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Resumen

1. RESUMEN

GumK es una glucuronosiltransferasa de Xanthomonas campestris involucrada en la
biosintesis del exopolisacarido xantano, siendo la enzima encargada de adicionar el
cuarto residuo de azucar en la sintesis de la unidad repetitiva pentasacaridica de este
polimero. Especificamente, GumK transfiere un residuo de acido glucurénico a partir
de su sustrato dador UDP-GIcA a su sustrato glicolipidico aceptor, polisoprenil-
pirofosfato-glucosa-p-1,4-glucosa-a-1,3-manosa. Se  caracterizd  funcional vy
estructuralmente a GumkK. La caracterizacién funcional se dio mediante la
sobrexpresion, purificado y ensayos de actividad in vitro e in vivo de la enzima.
Mediante estos ensayos de actividad se estudié la especificidad por sus sustratos.
Asimismo se estudié su localizacién subcelular mediante fraccionamiento y deteccién
por western blots. Al determinarse que esta enzima esta asociada a membranas, se
realizaron experimentos de disociacion para determinar el modo de unién a la
membrana. Encontramos que interacciones hidrofobicas y electrostaticas estan
involucradas en esta interaccion.

La caracterizacion estructural involucré la cristalizacion, coleccion de datos de
difraccion de rayos-X y resolucion de la estructura de la proteina. La estructura fue
resuelta con la informacion de fases proveniente de un experimento de dispersion
andmala multiple sobre un derivado de GumK con atomos de platino. La proteina
mostré una estructura consistente de 2 dominios globulares tipo Rossmann, con una
hendidura central que es el sitio de unidn de sus sustratos y donde ocurre la catalisis.
Ademas, y mediante experimentos de inmersion de cristales, logramos observar y
describir el sitio y las interacciones que median la union de la porcién nucleotidica
(UDP) del sustrato dador en la enzima. Para confirmar el rol de los residuos
involucrados en la unién del UDP, realizamos mutagénesis sitio-dirigida y analisis de la
cinética enzimatica de las proteinas mutadas. Ademas realizamos estudios de
complementacion in vivo con estas mutantes. Estos analisis nos permitieron confirmar
el rol de al menos media docena de residuos involucrados en la unién del sustrato
dador y postular al aspartato 157 como un posible aminoacido catalitico.

Algunos de los resultados obtenidos en esta tesis fueron publicados en:

“Functional characterization of GumK, a membrane-associated p-
glucuronosyltransferase from Xanthomonas campestris required for xanthan
polysaccharide synthesis”. Barreras, Maximo; Abdian, Patricia L. and lelpi, Luis.
(2004) Glycobiology. 14. pg 233-241.

“Crystallization and preliminary crystallographic characterization of GumK, a
membrane-associated glucuronosyltransferase from Xanthomonas campestris required
for xanthan polysaccharide synthesis”. Barreras, Maximo, M.A. Bianchet, and L. lelpi,
Acta Crystallograph Sect F Struct Biol Cryst Commun (2006). 62(Pt 9): p. 880-883.

“Xanthan is not essential for pathogenicity in citrus canker but contributes to
Xanthomonas epiphytic survival.” German Dunger, Verdnica M. Relling, Maria Laura
Tondo, Maximo Barreras, Luis lelpi, Elena G. Orellano, Jorgelina Ottado. Arch.
Microbiol. (2007).188(2): p. 127-135.

Palabras clave: glicosiltransferasa, glucuronosiltransferasa, GumkK, exopolisacarido,
Xanthomonas campestris, xantano, poliprenol.



Abstract

2. ABSTRACT

GumK is a glucuronosyltransferase from Xanthomonas campestris involved in xanthan
biosynthesis. This enzyme is responsible for the addition of the fourth sugar residue in
xanthan pentasaccharidic subunit. Specifically, GumK transfers a glucuronic acid
residue from the donor substrate UDP-GIcA to the acceptor, poliprenil-diphosphate-
glucose-B-1,4-glucose-a-1,3-mannose. GumK was functional and structurally
characterized. Functional characterization of GumK was performed through
overexpression, purification and in vivo/in vitro enzymatic assays. Substrate specificity
was studied with these in vitro assays. Subcellular location was studied with cell
fractioning, differential centrifugation and detection with western blots. Dissociating
treatments from the membrane fraction were carried out to study the specific type of
interaction with the membrane. We found that hydrophobic as well as electrostatic
interactions were involved in membrane binding.

