacientes con IgAN algo mayor 

que en los pacientes control. Mediante la adición de C1GalT1 en ensayos in vitro 

se consiguió elongar la población glicosilada con el antígeno Tn. Con todo esto, se 

llegó a la conclusión que la presencia de estos antígenos no es exclusiva de la 

nefropatía IgA, y sugieren que el mal funcionamiento in vivo de C1GalT1 hacia la 

IgA1 en subpoblaciones de células B (Zeng et al., 2021) o del plasma sanguíneo, 

así como un aumento en los niveles IgA1, pueden contribuir a la patogénesis de la 

nefropatía de IgA.  

2.5.3. Cáncer y mucinas.  

Ha sido observado de manera directa la presencia de proteínas glicosiladas con 

glicanos truncados y otras glicosilaciones aberrantes en mucinas presentes en 

células cancerígenas, resultando en una hipoglicosilación asociada a tumores 

documentada de manera extensa en la literatura (Chugh et al., 2015; Deng et al., 

2013; Häuselmann & Borsig, 2014; Kufe, 2009; Taylor-Papadimitriou et al., 1999).  

El principal papel de estos glicanos aberrantes, o glicanos antigénicos asociados a 

tumores, en la proliferación celular ha sido descrito y parece estar relacionado 

principalmente con la adhesión de las células cancerígenas (Häuselmann & Borsig, 

2014), la motilidad de ellas y su capacidad de interaccionar de forma anómala con 

otras células e invadir otros tejidos, resultando todo esto en la promoción de la 

metástasis. De igual manera, son capaces de evadir la respuesta inmune (Madsen et 

al., 2013) y de mantener la renovación de células madre cancerígenas, aumentando 

su capacidad de expansión (Figura 2.10) (Ponnusamy et al., 2011).  



45 
 

 
Figura 2.10. Antígenos Tn y STn como TACAs en células tumorales. Estas estructuras no se 
expresan en células sanas ni en tejidos no tumorales. El resultado de la sobreexpresión del antígeno 
Tn/STn puede deberse a defectos en Cosmc o en C1GalT1, aunque hasta la fecha parece ser que solo 
defectos en la transcripción de Cosmc o mutaciones en la misma son los principales responsables de 
la presencia de ellos en tumores humanos o líneas celulares cancerígenas. Esta glicosilación 
aberrante se encuentra en la mayoría de carcinomas y su expresión se correlaciona con la progresión 
de la enfermedad. Aunque el papel que juegan en la oncogénesis no se conoce exactamente, sí que 
se conoce que la glicosilación aberrante provoca, como se ha mencionado anteriormente, la 
desregulación de receptores de membrana, cambios en la señalización célula–célula o célula–matriz 
y/o en la regulación del sistema inmune. Es por esa razón que podrían producirse subsecuentes 
cambios en la expresión génica, la transducción de señales y/o las interacciones fisicoquímicas que 
podrían facilitar el inicio, progreso y metástasis del tumor. Fuente: (Ju et al., 2013).  

Las mucinas transmembrana juegan un papel importantísimo en la adquisición de 

estas características mencionadas por las células cancerígenas. En células sanas se 

encargan de mantener la barrera de mucosa funcional y de defender las células de 

invasiones patogénicas en las superficies mucosas (Figura 2.11a, b). De manera 

específica y con respecto a lo mencionado, van Putten y Strijbis (2017) describieron 

y respaldaron cómo la glicosilación anormal de la mucosa epitelial de colon 

desemboca, no solo en una pérdida de sus funciones defensivas, sino que también 

contribuyen al aumento de procesos inflamatorios, fomentando vías de señalización 

celular, que pueden acabar en la enfermedad inflamatoria del intestino (Figura 

2.11c). La asociación directa de la sobreexpresión de mucinas transmembrana 

asociada a adenocarcinomas diversos puede derivar en la pérdida de la polarización 

de la membrana y la desregularización de la adhesión celular promoviendo la 

metástasis (Figura 2.11d) (van Putten & Strijbis, 2017). 
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Figura 2.11. Funciones de las mucinas transmembrana en las células de colon. a. En condiciones 
en las que las células de colon se encuentran sanas, la capa de mucosa está formada por una capa 
interior y otra exterior, siendo la segunda la que se relaciona con la microbiota. La capa interior se 
considera un ambiente con condiciones estériles y capaz de contribuir a la homeostasis de la 
diferenciación y regulación de células epiteliales. b. La alta glicosilación de los dominios de las 
mucinas de la capa exterior son los encargados de limitar las posibles invasiones de agentes 
patógenos. En caso de que ciertos patógenos consigan alcanzar las mucinas transmembrana de la 
capa interior, se inicia una cascada de señalización a través de sus dominios citosólicos que 
promueve la respuesta inflamatoria. c. La falta de glicosilación en las mucinas transmembrana 
provoca una elevada inflamación celular debido a la disminución de la barrera interior, siendo los 
patógenos capaces de llegar a la superficie celular de manera más fácil. d. La sobreexpresión 
aberrante de mucinas transmembrana es una característica muy destacable de los adenocarcinomas 
tales como el de colon, de páncreas, de ovario o de mama. La sobreexpresión de estas conlleva la 
pérdida de la polaridad celular y se vincula directamente con una peor prognosis en los procesos 
tumorales. Debido a que estas mucinas regulan un elevado número de interacciones célula-células, 
esta sobreexpresión desemboca en una contribución elevada a la metástasis. Fuente (van Putten & 
Strijbis, 2017). 

En tumores mamarios, se puede relacionar directamente la agresividad tumoral con 

MUC1, que aumenta la patogénesis del cáncer fomentando la activación de varias 

vías de señalización que desembocan en interacciones con receptores tirosina-

quinasa como el EGFR y el ERB2 (receptor de estrógeno B2) y la estabilización de 

β-catenina y el ERα (receptor de estrógeno alfa). MUC1 puede también regular la 

apoptosis mediante la inhibición de vías apoptóticas como JNK y NF-κB además 

de otras vías no intrínsecas (Agata et al., 2008; Bafna et al., 2010; Kufe, 2013; Wei 

et al., 2005). De igual forma, se ha podido relacionar la sobrexpresión de MUC1 en 
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patologías gastrointestinales como, por ejemplo, el cáncer de páncreas (Hinoda et 

al., 2003; R. Q. Wang & Fang, 2003) y en otras no relacionadas con el tracto 

gastrointestinal como el cáncer ovárico (Deng et al., 2013). 

Existen numerosos ejemplos de mucinas implicadas en la patología tumoral de 

diferentes tipos de cáncer: colon, pecho, pulmón, páncreas y útero entre otros 

(Irimura et al., 1999; Matsukita et al., 2003). Dependiendo de la mucina existen 

evidencias de cómo las células de cáncer de ovario son protegidas de la respuesta 

de las células NK del sistema inmune por MUC16 (Gubbels et al., 2010; Thériault 

et al., 2011) o como MUC4 puede promover la metástasis en cáncer de pecho o de 

páncreas (Chaturvedi et al., 2008; Ponnusamy et al., 2011). Estos abrumadores 

ejemplos hacen que ahondar en el conocimiento mecanístico y estructural de las 

enzimas implicadas en la O-glicosilación sea de especial importancia para entender 

las vías de actuación fisiológicas y poder desarrollar tratamientos específicos que 

permitan controlar la actuación descontrolada y disminuir sus efectos patogénicos.  

Para finalizar, parece ser que la presencia de los antígenos Tn y STn tienen enorme 

importancia en la capacidad de realizar interacciones carbohidrato-carbohidrato 

(CCI) (Sletmoen et al., 2018), postulándose como promotores de segundo nivel en 

la carcinogénesis a causa de su agregación y activación de receptores celulares que 

reconocen glicanos altamente O-glicosilados (Haugstad et al., 2012, 2016). Además 

de todo lo mencionado, C1GalT1 tiene un papel importante en todos los procesos 

tumorales debido a que interacciona con diferentes factores reguladores que 

intervienen directamente en la migración, invasión y adhesión celular. Por ejemplo, 

la sobreexpresión de C1GalT1 en carcinoma hepatocelular produce una 

modificación en la O–glicosilación de la Integrina β1, la cual regula las 

interacciones entre las células cancerígenas y la matriz extracelular en 

microambientes tumorales, contribuyendo a la metástasis de las células 

cancerígenas. Esto implicaría que C1GalT1 influye en el comportamiento agresivo 



48 
 

de las células de carcinoma hepatocelular modificando la vía de señalización en la 

que participa la Integrina β1(Liu et al., 2014).  

 
Figura 2.12. Papel de los glicanos de tipo O-GalNAc en la invasión de células cancerígenas. En 
las diferentes imágenes, las flechas grises indican vías de señalización u otros procesos celulares, 
mientras que las flechas negras indican un cambio anormal en la O-glicosilación. I. Estabilización 
de la expresión de receptores de la superficie celular mediante la reducción de la endocitosis o 
promoviendo la formación de complejos. II. Modificación de las vías de señalización relacionadas 
con la adhesión celular mediante cambios en la O-glicosilación y, en consecuencia, propiedades de 
determinadas proteínas extracelulares. III. Reorganización de la membrana, favoreciendo la 
exposición de proteínas esenciales en la adhesión célula–célula. IV. En los casos en los que ocurre 
una sobreactivación de las GalNAc-Ts, se puede inducir una transición celular del epitelio a la 
mesénquima, alterando la morfología celular y promoviendo la oncogénesis. V. Gracias a la 
alteración en los O-glicanos, puede ocurrir la evasión del sistema inmune mediante la unión de la 
lectina enmascarando las células frente a las NK o a través de células T tolerogénicas que reconozcan 
el dominio de lectina. Fuente: (Chia et al., 2016). 

Como se muestra en los diferentes modelos de la figura 2.12, son muchas las 

implicaciones que pueden tener la existencia de glicosilaciones aberrantes en 

tumores, sin embargo, a nivel molecular no se saben cuáles son específicamente las 

dianas proteicas implicadas ni qué mecanismos regulan dicha glicosilación. Sobre 
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todo, la falta de información estructural sobre Cosmc y C1GalT1 ha impedido 

obtener perspectivas mecanísticas de la reacción de transferencia del residuo de 

galactosa al antígeno Tn o el entendimiento de las bases moleculares necesarias 

para el reconocimiento de la molécula de GalNAc y de los aminoácidos 

circundantes. A nivel fisiológico, sí que es sabido que el mal funcionamiento de 

C1GalT1 se debe, en la mayoría de casos, a la regulación de su chaperona 

específica; y en la mayoría de procesos tumorales se debe específicamente al 

silenciamiento de su promotor (Radhakrishnan et al., 2014).  

En esta tesis, se propone un acercamiento multidisciplinar para entender las bases 

moleculares de una de las principales y más importantes protagonistas del proceso 

de la O-glicosilación de tipo GalNAc, C1GalT1, mediante la comprensión de la 

catálisis que realiza y el reconocimiento de sus sustratos donadores y aceptores. De 

esta manera, se podrá tener un mayor conocimiento de su implicación tanto en las 

enfermedades mencionadas como en cáncer.  
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3.  OBJETIVOS 
El objetivo principal de esta tesis doctoral es comprender las bases moleculares del 

funcionamiento de C1GalT1. Para ello, se fijó un objetivo principal que comenzó 

con la expresión de esta enzima de diferentes especies y que terminó con 

comprender cómo C1GalT1 reconoce y glicosila proteínas previamente glicosiladas 

por las GalNAc-Ts. Es por ello que los objetivos tratados en esta tesis son los 

siguientes: 

• Elección de ortólogos y diseño de vectores de las construcciones de 

C1GalT1 para su expresión recombinante. 

• Expresión recombinante de C1GalT1 en sistemas de expresión eucariotas: 

expresión transitoria en células de mamíferos y expresión mediante el 

sistema de expresión de baculovirus en células de insecto.  

• Purificación de las proteínas recombinantes expresadas. 

• Diseño racional y síntesis de glicopéptidos específicos para C1GalT1.  

• Caracterización cinética frente a glicopéptidos específicos.  

• Caracterización de las interacciones proteína ligando mediante ITC y STD-

RMN. 

• Cristalización de C1GalT1 en complejo con glicopéptidos y UDP-Mn+2 para 

entender las bases moleculares de como reconoce a sus ligandos  

• Compresión y estudio de los aminoácidos involucrados en la interacción con 

los péptidos o en su catálisis mediante mutagénesis dirigida.  

• Bases moleculares de cómo C1GalT1 reconoce a α-GalNAc-Thr frente a α-

GalNAc-Ser 

• Simulaciones de estructura tridimensional mediante dinámicas moleculares.  
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4.  METODOLOGÍA  
En esta tesis doctoral, el trabajo realizado y desarrollado tiene una aproximación 

multidisciplinar donde se ha integrado un elevado número de técnicas 

experimentales y computacionales con el fin de obtener respuestas con respecto a 

las bases estructurales y moleculares de C1GalT1. Debido a esta heterogeneidad, 

ha sido necesaria la implicación de diferentes grupos de investigación, sin los cuales 

no hubiese sido posible realizar todos los experimentos detallados en este capítulo. 

Es por ello de especial importancia remarcar cuáles son las técnicas que no se han 

realizado en el grupo de investigación al que pertenece el doctorado. De la misma 

forma se realizará una pequeña introducción sobre estas técnicas realizadas por 

otros grupos de investigación para remarcar la importancia dentro del trabajo 

completo, añadiendo detalles sobre los métodos usados.  

4.1. Cultivos celulares.  
Para la expresión de proteínas recombinantes se han usado líneas celulares 

eucariotas para conseguir un correcto plegamiento de las proteínas expresadas 

debido a la existencia de modificaciones postraduccionales los puentes disulfuro. 

La obtención del ADN y generación de bácmidos recombinantes se realizó en dos 

cepas diferentes de E. coli. 

4.1.1. Cultivos celulares de bacterias: Escherichia coli DH5α y DH10Bac. 

Las cepas de bacterias se usaron para la amplificación, obtención y preparación del 

ADN para su uso en la expresión de proteínas en cultivos de mamíferos e insectos. 

Dependiendo del sistema de expresión se usó una cepa diferente de E. coli: 

• La cepa DH5α se usó para la amplificación de ADN plasmídico para su 

posterior transfección en células de mamíferos HEK293F.  

• La cepa DH10Bac se usó para la obtención del bácmido recombinante para 

la creación de baculovirus recombinantes mediante la transfección en 
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células de insectos Sf9.  

De forma general, las condiciones de cultivo de E. coli son 37ºC y, si el cultivo es 

en suspensión, una agitación entre 180 y 220 rpm dependiendo del volumen de 

cultivo. Para el crecimiento de estas dos cepas de bacterias se usa medio LB.   

4.1.2. Cultivos celulares de mamíferos: HEK293F.  

Según la Colección Americana de Cultivos Tipo (American Type Culture 

Collection), las células HEK293 (CRL-1573™) son células embrionarias de riñón 

humano (Human Kidney Embryo en inglés) con morfología epitelial usadas 

globalmente en multitud de ensayos de toxicidad y de biotecnología industrial 

(https://www.atcc.org/products/crl-1573). Existen dos tipos principales de cultivos 

de células de organismos superiores: en adhesión y en suspensión, y no todas las 

líneas celulares están adaptadas para crecer en suspensión, teniendo como beneficio 

principal un aumento de la densidad celula+r de los cultivos y una mayor facilidad 

de escalado con respecto a los cultivos en adhesión.  

Todas las variantes glicomodificadas de HEK293, que se usaron para comprobar la 

actividad en células de los mutantes de C1GalT1, se cultivaron en matraces para 

adhesión celular (T-Flasks) en medio DMEM (Sigma-Aldrich) con 10% de suero 

fetal bovino (FBS) inactivado (Sigma-Aldrich) y 2 mM de GlutaMAX (Gibco) en 

un incubador humidificado a 37ºC con 5% de CO2. 

Las células usadas para cultivos en suspensión y expresión de proteínas fueron las 

HEK293F (ThermoFisher), una variante comercial de las HEK293 modificadas y 

adaptadas para el crecimiento en suspensión de alta densidad celular sin suero, 

permitiendo de esa manera una mayor expresión transitoria de proteínas. Estas 

células se cultivan en suspensión, en matraces especiales cuyo tapón dispone de una 

membrana para intercambio continuo de gas (Corning), en medio FreeStyle F17 

(Thermo Fisher) suplementado con 2% de GlutaMAX y 0,1% de Kolliphor P188 
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(Sigma Aldrich) para evitar agregados celulares. Los cultivos se mantienen en 

agitación constante (125 rpm) en un incubador a 37ºC con 8% de CO2 y 80% de 

humedad. Las células se mantuvieron siempre a una densidad celular entre 0,4 x 

106 y 4 x 106 células/ml. 

4.1.3. Cultivos celulares de insectos: Sf9 y HighFiveTM.  

Tanto las células Sf9 como las HighFiveTM (Gibco) se cultivaron en suspensión en 

medio libre de proteínas Insect XPRESS (LONZA) a 27ºC y 130 rpm. La densidad 

celular se mantuvo entre 0,4 x 106 y 4 x 106 células/ml. Las células Sf9 provienen 

de células aisladas del ovario de pupas de Spodoptera frugiperda (Figura 4.1a) 

(comúnmente conocida como “Oruga Militar Tardía”). De igual manera, las 

HighFiveTM (Hi5 para abreviar) provienen de células aisladas del ovario de 

Trichoplusia ni (Fig. 4.1b) (o “Gusano Falso Medidor”). El uso de dos líneas 

celulares diferentes se debe a que la eficiencia de transfección en Sf9 es mucho 

mayor, por lo que son mucho más adecuadas para la generación de baculovirus 

recombinantes, mientras que se ha demostrado que las Hi5 son capaces de alcanzar 

niveles más altos de expresión de proteínas recombinantes (Wilde et al., 2014).  

 
Figura  4.1. Estados larvarios y adultos de Spodoptera frugiperda (a) y Trichoplusia ni (b).  
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4.2. Técnicas de biología molecular.  

4.2.1. Construcción de los plásmidos de C1GalT1.  

4.2.1.1. Plásmidos para expresión en células de mamíferos.  

La secuencia de ADN codificante para los residuos T43-Q388, eliminación de la 

primera parte de la secuencia aminoacídica (que consiste en el dominio 

transmembrana) de la enzima de mosca (Drosophila melanogaster) C1GalT1 fue 

sintetizada y su frecuencia de codones optimizada para le expresión en células 

HEK293 por GenScript (EEUU). El constructo, que contenía una secuencia de 

reconocimiento de AgeI en el extremo 5’ y una secuencia de reconocimiento de 

KpnI en el extremo 3’, fue clonado en el vector pHL-Sec, (Fig. 4.2) el cual contiene 

 
Figura 4.2. Mapa del vector pHLSec. Usado por GenScript como base para la creación de los 
diferentes plásmidos usados para expresión en HEK293F. Fuente: https://www.addgene.org/99845/.   

https://www.addgene.org/99845/
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una secuencia codificante para una etiqueta de 6 residuos de histidina en el extremo 

3’ seguida de un codón de parada de traducción. Mediante esta clonación realizada 

también por GenScript se obtuvo el vector pHL-Sec-DmC1GalT1-6xHis.  

Para los ensayos en células y knockins dirigidos a AAVS1, Genewiz USA realizó 

la síntesis de la secuencia humana (Homo sapiens) completa de C1GalT1, 

optimizando la frecuencia de codones, con una etiqueta Myc en el carboxilo 

terminal y realizó el subclonaje en el vector EPB71 (Fig. 4.3), obteniendo el vector 

EPB71-HsC1GalT1-Myc. (Addgene ID 90018).  

 
Figura 4.3. Mapa del vector EPB71. Usado por Genewiz como base para la creación de los 
diferentes plásmidos usados en la creación de knockins. Fuente: https://www.addgene.org/90018/.   

4.2.1.2. Plásmidos para expresión en células de insectos.  

La secuencia de ADN codificante para los residuos T43 al Q388 junto con la 

https://www.addgene.org/90018/


57 
 

secuencia de secreción “mellitin honey bee” (Tessier et al., 1991), al igual que en el 

caso de la secuencia codificante para expresión en mamíferos, fue sintetizada y 

optimizada su frecuencia de codones para la expresión en células de insecto por 

GenScript. El constructo contenía una secuencia de reconocimiento para BamHI en 

el extremo 5’ y en el extremo 3’ una secuencia codificante para 6 residuos de 

histidina, un codón de parada y una secuencia de reconocimiento para EcoRI.  

Mediante esos sitios de reconocimiento de enzimas de restricción, la secuencia 

codificante fue clonada en el vector pFastBac1 (Fig. 4.4) obteniendo el vector 

pFastBac1-mellitin-DmC1GalT1(T43-Q388)-6xHis. Se sintetizaron mediante 

 
Figura 4.4. Mapa del vector pFastBacTM1. Usado por GenScript como base para la creación de 
los diferentes plásmidos usados para la creación de los bácmidos y baculovirus recombinantes para 
la expresión de proteínas en células de insecto.   
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mutagénesis del vector arriba mencionado 5 construcciones adicionales de 

DmC1GalT1: H55-Q388, S73-Q388, T43-P343, T43-P354 y T43-S373.  

4.2.1.3. Mutagénesis de sitio dirigido de los plásmidos para expresión en 

mamíferos. 

Todos los mutantes de DmC1GalT1 (R152A, Y213A, Y218A, D255A, W300A y 

Y325A) fueron generados mediante un protocolo estándar de mutagénesis de sitio 

dirigido por GenScript usando como base el vector pHL-Sec-DmC1GalT1-6xHis.  

De igual forma, GenScript realizó la mutagénesis de los residuos indicados usando 

el vector EPB71-HsC1GalT1-Myc. 

4.2.2. Sistema dirigido de CRISPR/Cas9 para hacer knockouts en HEK293F. 

El sistema CRISPR/Cas es el proceso adaptativo del sistema inmune de muchas 

bacterias y archaeas que les permite adquirir inmunidad frente a plásmidos y virus 

exógenos (Horvath & Barrangou, 2010). El estudio y modificación de este sistema 

ha permitido usarlo como herramienta de edición del genoma denominada 

CRISPR/Cas9. La base sobre la que funciona este sistema es el uso de un fragmento 

de ARN “guía” (gARN) y la endonucleasa Cas9, que se une a un ADN objetivo y 

corta en los sitios especificados por el gARN (Cui et al., 2018) (Fig. 4.5). 

El gARN está formado principalmente por dos componentes: una secuencia 

constante a la que se une Cas9 y una secuencia variable que se une, siendo 

complementaria, al ADN objetivo (Cong & Zhang, 2015). El ADN objetivo, por 

otro lado, debe tener dos regiones para que Cas9 pueda realizar su función 

endonucleasa y cortar la doble cadena de ADN. La primera es la región variable 

complementaria al gARN que se decida usar (o “protospacer”) y una segunda 

región o PAM (“protospacer adjacent motif”). Una vez Cas9 se une al protospacer 

y reconoce el motivo PAM, realizando el corte de la doble hebra, puede dar lugar 

dos escenarios distintos. El primero es la reparación del ADN por la maquinaria 
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celular endógena, produciendo la eliminación de la secuencia seleccionada. El 

segundo escenario sería la reparación del corte por la maquinaria con la adición de 

una secuencia exógena, ocupando el hueco creado por el corte (Wyman & Kanaar, 

2006). 

 
Figura 4.5. Sistema de edición genómica CRISPR/Cas9. Fuente: (Cui et al., 2018).  

Tras explicar de manera breve el funcionamiento de CRISPR/Cas9, se detallará el 

procedimiento seguido por el Dr. Yang Zhang de la Universidad de Copenhague.  

Los knockouts mediante CRISPR/Cas9 se realizaron usando la GlycoCRISPR, una 

librería de gARNs para la selección de todas las glicosiltransferasas humanas 

(Narimatsu et al., 2018). Se usaron células previamente modificadas capaces de 

producir O-glicanos hasta el core 1, denominadas HEK293core1 (KO GCNT1/ 

ST3GAL1/2/ ST6GALNAC2/3/4). Estas células expresan de manera estable GFP-

MUC1 al exterior celular, pudiéndose usar esta proteína como marcador para 

comprobar la O-glicosilación proteica o proteína reportera, denominada en inglés 

reporter (Nason et al., 2021). Las HEK293core1 fueron crecidas en placas de seis 
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pocillos (NUNC) hasta llegar aproximadamente a un 70% de confluencia. En ese 

momento fueron transfectadas con 1 µg de gARN, capaz de reconocer el gen 

C1GALT1, y 1 µg de Cas9-PBKS etiquetada con RFP (proteína roja fluorescente) 

usando lipofectamina 3000 (ThermoFisher) como agente de transfección siguiendo 

el protocolo del fabricante. 24 h después de la transfección, las células con 

expresión de RFP fueron seleccionadas mediante un tipo de citometría de flujo 

denominada clasificación celular activada por fluorescencia (FACS sorter – SONY 

SH800) (Adan et al., 2017). Tras una semana de cultivo, las células seleccionadas 

previamente fueron clasificadas de manera aislada en placas de 96 pocillos. Los 

clones sin el gen C1GALT1 se cribaron mediante PCR usando la detección Indel 

por análisis de amplicones (IDAA) (Yang, Steentoft, et al., 2015), amplificando el 

sitio de unión del gARN. Los cebadores flanqueantes usados para dicha 

amplificación fueron: 

• Forward: 5′-CCTGCTGTGGGACTGAAAAC-3′. 

• Reverse: 5′-TGCATCTCCCCAGTGCTAAG-3′. 

Posteriormente los clones seleccionados fueron verificados mediante secuenciación 

de Sanger (Shendure et al., 2017). 

4.2.3. Creación de knockins de variantes de C1GalT1 en HEK293FTn. 

Para la creación de knockins se usó un ObLiGaRe (“Obligated Ligation-Gated 

Recombination” o recombinación controlada por ligación obligada en castellano) 

(Maresca et al., 2013) modificado para dirigirse al sitio de integración 1 asociado a 

adenovirus (AAVS1) usando dos nucleasas de dedos de Zinc invertidas (ZFNs) que 

flanqueasen el gen de C1GALT1 mutado en los plásmidos donadores (Yang, Wang, 

et al., 2015). Este protocolo se realizó de la manera descrita con anterioridad para 

knockouts dirigidos usando 1 µg de ZFN etiquetada con GFP/E2-Crimson y 2 µg 

del plásmido donador. 48 horas tras la transfección se realizó una selección del 10-
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15 % de células que más expresión presentaban tanto de GFP como de E2-Crimson 

mediante FACS y se cultivaron durante una semana más. En ese momento, los 

knockins dirigidos se cribaron de manera individual mediante PCR usando dos 

cebadores específicos para el área de unión entre el plásmido donador y el locus 

humano de AAVS1, y otros dos cebadores que flanqueasen el locus del gen 

introducido. Se realizó también una PCR específica para comprobar el número de 

copias del gen insertado: 

• Forward: 5′- CCTTACCTCTCTAGTCTGTGCTAG-3′. 