Structural characterization was performed after crystallization and X-ray data diffraction
collection of GumK crystals. The final structure was solved with phase information
obtained from a multiple anomalous diffraction experiment carried out on a platinum
derivative crystal. The enzyme showed a structure consisting of two Rossmann-fold
domains separated by a deep cleft where substrates bind and catalysis occurs.
Furthermore, by performing crystal soaking experiments we were able to find and
describe the position of the nucleotide portion (UDP) of the donor substrate and the
interactions that stabilize the binding of this substrate. To confirm the role of those
residues involved in UDP binding we performed site-specific mutagenesis, kinetic
characterization and in vivo complementation experiments on these mutants. These
experiments allowed us to confirm the role of at least half a dozen residues involved in
substrate binding and to postulate aspartic acid 157 as the catalytic residue.
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3. ABREVIATURAS

Las abreviaturas aqui detalladas son aquellas no contempladas en la lista de
abreviaturas de la American Society for Microbiology (http://jb.asm.org/misc/jbitoa.pdf)

Ac-CoA: acetil coenzima A

Ap: Ampicilina

Css5: cadena carbonada de 55 atomos de carbono
CAZY: Carbohydrate active enzymes

CBM: maddulo de union de carbohidrato

Cel: celobiosa

Ci: Curie

cpm: cuentas por minuto

DO: Densidad optica

NDP: nucleétidos difosfato

EPS: exopolisacarido

Fitanil-PP: fitanil difosfato

Gal: galactosa

GalA: acido galacturénico

Glc: glucosa

GlcA: acido glucurénico

GIcNAc: N-acetil-glucosamina

GT: glicosiltransferasa

GT-A: superfamilia de GTs con plegamiento tipo A
GT-B: superfamilia de GTs con plegamiento tipo B
GT-C: superfamilia de GTs con plegamiento tipo C
GH: glicosilhidrolasa

Gm: gentamicina

IR: indice de refraccion

kb: kilobase

keat: Velocidad de recambio enzimatico

KDO: &cido 2-ceto-3-deoxi octulosdnico

km: kanamicina

K. constante de Michaelis

LPS: lipopolisacarido

MAD: Dispersion anémala multiple

Man: Manosa

MCS: sitio de clonado multiple

MIR: Reemplazo multiple isomorfo

MyM: Materiales y Métodos

nt-azucar: nucleétido azucar

ORF: Marco de lectura abierto

PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida
PDB: Protein Data Bank

PEG: polietilenglicol

Pi: fosfato

PPi: pirofosfato

PMSF: fenil-metil-sulfonil-fluoruro
Poliprenil-PP-Cel-Man: polisoprenil-PP-glucosa-3-1,4-glucosa-a-1,3-manosa
Poliprenil-PP-Cel-Man-GIcA: polisoprenil-PP-glucosa-3-1,4-glucosa-a-1,3-manosa- -
1,2-acido glucurénico
Poliprenil-PP-Cel-Man-GlcA-Man: polisoprenil-PP-glucosa-B-1,4-glucosa-a-1,3-
manosa- -1,2-acido glucurénico--1,4-manosa
PVDF: polivinil difluoruro

Rha: ramnosa



Rif: rifampicina

SDS: dodecil sulfato de sodio

TA: temperatura ambiente

TLC: cromatografia en capa fina
Vnax. Velocidad maxima de reaccion
xg: factor de fuerza centrifuga

Abreviaturas



Introducciodn

4. INTRODUCCION

4.1 Relevancia biolégica de las glicosiltransferasas

En términos de masa, las reacciones de glicotransferencia son las mas abundantes
sobre la tierra. Las reacciones de glicosilacién, de gran importancia biolégica tanto en
procariotas como en eucariotas, son catalizadas por un grupo numeroso y muy diverso
de proteinas, las glicosiltransferasas (GTs). Estas enzimas transfieren azlcares desde
un dador activado a un aceptor. Las moléculas dadoras del residuo azucar pueden ser
disacaridos, azucares-fosfato, lipido-azicares o mas comunmente nucleoétidos-
azucares (nt-azucar). En cambio, las moléculas aceptoras son de naturaleza variada.
Basta considerar que todas las categorias de macromoléculas biologicas
(oligosacaridos, lipidos, acidos nucleicos, proteinas) pueden ser glicosiladas,
provocando efectos marcados en su funcion, para comprender la magnitud de esta
diversidad. Los glicopéptidos, glicolipidos y otros glicoconjugados estan involucrados
en funciones como la infeccién viral, transduccion de sefales, procesos inflamatorios,
interacciones célula-célula, bacteria-huésped y desarrollo embrionario, entre otros. (1-
4). Las GTs constituyen blancos importantes de drogas utilizadas para combatir el
cancer (5,6) asi como infecciones causadas por virus, bacterias y hongos (7,8). Estas
enzimas también representan una importante herramienta biotecnolégica en la sintesis
quimio-enzimatica de oligosacaridos de importancia médica o industrial (9-12).
Tomando en cuenta el amplio espectro de estructuras que producen y la diversidad de
funciones en que estan involucradas, se puede pensar en las GTs como uno de los
grupos de enzimas mas diverso que existe.

A pesar de sus multiples funciones y aplicaciones, la caracterizacién funcional y
estructural de las GTs tiene aun poco desarrollo. Esto se debe principalmente a las
dificultades técnicas encontradas en la expresion vy cristalizacion de GTs,
frecuentemente proteinas de membrana o asociadas a ésta. También la
caracterizacién de mecanismos cataliticos suele ser engorrosa, porque debe realizarse
con sustratos a veces quimicamente complejos y de dificil obtencion y/o sintesis. En
cuanto a la caracterizacion estructural, las dificultades se evidencian si pensamos que
la primer estructura cristalina de una GT, la B-glicosiltransferasa del fago T4 BGT,
aparecié hacia 1994 en complejo con su sustrato UDP-Glc (13) y solo luego de 5 afos,
en 1999, comenzaron a surgir mas estructuras (14,15). Los continuos esfuerzos en
pos de una caracterizacién estructural y bioquimica mas profunda de este grupo de
enzimas han permitido que en la actualidad contemos con la estructura de 59
glicosiltransferasas correspondientes a 27 familias diferentes. Muchas de estas
estructuras estan en complejo con su sustrato dador y/o aceptor (16-19). Los datos
estructurales han provisto informacién de plegamiento pero también de especificidad
de unién de sustratos. Ademas, también se pueden desprender de estos estudios
estructurales inferencias acerca del mecanismo de catalisis y relaciones evolutivas
(12,20).

4 2 Clasificacion

Con la incesante aparicion de nuevas secuencias gendmicas el numero de secuencias
de GTs ha aumentado notablemente. Se estima que aproximadamente el 1 % de los
marcos de lectura abierto de cada genoma esta involucrado en la tarea de sintetizar
enlaces glicosidicos (21). La dificil caracterizacion funcional y estructural de GTs ha
ampliado enormemente la brecha existente entre el pequefio niumero de GTs de
funcién conocida y miles de secuencias de putativas GTs. Segun la base de datos de
Entrez-NCBI esto corresponde en la actualidad a poco mas de 40.000 genes en todos
los organismos (eucariota, procariota, virus) secuenciados hasta el momento. Esta
claro en este punto el desfasaje existente, de 3 ordenes de magnitud, entre el nimero
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de secuencias de GTs en bancos de datos y la cantidad de estructuras descriptas.
Para paliar este déficit, en la actualidad contamos con métodos de prediccién de
estructura por modelado (http://expasy.org/spdbv) que permiten predecir
razonablemente el plegado de la proteina. Sin embargo, la prediccion acerca de la
especificidad de sustratos no es posible, pues los métodos predictivos son de dificil
aplicacion en el caso de las GTs a causa de la marcada divergencia de secuencia que
se observa y la casi completa ausencia de secuencias consenso.