• Reverse: 5′- CGTAAGCAAACCTTAGAGGTTCTGG-3′. 

4.2.4. Transformación de células competentes E. coli DH5α y DH10Bac y 
selección de colonias recombinantes.  

La transformación de células competentes consiste en la introducción en bacterias 

silvestres de un plásmido exógeno que contiene el gen de interés. Las células 

competentes se tratan de bacterias tratadas químicamente para que el ADN 

plasmídico pueda introducirse de manera más eficiente.  Dependiendo del fin de la 

transformación, el plásmido tendrá unas características diferentes. En estos 

ensayos, todas las transformaciones bacterianas realizadas tenían como fin la 

amplificación de ADN (DH5α) o la generación del bácmido recombinante 

(DH10Bac), para expresar las proteínas en células de mamíferos o de insectos, 

respectivamente. El protocolo de transformación es casi idéntico en ambos casos, 

por lo que se enunciarán las diferencias cuando sea necesario. Todos los pasos se 

realizaron en esterilidad.  

1. Adición de 200 ng de ADN plasmídico sobre una alícuota de 250 µl células 

competentes e incubar la mezcla en hielo durante 30 minutos. 

2. Realización de choque térmico a 42ºC durante 1 minuto. 

3. Incubación en hielo durante 2 minutos. 

4. Adición de 500 µl de SOC frío (Apéndice 8.3). 
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5. Incubación a 37ºC y agitación de 180-220 rpm durante 1,5 horas en el caso 

de las células DH5α o 4 horas en el caso de las células DH10Bac. 

Transcurrido ese tiempo, se recuperan las células y se siembran en placas de 

LB/Agar (Apéndice 8.3) con los antibióticos correspondientes para su correcta 

selección. En el caso de las DH5α solo es necesario añadir ampicilina 100 µg/ml 

como antibiótico para comprobar el éxito de la transformación. Las placas se 

incuban durante la noche (O/N) a 37ºC.  

Las células DH10Bac contienen en su cromosoma el genoma de baculovirus 

(bácmido). La transposición entre el vector insertado y el bácmido ocurre a través 

del método de transposición Tn7, generando el bácmido recombinante con nuestro 

gen de interés.  Para confirmar el correcto inserto del gen de interés en el bácmido 

las células se crecieron durante al menos 48 horas en placas de LB/Agar con 

kanamicina 50 μg/ml, gentamicina 7 μg/mL, tetraciclina 10 μg/mL, 100 μg/mL 

Bluo-gal y 40 μg/mL IPTG. Los clones positivos fueron aquellas colonias que 

presentaban color blanco gracias a la disrupción del gen lacZ integrado en el sitio 

de transposición. Las colonias blancas se seleccionaron y volvieron a crecer en 

placas como las anteriores durante al menos 48 horas para confirmar el inserto de 

nuestro gen de interés.  

4.2.5. Conservación en glicerol de las colonias transformadas.  

Para evitar transformar cada vez que sea necesario, las células transformadas se 

almacenan a -80ºC. Para almacenarlas así, es necesario seleccionar una colonia 

aislada y crecerla O/N en 10 ml de cultivo LB (Apéndice 8.3) a 37ºC con agitación 

(180-220 rpm), usando los antibióticos que hemos usados en las placas de LB/Agar 

(en el caso de las DH10Bac no es necesario usar IPTG ni Bluo-Gal ya que la colonia 

ha sido validada previamente). 

Tras el crecimiento del cultivo O/N, manteniendo en todo momento la esterilidad, 
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se añaden en un vial estéril de 1,5 ml: 300 μl de glicerol estéril al 80% y 700 μl del 

cultivo crecido. Tras etiquetarlo apropiadamente, el vial se introduce en nitrógeno 

líquido para una rápida congelación y se almacena a -80ºC. 

4.2.6. El sistema Bac-to-Bac. 

Para producir los baculovirus recombinantes de manera rápida y eficiente, se usó el 

sistema de expresión Bac-to-Bac®(Invitrogen) (Fig. 4.6). Este método fue 

desarrollado por investigadores de Monsanto y se basa en la transposición de sitio 

específica de un casete de expresión en un vector lanzadera de baculovirus 

(bácmido) que se propaga en E. coli (Luckow et al., 1993). Este sistema usa las 

propiedades del transposón Tn7 para simplificar y mejorar la generación del ADN 

bacmídico recombinante. Este sistema tiene dos componentes principales: 

• El vector donador con el gen (o genes) de interés clonado, denominado 

pFastBac. Dependiendo del vector usado, la expresión del gen está 

controlada por un promotor u otro. En el presente caso, se usó el pFastBac1, 

que contiene el promotor de polihedrina (PH) del virus de polihedrosis 

multinuclear de   Autographa californica (AcMNPV – “Autographa 

californica multiple nuclear polyhedrosis virus”). Este casete de expresión 

se encuentra flanqueado por los brazos izquierdo y derecho de Tn7 y además 

contiene un gen de resistencia a gentamincina y una señal de poliadenilación 

SV40 para formar un mini – Tn7. 

• El segundo componente del sistema se trata del huésped para el vector 

pFastBac, la cepa de E. coli DH10Bac. Esta cepa contiene: 

o Un “vector lanzadera de baculovirus” o bácmido (bMON14272; 136 

kb) con un replicón de bajo número de copias mini – F, un gen de 

resistencia a kanamicina y la secuencia codificante del péptido 

LacZα en la que se ha insertado el sitio de unión del transposón 

bacteriano (mini – attTn7). La inserción del sitio de transposición 



64 
 

mini – attTn7 no interrumpe el marco de lectura del péptido LacZα. 

o Un plásmido ayudante (o “helper”) (pMON7124; 13.2 kb) 

encargado de codificar la transposasa, otorgando la función de 

transposición de Tn7 in trans y confiriendo resistencia a tetraciclina 

(Barry, 1988).  

Una vez se realiza la transformación del plásmido pFastBac1 en las células 

DH10Bac, ocurre la transposición entre el elemento mini – Tn7 del vector 

pFastBac1 y el mini – attTn7 objetivo del bácmido, generando el bácmido 

recombinante gracias a la presencia de proteínas de transposición codificadas en el 

plásmido ayudante. 

 
Figura 4.6. Esquema simplificado del sistema de expresión de baculovirus. En la imagen se 
muestra desde la generación del bácmido recombinante hasta la generación y amplificación de virus 
recombinantes. Fuente: (Invitrogen, 2015). 

El bácmido recombinante es capaz de propagarse en E. coli DH10Bac, confiriendo 
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la resistencia a kanamicina y produciendo la disrupción del marco abierto de lectura 

del gen codificante de lacZ, presente en el cromosoma para formar colonias azules 

(Lac+) en presencia de un sustrato cromogénico como Bluo-gal o X-gal y el 

inductor, IPTG. Las colonias que contengan el bácmido recombinante presentan un 

color blanco mientras que las que presentan el bácmido sin alterar serán de color 

azul debido al sustrato cromogénico. Las colonias blancas tienden a ser algo más 

grandes, por lo que para evitar falsos positivos es necesario elegir las colonias más 

grandes y aisladas para analizarlas en las placas de LB/Agar preparadas para su 

selección.  

4.2.7. Amplificación y extracción de ADN plasmídico.  

Para la transfección en mamíferos es necesaria una gran cantidad de ADN 

plasmídico (3 µg ADN/ml células) como se ha mencionado anteriormente. Es por 

ello que es necesaria la amplificación y extracción del ADN plasmídico, que se 

lleva a cabo en primer lugar creciendo células DH5α transformadas con el plásmido 

objetivo en un matraz de 250 ml con 100 ml de LB y ampicilina O/N a 37ºC y 

agitación (180-220 rpm).  Al día siguiente, los cultivos crecidos se inoculan en 

matraces de 5 l con 2 l de LB y ampicilina y se dejan creciendo hasta el día siguiente 

a 37ºC y agitación de 180 rpm. El tercer día se recoge el pellet bacteriano mediante 

centrifugación a 10000 rpm a 4ºC durante 10 min y se congela.  

Una vez se tiene el pellet congelado, se procede a realizar el aislamiento del ADN 

plasmídico mediante un kit de gigaprep Purelink Expi Endotoxin-Free Giga 

Plasmid Purification Kit (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante 

(Fig 4.7). 
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Figura  4.7. Protocolo de aislamiento de ADN plasmídico. Mediante el uso del kit Purelink Expi 
Endotoxin-Free Giga Plasmid Purification Kit (Invitrogen). Realizado por el doctorando mediante 
Biorender. 

El ADN obtenido de la purificación se cuantificó mediante absorción a 260 nm 

mediante un nanodrop espectrofotómetro/fluorímetro DS-11 Series (DeNovix) para 

obtener la concentración a usar en la transfección.  

4.2.8. Amplificación y extracción del cromosoma bacteriano recombinante 
(bácmido).  

Una vez se ha realizado la reacción de transposición, es necesario aislar el ADN 

recombinante de alto peso molecular (bácmido) para usarlo en la transfección de 

células de insecto y poder generar los baculovirus recombinantes. 
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Para ello, se crecieron DH10Bac transformadas, y reestriadas para comprobar que 

eran clones recombinantes positivos, en 50 mL de LB con kanamicina, gentamicina 

y tetraciclina overnight a 37ºC con agitación (180-220 rpm). Los siguientes pasos 

fueron exactamente igual que para realizar la amplificación de ADN plasmídico, 

pero inoculando cultivos de 500 ml de LB con los antibióticos usados en el 

precultivo. El aislamiento del bácmido recombinante se llevó a cabo usando el kit 

de extracción NucleoBond BAC 100 (MACHEREY-NAGEL) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Como aclaración, para poder extraer correctamente un 

ADN de tan gran tamaño es crucial dejar que la clarificación del lisado ocurra por 

gravedad y que tanto el isopropanol como el etanol usado sean de una buena 

calidad. La cuantificación del ADN extraído se realizó de igual forma que la del 

ADN plasmídico.  

4.3. Expresión de proteínas. 

4.3.1. Expresión transitoria de DmC1GalT1 y sus mutantes en HEK293F.  

La expresión transitoria de C1GalT1 y de sus mutantes en células de mamíferos se 

llevó a cabo mediante un protocolo de transfección optimizado en el grupo de 

investigación. 

El protocolo de transfección se indica a continuación: 

1. Crecer el volumen deseado de células a una densidad de 2-3x106 células/ml. 

2. Centrifugar los cultivos a 200 x g durante 10 minutos, desechar el medio 

viejo y resuspender las células en medio fresco FreeStyle F17 

(ThermoFisher) suplementado (2% GlutaMAX y 0,1% Kolliphor P188).  

3. Añadir al cultivo 3 μg de ADN/ml de cultivo celular mezclado con 0,9 μl de 

NaCl 1,5 M/ml de cultivo celular e incubar durante 5 min en el incubador. 

4. Tras la incubación, es necesario añadir 9 μg/ml de cultivo celular de PEI-

MAX 40 K (Polietilenimina) mezclado con 0,9 μl de NaCl 1,5 M/ml de 
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cultivo celular, obteniendo una concentración final de NaCl de 3,75 mM en 

el cultivo.  

5. Duplicar el volumen de cultivo a las 24 horas con medio suplementado. 

Además, se añade ácido valproico (VPA) (Sigma Aldrich) a una 

concentración final de 2,2 mM. 

6. Los cultivos se recogen 6 días tras la transfección realizando dos pasos de 

centrifugación: 5 minutos a 300 g y 15 minutos a 4000 g para eliminar todas 

las células, obteniendo así el sobrenadante con la proteína en cuestión 

secretada.  

4.3.2. Producción en Sf9 de baculovirus recombinantes que expresen 
DmC1GalT1.  

Para la generación de baculovirus recombinantes fue necesario realizar primero una 

transfección del bácmido recombinante obtenido con anterioridad (P0) y luego 

realizar dos amplificaciones para aumentar la cantidad de virus (P1 y P2). Para la 

obtención del P0 se realizó la transfección del bácmido recombinante en células Sf9 

con bajo número de pases. Las células se diluyeron en medio fresco Insect XPRESS 

(LONZA) a una densidad de 0,8 x 106 células/ml 3-4 horas antes de la transfección. 

Se usó 1 μg de bácmido/ml de células, diluido en 100 μl de PBS preatemperado a 

37ºC, y se mezcló vigorosamente con PEI-MAX 40K a un ratio de 1:4 ADN:PEI 

(4 ug PEI/ml de células). La formación del complejo entre el ADN y PEI se permitió 

durante 20-30 minutos a temperatura ambiente y tras ello se añadió la mezcla al 

cultivo celular (Scholz & Suppmann, 2017).  El cultivo transfectado se incubó 

durante 7 días a 27ºC con agitación de 130 rpm y luego se recogió mediante 

centrifugación de las células durante 10 minutos a 4000 g. El sobrenadante 

resultante que contenía el P0 se almacenó en oscuridad a 4ºC tras añadir 10% de 

FBS inactivado.  

Para la amplificación tanto del P1 como del P2 se diluyeron células Sf9 a 1,5 x 106 
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células/ml en medio fresco Insect XPRESS antes de añadir 0,25% del virus anterior 

(P0 para el P1, P1 para el P2), aumentando así la cantidad de virus en el 

sobrenadante y en consecuencia su capacidad infectiva. Para el P1, los cultivos 

fueron incubados durante 7 días mientras que para el P2 la incubación fue de 5 días. 

La incubación, recogida y almacenaje de los P1 y P2 se llevó a cabo de la misma 

manera que se ha descrito en el caso del P0.  

4.3.3. Expresión de DmC1GalT1 en Hi5TM.  

Las células Hi5 se diluyeron a 1,5 x 106 células/ml en medio Insect XPRESS. En el 

momento de la infección se añadió al cultivo Kifunensina-Bio-X (CarboSynth) 

(usando una concentración final de 5 μM para permitir el corte de los N-glicanos 

durante la purificación (Harrison & Jarvis, 2006) seguido de un 3% del P2 de 

baculovirus recombinante. El sobrenadante celular se recogió a las 48 horas tras la 

infección mediante centrifugación a 300 x g durante 5 min seguida de una segunda 

centrifugación a 8000 x g durante 10 min.  

4.3.4. Electroforesis SDS-PAGE desnaturalizante y tinción.  

Para poder comprobar tanto la expresión como la pureza o estado de las proteínas 

es necesario el uso de una técnica sencilla y rápida con la que poder comprobar 

cómo se encuentran. La electroforesis desnaturalizante es una técnica con las 

características mencionadas en la que se realiza la separación en geles de 

poliacrilamida de muestras proteicas, cargadas negativamente, en función del peso 

molecular mientras se aplique una diferencia de potencial eléctrico, permitiendo su 

posterior visualización mediante un proceso de tinción (Brunelle & Green, 2014).  

En primer lugar, es necesario desnaturalizar térmicamente las muestras durante 5 

minutos a 100ºC en presencia de un tampón de carga Laemmli (Apéndice 8.3) que 

contiene entre sus componentes dodecil sulfato sódico (SDS), un detergente capaz 

de unirse a las proteínas inespecíficamente confiriéndoles una relación 
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tamaño/carga constante.  

Dependiendo del rango de tamaño de proteínas que necesitemos visualizar y separar 

usaremos un diferente porcentaje de acrilamida en la receta del gel de 

poliacrilamida. Además, el gel consta generalmente de dos fases, una fase de 

apilado o “stacking”, con un bajo porcentaje de acrilamida (4%), en la que las 

proteínas se “apilan” al inicio de la segunda fase, llamada “running” o de separado 

en la que las proteínas “corren” y se separan dependiendo del porcentaje de 

acrilamida en esta fase (8-20%).   

Con las muestras ya cargadas en el gel, se aplica con una fuente de alimentación un 

campo eléctrico con voltaje constate de 130 V durante 80 – 100 minutos en función 

del porcentaje de acrilamida. De esta manera, las muestras cargadas migran por el 

gel a una velocidad proporcionalmente inversa al logaritmo de su peso molecular, 

pudiéndose comparar así con un patrón estándar de peso molecular comercial 

(marcador de peso molecular, en nuestro caso Page Ruler Protein Ladder, (Thermo 

Fisher)). 

Se han empleado geles de acrilamida convencionales con un 10 – 12% de la misma 

para comprobar las diferentes purificaciones o cortes con glicosidasas realizadas en 

la tesis. Para poder visualizar la separación y el tamaño de las muestras proteicas es 

necesario realizar una tinción con Azul de Coomassie y una destinción, tras la 

primera, con una disolución de metanol y ácido acético. Una vez se realiza la 

destinción, se pude observar a simple vista las bandas correspondientes a las 

proteínas cargadas en el gel.  

4.3.5. Electrotransferencia (Western Blot).  

Hay veces en las que la electroforesis desnaturalizante no es suficiente para poder 

visualizar la expresión de proteínas debido a que están muy diluidas (sobre todo en 

sistemas de expresión de secreción) o que la muestra se encuentra con muchas 
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impurezas. Por esa razón, hay que hacer uso de otras técnicas más sensibles como 

es la electrotransferencia o “Western Blot”, con la que podemos visualizar proteínas 

gracias a la unión de anticuerpos específicos mediante quimioluminiscencia.  

Debido a que todas las construcciones que suelen usarse en el grupo de 

investigación suelen llevar una cola de histidinas para facilitar su purificación, es 

lógico pensar en usar esa misma etiqueta para detectar la expresión de proteínas. Es 

necesario remarcar que esta técnica es cualitativa y solo permite cuantificar la 

expresión siempre que haya una muestra de expresión conocida en el ensayo. 

El primer paso para realizar esta técnica es realizar una electroforesis 

desnaturalizante y una vez el gel con las muestras ha terminado de correr, se 

empieza la electrotransferencia.  La transferencia electroforética es el método más 

usado en la realización de western blots, en el que un campo eléctrico se usa para 

eluir las proteínas del gel y transferirlas a las membranas – las cuales pueden ser de 

nitrocelulosa o de PVDF (difluoruro de polivinilo). Durante este proceso, tanto el 

gel como la membrana se encuentran juntos con papel de filtro húmedo entre dos 

electrodos. El voltaje aplicado entre electrodos hace que las proteínas migren a la 

membrana siguiendo la corriente generada por dicho voltaje entre electrodos. En el 

centro de investigación se usó un aparato de electrotransferencia semihúmeda 

Trans-Blot Turbo – Transfer System (BIO-RAD). Este método se categoriza dentro 

de los sistemas de rápida transferencia y el esquema de montaje se ilustra en la 

figura 4.8. En las electrotransferencias realizadas se usaron membranas PVDF y los 

papeles de filtro y tampón indicados por el fabricante.  

Una vez se ha completado la migración de las proteínas a la membrana (ha sido 

exitosa si el marcador de peso molecular se ha transferido) se realiza la saturación 

de la membrana con 5 ml de una solución de BSA 0,05 g/ml en PBST al 0,1 % 

(Tween 20) durante 1 hora en agitación a temperatura ambiente. Tras ello se añaden 

0,4 µl del anticuerpo THE™ His Tag Antibody [HRP] (mAb – ratón) (GenScript) 
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a una concentración de 0,5 mg/ml. Se realiza la incubación o bien a 4ºC O/N o 

durante una hora a temperatura ambiente. No es necesaria la realización de una 

incubación con un anticuerpo secundario ya que este anticuerpo está conjugado con 

la peroxidasa de rábano (HRP), lo que permite revelar la membrana tras realizar 

tres lavados de 5 minutos con PBST al 0,1 %. Tras los lavados, se añaden los 

reactivos del kit SupersignalTM West Pico PLUS Chemiluminiscent Substrate 

(ThermoFisher) en una proporción 1:1, se incuba durante 5 minutos en oscuridad y 

se realiza la revelación de la membrana mediante un visualizador Chemidoc MP – 

Imaging System para detectar la quimioluminiscencia. 

 
Figura 4.8. Esquema de la correcta colocación de todos los componentes para la 
electrotransferencia mediante el Trans-Blot Turbo. Imagen adaptada de (BioRAD, 2012). 

4.4. Purificación de proteínas. 
Al expresar la proteína mediante secreción celular, ya sea en Hi5 o en HEK293F, 

el primer paso de purificación es realizar una diálisis para cambiarle al sobrenadante 

el tampón. Es este caso, todas las proteínas secretadas fueron dializadas contra el 

tampón 25 mM TRIS pH 7,5, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol O/N realizando tres 

cambios de diálisis con agitación mantenida a 4ºC para conseguir un intercambio 

de tampón eficaz. Tras los tres cambios de diálisis se realizó la filtración, con filtros 

de 0,45 µm (Scharlau), del sobrenadante. 
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4.4.1. Cromatografía de afinidad con HISTRAP (IMAC). 

La principal operación de separación realizada en la purificación de proteínas es la 

cromatografía de afinidad, ya que permite la interacción específica entre ciertos 

residuos de la proteína y la matriz de la columna de cromatografía, consiguiendo 

eliminar la mayoría de impurezas que no se deseen mantener en la muestra.  

Un tipo especial de cromatografía de afinidad es la denominada IMAC (por sus 

siglas en inglés) o cromatografía de afinidad por metales inmovilizados. En ella, las 

interacciones ocurren entre residuos de histidina que hemos añadido a nuestras 

construcciones y el metal inmovilizado en la matriz, siendo el níquel el usado 

durante la presente tesis, aunque también es posible el uso de cobalto para este fin. 

Todas las proteínas purificadas durante este periodo predoctoral han sido 

purificadas mediante IMAC de níquel. Además, como todas han sido secretadas al 

medio extracelular, este protocolo es aplicable a todas las proteínas purificadas.  

Una vez se ha realizado la filtración del sobrenadante, éste se carga en una columna 

(o dos si la proteína se expresa muy bien) HisTrap (GE Healthcare – Cytiva) 

equilibrada previamente con tampón 25 mM TRIS pH 7,5, 500 mM NaCl, 10 mM 

imidazol. El aumento de NaCl con respecto al tampón de diálisis supone una ventaja 

gracias a que el aumento en la concentración de NaCl puede eliminar interacciones 

inespecíficas. Después que la muestra haya sido cargada, se lava la columna hasta 

que la absorbancia a 280 nm se estabilice. Tras el lavado, se realiza un gradiente de 

imidazol de 10 a 400 mM con tampón 25 mM TRIS pH 7,5, 300 mM NaCl, 400 

mM imidazol para eluir la proteína y separarla de otras impurezas que hayan podido 

unirse a la columna. Para el almacenamiento y mantenimiento de la columna de 

níquel – y de la mayoría de columnas usadas en purificación de proteína – es 

necesario limpiarla con cinco volúmenes de H2O Milli-Q seguidos de otros cinco 

volúmenes de etanol al 20% filtrado con filtros de tamaño de poro de 0,22 µm 

(Scharlab). 
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Para asegurar que se ha realizado una purificación correcta de nuestra proteína de 

interés, y conocer si se encuentra correctamente se realiza una electroforesis 

desnaturalizante – SDS PAGE. 

4.4.2. Intercambio de tampón. 

Tras el primer paso de purificación, es necesario realizar un intercambio de tampón 

para eliminar el imidazol con el que ha eluído la proteína de interés y, en el caso de 

que sea necesario cortar los glicanos, para cambiar el buffer al óptimo para el corte 

con EndoH  

Aunque el intercambio puede realizarse mediante diálisis o centricón (apartado 

4.4.5), el uso de columnas para intercambiar tampónes cuando el volumen de la 

muestra oscila entre 10 y 50 ml es lo más habitual. La columna que se usó fue la 

HiPrep 26/10 Desalting (Cytiva), que gracias a la matriz porosa que contiene 

permite separar mediante exclusión molecular los componentes en solución. Esto 

permite que las moléculas grandes – como son las proteínas – puedan estar menos 

tiempo retenidas en la columna que las pequeñas – componentes del tampón – y 

puedan separarse.  

Para usar esta columna, es necesario equilibrarla con al menos tres volúmenes de 

columna (53 ml) de H2O Milli-Q, para eliminar la disolución en la que se almacena 

la columna (etanol al 20%), y otros tres volúmenes del tampón al que se va a 

intercambiar la muestra. Una vez realizado esto, se inyectan como máximo 15 ml 

de muestra (el cual es el volumen muerto de la columna) que deben comenzar a 

recogerse tras el volumen muerto. Tras recoger la proteína en el nuevo tampón, se 

apreciará un cambio en la conectividad del cromatograma que corresponde con el 

tampón en el que se encontraba antes la proteína. Si fuese necesario inyectar más 

muestra es necesario esperar a que la columna se vuelva a equilibrar en el tampón 

que deseamos, volviendo la conductividad al valor inicial. Una vez se ha finalizado 
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el proceso, se obtiene una solución con la proteína disuelta en el tampón deseado y 

se debe proceder a lavar la columna, para almacenarla a 4ºC, con al menos 3 

volúmenes de H2O Milli-Q seguidos de 3 volúmenes de etanol al 20% filtrado por 

0,22 µm.  

4.4.3. Corte con Endo-H y purificación.  

En el caso de la construcción usada para la cristalización de DmC1GalT1, el 

intercambio de tampón se realizó a 25 mM MES pH 6,2 y 150 mM NaCl, pH óptimo 

para el correcto funcionamiento de la endoglicosidasa-H (Endo-H) (Fig. 4.9). La 

Endo-H usada en esta tesis se trata de una proteína de fusión expresada y purificada 

en el laboratorio, la cual se encuentra unida a la proteína de unión a maltosa (MBP) 

con una cola de histidinas. 

 
Figura 4.9. Sitio de corte y requerimientos estructurales para que se produzca el corte de los 
glicanos por la endoglicosidasa-H. Los cilindros azules representan moléculas de GlcNAc y las 
esferas verdes residuos de manosa. R1 representa una cadena de oligomanosas; R2 puede ser 
cualquier mono u oligosacárido unido al carbono 2 o al 4 o un H; R3 debe ser un H o una molécula 
de fucosa unida mediante un enlace α1-6 para que Endo–H pueda realizar el corte; R4 representa el 
aminoácido glicosilado, que es un residuo de asparagina. Imagen adaptada de (Sigma-Aldrich, 
2014).  

Una vez realizado el intercambio de tampón, se cuantificó mediante Bradford 

(Biorad) la cantidad de proteína en solución y se añadió Endo-H en un ratio 3:250 

(Endo-H:Proteína) para cortar los N-glicanos y tener una población homogénea de 

proteína para la cristalización. Tras incubar la reacción a 18ºC durante 20 horas, el 

corte fue comprobado mediante SDS-PAGE (Figura 4.10). Fue necesario separar 

una muestra de la solución antes del corte para poder comprobarlo posteriormente. 
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Figura 4.10. Gel SDS-PAGE que muestra la pureza de DmC1GalT1S73-Q388 y el cambio de peso 
molecular en el gel tras el tratamiento de la proteína (overnight) con Endo-H. El gel de SDS-
PAGE se realizó en diversas ocasiones (n > 6), confirmando la eliminación de los N-glicanos tras el 
tratamiento con Endo-H. 