Si tenemos en cuenta el criterio funcional existen al menos dos grandes grupos de
GTs: las enzimas procesivas, como la celulosa sintasa, que transfieren multiples
residuos de azucar al aceptor; y las enzimas no procesivas, como las que participan
en la sintesis de unidades repetitivas de EPS y catalizan la transferencia de un unico
residuo azucar al aceptor (22). Por otro lado, puede hacerse otra gran division entre
GTs, basandose en la estereoquimica del enlace formado y del dador del residuo
azucar. Asi pueden definirse dos grandes grupos: las GTs que actian con retencién y
las que actuan con inversion de la configuracién del C-anomérico. Las primeras,
catalizan la formacion de enlaces glicosidicos de estereoquimica idéntica a la del
sustrato dador; mientras que las que actuan con inversion producen enlaces
glicosidicos de estereoquimica inversa (23). Asimismo, las GTs, al igual que otros
grupos de enzimas, han sido clasificadas basandose en la especificidad por sus
sustratos y el producto formado, de acuerdo a las recomendaciones de la Unién
Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (lUBMB)
(http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb). En el caso de las GTs, este sistema tiene
algunas limitantes: en primer lugar necesita de una caracterizacion detallada de los
sustratos y productos de la enzima para poder asignarle un nimero EC (Enzyme
Comission Number), pero ademas la clasificacién se puede volver confusa si tomamos
enzimas que actuan sobre varios sustratos distintos, como es el caso de la
glucuronosiltransferasas (24), entre tantos otros. Sumado a esto, tampoco refleja
caracteristicas estructurales y mecanisticas de las enzimas.

Como habiamos mencionado, una caracteristica muy importante acerca de este grupo
de enzimas es su gran divergencia de secuencia aminoacidica: la homologia de
secuencia entre enzimas emparentadas no suele superar el 10%, y esto solo en el
caso de las muy cercanas. Esto impide su agrupamiento utilizando métodos corrientes
de alineamiento de secuencias. Por esta razon se idearon varios sistemas de
clasificacién para las GTs, atendiendo las especiales caracteristicas de este grupo de
enzimas (25,26). En 1997, Campbell y col. proponen un sistema de clasificacion para
GTs dependientes de nt-azucares (27), que constituye el cimiento del sistema mas
completo de clasificaciéon de GTs con que se cuenta actualmente. Este fue ideado a
partir de la utilidad del sistema de clasificacion de GHs basado en similitud de
secuencia. La principal ventaja de este tipo de sistema es que reune enzimas en
familias poli-especificas y permite distinguir relaciones evolutivas entre familias. La
validez de estos sistemas de clasificacién ha sido luego confirmada al encontrar un
mismo tipo de plegamiento y mecanismo catalitico conservado entre miembros de una
familia. La clasificacién de Campbell comprende secuencias de GTs provenientes de
los casi 600 genomas secuenciados hasta el momento. Las secuencias estan
agrupadas en 90 familias, un numero que seguramente aumentara a medida que se
incorporen nuevas secuencias gendémicas. El criterio de agrupacion por familias
incluye estereoquimica del enlace formado, identidad del nt-azicar transferido y
homologia de secuencia. Asimismo la clasificacion ha sido extendida para integrar
GTs que utilizan lipido-azucares y azucares-fosfato como dadores activados (y no solo
nt-azucar). Todas estas enzimas catalizan reacciones de O-glicosilacion,
presumiblemente a través de estados de transicién con caracter de idn oxocarbonio e
involucran la partida de grupos salientes fosforilados generados a partir de los dadores
de azucar activados. Las enzimas que utilizan disacaridos, oligo o polisacaridos como
dadores de azucar (tal es el caso de ciclodextrina-glucanotransferasas, xiloglucan-
endotransferasas, dextran-sacarasas, entre otras) no estan incluidas en la clasificacién
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de GTs. Estas enzimas son transglicosidasas, estan relacionadas evolutiva y
estructuralmente a las GHs y por lo tanto son incluidas en la clasificacion de GHs
(28,29). Otras enzimas no consideradas GTs son las transferasas de azucar-fosfato,
como las que catalizan la conversién de UDP-azucar y dolicol-fosfato a UMP y azucar-
difosfato-dolicol. Estas enzimas no son GTs ya que catalizan una reaccion de
sustitucion en el atomo de fésforo del grupo fosfato. Finalmente y dado que la similitud
de secuencia es indicativa de similitud estructural, la clasificacion de GTs de Campbell
(27,30) es capaz de proveer informacién de la estructura de una proteina. Asimismo,
como el mecanismo catalitico es determinado por la posicion relativa de ciertos grupos
funcionales el mecanismo y la estereoquimica de la reaccion catalizada estarian
conservados dentro de cada familia. Este hecho tiene sus consecuencias: existen
familias como la GT70 de GumK que solo incluyen a esta enzima y sus homdélogos en
diferentes especies, mientras que otras como GT4 son familias poli-especificas, de
una distribucién filogenética mucho mas amplia.

Por todo esto, a pesar de la importante limitante que implica la baja homologia de
secuencia, las GTs caracterizadas dan prueba de la validez y capacidad de prediccion
del sistema de clasificacion de Campbell, que surge como un sistema de clasificaciéon
predictivo, muy util si consideramos el volumen de genomas que ya han sido
secuenciados, con la consiguiente cantidad de ORFs de putativas GTs que se
descubren. Ademas, un sistema de clasificacion de este tipo constituye una de las
principales herramientas de la glicobiologia y especificamente en proyectos de
librerias glicobiolégicas (31,32). Una salvedad a tener en cuenta es que la utilizacion
de este sistema para predecir especificidad debe tomarse con cautela, ya que existen
casos documentados de GTs en las que el cambio de unos pocos aminoacidos (e
inclusive uno solo) alter6 la especificidad de sustratos de la enzima (33). Esto es
prueba de las dificultades inherentes a la ausencia de secuencias consenso que sean
indicativas de la union de los diferentes sustratos. La clasificacion de Campbell de GTs
esta disponible en la web (http://www.cazy.org) y es parte de un sistema de
clasificacion denominado CAZY (por carbohydrate active enzymes) que incluye
también glicosil-hidrolasas, carbohidrato-esterasas, polisacarido-liasas y los mddulos
de unién a carbohidratos (CBM) asociados a estas enzimas.

Contrariamente a lo que se esperaria si consideramos el gran nimero de familias de
GTs, su enorme variacion de secuencia y la amplia diversidad estructural y funcional
de sus productos, no se observa traduccion en una gran variacién a nivel estructural.
Todas las estructuras descriptas pertenecen a uno de dos tipos de plegamiento: el
correspondiente a la superfamilia GT-A o GT-B. Estas 2 superfamilias son variaciones
de dominios de plegamiento tipo Rossmann. Los miembros de la superfamilia GT-A
muestran un nucleo de 7-8 laminas-B, con un motivo DXD (o alguna de sus variantes
DD, EXE, DXE), encargado de coordinar la unidon de un metal/ribosa en el centro
catalitico. Diferencialmente, las enzimas de la superfamilia GT-B no unen iones
divalentes y poseen 2 dominios tipo Rossmann bien definidos, con una profunda
hendidura entre si, donde ocurre la union de sustratos y la catalisis (34,35). Si bien la
presencia de cationes divalentes (especificamente Mg™ y Mn**) aumenta la tasa de
reaccion por motivos aun no elucidados, no hay una estricta dependencia de éstos
para que la reaccion de glicotransferencia ocurra. Aun sin estructura descripta y por
ende solamente predicha, se suma una tercera superfamilia a las ya conocidas: GT-C.
Esta superfamilia comprende proteinas integrales de membrana con dependencia por
sustratos dadores que sean azucares unidos a poliprenilos. Este plegamiento ha sido
descripto por busquedas en la basic local alignment search tool (BLAST) y por
comparaciones estructurales (36). Esta superfamilia parece incluir a 8 familias en
CAZy. Todas estas proteinas son fuertemente hidrofébicas, generalmente con 8 a 13
pasos transmembrana, y se localizan en reticulo endoplasmatico o en membranas
plasmaticas.