La MBP-Endo-H – gracias a que contiene la proteína de unión a maltosa (MBP), 

fusionada a Endo-H – se eliminó de la solución, tras comprobar el corte de los 

glicanos mediante SDS-PAGE, usando una columna MBP-Trap (Cytiva) 

equilibrada en tampón 25 mM TRIS pH 7,5 y 150 mM NaCl. Para eluir la Endo-H 

unida a la columna se usó el mismo tampón en el que fue equilibrada con 10 mM 

maltosa. Al no unirse nuestra proteína objetivo a la columna, se recoge el líquido 

que pasa a través de la columna o flow through, realizando lo que se denomina una 

purificación negativa.  

Para el buen mantenimiento de la columna MBP-Trap es necesario realizar la 

regeneración de la matriz, equilibrando la columna con al menos cinco volúmenes 

(25 ml) de SDS al 0,1% filtrado (0,45 µm) para eliminar cualquier impureza 

retenida, tras haberla equilibrado con cinco volúmenes de H2O Milli-Q. Tras este 

paso se realiza la limpieza de la columna como se ha mencionado en el apartado 

4.4.1. La pureza de la muestra se puede comprobar mediante un gel SDS-PAGE.  
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4.4.4. Cromatografía de exclusión molecular. 

Las columnas de cromatografía de exclusión molecular se componen de una matriz 

porosa y canales de tamaño selectivo, permitiendo una separación molecular por 

tamaño. El tiempo de retención de las muestras es inversamente proporcional al 

tamaño de las mismas, indicando que los agregados proteicos tendrán un menor 

tiempo de retención que las unidades aisladas. Además, permite definir a través del 

tiempo de retención el estado de oligomerización que presentan las proteínas o 

incluso separar los oligómeros en caso de que estén formados por diferentes 

números de monómeros. Este paso se realiza con el fin de eliminar cualquier tipo 

agregados o impurezas o separar los posibles oligómeros de la muestra para facilitar 

luego la cristalización de las proteínas (van der Laan et al., 1989).  

 
Figura 4.11. Análisis de DmC1GalT1S73-Q388 mediante cromatografía de exclusión molecular 
en la columna HiLoad 26/60 Superdex. El cromatograma muestra diferentes proteínas como 
marcadores de peso molecular y la forma predominante de DmC1GalT1S73-Q388, que aparece como 
dímero (una pequeña parte aparece agregada). 

Para realizar la exclusión molecular se usó la HiLoad 26/60 Superdex 75 (Cytiva), 
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cuyo rango de separación óptimo se encuentra entre los 70 y 3 kDa. El volumen de 

la columna es 330 ml y el volumen muerto 100 ml. Para su equilibrado es necesario 

usar un volumen de columna de H2O Milli-Q y un volumen de columna del tampón 

en el que se vaya a realizar la exclusión. En todos los casos, se ha usado tampón 25 

mM TRIS pH 7,5 y 150 mM NaCl para realizar esta operación. Para llevar la 

cromatografía a cabo, es necesario reducir el volumen de la muestra para poder 

inyectar en la columna menos de 5 ml (apartado 4.4.5) a un flujo de 2 ml/min una 

vez equilibrada en el tampón deseado. Se debe esperar el volumen muerto de la 

misma (100 ml) y entonces comenzar a recoger fracciones para separar por tamaño 

las diferentes moléculas en disolución en la muestra inyectada (Figura 4.11). Tras 

acabar el proceso se realiza una electroforesis en gel de poliacrilamida para 

comprobar cada una de las fracciones y verificar nuestra proteína de interés.    

4.4.5. Concentración, cuantificación y conservación.  

Tras el intercambio de tampón o la cromatografía de exclusión molecular es 

necesario concentrar la proteína bien para realizar la exclusión molecular o para su 

almacenaje o uso en ensayos, respectivamente. Para ello se realiza la ultrafiltración 

– mediante centrifugación a 4000 rpm y 4ºC – con centricones de 15 ml (Milipore) 

con un tamaño de poro mayor al peso molecular de la proteína a concentrar (100, 

30, 15 o 3 kDa). En esta tesis doctoral, todas las proteínas purificadas tenían un 

tamaño superior a 30 kDa, por lo que se usaron esos centricones con cut off de 30 

kDa. 

Para llevar a cabo este proceso es necesario equilibrar la membrana del centricón 

con 15 ml de H2O Milli-Q seguido de un equilibrado en el tampón que se ha usado 

en el intercambio de tampón o en la exclusión molecular. Para este proceso se usó 

una centrífuga de mesa Beckman Coulter Allegra X-30-R.  

Existe la posibilidad de realizar en estos centricones el intercambio de tampón; 
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concentrando y diluyendo el concentrado al menos tres veces en el tampón final 

deseado. Esto técnica suele realizarse para eliminar la sal presente en el tampón 

antes de realizar los cribados de cristalización, pero en el caso de DmC1GalT1S73-

Q388 no se llevó a cabo porque la proteína precipitaba al eliminar la sal del tampón.  

Una vez las proteínas están concentradas, es necesario cuantificarlas midiendo su 

absorbancia a 280 nm, usando los coeficientes de extinción teóricos (obtenidos 

introduciendo en https://web.expasy.org/protparam/ la secuencia aminoacídica) en 

un nanodrop espectrofotómetro/fluorímetro DS-11 Series (DeNovix)(Apartado 

4.8.1.). 

Tras la cuantificación, se almacenan alícuotas de las proteínas purificadas a -80ºC, 

congelándolas en nitrógeno líquido antes de guardarlas, o a 4ºC si se van a usar 

inmediatamente.  

4.5. Técnicas de biología celular. 
Los experimentos en células fueron realizados en colaboración con los Drs. Yang 

Zhang y Yoshiki Narimatsu, del departamento de medicina molecular y celular del 

Centre for Glycomics, de la Universidad de Copenhague, Dinamarca.  

4.5.1. Análisis de citometría de flujo. 

La citometría de flujo es una técnica que permite medir, mientras la célula fluye en 

suspensión a través de un detector, múltiples características físicas de unidades 

celulares de manera simultánea, como el tamaño o la granularidad. Su 

funcionamiento se basa en la dispersión de luz o fluorescencia de las células a 

investigar, gracias a la adición de colorantes o de anticuerpos monoclonales 

dirigidos tanto a moléculas extracelulares ubicadas en la superficie celular como a 

moléculas en el interior celular. De esta forma, la citometría de flujo se convierte 

en la herramienta perfecta para el análisis detallado de poblaciones celulares rápida 

y eficazmente (Adan et al., 2017).  

https://web.expasy.org/protparam/
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Mediante citometría de flujo se pudo determinar la cantidad de core 1 en la 

superficie celular, usando un anticuerpo monoclonal de producción propia en la 

Universidad de Copenhage (Steentoft et al., 2019), el cual está específicamente 

dirigido a la glicosilación del core 1 (mAb 3C9).  

Para llevar a cabo esto, las células se incubaron en hielo con el mAb 3C9 (se usó el 

sobrenadante sin diluir del hibridoma en el que se produjo el anticuerpo, lo que 

corresponde a una dilución 1:1) durante 30 minutos, seguido de un lavado e 

incubación con el anticuerpo secundario conjugado Alexa Fluor 647 de cabra anti-

IgM de ratón (1 ug/ml) (Invitrogen, catálogo: A21235). Los lavados y diluciones se 

realizaron con PBS (tampón fosfato salino) con 1% de BSA. Las células tratadas se 

resuspendieron para su análisis por citometría de flujo (SONY SA3800). La 

intensidad de fluorescencia media de la unión de las poblaciones celulares a mAb 

3C9 se cuantificó mediante el software FlowJo (FlowJo LLC). 

4.5.2. Inmunocitología.  

Esta técnica consiste en la fijación celular en una matriz y su posterior tinción o 

tratamiento con anticuerpos para observar mediante colorimetría o fluorescencia 

antígenos o regiones celulares específicas (Skoog & Tani, 2011).  

En este caso, las células se fijaron con acetona fría durante 10 minutos y fueron 

incubadas O/N a 4ºC con los anticuerpos anti Myc (mAb 9E10; ATCC, catálogo: 

CRL-1729) y mAb 3C9, en ambos casos usando sobrenadante no diluido del 

hibridoma, lo cual es equivalente a una dilución 1:1. Tras ello se realizó la 

incubación con el anticuerpo secundario conjugado Alexa Fluor 594 de cabra anti-

IgM de ratón (1 ug/ml) (Invitrogen, catálogo: A21044). Todas las muestras fueron 

fotografiadas, utilizando un Zeiss Axioskop 2 plus con AxioCam MR3, y analizadas 

con ImageJ (NIH). 



81 
 

4.6. Glicopéptidos. 

4.6.1. Diseño de glicopéptidos.  

El diseño de glicopéptidos específicos para C1GalT1 se ha realizado, en el grupo 

en el que se ha llevado a cabo la tesis doctoral, de manera racional gracias al estudio 

previo publicado en 2009 por el grupo del Dr. Thomas Gerken en el que se 

determinan las preferencias de sustrato de HsC1GalT1 (Perrine et al., 2009) y 

teniendo en consideración las secuencias de repetición en tándem de las mucinas. 

4.6.2. Síntesis de glicopéptidos.  

Por otro lado, la síntesis orgánica y purificación de los péptidos y glicopéptidos 

diseñados racionalmente se llevó a cabo por el grupo del Dr. Francisco Corzana en 

la Universidad de la Rioja. Concretamente, el encargado de realizar la síntesis de 

todos los glicopéptidos y péptidos fue el Dr. Ismael Compañón.  

4.6.3. Preparación de las disoluciones de péptidos y glicopéptidos.  

Los péptidos y glicopéptidos que fueron sintetizados en el laboratorio del Dr. 

Corzana fueron recibidos liofilizados y puros. A causa del carácter ácido de la 

mayoría de sustratos, fue necesario ajustar el pH, tras disolverlos en 25 mM TRIS 

pH 7,5, con NaOH 2 M y tiras de indicación de pH (Fisher) hasta alcanzar un pH 

entre 7 y 8. En la mayoría de los casos se intentó dejar los péptidos a 100 mM, pero 

en algunos casos debido a problemas de solubilidad fue necesario usar 

concentraciones más diluidas.  

4.7. Técnicas de análisis estructural 

4.7.1. Cristalización de proteínas. 

La cristalización es el proceso mediante el que moléculas homogéneas se ordenan 

de forma periódica, repetitiva y ordenada en las tres dimensiones espaciales 
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generando cristales. La cristalización de proteínas es este proceso en el que las 

unidades proteicas – ya sean oligómeros o monómeros – forman cristales de manera 

ordenada, en unas condiciones determinadas. Es de vital importancia para la 

formación de cristales que la muestra sea lo más homogénea posible. Mediante la 

difracción por rayos X de dichos cristales se puede obtener, tras el procesamiento  

 
Figura 4.12. Esquema del proceso de resolución estructural de proteínas por cristalización. 
Tras la obtención de cristales a partir de proteína purificada en unas condiciones determinadas, los 
cristales se difractan gracias a una fuente de rayos X. Los datos recogidos de la difracción, una vez 
procesados otorgan las coordenadas espaciales de los diferentes átomos, aunque la posición absoluta 
de los mismos no puede dilucidarse hasta que se resuelve el problema de las fases, que se equipara 
a la obtención de un eje de coordenadas para los datos obtenidos con anterioridad. La resolución de 
este problema se solucionó en nuestro caso gracias al modelo de DmC1GalT1 predicho por 
AlphaFold2 (Jumper et al., 2021). Con esto, se obtiene el mapa de densidad electrónica de la 
molécula, que se procede a construir y refinar con los datos experimentales hasta obtener la 
estructura final de la proteína o complejo. Fuente: (Párraga Martínez et al., 2010). 
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correspondiente, la resolución de la estructura tridimensional de la proteína en el 

cristal (Fig. 4.12). Aunque la obtención de cristales de proteínas es un proceso 

extremadamente complicado a nivel experimental (I. Müller, 2017), a día de hoy es 

responsable de la mayoría de estructuras depositadas en el Protein Data Bank 

(PDB). 

4.7.2. Cocristalización de DmC1GalT1. 

Para obtener la estructura tridimensional de una proteína en conjunto con sus 

ligandos es necesario obtener cristales del complejo que forman la proteína y sus 

ligandos. El procedimiento que se ha realizado en esta tesis doctoral para la 

búsqueda de condiciones óptimas de cristalización ha sido el de difusión de vapor 

en gota sentada (D. R. Davies & Segal, 1971). Este experimento se realiza en placas 

de 96 pocillos especiales que se componen de una cavidad en la que se añaden 60 

µl de una de las condiciones del cribado y dos semicírculos en las que se pondrán 

las gotas para formar cristales. Del volumen de la solución comercial que se 

encuentra en el reservorio se mezclan 0,5 µl con 0,5 µl de la proteína, con ligandos 

si corresponde. La concentración de la proteína se ajusta de manera experimental 

en cada caso, verificando que la precipitación de las gotas del primer cribado no 

supere el 40% del total de gotas. Dicho esto, las concentraciones suelen oscilar entre 

los 5 y 20 mg/ml de manera general. Los cribados comerciales que se usaron fueron: 

JCSG HTS +, Classic I, Basic, PEG-SALT (Jena Bioscience), Proplex, Midas, 

Morpheus I, Morpheus II (Molecular Dimensions) y AmSO4 (QUIAGEN).  

La mezcla de proteína usada para los cribados contenía 15 mg/ml DmC1GalT1S73-

Q388, 5 mM UDP, 2 mM MnCl2 y 5 mM APDT(GalNAc)RP en buffer 25 mM TRIS, 

150 mM NaCl. Una vez se realiza el montaje de la placa, se almacena a 18ºC aislada 

de vibraciones y ruidos, revisándola asiduamente hasta que se hayan formado 

cristales. 
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Figura  4.13. Ejemplo de cristales de proteína. Cristales de la enzima DmC1GalT1 cocristalizados 
con 5 mM UDP, 2 mM MnCl2 y 5 mM APDT(GalNAc)RP. 

En nuestro caso, los cristales se formaron en diferentes condiciones, pero la 

disolución del reservorio con la que mejor resolución se obtuvo al difractar los 

cristales se componía de 100 mM Tiocinato de potasio y 30 % (v/v) Polietilenglicol 

(PEG) monometil éter 2000 (Figura 4.13). 

4.7.3. Toma de datos: difracción de rayos X.  

Para la difracción con rayos X es necesario congelar los cristales, una vez se hayan 

formado, en nitrógeno líquido (Parkin & Hope, 1998). Debido a que la congelación 

a temperaturas tan bajas (72 K) puede producir la formación de hielo intermolecular 

en los cristales y desestructurar el empaquetamiento de los mismos se usan 

soluciones crioprotectoras. Estas soluciones crioprotectoras están formadas por la 

solución madre en la que se ha formado el cristal con la adición de alcoholes de 

bajo peso molecular como el etilenglicol o el glicerol (10-30 %). En algunas 

ocasiones, los precipitantes pueden ser crioprotectores por sí mismos, como es el 

caso de los compuestos tipo PEG de bajo peso molecular (por ejemplo, PEG 400) 
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(Kwong & Liu, 1999).  En los casos en los que el precipitante de la solución madre 

sea una sal, se usa como crioprotector una disolución saturada de sulfato de litio 

(Bujacz et al., 2010). Los cristales difractados de DmC1GalT1S73-Q388 se 

crioprotegieron mediante la solución madre con 10% de glicerol antes de ser 

congelados en nitrógeno líquido. 

La recogida de datos tras la difracción de los cristales se llevó a cabo en el sincrotrón 

Diamond Light Source (Hardwell Science and Innovation Campus, Oxfordshire, 

UK), concretamente en la línea l24, a una longitud de onda de 0,97 Å y a una 

temperatura de 100 K.  

4.7.4. Resolución de la estructura. 

Los datos obtenidos de la difracción de DmC1GalT1S73-Q388 fueron procesados y 

escalados con los programas XDS (Kabsch, 2010) y CCP4 (Collaborative 

Computational Project, 1984; Winn et al., 2011). La estructura cristalina se resolvió 

mediante reemplazamiento molecular con Phaser (Collaborative Computational 

Project, 1984; Winn et al., 2011), usando el modelo de DmC1GalT1 obtenido del 

servidor de AlphaFold 2 (Jumper et al., 2021). 

Tras las fases iniciales, se llevaron a cabo mejoras manuales de la asignación de los 

aminoácidos correspondientes al mapa de densidad electrónica mediante Coot 

(Emsley & Cowtan, 2004) ciclos de building, seguidos del refinamiento de la 

estructura mediante REFMAC5 (Murshudov et al., 2011). La estructura final de 

DmC1GalT1S73-Q388 en complejo con UDP, Mn2+ y APDT*RP se validó con 

PROCHECK, los datos estadísticos del modelo se mostrarán en el apartado de 

resultados (Laskowski et al., 1993). Cada unidad asimétrica del grupo especial P21 

del cristal contenía dos moléculas de DmC1GalT1S73-Q388. El diagrama de 

Ramachandran para el complejo muestra que el 87,8%, 11,2%, 1% y 0% de 

aminoácidos se encuentran en regiones favorables, permitidas, generosamente 
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permitidas y no permitidas, respectivamente. Las coordenadas y factores 

estructurales fueron depositados en el World Wide Protein Data Bank (wwPDB). 

4.7.5. Resonancia magnética nuclear (RMN). 

La cuantificación de las transiciones que se producen entre dos niveles de 

excitación próximos de energía, presentes en los núcleos atómicos con spin ½ 

cuando absorben energía a una frecuencia determinada, en presencia de un campo 

magnético externo es el fenómeno al que se le denomina como resonancia 

magnética nuclear (Ferentz & Wagner, 2000). En el caso de las proteínas, los únicos 

átomos con este tipo de spin son los átomos de hidrógeno, lo que permite obtener 

espectros monodimensionales de 1H de los que pueden obtenerse información sobre 

el plegamiento de las proteínas, presentando señales que se caracterizan por su 

desplazamiento químico (δ) y su intensidad (I). Cada núcleo atómico, dependiendo 

del entorno del mismo hace que varíe el valor de δ, permitiendo detectar variaciones 

que hayan sido causadas por la presencia o ausencia de algún ligando.  

Todos los experimentos de RMN se llevaron a cabo en un espectrómetro Bruker 

Avance III 600 MHz equipado con una sonda criogénica de triple resonancia 

inversa de 5mm capaz de realizar gradientes de campo de pulso en el eje z. Las 

resonancias de los espectros 1H-RMN de los glicopéptidos fueron asignados a 

través de experimentos 2D-TOCSY (espectroscopía de correlación total) (30 y 80 

ms de tiempo de mezcla), 2D-NOESY (espectroscopía de efecto nuclear 

Overhauser) (400 ms de tiempo de mezcla) y 1H, 13C-HSQC (coherencia 

heteronuclear cuántica simple) a 283 y 298 K. El α-O-metil-GalNAc (Carbosynth, 

MM06786) se asignó mediante experimentos 2D-TOCSY/NOESY y 1H,13C-

HSQC a 298 K. Las concentraciones típicas que se usaron fueron alrededor de 1 

mM para los experimentos heteronucleares en tampón 25 mM TRIS(D11)-DCl, pD 

7,5 y 150 mM de NaCl en una mezcla 90:10 de H2O/D2O. En los experimentos de 
1H-RMN se tomó como referencia de desplazamiento químico la resonancia del 
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TSP (ácido 2,2,3,3-tetradeutero-3-trimetisilil propiónico) (δ TSP = 0 ppm).  

4.7.6. Resonancia magnética de diferencia de transferencia de saturación 
(STD-RMN). 

Dependiendo de las interacciones proteicas que se deseen medir existen diferentes 

formas de usar RMN para ello. En este estudio se ha usado STD-RMN como 

principal técnica complementaria, la cual permite caracterizar, tras su detección, 

interacciones receptor-ligando en disolución. Las señales que se detectan mediante 

esta técnica son las de los ligandos debido a que presentan las propiedades 

espectroscópicas necesarias para estos estudios a alta resolución (Angulo & Nieto, 

2011). En la figura 4.14 se representa un esquema del funcionamiento de STD-

RMN 

El ensayo de STD-RMN está constituido por las tres etapas o procesos: 

• El primer paso se trata de realizar un espectro monodimensional 1H estándar 

de la proteína, con los ligandos y cofactores necesarios para su correcto 

funcionamiento, y el ligando, en cuestión a estudiar, en exceso a una 

frecuencia de irradiación lo suficientemente lejana de la frecuencia de 

resonancia tanto del ligando como de la proteína. A este primer espectro se 

le denomina off-resonance y es el que se tomará como referencia para 

obtener las intensidades del ligando. 

• El segundo paso consiste en la saturación selectiva de la proteína mediante 

radiación en una frecuencia específica (en la frecuencia de los carbonos 

alifáticos, por ejemplo). Esta saturación selectiva se transmite 

favorablemente por toda la macromolecula gracias al denominado efecto 

nuclear Overhauser (NOE), incluso llegando a aquellas zonas que están en 

contacto directo con el ligando. Las señales saturadas no aparecerán en este 

espectro. 

• Por último, se realiza la diferencia entre los dos espectros, obteniendo el 
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espectro STD, en el que se pueden observar las señales asignables a los 

protones del ligando que están en contacto directo con la superficie proteica. 

La intensidad de esas señales se corresponderá con la proximidad de los 

protones a la proteína.  

 

 
Figura 4.14. Esquema de un experimento de STD-RMN. En la imagen aparece la representación 
de la proteína junto a los protones no intercambiables del ligando (esferas). En primer lugar, en el 
espectro monodimensional 1H superior se representan las intensidades de referencia del sistema en 
equilibrio. En el espectro intermedio se realiza la saturación selectiva de la proteína, lo que transmite 
vía difusión de spin (NOEs) la saturación a los protones del ligando que está interaccionando con la 
superficie proteica directamente, los cuales se encuentran representados en naranja. El espectro 
inferior es la diferencia de los dos primeros espectros, obteniéndose un espectro diferencial en el 
que se muestran sólo las señales de los protones que han participado en la interacción mayor o menor 
intensidad dependiendo de la proximidad a la superficie. Fuente: http://www.glycopedia.eu/e-
chapters/NMR-for-Structural-Glycoscience-35/Saturation-Transfer-Difference. 

Gracias a estos experimentos se ha conseguido caracterizar de manera más 

http://www.glycopedia.eu/e-chapters/NMR-for-Structural-Glycoscience-35/Saturation-Transfer-Difference
http://www.glycopedia.eu/e-chapters/NMR-for-Structural-Glycoscience-35/Saturation-Transfer-Difference
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específica, las interacciones proteína-ligando. Todos los experimentos de STD 

realizados en este proyecto se han llevado a cabo por el grupo de investigación de 

la Doctora Filipa Marcelo de la Universidad Nova de Lisboa. A continuación, se 

detallarán las condiciones de los ensayos realizados. 

Los experimentos STD se realizaron usando un ratio molar de 1:35, definido por 

20 μM DmC1GalT1T43-Q388 y 710 μM ligandos (α-O-metil-GalNAc y 

glicopeptidos), y tampón 25 mM TRIS(D11)-DCl, pD 7,5, 150 mM NaCl y 150 µM 

MnCl2 en D2O. Algunos de los STD se realizaron en ausencia y presencia de UDP 

(135 µM). En la presencia de 150 µM MnCl2 se observan fuertes aumentos en la 

relajación paramagnética del UDP, lo que impide la detección de las señales de los 

protones del UDP en el espectro de RMN. De cualquier forma, la presencia de 

MnCl2 no impide observar las señales de protones de los ligandos, permitiendo 

extraer información de estos ensayos de STD. Los espectros STD-RMN (secuencia 

de pulso stddiffesgp de la biblioteca del software Bruker) fueron adquiridos con 

1728 escaneos y 64 K puntos de datos, en una ventana espectral de 12335,53 Hz 

centrada a 2818 Hz. La saturación selectiva (on resonance) se realiza irradiando a 

7 y/o 0,5 ppm – dependiendo de si el ligando contenía o no residuos aromáticos – 

usando un tren de pulsos a 90º (50 ms) con forma de 40 Eburp1.10000 (de la 

biblioteca de pulsos con forma de Bruker) para conseguir un tiempo de saturación 

total de 2 s y un tiempo de retraso de relajación de 4 s. Para el espectro off -

resonance, las muestras se irradiaron a 110 ppm. Para cada uno de los ligandos se 

llevaron a cabo controles apropiados en la ausencia de proteínas y se observaron 

señales residuales de STD debidas a los grupos metilos de las alaninas y treoninas. 

Estos resultados se tuvieron en cuenta a la hora de analizar los experimentos de 

STD en presencia de DmC1GalT1T43-Q388. Se realizaron además controles de STD 

con la proteína en ausencia de ligandos y se sustrajeron a la hora de realizar los 

análisis.  
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El espectro STD (ISTD) se obtuvo restando el espectro on resonance (Ion) al espectro 

off resonance. El porcentaje de STD (ISTD/Ioff x 100) se estimó comparando la 

intensidad de las señales de espectro STD (ISTD) con las señales del espectro de 

referencia (Ioff). El factor de amplificación de STD (STDAF) también fue estimado, 

multiplicando los porcentajes de los valores de STD producidos por el exceso de 

ligando (Mayer & Meyer, 2001), que en todos los experimentos realizados fue 35 

para cada ligando. Para determinar el mapa de epítopos derivado de los STD se 

calculó el porcentaje relativo al ajuste de STD al 100 %, determinando el 100 % 

como el protón con mayor intensidad y calculando los demás protones acorde a 

estos parámetros, que se mostrarán en el apartado de resultados. Algunos protones 

no pudieron evaluarse con precisión debida a la supresión de la señal del agua y a 

la baja señal/ruido de fondo, por lo que se muestran con un circulo azul en los mapas 

de epítopos derivados de los STD. Además, las resonancias que se superponían en 

los espectros 1H-RMN fueron consideradas en la estimación de los STD y marcadas 

con un *. 

4.8. Técnicas biofísicas para el análisis y caracterización de proteínas. 

4.8.1. Absorción UV-visible y cuantificación de proteínas.  

El espectro de absorción ultravioleta (UV) de las proteínas se conforma por dos 

picos principales característicos, el primero de ellos corresponde a la absorción del 

enlace peptídico y se encuentra alrededor de los 225 nm; el segundo está en torno a 

los 280 nm y es causado por la absorción de los enlaces tipo sp2 de los residuos con 

grupos funcionales con anillos aromáticos, como la tirosina o el triptófano 

principalmente (Creighton, 1997).  