Con este panorama estructural, queda de manifiesto la importancia de resolver la
estructura de GTs en complejo con sus sustratos. Diferentes aminoacidos son los
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encargados de contactar los diferentes sustratos, con la variabilidad en cuanto a la
especificidad que esto implica y las consecuencias biotecnolégicas que implica poseer
esta informacién (12). Cabe destacar que el tipo de plegamiento no esta relacionado
con la estereoquimica de la reaccion: GTs que actian con retencion de la
configuracion del C-anomérico claramente presentan estructuras relacionadas con
GTs que invierten la configuracién. Esto sefala un origen evolutivo comun para ambos
tipos de enzimas. En un intento de amenizar la clasificacion estructural con el criterio
funcional, se ha propuesto el agrupamiento de familias de GTs que presentan el
mismo plegamiento y mecanismo catalitico en clanes (36). Para las GTs que actuan
con inversion se han definido dos clanes: clan |, que presenta plegamiento tipo GT-A 'y
clan Il con plegamiento tipo GT-B. De manera similar, se definieron dos clanes para
GTs que actuan con retencion: clan lll, con plegamiento GT-A y clan IV, con
plegamiento GT-B (Fig. 1)
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Fig 1: Clasificacion jerarquica de GTs. Abarca tipo de plegamiento, clan, familia y subfamilia. Para cada
clan, se indica la estereoquimica de la reaccion. SpsA, -GalT, B-1,4-galactosiltransferasa bovina (15);
B-GIcNACT, B-1,2-N-acetilglucosaminiltransferase | de conejo (37); B-1,3-glucuroniltransferasas |
humanas (38,39); a-GalT, a-1,3-galactosiltransferase bovina (40); LgtC, a-galactosiliransferase de N.
meningitidis (41); Glicogenina de conejo (42); GtfB de Amycolatopsis orientalis (43); MurG, B-N-
acetilglucosaminiltransferase de E. coli (44); BGT, DNA B-glucosiltransferasa del bacteriéfago T4 (13);
GSA, glucdgeno sintasa de A. tumefaciens (45); OtsA, trealose-6-fosfato sintasa de E. coli (42);
glucégeno fosforilasa humana (46,47). Adaptado de (21)

Finalmente, una consecuencia importante de la fuerte conservacion de estructura en
las superfamilias de GTs es que cambiar las especificidades de sustrato puede ser
mas sencillo de lo que se pensaba (33,48). Las estructuras de GTs en complejo con
sus sustratos nos hacen especular que cambiando pequefias regiones, incluso un
unico residuo, se podria relajar e incluso modificar a voluntad la especificidad.
Evidentemente esto es de gran utilidad en el campo de sintesis de oligosacaridos y
glicoconjugados. Un ejemplo paradigmatico de esto ultimo es de la GICAT-I humana
(39,49) en donde el cambio de un residuo de His (His308) a Arg permite que la enzima
pueda utilizar muy eficientemente otros sustratos ademas del UDP-GIcA, su sustrato
natural. Entre los nuevos sustratos se encuentran UDP-Glc, UDP-Man o UDP-GIcNAc
(48). Como se ve, para un disefio racional de mutantes de especificidades cambiadas
la descripcion de los contactos entre la enzima y sus sustratos es de vital importancia.
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4.3 Mecanismos de reaccion

4.3.1 Mecanismo de inversion

Las estructuras en anillo de los azlcares poseen un C-anomérico que puede presentar
una de dos estereoquimicas: o 6 . Las GTs que catalizan una sustitucion nuclecfilica
sobre este centro anomérico se agrupan en dos clases segun provoquen la inversion o
retencién de la estereoquimica del centro anomérico. Asi, hay dos clases generales de
GTs: de inversion o de retencién de la configuracidon anomérica (B-glicosiltransferasas
o a-glicosiltransferasas respectivamente).

En los nt-azicares dadores el residuo azicar se encuentra invariablemente en
configuracién a. Por lo tanto las GTs de inversién dan lugar a productos con uniones 3
(la configuracion anomérica ha sido invertida respecto a la del sustrato), mientras que,
la retencion de la configuracién anomérica da lugar a productos con uniones o, cuya
estereoquimica es idéntica a la del residuo azucar del sustrato dador.