Durante esta tesis doctoral, esta técnica ha sido la forma principal de cuantificación 

de proteínas puras usando su coeficiente de extinción teórico y la absorción UV-

visible a 280 nm, obtenido mediante la introducción de la secuencia aminoacídica 
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en servidores como Protparam. La relación entre la absorción a 280 nm y el 

coeficiente de extinción está definido por la ecuación de Lambert-Beer (Luong et 

al., 2011; Swinehart, 1962):  

A = ε280 nm × C × l 

A representa el valor de la absorbancia medida a una longitud de onda específica, 

siendo ε el coeficiente de extinción molar de la proteína a esa longitud de onda (M-

1cm-1), l es la longitud del paso óptico de la muestra (cm) y C es la concentración 

(M). Las mediciones de absorbancia a 280 nm se realizaron en un nanodrop 

espectrofotómetro/fluorímetro DS-11 Series (DeNovix). Los coeficientes de 

extinción de las proteínas silvestres y de los mutantes se han mostrado en el 

apartado 4.4.5. 

4.8.2. Determinación de la constante de unión por ITC.  

Para obtener las constantes de equilibrio y los parámetros termodinámicos entre 

nuestra enzima y sus ligandos usamos la calorimetría de titulación isotérmica o ITC. 

Esta técnica permite medir el calor generado o absorbido cuando se mezclan dos 

soluciones de especies diferentes. Una de las soluciones se encuentra en lo que se 

denomina celda, mientras que la otra solución – que suele ser la que se encuentra a 

mayor concentración – está en otro compartimento denominado jeringa. La 

medición ocurre cuando se producen inyecciones de la jeringa en la celda de la 

muestra. Esta técnica (Figura 4.15) se usó para caracterizar la interacción de 

DmC1GalT1T43-Q388 con UDP, APDT*RP en presencia y ausencia de UDP, 

APDTRP con UDP y P4/P7 con y sin UDP. Los experimentos se llevaron a cabo 

en un aparato Auto-iTC200 (Microcal, Cytiva) con un programa de 19 inyecciones 

de 2 µl en la celda, con 150 segundos de reposo entre las mismas, a una temperatura 

de 20ºC.  
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Figura 4.15. Esquema general del funcionamiento de la calorimetría de titulación isoterma. En 
la parte superior se representa un esquema del equipo en el que se puede observar una cámara 
adiabática con dos celdas, una de referencia (agua) y una con la muestra de proteína en la que se va 
inyectando progresivamente el ligando. En la parte inferior izquierda de la imagen se observan los 
datos brutos obtenidos a partir de la diferencia de calor entre la celda de referencia y la celda de la 
muestra. Por último, en la parte inferior derecha de la imagen se muestran los datos integrados de 
cuyo ajuste se obtiene la constante unión (K), la entalpía (ΔH) y la estequiometría de unión (n). 
Fuente: (Dam & Fred Brewer, 2007). 

Las concentraciones usadas fueron las siguientes: 

• DmC1GalT1T43-Q388 y UDP: 100 μM de enzima con 800 μM de UDP en 

tampón 25 mM TRIS pH 7,5, 150 mM NaCl y 1 mM MnCl2. 

• DmC1GalT1T43-Q388 y APDT*RP, P4 y P7 en ausencia de UDP: 60 μM de 

enzima con 2 mM de glicopéptidos en tampón 25 mM TRIS pH 7,5, 150 
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mM NaCl y 1 mM MnCl2. 

• DmC1GalT1T43-Q388 y APDT*RP, P4 y P7 en exceso de UDP: los 

experimentos se realizaron en tampón 25 mM TRIS pH 7,5, 150 mM NaCl, 

1 mM MnCl2 y 1 mM de UDP. La concentración de enzima fue 60 μM para 

las titulaciones de APDT*RP y APDTRP y 50 μM para las titulaciones de 

P4 y P7. La concentración de los glicopéptidos y péptido fue 2 mM en todos 

los casos. 

Los experimentos se realizaron en duplicado y la integración, corrección y análisis 

de los datos se llevó a cabo mediante el software Origin 7 (Microcal). Los datos se 

ajustaron al modelo de unión de equilibrio de un solo sitio de unión. La 

estequiometría (n) de todos los experimentos fue en todos los casos ~1:1, excepto 

para el UDP, cuya n resultó ser 0,4. 

4.8.3. Análisis de actividad enzimática.  

Con el objetivo de caracterizar y comprender el funcionamiento de C1GalT1 y su 

relación sus diferentes ligandos y sustratos, se realizaron ensayos de actividad 

enzimática. Debido a que no existen métodos para poder medir la reacción en 

tiempo real, se tuvieron que usar kits de detección de ATP en los que se acopla la 

reacción de transferencia de galactosa, liberando UDP y usando ese sustrato para 

transformarlo en ATP, uniéndose al reactivo de detección para producir 

luminiscencia. En concreto, el kit que se usó fue el UDP-GloTM (Promega) (Figura 

4.16). 
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Figura 4.16. Principios del funcionamiento del kit UDP-Glo para las cinéticas de C1GalT1. 
Fuente: (Promega, 2020). 

Las reacciones se incubaron durante 30 minutos a 37ºC y se pararon usando el 

reactivo de detección de UDP, reactivo de detección que se mezcla en proporción 

1:1 con la reacción y que debe incubarse durante 1 hora a temperatura ambiente en 

oscuridad. Tras la incubación, se debe medir la luminiscencia, lo cual se realizó en 

un lector de placas Synergy HT (Biotek). Es necesario que las placas sean blancas 

y opacas, es irrelevante si son de 96 o de 384 pocillos, aunque estos experimentos 

se realizaron en las segundas ya que se podía usar menor volumen de reacción y de 

reactivo de detección (5 μl). Con el objetivo de estimar la cantidad de UDP 

producido en la reacción de transferencia, se realizó en cada uno de los ensayos una 

recta de calibrado de UDP, sometiendo dicho sustrato a la misma temperatura y 

tiempo de incubación que las reacciones.  

Los valores obtenidos se corrigieron para eliminar la hidrólisis de UDP-Galactosa 

y se ajustaron al modelo no linear de Michaelis-Menten usando el programa 

Graphpad Prism 8, del cual se obtuvieron los valores aparentes de Km, kcat y Vmax 

junto con el error estándar de cada uno de los parámetros. Todos los experimentos 

se realizaron por duplicado excepto la actividad de los mutantes de DmC1GalT1 en 

los que se realizaron por triplicado.  

Antes de poder realizar las cinéticas de los diferentes sustratos, fue necesario 

establecer la cantidad de UDP-Gal que se iba a mantener constante en las 

reacciones, calculando sus parámetros cinéticos para usar condiciones saturantes. 
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Para ello se realizaron reacciones con 500 nM de DmC1GalT1T43-Q388 y 

concentraciones variables de UDP-Gal (12,5 μM – 1 mM) en presencia de P4 y 

APDT*RP bajo condiciones saturantes (250 μM y 1 mM respectivamente) en 

tampón 25 mM TRIS pH 7,5, 150 mM NaCl, 50 μM MnCl2 y 1 mg/ml BSA.  

Las reacciones enzimáticas de DmC1GalT1T43-Q388, DmC1GalT1S73-Q388 y los 

mutantes contenían 500 nM de las enzimas en 25 mM TRIS pH 7,5, 150 mM NaCl 

50 μM MnCl2, 1 mg/ml BSA y 500 μM UDP-Gal en presencia de concentraciones 

variables de los péptidos y del α-O-metil-GalNAc, oscilando entre 12,5 y 500 μM 

y entre 125 μM y 2 mM, respectivamente. En el caso de los glicopéptidos 

APDT*RP y APDS*RP se usaron concentraciones hasta 1 mM para obtener un 

mejor ajuste cinético no linear de Michaelis-Menten. Para los mutantes, el ensayo 

se actividad se realizó en el mismo tampón mencionado anteriormente con 500 nM 

de las enzimas, 500 μM UDP y 500 μM APDT*RP. 

4.9. Técnicas computacionales. 

4.9.1. Estudio de homología: Alineamiento de secuencias de C1GalT1.  

El alineamiento de secuencias homólogas de C1GalT1 se realizó mediante el 

servidor online de alineamiento múltiple de secuencias Clustal Omega (Sievers et 

al., 2011) introduciendo las secuencias aminoacídicas de diferentes especies en 

formato FASTA tras realizar una búsqueda mediante BLAST (Basic Local 

Aligment Search Tool) (States & Gish, 1994). 

4.9.2. Predicción de la estructura secundaria de DmC1GalT1.  

La predicción de la estructura secundaria de DmC1GalT1 para obtener 

construcciones en las que se eliminasen regiones desordenadas que dificultasen la 

cristalización de la proteína se realizó mediante el servidor de predicción de la 

estructura secundaria de proteínas JPRED4 

(https://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/) introduciendo la secuencia 

https://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/
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aminoacídica de DmC1GalT1 (Drozdetskiy et al., 2015). 

4.9.3. Dinámicas moleculares (MD). 

Una de las técnicas computacionales que permite extrapolar, previsualizar e 

interpretar los datos obtenidos experimentalmente es la simulación de dinámicas 

moleculares (MD, de sus siglas en inglés), obteniendo información enriquecedora 

y complementaria a los datos experimentales.  

A partir de estructuras de proteínas de interés y definiendo parámetros estéricos y 

de interacción con el entorno de manera matemática se predicen mediante 

programas informáticos el movimiento y posición de los átomos, además de sus 

posiciones respectivas, a lo largo de un determinado tiempo.  

Gracias a esta técnica, que se ha llevado a cabo en el grupo del Doctor Francisco 

Corzana, de la Universidad de la Rioja, se ha conseguido obtener información 

adicional y a complementar los estudios sobre C1GalT1. A continuación se 

describirá detalladamente los parámetros usados en las MDs realizadas.  

La estructura cristalina de DmC1GalT1-UDP-Mn2+-APDT*RP fue superpuesta con 

el complejo de la enzima humana B3GNT2-UDP-GlcNAc (PDB 7JHL), 

proporcionando las coordenadas de la molécula de UDP-GlcNAc, encontrándose 

en la misma posición que la molécula de UDP unida a DmC1GalT1. Una vez se 

generó el complejo DmC1GalT1-UDP-GlcNAc-Mn2+-APDT*RP, se reemplazó el 

UDP-GlcNAc por una molécula de UDP-Gal, formando el complejo UDP-Gal-

Mn2+-APDT*RP. Los otros complejos fueron generados añadiendo o eliminando 

los residuos correspondientes mediante PyMOL 2.5. Los cálculos se realizaron 

mediante el paquete AMBER 20, implementados con los campos de fuerza ff14SB 

y GLYCAM06 (Maier et al., 2015). Cada complejo fue sumergido en un cubículo 

de agua con 10 Å de tampón de moléculas de agua TIP3P. El sistema se neutralizó 

con la adición explícita de contraiones (Na+ o Cl-). A continuación, se realizó una 
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optimización geométrica en dos etapas. La primera tiene como único objetivo 

minimizar las posiciones de las moléculas del solvente, mientras que la segunda 

minimiza sin restricciones todos los átomos en la celda de simulación. Tras ello, los 

sistemas fueron suavemente calentados incrementando la temperatura desde 0 a 300 

K bajo una presión constante de 1 atm y condiciones de contorno periódicas. Se 

aplicaron restricciones harmónicas de 30 kcal mol-1 al soluto, y se usó el esquema 

de acoplamiento de temperatura Andersen para controlar y ecualizar la temperatura. 

Las etapas de tiempo se mantuvieron a 1 fs durante las etapas de calentamiento para 

permitir que las inhomogeneidades se autoajustasen. 

Los efectos electrostáticos de largo alcance se calcularon usando las condiciones de 

contorno periódicas con malla de Ewald (método de mallas de partículas de Ewald). 

Se aplicó un límite de 8 Å a las interacciones de tipo Lennard-Jones. Cada sistema 

se equilibró durante 2 ns con etapas de reposo de 2 fs a volumen constante y 

temperatura de 300 K. Tras ello, se ejecutaron las trayectorias de producción 

durante 0,5 μs adicionales bajo las mismas condiciones de simulación. 

Para el cálculo de los mapas de energía libre de los glicopéptidos APDT*RP y 

APDS*RP, en agua a 300K, se implementó un método en AMBER 20 de dinámica 

molecular con sesgo adaptativo (ABMD o “Adaptively Biased Molecular 

Dynamics”)  (Babin et al., 2008). 
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5.  RESULTADOS  
5.1. Alineamiento múltiple de C1GalT1. Elección de ortólogos para la 

expresión, purificación y caraceterización biofísica. 
Debido a la necesidad de co-expresar Cosmc con C1GalT1 en organismos 

superiores, se realizó un alineamiento múltiple de diferentes especies para revisar 

los niveles de homología entre diferentes ortólogos (Figura 5.1) con el objetivo de 

seleccionar una C1GalT1 que mantuviese una elevada homología con la C1GalT1 

humana pero que no necesitase la chaperona específica. En este alineamiento se 

observan los motivos mencionados en el apartado 2.4.1., DDD y CCSD que se 

mantienen en todos los ortólogos (Figura 5.1)(Ju et al., 2006). Debido a que los 

ortólogos de C1GalT1 en invertebrados no necesitan de la chaperona específica, 

son de especial interés para la expresión recombinante de los mismos. Cabe destacar 

la existencia de varios sitios diferentes de N-glicosilación en los ortólogos de 

C1GalT1 de invertebrados.  Es por ello que se decidió realizar la prueba de 

expresión recombinante tanto del ortólogo de C. elegans como de D. melanogaster 

tanto en células de mamífero como en el sistema de expresión de baculovirus en 

células de insecto. Para esto último, se tuvo que realizar la optimización de este 

sistema de expresión, puesto que no se había realizado antes en el grupo de 

investigación, tomando como referencia el manual de Invitrogen Bac to Bac 

(Invitrogen, 2015) junto a la transfección de bácmidos en células de insecto en 

suspensión desarrollada por “Scholz & Suppmann, 2017” y a través de la ayuda de 

diferentes grupos de investigación con mayor experiencia en la expresión en este 

sistema.  
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Figura 5.1. Alineamiento múltiple de las secuencias de C1GalT1. Las secuencias que se muestran 
pertenecen a las siguientes especies: humano (Hs), chimpancé (Pt), perro (Cf), vaca (Bt), rata (Rn), 
ratón (Mm), gallo (Gg), rana (Xl), pez cebra (Dr), mosca (Dm) y Caenorhabditis elegans (Ce). Los 
residuos se encuentran coloreados según el nivel de conservación de la secuencia, donde el negro 
denota secuencia aminoacídica idéntica o muy alta, las tonalidades de gris identidad o similitud 
media y blanco ninguna similitud. En rojo se encuentran resaltados los motivos DDD y CCSD y en 
verde los posibles sitios de N-glicosilación solo presentes en organismos inferiores. 

5.2. Análisis computacional de la estructura secundaria de 

DmC1GalT1 y diseño de construcciones para su cristalización: pruebas 

de expresión con baculovirus recombinantes. 
Para comenzar, se realizó el diseño de un constructo en el que se eliminó la 

secuencia señal y el dominio transmembrana predicho en el ortólogo de D. 

melanogaster (T43-Q388). Se decidió realizar los ensayos con el ortólogo de mosca 

pues en una primera prueba se comprobó que se expresaba de manera recombinante 

en HEK293F mucho mejor que el equivalente en C. elegans. Sin embargo, también 

procedimos a expresar la C1GalT1 de gusano usando el mismo razonamiento 

mencionado arriba, sin obtener éxito en la expresión (datos no mostrados). Por 

tanto, se centró el esfuerzo en expresar, purificar e intentar cristalizar la 

construcción de DmC1GalT1. Lamentablemente, al no tener éxito en la producción 

de cristales para obtener la estructura tridimensional, se cambió el sistema de 

expresión, realizando la expresión del mismo constructo, pero en el sistema de 

expresión de baculovirus. El cambio de sistema de expresión se debe a que en 

insectos la N-glicosilación es menos compleja que en mamíferos, por lo que es más 

sencillo y susceptible su tratamiento con endoglicosidasas (en este caso Endo-H) 

para obtener una población proteica homogénea para su cristalización. En este caso, 

se observó que la proteína sufría una clara degradación apareciendo dos bandas 

diferentes en los geles SDS-PAGE. Ambas bandas se identificaron como C1GalT1 

de D. melanogaster mediante MALDI-TOF-TOF por lo que se procedió a realizar 

un análisis de la estructura secundaria de la secuencia aminoacídica para identificar 

regiones de la cadena polipeptídica que se encontrasen desordenadas y que pudiesen 
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ser la causa de dicha degradación, mejorando así la facilidad de cristalización de la 

proteína (Figura 5.2).  

 
Figura 5.2. Alineamiento múltiple de las secuencias de C1GalT1 y predicción de la estructura 
secundaria. Las secuencias que se muestran pertenecen a las siguientes especies: mosca (Dm), 
humano (Hs), gallo (Gg) y ratón (Mm). Los residuos se encuentran coloreados según el nivel de 
conservación de la secuencia, donde negro, gris y blanco representan, respectivamente, alta, media 
o ninguna similitud/identidad. Justo arriba de la secuencia se muestra los elementos de estructura 
secundaria (hélices α y láminas β) predichos mediante el servidor JPRED4 en azul y naranja las 
estructuras obtenidas basándose en la estructura tridimensional de DmC1GalT1. Las cisteínas que 
participan en la formación de puentes disulfuro se encuentran resaltados en amarillo. Los residuos 
involucrados en el reconocimiento de ligandos se muestran subrayados de color verde y los residuos 
que se han mutado en este trabajo se indican con una estrella roja. 

El análisis realizado mediante JPRED4 

(https://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/) permitió el diseño de cinco nuevas 

construcciones. El diseño de las mismas se basó en la eliminación de regiones de la 

https://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/
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cadena polipeptídica que no tuviesen estructura secundaria (Figura 5.2). De esta 

forma, se realizaron dos constructos en los que fueron eliminadas las zonas del 

extremo N-terminal: el primero hasta el aminoácido His55 y el segundo hasta el 

residuo Ser73. De igual forma, se realizaron otras tres construcciones eliminando 

zonas del extremo C-terminal, eliminando la secuencia desde Q388 hasta Pro343, 

Pro354 y Ser373. 

5.2.1. Pruebas de expresión de construcciones truncadas de DmC1GalT1.  

Se realizó la prueba de expresión de las cinco construcciones realizadas tanto en 

células Hi5 como en células Sf9 recogiendo muestras a las 48 y 72 horas. Las 

construcciones que mejor expresión presentaban eran las que tenían el extremo C-

terminal intacto, siendo esas H55-Q388 y S73-Q388. Además, con respecto a las 

otras tres construcciones, en la que menos secuencia del C-terminal se había 

eliminado seguía presentado una ligera buena expresión (T43-S373) mientras que 

las otros dos apenas se expresaban (T43-P343 y T43-P354). Tanto el constructo 

 
Figura 5.3. Pruebas de expresión de construcciones de DmC1GalT1. Se muestran las pruebas de 
expresión de la construcción inicial con y sin kifunensina y de las construcciones diseñadas a partir 
de la predicción de estructura secundaria de DmC1GalT1 mediante JPRED4. 
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H55-Q388 como el T43-S373 mantenían la degradación de la construcción inicial, 

mientras que en el S73-Q388 no se observaba esa degradación (Figura 5.3). Esta 

última construcción fue la que se eligió para la formación de cristales y su expresión 

se llevó a cabo en células Hi5, aunque la expresión fuese parecida en las células 

Sf9. De este análisis de expresión se pudo concluir también que la parte que se 

degrada de la proteína se encuentra en el N-terminal y que la buena expresión de 

esta proteína disminuye mucho conforme se elimina más secuencia del C-terminal.  

Además, puesto que estas construcciones se realizaron con el fin de producir 

cristales, era necesario usar kifunensina en la producción para poder realizar el corte 

de los N-glicanos con Endo-H y obtener una muestra homogénea y con N-glicanos 

simples conteniendo solo GlcNAc para facilitar la obtención de cristales. En la 

Figura 5.3 se puede observar el cambio de tamaño en la construcción inicial (T43-

Q388), a causa de una menor N-glicosilación, entre la muestra sin y con kifunensina 

debido a la inhibición de la manosidasa de clase I (Elbein et al., 1990). 

5.3. Diseño racional de glicopéptidos específicos para C1GalT1. 
Para evaluar la actividad catalítica de DmC1GalT1, se diseñaron una serie de 

glicopéptidos (denominados P1 a P7) basándose en el estudio realizado por (Perrine 

et al., 2009)(Tabla 5.1). Estos glicopéptidos, de 7 aminoácidos de tamaño y un 

residuo de Thr glicosilado con GalNAc en la posición 0, contenían un residuo de 

Gly en la posición +1 y bien un residuo de Phe o de Tyr en la posición +3, residuos 

que claramente mejoraban la actividad de la enzima humana. Se podía observar 

según los experimentos llevado a cabo por Perrine que los residuos de Tyr, Phe y 

Pro en la posición –3 aumentaban ligeramente la actividad de la T-sintasa humana. 

En P6 y P7 se añadieron un residuo de Glu y de Asp en la posición -1, 

respectivamente, para comparar la adición de un residuo ácido comparándolo con 

P1 (Ala –1). Las demás posiciones se encontraban ocupadas por residuos de Pro en 

+2 y Ala en –2 debido a que ambos residuos parecían afectar positivamente a la 
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actividad enzimática (Perrine et al., 2009).  

Tabla 5.1. Secuencia aminoacídica de la serie de glicopéptidos diseñados racionalmente. El 
diseño se basa en el estudio realizado por (Perrine et al., 2009). 

 -3 -2 -1 0 +1 +2 +3 

P1 Y A A T* G P F 

P2 Y A A T* G P Y 

P3 P A A T* G P F 

P4 P A A T* G P Y 

P5 F A A T* G P F 

P6 Y A E T* G P F 

P7 Y A D T* G P F 
 

 

Además, se incluyeron el péptido APDTRP y los glicopéptidos APDT*RP y 

APDS*RP, donde * representa un residuo de GalNAc unido al aminoácido 

subyacente, ya sea Thr o Ser. APDTRP se considera una secuencia aminoacídica 

que hace las veces de epítopo inmunogénico de las repeticiones en tándem de 

MUC1. En particular, el grupo del Dr. Hurtado-Guerrero en colaboración con el 

grupo del Dr. Corzana resolvieron hace unos años la estructura del anticuerpo SM3 

en complejo con APDT*RP (Martínez-Sáez et al., 2015), siendo esta la base en la 

que se sustenta el desarrollo de varias vacunas contra el cáncer (Martínez-Sáez et 

al., 2017). Además, es un sustrato natural de C1GalT1 en el entorno de MUC1 

(Martínez-Sáez et al., 2015; Nason et al., 2021). También se usó el glicopéptido 

APDS*RP para confirmar si la actividad de C1GalT1 era mejor con un glicopéptido 

que contuviese un residuo de α-GalNAc-Thr frente a uno con uno con un residuo 

de α-GalNAc-Ser, tal y como se había señalado con anterioridad (Granovsky et al., 

1994). 
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5.4. Cinéticas de DmC1GalT1 frente a diferentes sustratos. 

Para la realización de los experimentos biofísicos usando DmC1GalT1, se usó la 

construcción sin secuencia señal ni dominio transmembrana secretada en células de 

mamíferos HEK293F (residuos T43-Q388) (Apartado 4.3.1.). Para iniciar los 

estudios cinéticos, se establecieron las condiciones experimentales usando 

DmC1GalT1 con UDP-Gal y APDT*RP (Figura 5.4, 5.5 y Tabla 5.2).  

 
Figura 5.4. Cinéticas de DmC1GalT1T43–Q388 con concentraciones variables de UDP–Gal. Se 
usaron concentraciones fijas de APDT*RP (1000 µM) y de P4 (250 µM). Las velocidades iniciales 
se obtuvieron por duplicado (n=2 de ensayos independientes) para cada concentración de sustrato. 

En primer lugar, se realizaron pruebas para determinar la concentración de enzima 

óptima a usar en los ensayos, variando la concentración de enzima y manteniendo 

los sustratos constantes. Al realizar dicho ensayo, se obtuvo que la concentración 

óptima de enzima era 500 nM debido a que la diferencia de señal entre los blancos 

y las muestras con más enzima se mantenía constante. 
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Además, se realizaron reacciones en presencia y ausencia de BSA, usándolo como 

crowder para observar si aumentaba la actividad enzimática. Como resultado se 

obtuvo que la actividad de DmC1GalT1T43-Q388 junto con BSA mejoró entre 2 y 3 

veces en comparación a la reacción en ausencia de BSA.  

 
Figura 5.5. Cinéticas de DmC1GalT1T43–Q388 con concentraciones variables de APDT*RP y 
APDS*RP. Las concentraciones de los glicopéptidos variaron desde 12,5 µM hasta 1 mM; usando 
500 µM de UDP-Gal. Las velocidades iniciales se obtuvieron por duplicado (n=2 de ensayos 
independientes) para cada concentración de sustrato. 

DmC1GalT1 mostraba un perfil hiperbólico bajo concentraciones variables tanto 

de UDP-Gal como de APDT*RP, lo cual puede observarse también en presencia 

del resto de glicopéptidos (Figura 5.4 y 5.6a). Las constantes de Michaelis-Menten 

aparentes (Kmapp) para UDP-Gal y APDT*RP eran 88 ± 8 y 195 ± 43 μM, 

respectivamente, y la constante catalítica aparente (kcatapp) ~ 3,5 min –1 en ambos 

casos (Figura 5.6b y Tabla 5.2), un valor consistente con otros bajos valores de 

kcatapp previamente registrados en otras “follow-up” glicosiltransferasas como 
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POMGnT1/POMGnT2, donde la kcatapp variaba de 7 a 1020 min –1 dependiendo de 

la secuencia del glicopéptido (Akasaka-Manya et al., 2011; Clement et al., 2008). 

 
Figura 5.6. Ensayos cinéticos de DmC1GalT1T43–Q388 con varios (glico)péptidos y α-O-metil-
GalNAc. a. Cinéticas de glicosilación de DmC1GalT1T43–Q388 frente a los diferentes glicopéptidos 
específicos diseñados, APDT*RP, APDS*RP, el péptido APDTRP y α-O-metil-GalNAc. b. 
Gráficos comparando la Km

app, kcat
app y eficiencia catalítica (kcat

app/Km
app) entre los diferentes 

sustratos. Las velocidades iniciales se obtuvieron por duplicado (n=2 de ensayos independientes) 
para cada concentración de sustrato. Las barras de error representan el error estándar calculado 
mediante los ajustes obtenidos con GraphPad Prism. Los valores exactos de los parámetros 
obtenidos se encuentran en la Tabla 5.2. 
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Tabla 5.2. Parámetros cinéticos de los (glico)péptidos usados en esta tesis doctoral tanto con 
DmC1GalT1T43-Q388 como con DmC1GalT1S73-Q388. Los valores de error de la tabla representan el 
error estándar calculado mediante los ajustes obtenidos con GraphPad Prism.  

 
Km

app 

(µM) 

R2 
 Vmax

app 

(nmol·min-1·mg-1) 

kcat
app 

(min-1) 

kcat
app/Km

app 

(min-1·µM-1) 

UDP-GalAPDT*RP 88,27 ± 7,86 0,99 76,45 ± 1,7 3,14 ± 0,07 0,036 ± 0,003 

ººUDP-GalP4 35,33 ± 5,03 0,96 81,86 ± 2,52 3,36 ± 0,1 0,095 ± 0,014 

APDTRP ^ ^ ^ ^ ^ 

APDT*RP 195 ± 43,34 0,96 86,02 ± 6,71 3,53 ± 0,27 0,018 ± 0,004 

APDS*RP 246,2 ± 52,59 0,96 46,61 ± 3,72 1,91 ± 0,15 0,008 ± 0,002 

P1 (YAAT*GPF) 83,02 ± 13,42 0,97 39,61 ± 2,19 1,62 ± 0,09 0,02 ± 0,003 

P2 (YAAT*GPY) 78,17 ± 9,39 0,99 87,69 ± 3,49 3,6 ± 0,14 0,046 ± 0,006 

P3 (PAAT*GPF) 55,14 ± 17,51 0,9 46,38 ± 4,45 1,9 ± 0,18 0,034 ± 0,011 

P4 (PAAT*GPY) 50,06 ± 4,56 0,99 82,54 ± 1,93 3,39 ± 0,08 0,068 ± 0,006 

P5 (FAAT*GPF) 110 ± 24,16 0,95 120,9 ± 7,86 4,96 ± 0,32 0,045 ± 0,01 

P6 (YAET*GPF) 118,8 ± 13,97 0,98 125,9 ± 4,57 5,16 ± 0,19 0,017 ± 0,004 

P7 (YADT*GPF) 139,6 ± 21,8 0,98 97,79 ± 5,8 4,01 ± 0,24 0,043 ± 0,005 

APDT*RPDmC1GalT1 (S73-

Q388) 

322,6 ± 88,09 0,95 126,7 ± 14,16 4,71 ± 0,58 0,029 ± 0,005 

^inactivo      

Tal y como se esperaba, DmC1GalT1 era incapaz de realizar cualquier transferencia 

en el péptido no glicosilado APDTRP y su actividad se veía ligeramente reducida 

frente al glicopéptido con Ser (APDS*RP). En concreto, la Kmapp, kcatapp y eficiencia 

catalítica con el glicopéptido APDS*RP eran 1,26, 1,85 y 2,25 veces peor que las 

obtenidas en presencia del APDT*RP (Figura 5.4), resultado que concuerda con los 

descubiertos en los ensayos realizados con la enzima de rata (Granovsky et al., 

1994) y, sugiere que el grupo metilo de Thr es probablemente relevante para la 

obtención de parámetros cinéticos ligeramente mejores. También fue determinado 

si el residuo de GalNAc se comportaba como un sustrato aceptor. Se usó para ello 

como sustrato α-O-metil-GalNAc, que terminó siendo mucho peor sustrato que 

APDT*RP no pudiendo los parámetros cinéticos ser calculados al no conseguir la 
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saturación de la enzima, un hallazgo en sintonía con conclusiones previas en las que 

se usaron análogos similares frente a glicopéptidos (R. Müller et al., 2005). Bajo 

condiciones saturantes de glicopéptido (~500 μM), la actividad con α-O-metil-

GalNAc era aproximadamente la mitad obtenida con APDT*RP y no se conseguía 

llegar a la saturación enzimática ni con 2 mM de sustrato (Figura 5.6a y 5.7). Con 

estos datos se muestra que el ambiente peptídico alrededor del residuo de azúcar es 

clave para la obtención de parámetros cinéticos óptimos y que, además, el residuo 

de GalNAc solo no es suficiente para conseguirlos. 

 
Figura 5.7. Cinéticas de DmC1GalT1T43–Q388 con concentraciones variables de α-O-metil-
GalNAc. La concentración se varió desde 12,5 µM hasta 2 mM usando 500 µM de UDP-Gal. Las 
velocidades iniciales se obtuvieron por duplicado (n=2 de ensayos independientes) para cada 
concentración de sustrato. 

Con respecto a las cinéticas con los glicopéptidos P1 – P7 (Figura 5.6a), en primer 

lugar, se determinaron los parámetros cinéticos de UDP-Gal bajo concentraciones 

saturantes de P4, obteniendo una ligera mejoría en la Kmapp y casi la misma kcatapp 

comparándolo con los parámetros obtenidos de UDP-Gal en presencia de 
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APDT*RP (Figura 5.4 y Tabla 5.2).  

Las Kmsapp de los glicopéptidos P1 – P7 eran todas levemente mejores que la 

obtenida con el glicopéptido nativo APDT*RP, con mejoras de 1,3 a 4 veces, siendo 

el P4 el que mejor Kmapp presentaba (Figura 5.6b). Estos datos sugieren también que 

la Pro en la posición –3 es mejor para la catálisis que el residuo de Tyr en la misma 

posición (P2 frente a P4) y que el Glu o el Asp en la posición –2 son levemente 

peores para la transferencia del GalNAc que una Ala en la misma posición (P6/P7 

frente a P1). El rango de valores de los parámetros de kcatapp es algo más restrictivo, 

siendo el P1 el sustrato más lento y el P4 el más rápido (Figura 5.6b). Con respecto 

a la eficiencia catalítica, los valores calculados eran menos restrictivos que los 

obtenidos en la kcatapp, sugiriendo que para la serie de glicopéptidos que contenían 

como aceptor glicosilado un residuo de Thr, el mejor sustrato era el P4 y los peores 

el P1 y APDT*RP (Figura 5.6b). 

En general, los datos muestran que las diferencias en los parámetros cinéticos entre 

glicopéptidos son pequeñas y que el residuo de GalNAc por sí solo no es suficiente 

para obtener parámetros cinéticos óptimos, siendo la secuencia peptídica crucial 

para conseguirlos, Todo esto sugiere que C1GalT1 podría interactuar directamente 

con el péptido de los sustratos aceptores. Es importante destacar que no se pudo 

alcanzar la saturación enzimática con el sustrato α-O-metil-GalNAc y que ésta solo 

se consiguió con los diferentes glicopéptidos como sustratos.  

5.5. Experimentos de STD-RMN. 
Tras la realización de los ensayos cinéticos y para comprender la manera en la que 

interaccionan los glicopéptidos con DmC1GalT1, se realizaron experimentos de 

STD-RMN. Estos ensayos se basan en observar cómo el ligando interacciona con 

la proteína, analizando las señales de asignación de los 1H-RMN sustentándose en 

la transferencia de saturación mediante el efecto nuclear Overhauser, desde la 
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resonancia del protón del receptor (proteína o enzima en este caso) a los protones 

del ligando (azúcar o glicopéptido en el caso actual) cambiando entre el estado de 

proteína libre al estado en el que el ligando y la proteína están unidos (Mayer & 

Meyer, 1999). El análisis de las respuestas de STD permite deducir qué átomos del 

ligando se encuentran en contacto más cercano con el receptor y, de esa forma, 

mapear los epítopos de unión de ligandos en complejo con grandes moléculas 

(Mayer & Meyer, 2001). Para estos experimentos se seleccionaron los siguientes 

sustratos: α-O-metil-GalNAc, el péptido APDTRP sin glicosilar, uno de los peores 

sustratos (APDT*RP) y uno de los mejores sustratos (P4).  

 
Figura 5.8. Espectro STD-RMN de APDTRP. Fue obtenido a 600 MHz y 298 K con APDTRP a 
730 μM en presencia de 20 μM DmC1GalT1T43–Q388, 135 μM UDP y 150 μM MnCl2. El espectro 
off-resonance (etiquetado como Off Res) se muestra en gris y el espectro STD (etiquetado STD) 
obtenido mediante la saturación de la proteína a – 0,5 ppm y 7,0 ppm se muestra en negro. No se 
detectó señal de STD-RMN. 

En el caso del α-O-metil-GalNAc, el péptido no glicosilado y el APDT*RP, se 

usaron dos frecuencias de irradiación diferentes para alcanzar la saturación de la 

proteína, en la región alifática (– 0,5 ppm) y la aromática (7 ppm). Sin embargo, 
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para el P4 (debido a la presencia del residuo aromático de Tyr) solo se usó la 

frecuencia de irradiación alifática.  

Usando un exceso de aproximadamente 6 y 7 veces de UDP y MnCl2 con respecto 

a la enzima, se observó que, aunque el péptido no glicosilado no devolvía ningún 

tipo de respuesta de STD (Figura 5.8 y Tabla 5.3), el α-O-metil-GalNAc sí que 

presentaba diferencias con respecto al espectro sin saturar, indicando la importancia 

del residuo de GalNAc en el reconocimiento por parte de C1GalT1 (Figura 5.9a y 

Tabla 5.3) A continuación, se realizaron los experimentos STD-RMN de los 

glicopéptidos APDT*RP y P4 en ausencia y presencia de UDP y MnCl2. Estos 

experimentos en ausencia del nucleótido fueron realizados porque previamente se 

habían reportado casos en los que otras glicosiltransferasas, bastante lejanas 

evolutivamente a C1GalT1 pero con el mismo tipo de plegamiento GT-A, como la 

GalNAc-T2 y las proteínas efectoras NleB/SseK, necesitan la presencia de UDP 

para que pueda llevarse a cabo la unión al péptido o proteína aceptora, implicando 

la existencia de un mecanismo de ajuste inducido (de las Rivas, Paul Daniel, et al., 

2018; García-García, Hicks, et al., 2021; Lira-Navarrete et al., 2014). Por ejemplo, 

el caso de GalNAc-T2 es muy interesante porque su conformación activa está 

caracterizada por un cambio en el loop flexible de una conformación abierta a una 

cerrada, la cual se consigue de manera completa en presencia de UDP-GalNAc, 

pero de manera intermedia en presencia de UDP (de las Rivas, Coelho, et al., 2018). 

Recientemente, se descubrió que FUT8, una glicosiltransferasa con el tipo de 

plegamiento GT-B, muestra propiedades similares a las otras dos proteínas 

mencionadas, con la particularidad que se une mejor a su sustrato aceptor (N-

glicanos) en presencia de GDP, pero sin ser esencial la unión de GDP para que 

tenga lugar la unión del N-glicano a FUT8 (García-García et al., 2020; García-

García, Serna, et al., 2021). 
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Figura  5.9. Espectro STD–RMN de α-O-methyl-GalNAc (a) y de APDT*RP (b). Fueron 

obtenidos a 600 MHz y 298 K. a. Espectro STD de α-O-methyl-GalNAc a 745 μM en presencia de 

20 μM DmC1GalT1T43–Q388, 135 μM UDP y 150 μM MnCl2. b. Espectro STD de APDT*RP a 710 

μM en presencia de 20 μM DmC1GalT1T43–Q388, 135 μM UDP y 150 μM MnCl2. Los protones que 

no pudieron analizarse de manera precisa en los espectros STD se mapearon en azul. 

Especificamente, la señal del protón anomérico H1 del residuo de GalNAc no se podía analizar a 

causa de su cercanía con la resonancia de HDO ni tampoco las de los Hα de los aminoácidos por el 

solapamiento con los protones del azucar. El espectro no saturado (off-resonance, etiquetado como 

Off Res) se muestra en gris y el espectro STD (etiquetado STD) obtenido mediante la saturación de 

la proteína a – 0,5 ppm y 7,0 ppm se muestra en negro. Las resonancias de los protones claves se 

encuentran señaladas en los espectros de STD (paneles inferiores). En la imagen también se 

muestran los mapas de epítopo para los dos ligandos tras ser estimados. Las resonancias de protones 

que se solapan en los espectros han sido identificadas y marcadas en la figura con un * de color rojo. 

El modo de unión es similar en ambos ligandos según estos resultados.  

Tanto NleB/SseK como FUT8 contienen también loops flexibles que se ordenan en 

presencia de los nucleótidos tal y como se describió para GalNAc-T2, implicando 

que el sitio activo adopta una conformación activa una vez estos loops flexibles se 

unen al nucleótido azucarado (de las Rivas, Coelho, et al., 2018; García-García, 

Hicks, et al., 2021; García-García, Serna, et al., 2021; Lira-Navarrete et al., 2014). 

En resumen, se ha propuesto que estas enzimas necesitan que se una el nucleótido 

azucarado en primer lugar, ejerciendo algún tipo de cambio conformacional, para 

que luego pueda unirse el sustrato aceptor (aunque en el caso de FUT8 la previa 

unión a GDP no es esencial para que se una a un N-glicano) y en consecuencia para 

que tenga lugar la glicosilación.  
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Tabla 5.3. Tabla de asignación de los picos del espectro RMN-H1. Se muestran las asignaciones 
de los picos de RMN-H1 de α-O-methyl-GalNAc, APDT*RP y P4 los factores de amplificación de 
STD y el % relativo de STD para cada protón con respecto al protón con mayor señal (ya sea a -0,5 
ppm o 7 ppm). El H1 anomérico y el Hα de los aminoácidos no pudieron ser analizados en el espectro 
de STD debido a su cercana distancia a la resonancia de HDO y a la supresión del agua. La relación 
entre señal y ruido no permitía medir con precisión la respuesta STD de algunos protones de 
aminoácidos. En el caso de APDT*RP, algunos protones de Pro2 y Arg1, y en el caso de P4 los 
protones de Pro6.  

 Asignación de pico Ppm STDAF 

(-0,5 ppm) 

% STD 

(-0,5 ppm) 

STDAF 

(7 ppm) 

%STD  

(7 ppm) 

α-
O

-m
et

hy
l-G

al
N

A
c H2 GalNAc 4,169 30,7 100% 45,0 100% 

H3 GalNAc 3,891 20,0 65% 24,9 55% 

H4 GalNAc 3,993 28,7 93% 27,9 62% 

H5-GalNAc 3,932 - - 25,8 57% 

H6-GalNAc 3,776 23,6 77% 29,5 66% 

CH3 (NHAc) GalNAc 2,049 18,9 61% 20,0 44% 

OMe 3,391 17,6 57% 16,6 37% 

 Asignación de pico Ppm STDAF 

(-0,5 ppm) 

% STD 

(-0,5 ppm) 

STDAF 

(7 ppm) 

%STD  

(7 ppm) 

A
PD

T*
R

P 

H2 GalNAc 4,104 44,8 100% 67,1 100% 

H3 GalNAc 3,915 35,5 79% 41,1 61% 

H4 GalNAc 3,990 35,5 79% 42,7 64% 

H5-GalNAc 4,043 30,5 68% 35,2 53% 

H6-GalNAc 3,764 27,1 60% 35,8 53% 

CH3(NHAc) GalNAc 2,056 15,6 35% 20,5 27% 

Hβ-A1 1,544 25,2 56% 16,7 25% 

Hβ3-P’s 2,342 22,7 51% 24,4 36% 

Hβ2-P’s 1,949 21,6 48% - - 

Hγ-P’s 2,070-2,007 22,7 51% 23,7 35% 

Hγ-T4 1,276 39,8 89% 18,6 28% 

Hδ-R5 3,244 9,1 20% 10,3 15% 

      

 Asignación de pico Ppm STDAF 

(-0,5 ppm) 

% STD 

(Con UDP) 

STDAF 

(-0,5 ppm) 

%STD 

(Sin UDP) 

P  H2 GalNAc 4,106 63,5 99% 45,1 88% 
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H3 GalNAc 3,925 59,3 93% 40,9 80% 

H4 GalNAc 3,993 64,1 100% 45,5 89% 

H5-GalNAc 4,060 52,7 82% 43,4 84% 

H6-GalNAc 3,770 40,9 64% 30,3 59% 

CH3 (NHAc) GalNAc 2,029 29,1 46% 30,5 59% 

Hγ-P1/Hβ2P1 2,096-2,067 61,8 96% 39,9 78% 

Hβ3-P1 2,478 56,6 88% 37,7 73% 

Hδ-P1 3,419 35,0 55% 21,7 42% 

Hβ-A2 1,427 29,8 47% 18,1 35% 

Hβ-A3 1,458 37,7 59% 22,4 44% 

Hγ-T4 1,293 50,9 80% 44,5 86% 

Hβ3-Y7 3,157 41,6 65% 34,8 68% 

Hε-Y7 6,873 59,9 93% 51,5 100% 

Hδ-Y7 7,176 40,5 77% 40,5 79% 

En el caso específico de DmC1GalT1 y en ausencia de UDP, solo el P4 mostraba 

claras señales de STD-RMN. Aun así, ambos glicopéptidos mostraban respuesta 

clara de STD en presencia de UDP. Estos resultados sugieren la existencia de 

diferencias en el reconocimiento de estos dos glicopéptidos y que, en ambos casos, 

el residuo de GalNAc presentaba una elevada transferencia de saturación indicando 

que debe estar en mayor contacto con la enzima. Los mapas de epítopo de GalNAc 

de los STDs para los glicopéptidos y el α-O-metil-GalNAc eran bastante parecidos, 

significando una orientación de unión similar de la unidad de GalNAc en todas las 

estructuras (Figura 5.9, Figura 5.10 y Tabla 5.3). Sin embargo, el factor de 

amplificación fue menor en el caso del α-O-metil-GalNAc que en el de los 

glicopéptidos (Tabla 5.3), lo que reflejando la esperada menor afinidad de unión 

del α-O-metil-GalNAc frente a APDT*RP y P4, deducida de los experimentos 

cinéticos. De hecho, al nivel de la secuencia peptídica, el grupo metilo de la Thr 

mostraba una clara respuesta STD en todos los casos, mientras que los resultados 

eran bastante diversos para el resto de aminoácidos de ambos glicopéptidos.  
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Figura 5.10. Espectros STD–RMN y mapas de epítopo de los glicopéptidos APDT*RP y P4 en 

presencia y ausencia de UDP. Los espectros fueron obtenidos a 600 MHz y 298 K. En ambos caso 

se muestra el espectro off-resonance (Off Res) en gris en la parte superior de los espectros, los 

espectros STD se obtuvieron saturando la proteína a – 0,5 ppm y se muestran en negro. Arriba en el 

panel se encuentra el espectro STD de APDT*RP a 710 μM en presencia de 20 μM DmC1GalT1T43–

Q388 y 150 μM MnCl2 en ambos espectros saturados y con 135 μM UDP en el espectro inferior. En 

la parte inferior de la imagen se muestra el espectro STD de P4 a 710 μM en presencia de 20 μM 

DmC1GalT1T43–Q388 y 150 μM MnCl2 en ambos espectros saturados y con 135 μM UDP en el 

espectro inferior. Bajo los espectros se encuentran los mapas de epítopo para cada ligandos, en el 

caso de P4 tanto en presencia como en ausencia de UDP. Los protones que no pudieron analizarse 

de manera precisa se muestran en azul. Las señales tanto del protón anomérico H1 del residuo de 

GalNAc como de los Hα de los aminoácidos no pudieron analizarse debido a la cercanía con las 

resonancias de HDO y de los protones del azúcar respectívamente. Las diferentes esferas coloreadas 

indican la señal STD normalizada (%) para cada protón. Las resonancias de protones que solapan 

en los espectros fueron identificadas y marcadas con * de color rojo.  

En el caso del APDT*RP, se detectaron ligeras mejoras de la respuesta de STD para 

el metilo de Ala1 y algunos protones de Pro2 y Pro6 superpuestos en el espectro. 

No se detectó respuesta para los protones pertenecientes a Asp3 (Figura 5.10). 

Curiosamente en el caso del P4, se observó una respuesta significante procedente 

de las cadenas laterales de Pro1 y Tyr7, tanto en ausencia como en presencia de 

UDP (Figura 5.10), sugiriendo que estos aminoácidos deberían encontrarse en 

contacto cercano con DmC1GalT1. Estas interacciones adicionales podrían explicar 

las diferencias en las Kmapp entre ambos glicopéptidos, siendo cuatro veces mejor la 

del P4 que la del APDT*RP. En general, estos datos sugieren que la unión del 

residuo de GalNAc es lo más importante de los glicopéptidos a la hora del 

reconocimiento de los mismos y que la unión óptima se alcanza en presencia tanto 

de la unidad de GalNAc como del péptido. 
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5.6. DmC1GalT1 no presenta un mecanismo con características 

alostéricas para la unión a los glicopéptidos. 
Con el objetivo de contrastar el comportamiento diferente que mostraban los 

glicopéptidos con la enzima en ausencia y presencia de UDP, se decidió realizar 

experimentos de calorimetría de titulación isotérmica (ITC). En primer lugar, se 

determinó la constante de disociación (Kd) de la unión de UDP a DmC1GalT1 en 

presencia de MnCl2 (Kd 18,39 ± 4,67 μM) (Figura 5.11 y Tabla 5.4). Como se 

esperaba, el péptido APDTRP no se unía a la proteína bajo exceso de UDP (Figura 

5.11). 
Tabla 5.4. Parámetros termodinámicos de la unión de los ligandos a DmC1GalT1T43-Q388. La Kd 
representa la constante de disociación (=1/Ka), y ∆G, ∆H y -T∆S son los parámetros termodinámicos. 
En la mayoría de casos la estequiometría de unión es cercana a ~1:1. Los coeficientes de correlación 
de los ajustes (R2) de ITCs eran < 0,99. Los valores de error representan el error calculado a través 
del ajuste por iteración de los grupos de datos mediante Origin 7 (Microcal).  

  Kd  

(µM) 

ΔH  

(kcal/mol) 

ΔG 

(kcal/mol) 

-TΔS 

(kcal/mol) 

n 
 

UDP  18,39 ± 4,67 -4,26 ± 0,47 -6,46  -2,19  0,40 

APDT*RP (exceso UDP) 173,5 ± 50,79 -1,77 ± 1,02 -5,13  -3,36  0,88 

APDTRP ^ ^ ^ ^ ^ 

APDT*RP  ^ ^ ^ ^ ^ 

PAAT*GPY (exceso UDP) 60,35 ± 8,76 -4,29 ± 0,87 -5,75  -1,46  0,88 

PAAT*GPY  40,99 ± 5,94 -1,88 ± 0,24 -5,98  -4,1  0,98 

YADT*GPF (exceso UDP) 59,99 ± 7,01 -2,78 ± 0,25 -5,76  -2,98  1,50 

YADT*GPF  37,09 ± 6,24 -6,2 ± 1,69 -6,04  0,16  0,650 

^No cuantificable bajo nuestras condiciones. 

Tras los experimentos iniciales, se evaluó si esta glicosiltransferasa requería de la 

unión de una molécula de UDP antes de poder unirse a los glicopéptidos. Aunque 

DmC1GalT1 era capaz de unirse tanto a P4 como a APDT*RP en presencia de 

UDP, no ocurría lo mismo en ausencia de UDP, donde sólo se observaba unión a 

P4, tal y como mostraban los resultados de los experimentos de STD-RMN (Figura 

5.12 y 5.13). 
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Figura  5.11. Datos de ITC de la unión entre UDP, APDTRP y P7 en presencia y ausencia de 

exceso de UDP a DmC1GalT1T43–Q388. En la parte superior de los gráficos se encuentran los 

termogramas (potencia térmica frente a tiempo) y en la inferior las isotermas de unión (calor 

normalizado frente a “ratio molar”). Los ITCs de P7 se realizaron en presencia o ausencia de un 

exceso de UDP y el de APDTRP en presencia de exceso de UDP. Los experimentos se llevaron a 

cabo en duplicado (n = 2 experimento independientes).  
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Figura  5.12. Datos de ITC de la unión entre APDT*RP y P4 a DmC1GalT1T43–Q388. En la parte 

superior de los gráficos se encuentran los termogramas (potencia térmica frente a tiempo) y en la 

inferior las isotermas de unión (calor normalizado frente a ratio molar). Los ITCs se realizaron en 

presencia o ausencia de un exceso de UDP. Los experimentos se llevaron a cabo en duplicado (n = 

2 experimento independientes).  
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Las Kds de los glicopéptidos coincidían con las Kmsapp y con las diferencias entre 

ellas; la Kd de P4 era aproximadamente 3,5 veces mejor que la de APDT*RP. A 

causa de que el glicopéptido APDT*RP es bastante inusual por contener dos 

residuos cargados (Asp y Arg), surgió la duda de si esa podría ser la razón de su 

comportamiento en la ausencia de UDP. Para esclarecer esto, se realizó otro ensayo 

de ITC con el P7, el cual contiene un residuo cargado negativamente. P7 se 

comportaba de manera similar al P4 y se unía a la enzima indistintamente de la 

presencia o ausencia de UDP (Figura 5.11, 5.12 y 5.13 y Tabla 5.3), lo que sugiere 

que el residuo de Arg de APDT*RP o su propia conformación podrían ser los 

causantes de que no sea capaz de unirse en la ausencia de UDP. 

En cuanto a los análisis de los parámetros termodinámicos de la interacción, eran 

bastante complejos y difíciles de interpretar en el caso de los glicopéptidos, 

impidiendo la obtención de una conclusión significativa (Tabla 5.4). 

Estos resultados revelan que DmC1GalT1 no sigue un mecanismo inducido como 

otras glicosiltransferasas como NleB1(García-García, Hicks, et al., 2021), GalNAc-

T2 (de las Rivas, Coelho, et al., 2018; Lira-Navarrete et al., 2014) y FUT8 (García-

García et al., 2020), y que por lo tanto no necesita unirse en primer lugar al 

nucleótido azucarado para unirse a los sustratos aceptores.  

Cabe destacar que todos los termogramas realizados presentan un bajo parámetro 

“c” de Wiseman (c < 1), lo que explica la ausencia del plateau inicial de la curva. 

A pesar de esto, los datos son fiables pues el posible error en la estimación de la 

estequiometría (n) no afecta prácticamente al ajuste de Ka como se ha descrito 

previamente. El parámetro “c” de Wiseman es el producto de la concentración del 

receptor y de la constante de asociación, Ka (Tellinghuisen, 2008; Turnbull & 

Daranas, 2003). 
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5.7. Detalles del complejo formado por DmC1GalT1-UDP-APDT*RP. 
Con el objetivo de proporcionar detalles a nivel atómico de la estructura de 

DmC1GalT1 y su interacción con UDP-Gal/UDP y los glicopéptidos, se trabajó con 

una versión truncada de DmC1GalT1 (residuos S73-Q388) (Resultados 5) secretada 

de células de insecto High FiveTM (Hi5) (Métodos 4.3.3).  

Para asegurar la similitud y actividad de este constructo en comparación con el 

expresado en mamíferos, y usado en los experimentos mencionados anteriormente, 

se realizaron ensayos cinéticos que demostraron que los parámetros cinéticos de 

esta enzima eran muy parecidos a aquellos obtenidos con el constructo más largo 

DmC1GalT1 T43-Q388 (Figura 5.14 y Tabla 5.2), verificando que la eliminación 

adicional de residuos en el extremo N-terminal no afectaba a las propiedades 

cinéticas de la glicosiltransferasa. 

 
Figura  5.13. Parámetros termodinámicos de la unión a DmC1GalT1T43–Q388 de los 

glicopéptidos en presencia o ausencia de UDP. (Izquierda) Gráfica que muestra los valores de 

Kds de los glicopéptidos. (Derecha) Gráfica que muestra los parámetros termodinámicos de los 

ajustes calculados en los que muestran el componente entálpico (ΔH), la energía libre de Gibbs (ΔG) 

y el componente entrópico en función de la temperatura (-TΔS) en kcal/mol. Los resultados con 

valor negativo muestran una contribución favorable a la unión, y los positivos una contribución 

desfavorable. Las barras de error representan el error calculado a través del ajuste por iteración de 

los grupos de datos mediante Origin 7 (Microcal).  
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Figura 5.14. Cinéticas de DmC1GalT1T43-Q388 y DmC1GalT1S73-Q388 con concentraciones 

variables de APDT*RP. Se usaron concentraciones que variaban desde 12,5 µM a 1 mM. Las 

velocidades iniciales se obtuvieron por duplicado (n=2 de ensayos independientes) para cada 

concentración de sustrato. 

Se obtuvieron cristales de DmC1GalT1 en el grupo espacial P21 en presencia de 

UDP, MnCl2 y APDT*RP. A pesar de que se intentó obtener cristales con otros 

glicopéptidos, no se pudieron conseguir condiciones en la que se formasen cristales 

que pudiesen difractar. Previo a la obtención de la estructura tridimensional, se 

intentaron realizar otros ensayos (con metales pesados y con ligandos unidos a 

metales pesados) debido a que no se disponía de un modelo molecular fiable con el 

que realizar el reemplazamiento molecular y resolver el problema de las fases con 

los datos obtenidos de las difracciones. La estructura cristalina se obtuvo finalmente 

mediante reemplazamiento molecular a 2,40 Å usando como base el modelo de 

DmC1GalT1 procedente del servidor de Alpha Fold 2 (Jumper et al., 2021) 

(Materiales y métodos 4.7.4, Figura 5.15 y Tabla 5.5). 
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Figura 5.15. Estructura cristalina de la forma dimérica del complejo DmC1GalT1S73-Q388-UDP-
Mn2+-APDT*RP en formato ribbon. Las cadenas A y B se encuentran coloreadas en naranja y cian 
respectivamente. Los átomos del nucleótido de UDP están representados en gris mientras que el 
átomo de manganeso se muestra como una esfera rosa. Los átomos de carbono del glicopéptido son 
los coloreados en verdes y los puentes disulfuros en amarillo, estando el último de ellos formado 
por dos residuos de Cys contiguas. En la parte inferior de la imagen el dímero se encuentra rotado 
90º resaltando las estructuras secundarias de los extremos N y C terminal involucradas en las 
interacciones en la interfase entre dímeros (negro y rosa para la cadena A y B respectivamente). En 
el centro de la imagen se representa la membrana del aparato de Golgi y las secuencias que no se 
encuentran en la estructura cristalina, las cuales anclarían el dímero al interior del aparato de Golgi 
y el extremo N-terminal estaría expuesto al citosol.  

La unidad asimétrica (AU) de los cristales P21 contenía dos moléculas de 

DmC1GalT1 ordenadas formando un homodímero con cada uno los monómeros 

adoptando el plegamiento típico de las GT-A (Figura 5.15). La forma dimérica de 

la proteína se confirmó mediante cromatografía de exclusión molecular (Figura 

4.11) además de haber sido descrita este estado con anterioridad para el ortólogo 

humano (Ju, Brewer, et al., 2002). El servidor PISA confirmó esta estructura 

dimérica y reveló que el dímero presentaba una gran superficie enterrada (7621 Å2), 

lo que implicaba una interfase estrecha y estable entre ambas unidades proteicas. 

Los residuos en la interfase involucrados en la estabilización dimérica se 

encontraban en el loop del extremo N-terminal, α1, α2, α4, loop α6-α7, α7, loop α7-

α8, loop α8-β7, β7, loop β7-α9, α9, y el largo y desestructurado loop en el extremo 

C-terminal (Figura 5.15 panel inferior y Figura 5.2).   

Tabla 5.5. Recolección de datos de la difracción cristalográfica y datos estadísticos del 
refinamiento de la estructura de DmC1GalT1S73-Q388. 

DmC1GalT1 en complejo con UDP-Mn2+ y APDT*RP  
Recolección de datos Refinamiento 

Grupo espacial P21 Resolución (Å) 2,4 

Dimensiones de la celda 
 

Nº reflexiones 75579 

    a. b. c (Å) 50,24. 80,44. 71,95  Rwork / Rfree 0,175/0,234 

    α. β. γ  (°)                           90. 93,19. 90  Nº atomos 
 

Resolución (Å) 20-2,40     Proteína 4580 
 

(2,53-2,40*)     APDT*RP 112 



127 
 

Rmerge 0,143 (0,825)     UDP  50 

Rpim 0,091 (0,526)     Mn2+ 2 

I / σI 7,1 (2,6)     Aguas 74 

Integridad (%) 99,8 (100)     Etilenglicol 12 

Redundancia 3,4 (3,3) Factores - B (Å2) 
 

Mn(I) half-set correlation CC (1/2) 0,981 (0,412)     Proteína 34,49 

 

Se usó un solo cristal para determinar la estructura 

cristalográfica.  

*Los valores en paréntesis se refieren a la capa de mayor 

resolución.  

Dos subunidades se encuentran en la unidad asimétrica 

formando un dímero.  

    APDT*RP                          41,05 

    UDP  29,45 

    Mn2+ 24,55 

    Aguas 31,57 

    Etilenglicol 34,9 

R.m.s. desviaciones 
 

    Longitud de unión (Å) 0,0108 

    Ángulos de unión (°) 1,7686 

Curiosamente, uno de los residuos que se encontraba altamente conservado, 

localizado en la interfase de la cadena α9 se encontró mutado en ratones los cuales 

acababan con trombocitopenia y nefropatía. Concretamente se encontraba mutado 

el residuo Tyr321 de ratones (326 en DmC1GalT1) a Asn, (Figura 5.2). De forma 

adicional, ha sido demostrado que Cosmc se une a los residuos 83-97 de la C1GalT1 

humana (HsC1GalT1)(Aryal et al., 2014), localizados en las cadenas α1, β1 y en el 

loop β1-α2 de la estructura de DmC1GalT1. Uno de estos aminoácidos, Leu95 en 

DmC1GalT1 (Leu82HsC1GalT1) se encuentra en α1 en la interfase del dímero 

(Figura 5.2), sugiriendo que Cosmc es importante en la formación obligada del 

dímero de C1GalT1. Por otro lado, esta región peptídica se encuentra parcialmente 

conservada dentro de los ortólogos de C1GalT1, tanto vertebrados como 

invertebrados, implicando que este péptido particular en DmC1GalT1 es poco 

probable que sea reconocido por Cosmc. De cualquier manera, ambos ejemplos, 

aunque opuestos, ilustran la gran importancia de estos residuos de la interfase 

dimérica en la estabilidad y función de C1GalT1 (Taujale et al., 2021). La 
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desviación media cuadrática (RMSD en inglés; es una medida estándar de la 

distancia estructural entre dos coordenadas que mide la distancia media entre un 

grupo de átomos) entre ambas moléculas pertenecientes a la cadena A y B de la 

unidad asimétrica es de 0,24 Å en un total de 278 átomos de Cα equivalentes, lo 

que de otro modo enfatiza que no existen apenas cambios conformacionales entre 

las dos unidades monoméricas, siendo ambas prácticamente iguales. A partir de este 

punto, se discutirá solo la molécula A debido a que la densidad electrónica de los 

ligandos se encuentra mucho mejor definida en la misma.  

 
Figura 5.16. Vista en primer plano del sitio activo de DmC1GalT1S73-Q388 mostrando Mn2+, 

UDP y APDT*RP unidos a la proteína. El mapa de densidad electrónica (azul) son los 

equivalentes a Fo–Fc contorneados a 2,2 σ (densidad de carga superficial, que es la cantidad de 

carga por unidad de área (σ)). A excepción del primer residuo del extremo N-terminal (Ala1) de 

APDT*RP, la densidad electrónica del glicopéptido y del UDP estaban bien definidas. Cabe destacar 

que Pro6 acaba como un grupo amida.  

Se observó que esta proteína tiene también las cuatro características más 

conservadas entre las glicosiltransferasas de tipo GT-A (Taujale et al., 2021): el 

motivo DxD para las interacciones con metales catiónicos (Asp181-X-Asp183); un 

loop rico en Gly frente a los sitios de unión del sustrato aceptor y el azúcar donador, 

localizado en la estructura de Drosophila melanogaster en el loop β5-β6; un motivo 
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“xED” al principio de α6 albergando la base catalítica de la enzima (Asp255, la cual 

se definirá en el siguiente apartado); y un residuo “C-His” que se coordina con el 

ion de metal (His324) (Figura 5.16 y 5.2).  

Una inspección minuciosa del sitio activo de DmC1GalT1 y su comparación con 

otros ortólogos de C1GalT1 como el de humano, ratón y pollo desveló que tanto el 

sitio de unión a UDP-Gal como el del glicopéptido eran idénticos (Figura 5.17 panel 

superior y 5.2), demostrando que DmC1GalT1 es un modelo excelente para 

entender los aspectos bioquímicos de la enzima humana. 

 
Figura 5.17. Representación superficial de homología de C1GalT1 y de la superficie 

electrostática de DmC1GalT1S73-Q388. En la parte superior se encuentra la homología superficial, 

codificada por colores según el grado de conservación entre los ortólogos de mosca, humano, ratón 

y pollo. En la parte inferior se muestra la representación de la superficie electrostática de 

DmC1GalT1 en la que la escala varía desde –5 kTe–1 a +5 kTe–1 (unidades que representan la 

constante de Boltzmann con respecto a la temperatura, refiriéndose a energía, por unidad de carga). 
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El análisis del potencial electrostático de la superficie proteica mostraba una zona 

cargada negativamente correspondiente al sitio de unión de UDP-Gal, la cual es 

requerida para coordinar el Mn2+, y zonas cargadas de manera positiva y neutra en 

los sitios de unión del péptido. Además, el sitio de unión a GalNAc se encontraba 

moderadamente cargado negativa y positivamente frente al núcleo central y al 

grupo acetamido/OH6, respectivamente (Figura 5.17 panel inferior). Con respecto 

a la homología estructural de DmC1GalT1 a otras estructuras ya descritas, el 

servidor DALI (Holm & Laakso, 2016) reveló cierta homología estructural con 

otras dos galactosiltransferasas, la B3GNT2 humana en forma de homodímero 

(entradas del PDB 7JHN (Hao et al., 2021) y 6WMO (Kadirvelraj et al., 2021) y la 

“Manic fringe” monomérica de ratón (entrada del PDB 2J0A y 2J0B (Jinek et al., 

2006), ambas pertenecientes a la familia CAZy31 (Figura 5.18). 

 
Figura 5.18. Homólogos estructurales de DmC1GalT1, los ligandos y los cofactores. 

Representados siguen el mismo código de color definido en imágenes anteriores.  

Aunque los sustratos aceptores son muy diferentes entre las tres enzimas, estas se 

superponían bastante bien, siendo el servidor capaz de procesar buenos resultados. 

Las RMSDs obtenidas fueron de aproximadamente 1,7 y 3,17 Å entre las 
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estructuras cristalinas de DmC1GalT1 y B3GNT2, y DmC1GalT1 y Mfng, 

respectivamente (189 y 151 residuos superpuestos). Las fuertes similitudes entre 

DmC1GalT1 y B3GNT2 en el plegamiento general resultan muy interesantes ya 

que además se observaba una excelente superposición del UDP y de los sustratos 

aceptores (Figura 5.19). Merece la pena mencionar que los grupos OH3 tanto del 

GalNAc de APDT*RP como del residuo de galactosa de LNnT (el sustrato aceptor 

de B3GNT2) se encontraban en posiciones casi idénticas (con un desplazamiento 

atómico entre ambas moléculas de aproximadamente 0,92 Å) y cerca del fosfato β, 

en concordancia con su papel como sitios aceptores. Hay que tener en cuenta que 

el UDP en Mfng está también muy bien superpuesto con el UDP correspondiente a 

la estructura cristalina de DmC1GalT1, aunque la estructura de Mfng solo se 

obtuviese con UDP y Mn2+ y no con sustrato aceptor. 

 
Figura 5.19. Superposición de los ligandos de DmC1GalT1, B3GNT2 y Mfng. Los carbonos del 
sustrato LNnT se muestran en naranja y los del glicopéptido en verde. Los carbonos del UDP se 
muestran en gris en DmC1GalT1, verde oliva en B3GNT2 y negro en Mfng. Los átomos de Mn2+ 
están coloreados en rosa para DmC1GalT1 y en amarillo para Mnfg. El átomo de Mg2+ de B3GNT2 
está representado en marrón.  
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5.8. El sitio activo de DmC1GalT1. 
El sitio activo de DmC1GalT1 está formado por los sitios de unión de UDP-Gal y 

del glicopéptido (Figura 5.20). El residuo de uridina que forma parte de la molécula 

de UDP establece una interacción CH–π con Leu155 mientras que el residuo de 

uracilo se une a través de puentes de hidrógeno con el backbone de Gly151 y con 

las cadenas laterales de Glu150 y Lys158. La ribosa de la molécula de uridina 

interacciona con la cadena lateral de Asp192 y el backbone de Met160 y el 

pirofosfato de la misma molécula, a su vez, interactúa con las cadenas laterales de 

Arg152, His324 y Tyr325. Los átomos de oxígeno del grupo pirofosfato, los 

aminoácidos Asp181 y Asp183 del motivo DxD y His324 se coordinan 

hexagonalmente con el ion metálico Mn2+, formando una hexacoordinación 

octaédrica. 

 
Figura 5.20. Vista estereoscópica del sitio activo de DmC1GalT1S73-Q388 en complejo ternario 

con UDP-Mn2+ y APDT*RP. Los carbonos de los residuos que forman parte del sitio activo se 

encuentran representados en naranja, los del UDP en gris y los del glicopéptido en verde. El átomo 

de manganeso se muestra como una esfera rosa. Las interacciones de puentes de hidrógenos se 

representan mediante líneas discontinuas negras.  

A diferencia del reconocimiento íntimo que sucede entre DmGalT1 y la molécula 
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de UDP, con APDT*RP se observa mucho menos contacto con la enzima (Figura 

5.20), concordando con los datos obtenidos mediante los experimentos de ITC, en 

los cuales la unión de UDP era unas 9,5 veces más fuerte que la unión del 

APDT*RP a la enzima (Tabla 5.4). El grupo GalNAc del glicopéptido es 

reconocido mediante puentes de hidrógeno que se forman entre: el carbonilo de la 

acetamida y la cadena lateral de Ser220; el OH3 con la cadena lateral de Asp255; 

el OH4 con las cadenas laterales de Asp255/Tyr218; y el OH6 con la cadena lateral 

de Tyr304. A nivel peptídico, la cadena lateral de Pro2 y el grupo metilo de Thr4 

establecen interacciones tipo CH–π con Tyr213 y Trp300/Tyr304, respectivamente, 

y el backbone de Thr4 forma un puente de hidrógeno con la cadena lateral de 

Trp300. La cadena lateral de Arg5 establece un puente de hidrógeno con Arg152, 

y Pro6 establece una interacción de tipo CH–π con Tyr325 (Figura 5.20). 

Estas interacciones desvelan que el residuo de GalNAc está reconocido de manera 

más estrecha que el péptido a causa de que el primero se encuentra enlazado 

mediante numerosos puentes de hidrógeno mientras que el segundo es reconocido 

mediante menos interacciones, de las cuales algunas son interacciones hidrofóbicas 

además de los puentes de hidrógeno. En general, los datos obtenidos se alinean con 

los mapas de epítopos derivado de los espectros de STD-RMN, sugiriendo que el 

residuo de GalNAc es la principal fuerza responsable para que ocurra el 

reconocimiento del sustrato aceptor y, además, que el péptido mejora la unión del 

mismo estableciendo interacciones directas con la enzima.  

5.9. El reconocimiento molecular de α-GalNAc-Thr es posible gracias 

a la conformación de alta energía que adopta su enlace glicosídico. 
Una de las características estructurales más peculiares que se ha podido deducir 

gracias a la obtención de la estructura cristalina en complejo con el sustrato aceptor 

ha sido la conformación energética menos favorable que adopta el enlace 

glicosídico de la Thr unida a GalNAc (α-GalNAc-Thr) (Figura 5.21 izquierda).  
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Figura 5.21. Geometría del enlace glicosídico del glicopéptido APDT*RP en solución obtenida 

mediante simulaciones de dinámica molecular de 0,5 µs (conformación eclipsada). Los ángulos 

diédricos están definidos de la diferente manera: ϕ = O5-C1-O1-Cβ, y ψ = C1-O1-Cβ-Cα. El círculo 

rojo indica la conformación adoptada por este enlace en APDT*RP en la estructura cristalina del 

complejo ternario de DmC1GalT1 en presencia de UDP y Mn2+. Esta conformación es en la que se 

encuentra de manera habitual el glicopéptido APDS*RP en solución (conformación alternada) 

(izquierda de la imagen). A la derecha se muestra una vista tridimensional del glicopéptido 

APDS*RP con DmC1GalT1 y en presencia de UDP-Gal, obtenida mediante simulaciones de 

dinámica molecular de 0,5 µs. 

La conformación alternada suele encontrarse en residuos de serina unidos a una 

molécula de α-GalNAc en solución. La característica que define esta conformación 

es que el ángulo ψ es de ≈180° (ángulo formado entre C1-O1-Cβ-Cα). Este ángulo 

en residuos de α-GalNAc-Thr, ya sea en su forma libre (Corzana et al., 2007) o bien 

unida a proteínas, adopta una conformación que se denomina eclipsada en la que el 

ángulo del rotámero es la forma habitual con una torsión de ψ ≈120° (Bermejo et 

al., 2018; Lira-Navarrete et al., 2015; Macías-León et al., 2020; Madariaga et al., 

2014). Para comprobar estos datos, se realizaron simulaciones de dinámica 

molecular (MD) con DmC1GalT1 en complejo con UDP-Gal y APDS*RP, 
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obteniéndose en dichos cálculos que la conformación alternada también era 

predicha en el caso de α-GalNAc-Ser (Figura 5.21 panel derecho y Materiales y 

métodos 4.9.3), lo que implica la necesidad de adoptar esa conformación alternada 

con ambos sustratos para una glicosilación efectiva de los aminoácidos Ser y Thr 

unidos a α-GalNAc. A la hora de realizar simulaciones con el glicopéptido 

APDT*RP pero fijando la conformación de α-GalNAc-Thr a su forma eclipsada 

(Figura 5.22 y Materiales y métodos 4.9.3), se observó una enorme pérdida de 

interacciones entre el péptido y la proteína, en comparación con aquellas 

encontradas en la estructura cristalográfica, que adoptaba la conformación 

“alternada”.  

 
Figura 5.22. Vista en primer plano del complejo DmC1GalT1-APDT*RP en presencia de 

UDP-Gal-Mn+2. Estos datos se obtuvieron de MDs con restricciones durante 0,2 µs en las que el 

enlace glicosídico fue forzado a adoptar una conformación “eclipsada” (ψ≈120º). A la derecha se 

muestran las distancias de las interacciones entre el glicopéptido y la enzima con el tiempo.  

Específicamente, las interacciones de tipo CH–π entre el grupo metilo de Thr4 y 

Trp300/Tyr304 y entre Pro6 (Cδ) del glicopéptido y Tyr325 se debilitaron 

significativamente a causa del aumento de la distancia entre los anillos aromáticos 

y el péptido. El puente de hidrógeno entre el grupo carbonilo de Thr4 y Trp300 se 

volvía prácticamente inexistente durante esta simulación de dinámica molecular a 

causa de las restricciones impuestas. Con respecto al residuo de GalNAc, el puente 
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de hidrógeno entre la cadena lateral de Tyr304 y el OH6 del mismo desaparecía. 

Por otro lado, el glicopéptido APDS*RP tiene una Kmapp ligeramente peor que su 

derivado con treonina a pesar de no tener la posible penalización conformacional 

que sí que ocurre en el péptido que tiene la Thr*. Estos resultados podrían sugerir 

que efectos de energía libre muy sutiles estén probablemente guiando la unión. En 

el caso de la treonina, la penalización correspondiente de energía libre asociada al 

cambiar la conformación del enlace glicosídico de una conformación eclipsada a 

una alternada es de 2,5 kcal/mol (Figura 5.23). Por otro lado, este cambio 

conformacional es favorecido por 1,9 kcal/mol en el derivado de serina, indicando 

que es muy probable que en solución se encuentre en esa conformación alternada 

(Figura 5.23).  

 
Figura 5.23. Mapas de energía libre (φ, ψ) de los ángulos diédricos glicosídicos. Los ángulos 

fueron calculados con los péptidos libres en agua usando el método ABMD (dinámica molecular 

adaptativamente sesgada) implementado en AMBER 20 a 300 K. Los mapas de contorno están 

dibujados con un espaciado de 1 kcal/mol. Las regiones en las que no se observa presencia de los 

péptidos se muestran como naranja oscuro. “A” refiere a la conformación “eclipsada” encontrada 

típicamente en derivados de α-GalNAc-Thr en solución (Bermejo et al., 2018; Corzana et al., 2007). 

“B” se refiere a la conformación “alternada” que se encuentra en glicopéptidos con α-GalNAc-Ser 

en solución (Corzana et al., 2006). 

Este descubrimiento explica cómo gracias al aumento en las interacciones que se 
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producen entre el glicopéptido de treonina y la enzima con respecto al glicopéptido 

de serina se llega a equilibrar el penalti de energía que requiere el cambio 

conformacional. También explica esto probablemente por qué C1GalT1 tiene 

parámetros cinéticos similares para glicopéptidos con Ser* y Thr*, y por qué puede 

glicosilar indistintamente tanto los residuos de α-GalNAc-Ser como de α-GalNAc-

Thr. 

5.10. La transferencia de la galactosa se realiza mediante un mecanismo 

de inversión a través de DmC1GalT1. 
Para poder conseguir mayor información sobre el mecanismo de inversión de 

C1GalT1, se superpuso la estructura tridimensional resuelta en complejo con UDP-

Mn2+ y APDT*RP con la estructura de la enzima humana B3GNT2 en complejo 

con UDP-GlcNAc (entrada del PDB 7JHL) reemplazando las coordenadas de la 

molécula de UDP-GlcNAc por las equivalentes a una molécula de UDP-Gal. Las 

posiciones de los átomos del complejo resultante, DmC1GalT1-UDP-Gal-Mn2+-

APDT*RP, fueron minimizadas a través del cálculo de mecánica molecular descrito 

en Materiales y métodos 4.9.3 (Figura 5.24). En la estructura obtenida mediante la 

simulación se observa que el OH3 de la molécula de GalNAc se encuentra 

correctamente alineado y lo suficientemente cerca como para atacar al carbono 

anomérico, encontrándose la molécula de galactosa en una posición que permite la 

inversión de la configuración de α a β durante la reacción.  

Para confirmar la importancia de Asp255 en la catálisis, se mutó ese mismo 

aminoácido a Ala. La actividad del mutante D255A era completamente inexistente, 

confirmando dicho aminoácido como base catalítica (Figura 5.25a). Por otra parte, 

los demás mutantes que podían tener un rol importante en la glicotransferencia 

presentaban una actividad del mismo modo nula o reducida, la cual se discutirá en 

el siguiente apartado. 
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Figura 5.24. Simulación y vista detallada del sitio activo de DmC1GalT1 con los sustratos de 

la reacción. Gracias a la simulación e incorporación en la estructura de la molécula de UDP-Gal, se 

puede observar cómo el Asp255 podría ser la base catalítica en un plausible mecanismo de reacción 

SN2 de desplazamiento simple. La orientación y proximidad del OH3 del GalNAc hacia el carbono 

anomérico (3,81 Å) es compatible con la inversión de la configuración del azúcar durante la 

reacción, apoyando el mecanismo de inversión enzimático de C1GalT1. 

Tras estos resultados se puede concluir que C1GalT1 sigue el típico mecanismo de 

inversión en el cual la base catalítica desprotona el OH3 del GalNAc de manera que 

el oxoanión resultante puede proceder a atacar al carbono anomérico del residuo de 

Gal, el cual sufre un estado de transición semejante a un ion oxocarbenio (Figura 

5.25b). Estos datos que se han descrito son completamente compatibles con el 

mecanismo de reacción de desplazamiento único SN2, el cual es el más común 

dentro de las GTs de inversión (Moremen & Haltiwanger, 2019). 
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Figura 5.25. Actividades relativas de los mutantes de DmC1GalT1 (a) y mecanismo de reacción 

propuesto (b). a. Histograma con las actividades relativas de los mutantes de DmC1GalT1T43-Q388 

en comparación con la construcción wild-type. Todos los experimentos se realizaron en triplicado 

(n = 3 experimentos independentes). Las barras de error representan la desviación estándar calculada 

mediante el ajuste de los datos por GraphPad Prism. b. Mecanismo de reacción SN2 de 

desplazamiento simple propuesto para C1GalT1.  

5.11. Comportamiento y actividad de los mutantes de DmC1GalT1 in 

vitro y de los mutantes de HsC1GalT1 in vivo. 
Con el objetivo de aclarar el rol que juegan los residuos de DmC1GalT1 que están 

más estrechamente involucrados en las interacciones con el glicopéptido, se 

realizaron mutaciones en los residuos Arg152, Tyr213, Tyr218, Trp300 y Tyr325 a 

Ala, basándose en las interacciones observadas en el sitio activo del complejo 

tridimensional. Los mutantes resultantes fueron caracterizados in vitro bajo las 

mismas condiciones que el mutante D255A. Los resultados mostraban que tanto 

Y218A como W300A eran inactivos mientras que R152A mostraba una 

disminución de la actividad de 15 veces con respecto a la enzima silvestre. Por otro 

lado, los mutantes Y213A y Y218A sufrían una disminución de la actividad de 25 

veces en comparación la enzima salvaje (Figura 5.25a). Esto sugería que tanto el 
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residuo Y218 como el W300 son de gran importancia en la estabilidad del complejo 

catalítico, mientras que los otros tres residuos, aunque de menor importancia en la 

glicotransferencia, seguían siendo importantes para el óptimo funcionamiento de la 

enzima y la consecuente transferencia del azúcar. Tras los ensayos preliminares con 

la enzima de Drosophila melanogaster, se generaron los mutantes equivalentes en 

la enzima humana (Figura 5.2) para evaluar la actividad de la C1GalT1 humana a 

nivel celular. Para dicho ensayos, se usaron células HEK293Tn, que no son capaces 

de producir O-glicanos con core 1 (KO C1GalT1), ni de modificar dicho antígeno 

T. Además, esta línea celular no tenía tampoco capacidad para sintetizar el core 2 

(KO GCNT1) y/o la sialilación del core 1 (KO de ST3GAL1/2 y 

ST6GALNAC2/3/4). Por tanto, con esta línea celular además no es posible, gracias 

a los knockouts, que otras enzimas compitan por el sustrato (O-glicano Tn) ni que 

otras enzimas continúen con la elongación de los O-glicanos con antígeno T una 

vez hayan sido sintetizados (Figura 5.26). 

 
Figura 5.26. La vía de O-glicosilación se indica con el nombre de las enzimas involucradas en 

la síntesis de las estructuras de los O-glicanos. En base a los análisis de ARN-seq, los genes no 

expresados y los glicanos básicos que faltan en las células HEK293 se encuentran en gris. La 

estrategia para desarrollar los clones de células HEK293Tn se realizó mediante el knockout del gen 

de C1GalT1 en clones de células HEK293T (knockout de los genes GCNT1, ST3GAL1/2 y 

ST6GALNAC2/3/4). Tras ello se realizaron knockins del ADN complementario de HsC1GalT1 y 

sus seis mutantes con una etiqueta Myc en el extremo C-terminal.  

Una vez establecida la línea celular a usar, se procedió a la inserción del constructo 

completo de HsC1GalT1 y de los constructos de los mutantes del ortólogo humano 

(R140A, Y201A, Y206A, D240A, W285A y Y310A) en las células mediante 



141 
 

knockin dirigido (KI) (Métodos 4.2.3) (Figura 5.27 y 5.28c).  
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Figura 5.27. PCR de la inserción de los constructos y análisis inmunocitológicos con el mAb 

3C9 específico para el antígeno T en los clones knockins. a. La PCR de la inserción confirmó 

(Izquierda (L) y derecha (R)) los constructos de la enzima silvestre y los mutantes de HsC1GalT1 

en el locus AAVS1 de las células HEK293Tn. b. Para determinar el número de copias alélicas 

integradas en el ADN genómico se usó PCR alélica silvestre. La presencia de la banda deseada en 

las PCRs alélicas silvestres indican la amplificació del locus AAVS1 sin la integración del knockin 

objetivo de HsC1GalT1 en al menos uno de los alelos. Todos los clones KI mostraban una 

integración monoalélica de los genes HsC1GalT1 en el locus AAVS1. c. Análisis inmunocitológico 

de los clones KI con el anticuerpo específico mAb 3C9 para el antigeno T. Las imágenes son 

representativas de tres experimentos individuales. La barra de escala se corresponde con 20 μm. 

La inducción de la expresión del core 1 en la superficie celular se evaluó mediante 

citometría de flujo gracias al uso del anticuerpo monoclonal (mAb) anti-T 3C9 

(Figura 5.28a y 5.28b). Este anticuerpo no tenía la capacidad de unirse a las células 

HEK293Tn a causa de la ausencia de antígeno T, pero sí que se unían 

consistentemente a las células tras el KI de la HsC1GalT1 silvestre.  

Los KI de los mutantes R140A, Y201A, Y206A y Y310A recuperaban 

parcialmente algo de la unión al anticuerpo, indicando la expresión del antígeno T, 

siendo el mutante Y206A el menos efectivo de los cuatro. Los knockins de D240 y 

W285A no produjeron ningún tipo de unión al anticuerpo, sugiriendo que eran 

completamente inactivos (Figura 5.28b). Gracias a la obtención de estos resultados 

se apoya la hipótesis de que el residuo D240 de HsC1GalT1 actúa (D255DmC1GalT1) 

como la base catalítica de la enzima y que los residuos Y206 (Y218ADmC1GalT1) y 

W285 (W300DmC1GalT1) cumplen funciones esenciales en el reconocimiento y la 

catálisis enzimática. Estos resultados con los mutantes de la C1GalT1 humana están 

en concordancia con los obtenidos con los mutantes de DmC1GalT1, lo que implica 

una vez más la validación de este ortólogo de mosca como un buen modelo para 

poder entender la enzima humana. 
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Figura 5.28. Análisis por citometría de flujo de la reinserción del antígeno T con los mutantes 

de HsC1GalT1. a. Para evaluar el nivel de antígeno T o core 1 en la superficie celular, se realizaron 

análisis de citometría de flujo con un anticuerpo monoclonal específico denominado 3C9 

(sobrenadante de hibridoma diluido 1:100). b. El diagrama de barras muestra la intensidad media de 

unión del mAB 3C9. c. Análisis inmunocitológicos de clones singulares con knockin de HsC1GalT1 

o los mutantes con el mAB 9E10 anti-Myc para detectar la unión a la etiqueta-Myc de C1GalT1. Es 

necesario tener en cuenta que los clones de HEK293T tienen expresión endógena de HsC1GalT1 sin 

la etiqueta-Myc. Las imágenes son representantivas de tres experimentos independientes (n = 3) y 

la barra de la escala representa 20 μm. 

5.12. Simulaciones de dinámicas moleculares (MD) para la obtención 

de complejos estructurales putativos tridimensionales de DmC1GalT1.  
A través de las simulaciones de dinámica molecular pudieron generarse estructuras 
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tridimensionales tanto de la forma apo de la enzima, como de la enzima en complejo 

con UDP-Gal, además de los complejos entre DmC1GalT1 y los glicopéptidos 

APDT*RP, APDS*RP, P2, P4 y P7 (Figuras 5.29 – 5.35). 

 
Figura 5.29. Fluctuaciones atómicas (Cα) obtenidas de las simulaciones de MD durante 0,5 µs 

de DmC1GalT1 y dos complejos binarios. Los datos corresponden a la media estructural de la 

proteína durante las simulaciones.  

Al obtener estos datos mediante los cálculos realizados, se determinó que la enzima 

apenas sufría cambios en su estructura tridimensional en presencia de UDP-Gal, ni 

siquiera cuando se formaba el complejo ternario con APDT*RP (Figura 5.29), lo 

que corrobora la inexistencia de un mecanismo de inducción, como se ha 

mencionado anteriormente. Es extremadamente llamativo observar cómo el enlace 

glicosídico de todos los glicopéptidos siempre mantiene la conformación alternada 

del enlace, siendo esta la estrategia o mecanismo más probable que usa esta enzima 

para adaptarse y glicosilar indistintamente los residuos tanto de α-GalNAc-Thr 

como de α-GalNAc-Ser (Figura 5.30).   
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Figura  5.30. Relación entre los ángulos φ/ψ del enlace glicosídico obtenida mediante 

simulaciones de MD de diferentes complejos de DmC1GalT1. En todos los casos, se observaba 

cómo todos los péptidos unidos a la enzima adoptaban la conformación alternada. 

En todos los complejos simulados se podían observar los mismos puentes de 

hidrógeno entre el residuo de GalNac y la enzima que los observados en la 

estructura obtenida por rayos X, no modificando la secuencia peptídica las 

interacciones entre la proteína y el azúcar (Figuras 5.30, 5.31 y 5.32). A 

continuación, serán detalladas las interacciones más interesantes encontradas en 

estas simulaciones. 



146 
 

 



147 
 

Figura 5.31. Simulaciones de MD de complejos ternarios de DmC1GalT1. 1Superposición de 10 

imágenes de diferentes complejos de DmC1GalT1 obtenidas durante simulaciones de MD de 0,5 µs. 

Se muestran en la imagen los valores de RMSD de la proteína, glicopéptido y UDP-Gal de arriba a 

abajo (la desviación estandar se muestra junto a cada valor). 2Imágenes obtenidas mediante MDs del 

sitio activo de DmC1GalT1 en complejo con APDS*RP (a), P2 (b), P4 (c) y P7 (d) y UDP-Gal y 

Mn2+. 
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Figura 5.32. Representación de la distancia entre la enzima y el glicopéptido (Å) en diferentes 
complejos obtenidas mediante MDs durante 0,5 µs. En la primera gráfica se indica qué representa 
cada curva.  
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Figura 5.33. Representación de la distancia entre la enzima y el glicopéptido (Å) en diferentes 
complejos obtenidas mediante MDs durante 0,5 µs. 
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La simulación en conjunto con el péptido APDS*RP (Figura 5.33) permitió obtener 

datos que demostraban la ausencia de interacciones de tipo CH–π entre Trp300 y 

Ser4 y la existencia de una interacción similar que parece producirse entre los 

hidrógenos del Cβ de Ser4 y la cadena lateral de Tyr304.  

 
Figura 5.34. Gráfica de la RMSD derivadas de las simulaciones de MD (0,5 µs) de la forma 
apo y los diferentes complejos. Para el cálculo de estos datos solo se usaron los átomos 
pertenecientes al backbone de la proteína. 

En el complejo de APDT*RP con DmC1GalT1, el GalNAc y UDP-Gal tenían una 

orientación y posición adecuada, con una distancia entre el O3-GalNAc y el C1-

Gal menor a 5,5 Å a lo largo de toda la simulación, reforzando la hipótesis del 

mecanismo de catálisis planteado y siendo consistente con el mecanismo de 

inversión deducido a partir de los resultados obtenidos (Figuras 5.33, 5.34 y 5.35a). 

Gracias a estas simulaciones de MD también se pudo comprobar que la unión entre 
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el glicopéptido y la enzima coincidía con los experimentos de STD-RMN realizados 

y descritos anteriormente (Tabla 5.6).  

 
Figura 5.35. Simulaciones de MD de los complejos de DmC1GalT1. a. Complejo de 
DmC1GalT1-UDP-Gal-APDT*RP. b. Complejo DmC1GalT1-APDT*RP sin UDP-Gal. c. 
Simulación de DM del complejo de DmC1GalT1-UDP-Gal-P4 mostrando las interacciones entre la 
proteína y los extremos N y C terminal del péptido. 

La ausencia de UDP-Gal no modificaba de manera significativa las interacciones 

entre los glicopéptidos y la enzima comparándolo con los complejos ternarios, a 

excepción del caso del complejo con el glicopéptido APDT*RP, coincidiendo con 

los resultados experimentales. 
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Tabla 5.6. Interacciones observadas durante la simulación de MD del complejo formado por 
APDT*RP y DmC1GalT1 en presencia de UDP-Gal. Las interacciones medidas fueron las 
correspondientes a los protones no intercambiables del ligando y la proteína. En la tabla se muestran 
los contactos con una frecuencia de MD superior al 30% y una distancia inferior a 5 Å. 

Complejo APDT*RP-DmC1GalT1-UDP-Gal 

Protones del ligando Protones de la proteína Respuesta de STD-RMN 

H6s (GalNAc) 

Tyr218 

75-51% 

Val170 

Tyr132 

Tyr127 

Ala167 

H2 (GalNAc) 

Phe124 

100-76% 

Tyr132 

Ser134 

Trp214 

Gly135 

Tyr218 

H4 (GalNAc) 

Tyr132 

100-76% 
Val170 

Ala167 

Asp169 

H5 (GalNAc) Tyr218 75-51% 

CH3-NHAc (GalNAc) 

Tyr239 

51-30% 

His238 

Trp214 

Gly136 

Pro197 

Ser134 

Ala137 

Phe198 
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Hβ-Ala1 Ala167 75-51% 

Pro2/6 
Tyr239 

75-51% 
Tyr218 

Hγ-Thr4 
Tyr218 

100-76% 
Trp214 

Interacciones con UDP 

H2 (GalNAc) 

H3 (GalNAc) 

H4 (GalNAc) 

CH3-NHAc (GalNAc) 

Hδ-Arg5 

UDP-Gal - 

En ese caso excepcional, la ausencia de UDP-Gal provoca que la Arg5 del péptido 

interactúe con Glu254, desembocando en un desplazamiento de la molécula de 

GalNAc de su sitio de unión. De hecho, algunos fotogramas de las simulaciones 

MD del complejo binario APDTRP-DmC1GalT1 muestran una carencia de puentes 

de hidrógeno entre el OH3 y OH4 del azúcar y Asp255 (Figura 5.35b). Es por ello 

que la participación de UDP-Gal en este complejo debe ser la responsable de la 

estabilización de la carga positiva, impidiendo la interacción de Arg5 con Glu254. 

En el supuesto contrario, la ausencia de UDP-Gal podría favorecer interacciones no 

específicas con la proteína, explicando la ausencia de unión de este glicopéptido a 

la enzima cuando no se añade UDP. Por otro lado, las simulaciones con el 

glicopéptido P2 mostraban tres interacciones relevantes entre el péptido y la 

proteína (Figura 5.332b): durante aproximadamente un 94 % de la trayectoria, se 

observa un puente de hidrógeno entre la cadena lateral de Trp300 y el grupo 

carbonilo de Gly5; además de participar en interacciones de tipo CH–π ambas 

cadenas laterales de Tyr231 y Phe299 con los extremos N y C terminales del 

péptido, respectivamente. El caso de P7 es bastante similar al de P2, en el que se 

forma un puente de hidrógeno entre su Gly y Trp300, así como una interacción de 

tipo CH–π entre su extremo N terminal y Tyr213 (Figura 5.332d).  
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Tabla 5.7. Interacciones observadas durante la simulación de MD del complejo formado por 
P4 y DmC1GalT1 en presencia de UDP-Gal. Las interacciones medidas fueron las 
correspondientes a los protones no intercambiables del ligando y la proteína. En la tabla se muestran 
los contactos con una frecuencia de MD superior al 30% y una distancia inferior a 5 Å. 

Complejo P4-DmC1GalT1-UDP 

Protones del ligando Protones de la proteína Respuesta de STD-RMN 

H2 (GalNAc) 

Phe124 

100-76% 

Ser134 

Tyr132 

Trp214 

Tyr218 

H4 (GalNAc) 

Tyr132 

100-76% Val170 

Ala167 

H5 (GalNAc) Tyr218 100-76% 

H6s (GalNAc) 

Tyr218 

75-51% 

Tyr127 

Val170 

Tyr132 

Ala167 

CH3 NHAc (GalNAc) 

Tyr239 

50-31% 

His238 

Trp214 

Pro197 

Ser134 

Gly136 

Phe198 

Pro1 

Tyr127 

100-51% Ala167 

Val170 

Hβ-Ala2 Tyr218 50-31% 
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Tyr127 

Hβ-Ala3* Sin contactos significantes 75-51% 

Hγ-Thr4 
Trp214 

100-76% 
Tyr218 

Tyr7* Sin contactos significantes 100-51% 

UDP interactions 

H3 GalNAc 
UDP-Gal - 

H4 GalNAc 

Para finalizar, las simulaciones de P4 en complejo con el residuo azucarado y 

DmC1GalT1 indican que existe un puente de hidrógeno bastante fuerte entre Gly5 

y la cadena lateral de Trp300 ya que, durante toda la trayectoria, aproximadamente 

un 95% de la población exponía dicha interacción junto a otras interacciones que 

estabilizaban la proteína con los extremos N y C terminal del péptido (Figura 

5.35c). En el mismo caso de este glicopéptido P4, se puede observar una buena 

correspondencia entre las distancias interprotónicas entre el glicopéptido y la 

proteína obtenidas a lo largo de las simulaciones MD en presencia de UDP-Gal y 

las respuestas de STD estimadas para GalNAc, Pro1, Ala2 y Thr4 (Tabla 5.7) para 

este mismo glicopéptido. Se detectaron adicionalmente contactos temporales 

cercanos entre Ala3 o Tyr7 con residuos de la proteína a lo largo de toda la 

trayectoria de simulación de MD, lo cual podría también explicar la respuesta de 

STD para esos aminoácidos.   
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6. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
6.1. Discusión. 
El interés que suscita C1GalT1 se debe a su papel indispensable y primordial en la 

elongación y procesamiento de la O-glicosilación proteica de tipo GalNAc en la 

mayoría de células normales. En la mayoría de procesos tumorales la transcripción 

de su chaperona específica se encuentra silenciada, dando lugar a una glicosilación 

aberrante por su mal o inexistente funcionamiento. Gracias a los ensayos y estudios 

realizados durante esta tesis doctoral se ha conseguido proporcionar más 

información general y estructural sobre esta enzima y su mecanismo catalítico 

gracias a la resolución de la estructura cristalina del ortólogo de Drosophila 

melanogaster.  

Para llegar a obtener esta información, sin embargo, hubo que sortear una serie de 

obstáculos, siendo el primero de ellos la expresión y purificación de proteínas 

recombinantes, el cual es un terreno que puede considerarse sencillo a día de hoy, 

aunque dependiendo de la proteína, su plegamiento y su localización celular, la 

dificultad de este proceso puede aumentar desmesuradamente. El segundo 

obstáculo es la obtención de la estructura de proteínas o complejos de proteínas 

mediante técnicas de biofísica estructural, y en nuestro caso particular la 

cristalografía de rayos-X, la cual es una técnica que hace impredecible cualquier 

proyecto que se lleve a cabo. El tercer obstáculo son las modificaciones 

postraduccionales y cómo estas son realizadas por cada organismo dependiendo del 

reino al que pertenezca. Por tanto, es importante elegir un sistema de expresión 

óptimo para la proteína objetivo dependiendo de las características o rasgos de la 

misma. La gran variedad de sistemas de expresión unido a la complejidad del 

proteoma en conjunto crea la necesidad de buscar el sistema de expresión óptimo 

para cristalizar proteínas, apareciendo la necesidad de un estudio previo de la 

proteína objetivo para poder decidir racionalmente qué organismo usar para su 
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expresión. Concretamente, uno de los principales problemas se presenta en las 

proteínas con sitios de N y/o O-glicosilación, las cuales suponen una 

heterogeneidad en las poblaciones de proteína en solución, dificultando el proceso 

de cristalización. Generalmente, para la cristalización de proteínas se persigue la 

obtención de una población homogénea de la proteína bajo estudio para que dicha 

población sea capaz de ordenarse y formar cristales bajo ciertas condiciones 

específicas. Por esa razón es necesario el uso de enzimas capaces de homogeneizar 

las poblaciones, cortando los glicanos que son sintetizados. Especialmente en el 

caso de la N-glicosilación, entra en juego el uso de endoglicosidasas e inhibidores 

que hacen posible el corte y homogenización de los N-glicanos. Toda esta reflexión 

viene a colación por la dificultad que se encaró al intentar expresar una construcción 

de C1GalT1 estable, cristalizable y con un elevado nivel de expresión. En primer 

lugar, hubo que realizar el diseño de una construcción sin secuencia señal ni 

dominio transmembrana para poder expresar la enzima de manera soluble y que 

además fuese capaz de realizar un correcto plegamiento sin la necesidad de Cosmc, 

usando construcciones de organismos inferiores tomando ventaja de la inexistencia 

de una chaperona específica en dichos ortólogos. Gracias a esas dos decisiones se 

consiguió obtener una proteína activa con un elevado nivel de expresión, con la que 

se pudieron realizar ensayos biofísicos. Sin embargo, al sufrir cierta degradación el 

primer constructo realizado, no pudo usarse para llevar a cabo experimentos de 

cristalización a causa de la heterogeneidad de población en solución. El cambio de 

sistema de expresión del transiente en mamíferos al de baculovirus se realizó con 

la esperanza de evitar esa degradación, sin resultados positivos. Merece la pena 

mencionar cómo la puesta a punto del sistema de expresión en insectos mediante 

baculovirus fue todo un reto en la presente tesis doctoral y consumió a su vez gran 

parte del tiempo de la misma para su correcto funcionamiento, fusionando 

diferentes métodos descritos en la bibliografía para su óptimo funcionamiento. No 

obstante, mediante la predicción de la estructura secundaria de C1GalT1 de D. 
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melanogaster se pudo obtener un constructo en la que no se observaba degradación 

y al cual se le podían eliminar la mayor parte de los azúcares de los N-glicanos, 

obteniendo por tanto una población homogénea para su posterior cristalización.  

Tras la obtención de los cristales se presentó una nueva problemática, pues a pesar 

de obtener una buena difracción mediante rayos X de los mismos gracias a la línea 

microfocus I24 de DLS en Oxford, no se consiguió resolver el problema de las fases 

al no existir un modelo lo suficientemente similar para realizar el reemplazamiento 

molecular. Además, no se tuvo éxito a la hora de reproducir los cristales para llevar 

a cabo experimentos de faseado, imposibilitando la obtención de la estructura. Fue 

solo cuando Alphafold2 se liberó públicamente, cuando se pudo obtener un modelo 

lo suficientemente bueno como para poder obtener la estructura tridimensional en 

complejo con los sustratos de DmC1GalT1 mediante reemplazamiento molecular. 

A partir de ese momento fue cuando pudieron completarse todos los objetivos que 

se habían propuesto en esta tesis doctoral.  

Con anterioridad se había propuesto que la existencia de Cosmc en organismos 

eucariotas superiores era debido a que C1GalT1 no se encuentra N-glicosilada (ni 

tiene sitios de N-glicosilación) mientras que sí que lo está en organismos eucariotas 

inferiores e invertebrados (Figura 4.10)(Ju et al., 2006). Sin embargo, esto no 

significa que la ausencia de N-glicosilación en las C1GalT1 de organismos 

eucariotas superiores tenga que ser necesariamente la razón de la existencia de 

Cosmc, ya que varias glicosiltransferasas humanas que carecen de sitios de N-

glicosilación sí que se consiguen plegar correctamente sin la necesidad de una 

chaperona (de las Rivas et al., 2017; Lira-Navarrete et al., 2014). En base a los 

análisis estructurales realizados, se podría hipotetizar que Cosmc tiene que ser 

importante en la formación de la interfase del homodimero de C1GalT1 en 

eucariotas superiores. La interfase del dímero que forma DmC1GalT1 se puede 

definir como un gran entramado de interacciones entre ambos monómeros, estando 
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tan íntimamente relacionados ambos monómeros que partes de un monómero de 

adentran en el otro y viceversa, protegiendo las cadenas hidrofóbicas participantes 

en la interfase del medio acuoso. De hecho, esta interfase es tan compleja que Ju. 

et al. en 2013 propusieron un mecanismo que da explicación a la necesidad de esta 

chaperona en la formación del dímero de C1GalT1. Según lo propuesto, en el 

retículo endoplasmático, Cosmc formaría un dímero, uniéndose cada una de las 

subunidades a un monómero de C1GalT1 y acercándolos entre ellos para permitir 

la formación del dímero funcional. Cualquier subunidad que no forme un dímero, 

en principio, tendería a agregar, a causa de la exposición de las regiones 

hidrofóbicas de la interfase, y a ser degradadas por el proteosoma tras su 

ubiquitinación. Por otro lado, todas las unidades que formen homodímeros se 

transportarían hacia el aparato de Golgi. Esta hipótesis podría ser la posible 

explicación a por qué cuando no se encuentra Cosmc presente, C1GalT1 no pueda 

realizar su función al ser degradada debido a la agregación y por no poder 

trasladarse al aparato de Golgi, donde realiza su función. Aunque se haya 

comentado que la existencia de sitios de N-glicosilación en organismos inferiores 

no necesariamente sea la causa de que C1GalT1 consiga formar los dímeros en estas 

especies, los resultados invitan a pensar que esa modificación postraduccional 

podría ayudar a la formación de los homodímeros y a evitar la agregación y 

degradación de C1GalT1. Aun así, la inexistencia de Cosmc en organismos 

invertebrados es un misterio que sigue sin explicación y en el que sería necesario 

realizar más ensayos para poder llegar a una correcta conclusión.  

Dejando de lado la importancia de la chaperona específica y centrando la atención 

en la vía de glicosilación, los resultados que se han obtenido han podido esclarecer 

la incógnita que supone que el primer paso de iniciación de la O-glicosilación de 

tipo GalNAc la realice la mayor familia de isoenzimas que catalizan un único enlace 

glicosídico, siendo las principales reguladoras, según se ha descrito, de esta MPT. 

Esta familia, las GalNAc-Ts, abarcan una amplia variedad de secuencias de sus 
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sustratos proteicos, en contraposición al paso inmediato de elongación que lo lleva 

a cabo exclusivamente C1GalT1. Esto supone que la mayor parte de la regulación 

proviene del primer paso de glicosilación, constatando sin sorpresa alguna, que 

C1GalT1 tiene una amplísima especificidad de sustrato aceptor y que las 

interacciones más fuertes tienen lugar con el residuo de GalNAc del sustrato aceptor 

azucarado, reafirmando el hecho de su amplia especificidad con respecto a la 

cadena peptídica del sustrato aceptor. A pesar de ello, la identificación de ciertas 

interacciones entre la enzima y la cadena peptídica es capaz de mostrar cómo en 

algunos casos puede existir cierta preferencia por la secuencia, optimizando la 

correcta transferencia del residuo de galactosa, sin ser crítica para la misma. Uno 

de los mayores ejemplos que demuestra este hecho a parte de los ensayos biofísicos 

de STD-RMN y la estructura cristalográfica son los ensayos cinéticos, en los que 

gracias a la secuencia peptídica de los glicopéptidos puede alcanzarse una óptima 

transferencia de la azúcar.  Las características descritas dejan claro que C1GalT1 

es capaz de cubrir todo el espectro de O-glicanos del glicoproteoma iniciado por las 

GalNAc-Ts y sintetizar el core-1.  

Es indiscutible que C1GalT1 puede tener propiedades cinéticas ligeramente 

diferentes dependiendo del glicopéptido glicosilado con GalNAc, pero en células 

normales, la inmensa mayoría, por no decir la totalidad, de los O-glicanos son 

elongados para ocultar la exposición del antígeno Tn, estructura asociada a procesos 

tumorales. La exposición de glicanos aberrantes en la superficie celular de células 

cancerígenas como son el antígeno Tn suele encontrarse formando una mezcla 

heterogénea de antígeno Tn y del core 1 en la gran mayoría de los casos (Rømer et 

al., 2021). Esto puede implicar que no se deba, de manera general, a mutaciones en 

C1GalT1 que causen la inactivación completa del gen que la codifica 

(Radhakrishnan et al., 2014) sino que podría sugerir que, la expresión reducida de 

C1GalT1 desemboca en una incompleta elongación de los O-glicanos, 

trasladándose en una preferencia de la transferencia del residuo de galactosa a sitios 
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de O-glicosilación con mejores parámetros cinéticos para C1GalT1.  

En células humanas, la síntesis de O-glicanos elongados a partir del core 1 depende 

también de la expresión y equilibrio entre C1GalT1 y otras glicosiltransferasas que 

usan el antígeno Tn como sustrato para formar otras estructuras, como son el core 

3 (B3GnT6) y el antígeno STn (ST6GalNAcI) (Figura 5.26). La core 3 sintasa se 

encarga de añadir un residuo de GlcNAc al OH3 del GalNAc inicial como se ha 

mencionado anteriormente, mientras que la ST6GalNAcI transfiere ácido siálico al 

OH6 del GalNAc del antígeno Tn para formar el antígeno STn. Aunque en la 

mayoría de células humanas la base más abundante sobre la que se sintetizan los O-

glicanos complejos es a partir de la elongación del core 1, por ejemplo, en células 

de colon sanas, la mayor parte de los O-glicanos complejos se construyen a partir 

del core 3 (Capon et al., 2001). Además, en células caliciformes es interesante 

observar cómo se acumulan intracelularmente proteínas glicosiladas con el antígeno 

STn acetilado (Ogata et al., 1995). En el caso de las células de colon son expresadas 

tanto la core 3 sintasa como la C1GalT1, pero la primera se encuentra regulada de 

manera que su expresión es mayor con respecto a otras líneas celulares, haciendo 

que la competición entre ambas enzimas por los residuos de GalNAc iniciales se 

decante a favor de la síntesis del core 3. La acumulación intracelular de glicoformas 

de STn acetilados en células caliciformes es más complicada de entender. Sin 

embargo, la ST6GalNAcI se expresa selectivamente en el colon, pudiendo competir 

con C1GalT1, siendo esta última incapaz de usar como sustrato O-glicanos con el 

antígeno STn debido a impedimentos estéricos respaldados con los resultados 

obtenidos en esta tesis doctoral. Dichos resultados estructurales proporcionan las 

bases moleculares por las que se rige la glicosilación que realiza C1GalT1, 

pudiéndose afirmar que es incapaz de realizar la transferencia al antígeno STn por 

colisiones con Tyr201(Tyr213DmC1GalT1), Tyr206 (Tyr218DmC1GalT1) y Tyr289 

(Tyr304DmC1GalT1) de la enzima humana (Figura 5.20 y en concreto la posición del 

OH6 del residuo de GalNAc). 
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Gracias a la resolución de la estructura cristalina de diferentes glicosiltransferasas 

iniciadoras en complejo con sus sustratos aceptores se han conseguido revelar las 

diferentes estrategias que estas enzimas usan para reconocer los sustratos proteicos, 

como fue mencionado en la introducción en el caso de las GalNAc-Ts (García-

García, Hicks, et al., 2021; Perrine et al., 2009; Valero-González et al., 2016). Sin 

embargo, pocas estructuras tridimensionales de glicosiltransferasas de seguimiento 

o follow-up han conseguido resolverse, que son las actúan directamente después de 

la adición del primer monosacárido al backbone de la proteína. Tan solo la 

estructura cristalina de POMGnT1 ha sido publicada previamente, revelando la 

unión del residuo de manosa a través de puentes de hidrógeno mientras que el 

péptido es reconocido exclusivamente mediante interacciones hidrofóbicas con la 

enzima (Kuwabara et al., 2016). En el caso de la C1GalT1, la suma e integración 

de los datos cristalográficos de rayos X, los resultados obtenidos de STD-RMN y 

los modelados y simulaciones moleculares permitieron descifrar el reconocimiento 

de APDT*RP por DmC1GalT1. A partir de la inspección visual de la estructura 

cristalina del complejo, el glicopéptido es reconocido a través del residuo de 

GalNAc principalmente, mediante un entramado de puentes de hidrógeno en los 

que se ven involucrados las posiciones OH3, OH4 y OH6 del residuo de GalNAc. 

Esta exhaustiva inspección se complementó con el espectro de STD-RMN de 

APDT*RP en presencia de DmC1GalT1, permitiendo obtener información sobre 

los protones de la molécula de GalNAc y enfatizando que son esos mismos protones 

del residuo de GalNAc los que se encuentran más cercanos al sitio activo de 

C1GalT1. Todos estos datos refuerzan que el residuo de GalNAc es la parte más 

importante que reconoce la enzima y que permite la unión entre ambos para realizar 

la transferencia del residuo de galactosa y la formación del core 1.  

Con respecto a las interacciones con la secuencia aminoacídica del glicopéptido hay 

que resaltar que ambas técnicas indican que los residuos de prolina y el grupo metilo 

de la treonina se ven involucrados en el reconocimiento, ayudando a estabilizar la 
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unión con una mezcla de interacciones hidrofóbicas y de puentes de hidrógeno. Esto 

específicamente permite encontrar cierta correlación con el balance energético que 

hace posible que esta enzima catalice diferentes sustratos. Concretamente, el 

hallazgo que se consiguió descubrir gracias a los estudios estructurales fue la 

imposición de una conformación alternada al enlace de α-GalNAc-Thr que no se 

encuentra de manera natural en la naturaleza, siendo esta conformación típica de 

los residuos de GalNAc unidos a serina (α-GalNAc-Ser). Al ocurrir esto, la treonina 

unida a GalNAc se comporta casi completamente igual que si el aminoácido al que 

estuviese unido fuese una serina, a excepción del grupo metilo de la Thr. Este grupo 

metilo, interacciona con los residuos aromáticos cercanos del sitio activo, lo que 

puede permitir que la penalización de energía debida a la conformación 

desfavorable que se ve obligada a adoptar α-GalNAc-Thr se vea compensada por 

dichas interacciones con el sitio activo. La imposición de esta conformación a α-

GalNAc-Thr, la cual es esencial para conseguir la glicosilación, es la responsable 

de que C1GalT1 sea capaz de reconocer y realizar la transferencia indistintamente 

a ambos sustratos aceptores.  

Con la obtención de los resultados expuestos podría pensarse que tanto a un nivel 

estructural como energético es mucho más favorable para C1GalT1 imponer la 

conformación alternada a α-GalNAc-Thr, aunque apenas se encuentre en solución, 

que adaptar su sitio activo a las conformaciones que suelen adoptar en solución: la 

conformación alternada para el caso de α-GalNAc-Ser y la conformación eclipsada 

en el caso de α-GalNAc-Thr. Una situación parecida en la que la enzima es capaz 

de inducir una conformación menos favorable al sustrato aceptor es el caso de 

FUT8, en el cual se impone la conformación anti-ψ al núcleo de chitobiosa de los 

residuos de GlcNAc del N-glicano para conseguir la fucosilación (García-García et 

al., 2020). Por tanto, tanto el ejemplo con FUT8 como con el descrito de C1GalT1 

certifican que existen casos en los que las enzimas seleccionan las conformaciones 

más inestables de los sustratos aceptores para conseguir la catálisis y no siempre las 
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conformaciones más estables para realizar la catálisis, en el caso de C1GalT1 

consiguiendo una mayor amplitud de sustratos. 

En resumen, se ha propuesto que C1GalT1, una enzima de seguimiento de las más 

fundamentales en las rutas de O-glicosilación de tipo GalNAc sigue el mecanismo 

típico SN2 descrito para otras glicosiltransferasas de inversión y se ha conseguido 

revelar las bases moleculares tras el reconocimiento del glicopéptido. También se 

ha logrado descubrir que C1GalT1 impone una conformación no favorable y de alta 

energía a los residuos de α-GalNAc-Thr como requerimiento para la elongación de 

la glicosilación. Con dichos resultados y conclusiones, esta enzima resulta un 

extraordinario ejemplo de cómo diversas glicosiltransferasas implementan 

diferentes estrategias para poder promover diferentes cambios conformacionales en 

los sustratos aceptores y conseguir realizar la transferencia de los residuos 

azucarados de manera efectiva.  

6.2. Conclusiones. 

• Mediante estudios bio-informáticos de DmC1GalT1, pudimos conseguir 

una construcción que se expresa en gran cantidad, que es estable y capaz de 

cristalizar.  

• La obtención de la estructura cristalina de DmC1GalT1 en complejo con 

UDP-Mn+2 y APDT*RP, muestra que esta enzima tiene una amplia 

especificidad de sustrato, siendo el residuo de GalNAc la fuerza motora de 

la unión.  

• Dependiendo de la secuencia peptídica, se ha podido demostrar que la unión 

previa a UDP puede ayudar a la unión del glicopéptido (caso del APDT*RP) 

pero esa unión previa no es estrictamente necesaria.  

• Mediante mutagénesis dirigida y tras inspeccionar la estructura 

tridimensional y simulaciones de dinámica molecular, se ha conseguido 

demostrar que esta enzima sigue el mecanismo típico SN2 típico de las 
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glicosiltransferasas de inversión y que la base catalítica de la reacción es un 

residuo de Asp (D240HsC1GalT1 o D255DmC1GalT1). 

• C1GalT1 impone una conformación alternada al residuo de α-GalNAc-Thr, 

más desfavorable energéticamente, siendo esta la forma natural de α-

GalNAc-Ser. La penalización energética debida a la conformación inusual 

de α-GalNAc-Thr se compensa gracias a las interacciones del metilo de Thr 

con algunos residuos del sitio activo de la enzima, explicando que C1GalT1 

pueda glicosilar residuos de Ser o de Thr unidos a GalNAc indistintamente. 
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8.2. Lista de abreviaturas. 
aa. Aminoácido 

ADN. Ácido desoxirribonucleico  

ADNc. Ácido desoxirribonucleico complementario 

Antígeno ST. Neu5Acα2‑3Galβ1‑3GalNAcα1‑O‑Ser/Thr 

Antígeno STn. Neu5Acα2‑6GalNAcα1‑O‑Ser/Thr 

Antígeno T. Galβ1‑3NAcα1‑O‑Ser/Thr 

Antígeno Tn. GalNAcα1‑O‑Ser/Thr 

ARN. Ácido ribonucleico  

ARNm. ARN mensajero  

ATP. Adenosín trifosfato 

Bf. Bos Taurus 

C1GalT1. N-acetilgalactosamina β-1,3-galactosiltransferasa 

CAZy. Enzimas activas hacia carbohidratos  

Ce. Caenorhabditis elegans 

Cf. Canis familiaris 

Da. Daltons  

Dm. Drosophila melanogaster 

Dr. Danio rerio 

E. coli. Escherichia coli 

EGFR. Factor de crecimiento epidérmico 

EGFR. Receptor del factor de crecimiento epidérmico  

GalNAc. N-Acetilgalactosamina  

Gg. Gallus gallus 
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GlcNAc. N-Acetilglucosamina  

GT. Glicosiltransferasa  

Hi5. HighFiveTM  

Hs. Homo sapiens  

Ig. Inmunoglobulina 

IMAC. Cromatografía de afinidad de metales inmovilizados 

IPTG. Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 

ITC. Calorimetría de Titulación Isotérmica 

Kd. Constante de disociación 

LB. Caldo de Lisogenia (Lysogeny broth)  

MALDI-TOF-TOF. Desorción/ionización laser asistida por matriz -tiempo de 
vuelo-tiempo de vuelo (Matrix assisted laser desorption/ionization-time of flight-
time of flight) 

MD. Dinámica molecular 

Mm. Mus musculus 

MPTs. Modificaciones postraduccionales  

MUC. Mucina 

NOE. Efecto Overhauser nuclear  

PAGE. Electroforesis en gel de poliacrilamida  

PBS. Tampón fosfato salino 

PCR. Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction) 

PDB. Banco de datos de proteínas (Protein Data Bank)  

PEG. Polietilenglicol  

ppGalNAc-T(s) o GalNAc-T(s). N-Acetilgalactosaminiltransferasa(s) 
polipeptídica(s) 
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Pt. Pan troglodytes 

RMN. Resonancia Magnética Nuclear  

Rn. Rattus norvegicus 

SDS. Dodecilsulfato sódico (Sodium dodecyl sulfate)  

Sf9. Spodoptera frugiperda 

SN1. Sustitución nucleófila unimolecular  

SN2. Sustitución nucleófila bimolecular  

SNi. Sustitución nucleófila intramolecular  

SOB. Medio súper óptimo (Super optimal broth) 

SOC. Medio súper óptimo con represión de catabolitos (Super optimal broth with 
catabolite repression) 

SPPS. Síntesis de péptidos en fase sólida  

STD. Diferencia de transferencia de saturación  

STD-RMN. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de diferencia de 
transferencia de saturación (Saturation transfer difference – Nuclear magnetic 
resonanse) 

S-Tn. Antígeno de Thomsen Friedenreich sialilado  

Tn. Antígeno de Thomsen-Friedenreich  

TRIS. Tris(hidroxietil)aminometano  

UDP. Uridín difosfato  

UDP-galactosa. Uridina difosfato galactosa 

UDP-glucosa. Uridina difosfato glucosa 

UV. Ultravioleta  

VNTR. Variable number tandem repeat / Repeticiones en tándem de número 
variable 

WT. Wild type o silvestre 
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Xt. Xenopus tropicalis 
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8.3. Recetario. 
LB  

– 1% (w/v) triptona 
– 0.5% (w/v) extracto de levadura 
– 1% (w/v) NaCl 

LB/Agar 

– 1% (w/v) triptona 
– 0.5% (w/v) extracto de levadura 
– 1% (w/v) NaCl 
– 1.5% (w/v) agar 

LB/Agar – BluoGal 

– 1% (w/v) triptona 
– 0.5% (w/v) extracto de levadura 
– 1% (w/v) NaCl 
– 1.5% (w/v) agar 
– 0,01% (w/v) BluoGal  

SOC  

– 2% (w/v) triptona  
– 0.5% (w/v) extracto de levadura  
– 0.05% (w/v) NaCl 
– 10 mM MgCl2 
– 20 mM glucosa 

Tampón de carga de proteínas (Laemmli) 

– 24% (v/v) TRIS 1M pH 6.8 
– 8% (w/v) SDS 
– 40% (v/v) glicerol 
– 10% (v/v) β-mercaptoetanol 
– 0.1% (w/v) azul de bromofenol  

PBS (1 l)  
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– 0,8% (w/v) NaCl  
– 0,02% (w/v) KCl  
– 0,144% (w/v) Na2HPO4  
– 0,024% (w/v) KH2PO4   
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8.4. Secuencia y propiedades de las proteínas recombinantes. 
Se recogen a continuación las propiedades de la proteína recombinante 

silvestre, las diferentes construcciones y los mutantes con las que se ha 

trabajado a lo largo de esta tesis. Todas las proteínas expresadas se basan 

en la secuencia aminoacídica original C1GalT1 de D. melanogaster, la 

cual es la siguiente: 

DmC1GalT1 (Full lenght) - wt 

MTANSLLGRSILNEGRSNKRSFVSLIVGLIVGFCLAELFVYSTPE

RSEFMPYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSGPEQDVGGHEHVH

ENSTIAERLYSEVRVLCWIMTNPSNHQKKARHVKRTWGKRCN

KLIFMSSAKDDELDAVALPVGEGRNNLWGKTKEAYKYIYEHHI

NDADWFLKADDDTYTIVENMRYMLYPYSPETPVYFGCKFKPY

VKQGYMSGGAGYVLSREAVRRFVVEALPNPKLCKSDNSGAED

VEIGKCLQNVNVLAGDSRDSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTDKKF

WYWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVSPNQMYVLDYLIYHLR

PYGIINTPDALPNKLAVGELMPEIKEQATESTSDGVSKRSAETKT

Q 

Número de aminoácidos: 388 

Peso Molecular: 44323,01 Da 

pI teórico: 6,19 

Número de residuos cargados negativamente (Asp + Glu): 51 

Número de residuos cargados positivamente (Arg + Lys): 44 

Coeficiente de extinción molar: 65780 M-1cm-1(a 280 nm en agua, 
asumiendo que todas las cisteínas están reducidas).  

Las construcciones que se insertaron para su expresión en mamíferos 

fueron las siguientes (en azul se señala la cola de histidinas en el extremo 

C-terminal y en rojo las mutaciones que se llevaron a cabo): 
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DmC1GalT1 (T43-Q388) - wt 

TPERSEFMPYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSGPEQDVGGHE

HVHENSTIAERLYSEVRVLCWIMTNPSNHQKKARHVKRTWGK

RCNKLIFMSSAKDDELDAVALPVGEGRNNLWGKTKEAYKYIY

EHHINDADWFLKADDDTYTIVENMRYMLYPYSPETPVYFGCKF

KPYVKQGYMSGGAGYVLSREAVRRFVVEALPNPKLCKSDNSG

AEDVEIGKCLQNVNVLAGDSRDSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTD

KKFWYWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVSPNQMYVLDYLIY

HLRPYGIINTPDALPNKLAVGELMPEIKEQATESTSDGVSKRSAE

TKTQGTKHHHHHH 

Número de aminoácidos: 355 

Peso Molecular: 40873,81 Da 

pI teórico: 6,28 

Número de residuos cargados negativamente (Asp + Glu): 49 

Número de residuos cargados positivamente (Arg + Lys): 41 

Coeficiente de extinción molar: 64290 M-1cm-1(a 280 nm en agua, 
asumiendo que todas las cisteínas están reducidas).  

 

DmC1GALT1(T43-Q388) posiciones de los mutantes realizados 

(R152A, Y213A, Y218A, D255A, W300A y Y325A):   

TPERSEFMPYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSGPEQDVGGHE

HVHENSTIAERLYSEVRVLCWIMTNPSNHQKKARHVKRTWGK

RCNKLIFMSSAKDDELDAVALPVGEGANNLWGKTKEAYKYIY

EHHINDADWFLKADDDTYTIVENMRYMLYPYSPETPVYFGCKF

KPAVKQGAMSGGAGYVLSREAVRRFVVEALPNPKLCKSDNSG

AEAVEIGKCLQNVNVLAGDSRDSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTD
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KKFAYWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHAVSPNQMYVLDYLIY

HLRPYGIINTPDALPNKLAVGELMPEIKEQATESTSDGVSKRSAE

TKTQGTKHHHHHH 

Número de aminoácidos: 356 

Peso Molecular:  

• R152A: 40788,7 Da 
• Y213A, Y218A e Y325A: 40781,71 Da 
• D255A: 40829,8 Da 
• W300A: 40758,67 Da 

pI teórico: 

• R152A: 6,2 
• Y213A, Y218A e Y325A: 6,28 
• D255A: 6,35 
• W300A: 6,28 

Número de residuos cargados negativamente (Asp + Glu): 

• R152A: 49 
• Y213A, Y218A e Y325A: 49 
• D255A: 48 
• W300A: 49 

Número de residuos cargados positivamente (Arg + Lys): 

• R152A: 40 
• Y213A, Y218A e Y325A: 41 
• D255A: 41 
• W300A: 41 

Coeficiente de extinción molar (a 280 nm en agua, asumiendo que todas 
las cisteínas están reducidas):  

• R152A: 64290 M-1cm-1 
• Y213A, Y218A e Y325A: 62800 M-1cm-1 
• D255A: 64290 M-1cm-1 
• W300A: 58790 M-1cm-1 

Las construcciones que se insertaron para su expresión en células de 

insecto en el sistema de expresión de baculovirus fueron las siguientes 
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junto a una señal de “mellitin honey bee” (en azul se señala la cola de 

histidinas en el extremo C-terminal): 

DmC1GalT1 (T43-Q388) 

TPERSEFMPYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSGPEQDVGGHE

HVHENSTIAERLYSEVRVLCWIMTNPSNHQKKARHVKRTWGK

RCNKLIFMSSAKDDELDAVALPVGEGRNNLWGKTKEAYKYIY

EHHINDADWFLKADDDTYTIVENMRYMLYPYSPETPVYFGCKF

KPYVKQGYMSGGAGYVLSREAVRRFVVEALPNPKLCKSDNSG

AEDVEIGKCLQNVNVLAGDSRDSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTD

KKFWYWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVSPNQMYVLDYLIY

HLRPYGIINTPDALPNKLAVGELMPEIKEQATESTSDGVSKRSAE

TKTQGGHHHHHH 

Número de aminoácidos: 354 

Peso Molecular: 40701,58 Da 

pI teórico: 6,2 

Número de residuos cargados negativamente (Asp + Glu): 49 

Número de residuos cargados positivamente (Arg + Lys): 40 

Coeficiente de extinción molar: 64290 M-1cm-1(a 280 nm en agua, 
asumiendo que todas las cisteínas están reducidas).  

 

DmC1GalT1 (H55-Q388) 

HRHGDVNDAHHSHDMMEMSGPEQDVGGHEHVHENSTIAERL

YSEVRVLCWIMTNPSNHQKKARHVKRTWGKRCNKLIFMSSAK

DDELDAVALPVGEGRNNLWGKTKEAYKYIYEHHINDADWFLK

ADDDTYTIVENMRYMLYPYSPETPVYFGCKFKPYVKQGYMSG

GAGYVLSREAVRRFVVEALPNPKLCKSDNSGAEDVEIGKCLQN
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VNVLAGDSRDSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTDKKFWYWQYIFY

KTDEGLDCCSDNAISFHYVSPNQMYVLDYLIYHLRPYGIINTPD

ALPNKLAVGELMPEIKEQATESTSDGVSKRSAETKTQGGHHHH

HH 

Número de aminoácidos: 342 

Peso Molecular: 39291,06 Da 

pI teórico: 6,37 

Número de residuos cargados negativamente (Asp + Glu): 46 

Número de residuos cargados positivamente (Arg + Lys): 39 

Coeficiente de extinción molar: 62800 M-1cm-1(a 280 nm en agua, 
asumiendo que todas las cisteínas están reducidas).  

 

DmC1GalT1 (S73-Q388) 

SGPEQDVGGHEHVHENSTIAERLYSEVRVLCWIMTNPSNHQKK

ARHVKRTWGKRCNKLIFMSSAKDDELDAVALPVGEGRNNLW

GKTKEAYKYIYEHHINDADWFLKADDDTYTIVENMRYMLYPY

SPETPVYFGCKFKPYVKQGYMSGGAGYVLSREAVRRFVVEALP

NPKLCKSDNSGAEDVEIGKCLQNVNVLAGDSRDSNGRGRFFPF

VPEHHLIPSHTDKKFWYWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVSP

NQMYVLDYLIYHLRPYGIINTPDALPNKLAVGELMPEIKEQATE

STSDGVSKRSAETKTQGGHHHHHH 

Número de aminoácidos: 324 

Peso Molecular: 37152,76 Da 

pI teórico: 6,52 

Número de residuos cargados negativamente (Asp + Glu): 42 

Número de residuos cargados positivamente (Arg + Lys): 38 
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Coeficiente de extinción molar: 62800 M-1cm-1(a 280 nm en agua, 
asumiendo que todas las cisteínas están reducidas).  

 

DmC1GalT1 (T43-P343) 

TPERSEFMPYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSGPEQDVGGHE

HVHENSTIAERLYSEVRVLCWIMTNPSNHQKKARHVKRTWGK

RCNKLIFMSSAKDDELDAVALPVGEGRNNLWGKTKEAYKYIY

EHHINDADWFLKADDDTYTIVENMRYMLYPYSPETPVYFGCKF

KPYVKQGYMSGGAGYVLSREAVRRFVVEALPNPKLCKSDNSG

AEDVEIGKCLQNVNVLAGDSRDSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTD

KKFWYWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVSPNQMYVLDYLIY

HLRPGGHHHHHH 

Número de aminoácidos: 309 

Peso Molecular: 35900,22 Da 

pI teórico: 6,35 

Número de residuos cargados negativamente (Asp + Glu): 42 

Número de residuos cargados positivamente (Arg + Lys): 35 

Coeficiente de extinción molar: 62800 M-1cm-1(a 280 nm en agua, 
asumiendo que todas las cisteínas están reducidas).  

 

DmC1GalT1 (T43-P354) 

TPERSEFMPYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSGPEQDVGGHE

HVHENSTIAERLYSEVRVLCWIMTNPSNHQKKARHVKRTWGK

RCNKLIFMSSAKDDELDAVALPVGEGRNNLWGKTKEAYKYIY

EHHINDADWFLKADDDTYTIVENMRYMLYPYSPETPVYFGCKF

KPYVKQGYMSGGAGYVLSREAVRRFVVEALPNPKLCKSDNSG

AEDVEIGKCLQNVNVLAGDSRDSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTD
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KKFWYWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVSPNQMYVLDYLIY

HLRPYGIINTPDALPGGHHHHHH 

Número de aminoácidos: 320 

Peso Molecular: 37055,54 Da 

pI teórico: 6,27 

Número de residuos cargados negativamente (Asp + Glu): 43 

Número de residuos cargados positivamente (Arg + Lys): 35 

Coeficiente de extinción molar: 64290 M-1cm-1(a 280 nm en agua, 
asumiendo que todas las cisteínas están reducidas).  

 

DmC1GalT1 (T43-S373) 

TPERSEFMPYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSGPEQDVGGHE

HVHENSTIAERLYSEVRVLCWIMTNPSNHQKKARHVKRTWGK

RCNKLIFMSSAKDDELDAVALPVGEGRNNLWGKTKEAYKYIY

EHHINDADWFLKADDDTYTIVENMRYMLYPYSPETPVYFGCKF

KPYVKQGYMSGGAGYVLSREAVRRFVVEALPNPKLCKSDNSG

AEDVEIGKCLQNVNVLAGDSRDSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTD

KKFWYWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVSPNQMYVLDYLIY

HLRPYGIINTPDALPNKLAVGELMPEIKEQATESGGHHHHHH 

Número de aminoácidos: 338 

Peso Molecular: 39023,79 Da 

pI teórico: 6,14 

Número de residuos cargados negativamente (Asp + Glu): 47 

Número de residuos cargados positivamente (Arg + Lys): 37 

Coeficiente de extinción molar: 64290 M-1cm-1(a 280 nm en agua, 
asumiendo que todas las cisteínas están reducidas).  
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8.5. Información general. 

8.5.1. El código genético. 

Tabla 8.1. Código genético. Tabla de correspondencias entre la transcripción de los 
distintos codones a aminoácidos en humanos. Dependiendo de la especie pueden existir 
diferencias en la transcripción. 

   SEGUNDO NUCLEÓTIDO    

    U C A G     

PR
IM

E
R

 N
U

C
L

E
Ó

T
ID

O
 

U 

UUU Fenilalanina UCU 

Serina 

UAU Tirosina UGU Cisteína U T
E

R
C

E
R

 N
U

C
L

E
Ó

T
ID

O
 

UUC UCC UAC UGC C 
UUA Leucina UCA UAA Stop UGA Stop A 
UUG UCG UAG Stop UGG Triptófano G 

C 

CUU 

Leucina 

CCU 

Prolina 

CAU Histidina CGU 

Arginina 

U 
CUC CCC CAC CGC C 
CUA CCA CAA Glutamina CGA A 
CUG CCG CAG CGG G 

A 

AUU 
Isoleucina 

ACU 

Treonina 

AAU Asparagina AGU Serina U 
AUC ACC AAC AGC C 
AUA ACG AAA Lisina AGA Arginina A 
AUG Metionina ACG AAG AGG G 

G 

GUU 

Valina 

GCU 

Alanina 

GAU Aspártico GCU 

Glicina 

U 
GUC GCC GAC GGC C 
GUA GCA GAA Glutámico GGA A 
GUG GGG GAG GGG G 
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8.5.2. Los aminoácidos. 

 
Figura  8.1. Estructura de los aminoácidos. En diferentes colores se resaltan las 
cadenas laterales de los diferentes aminoácidos agrupándose dependiendo de sus 
características bioquímicas.  
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Dentro del puño encontró sin saber cómo una esfera dorada. Un 
glorispren solitario. "El paso más importante que puede dar alguien. 

No es el primero, ¿verdad?" "Es el próximo. Siempre el 
próximo paso Dalinar" 

Juramentada. Brandon Sanderson. 
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