A pesar de que ya esta descrito el mecanismo catalitico de las GTs de retencién y de
inversion, solo podemos considerar que el mecanismo de inversién esta bien
caracterizado. Las estructuras cristalinas de los complejos con dador y aceptor de las
GTs de inversion -4 Gal-T1, GnT | y GIcAT-I nos muestran la orientacién del dador y
el aceptor en los bolsillos cataliticos. (Fig. 2) (37,38,49,50). En estas enzimas parte del
sustrato dador esta cubierto del solvente por un loop flexible, y el extremo no reductor
del oligosacarido aceptor se mantiene cercano al azucar dador por interacciones con
residuos especificos, a veces incluidos en este loop flexible, mientras que el resto del
oligosacarido sigue expuesto al solvente (lo cual no es tan grave pues no esta
implicado directamente en la catalisis). El grupo OH reactivo del aceptor se posiciona a
una distancia de aproximada de 3 A del C1 del aztcar dador (Fig. 2).

Fig 2: Un simple aminoacido determina la especificidad del azucar dador. (a) Tyr289 en la B-4Gal-T
bovina(o Tyr286 en la B-4Gal-T humana) determina la especificidad de la enzima por el dador UDP-Gal.
UDP-GalNAc es un sustrato pobre para la 3-4Gal-T. El grupo hidroxilo de la Tyr289 interactia con el
grupo N-acetilo del GalNAc del UDP-GalNAc, actuando como un freno molecular y restringiendo su
transferencia al aceptor GIcNAc. La mutacion del Tyr289 a Leu, lle o Asp alivia este impedimento estérico,
siendo que la mutante Y289L puede transferir GaINAc desde UDP-GalNAc tan eficientemente como la
enzima salvaje transfiere galactosa desde UDP-Gal a GIcNAc. (b) En la estructura cristalina de GICAT-I-
UDP-GIcUA-Mn™ (PDB 1KWS), el N3 del residuo His308 hace un puente de hidrogeno con el hidroxilo-2
de la GIcUA del dador UDP-GICUA y esto determina la especificidad de GICAT-1 por el dador. El O3 de la
galactosa en el extremo no reductor del aceptor Gal 31-3Gal (PDB 1FGG) se coloca cercano al C1 del
GIcA para el ataque nucleofilico. Cuando His308 se muta a Arg, la enzima GIcAT-I mutante, en contraste
a la enzima salvaje, puede transferir manosa, glucosa y GIcNAc desde sus respectivos derivados de UDP
con alta eficiencia. El i6n Mn™ en (a), a pesar de presentar una geometria octaédrica, solo se muestra
coordinado a 2 atomos de oxigeno del UDP, de los fosfatos a y B respectivamente. Las superficies
moleculares estan coloreadas en base a la carga, donde rojo es negativo y azul positivo. Adaptado de
(17)
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Un residuo de acido aspartico o glutdmico que esté a una distancia de puente de
hidrégeno desprotona el grupo OH del aceptor, el cual actia como base catalitica
realizando un ataque nucleofilico sobre el C1 del dador. Los iones divalentes
(principalmente Mn™ y Mg"™) asisten en la partida del UDP, neutralizando la carga
negativa que se forma en el fosfato-B. El C1 del dador forma un estado de transicion
tipo i6n oxocarbenio, que lleva a la formacion del enlace glicosidico entre dador y
aceptor con inversion de la configuracion anomérica en el C1. Esta secuencia
catalitica se correlaciona perfectamente con un mecanismo de reaccidon de
desplazamiento tipo SN, (Fig. 3).

Base
,o: “‘:0 HO: “\:0 Fig 3: Mecanismo de reaccion para GTs que
actian con inversion. Es una reaccion de
H desplazamiento simple, en la cual el dador de

( -b“R o azucar activado es atacado por el aceptor,
—= =R og

. resultando en la inversion de la configuracion
p- ’ -
& M2+ oP anomeérica.
Y
NDP

Este estado de transicion ha sido atrapado recientemente en B4Gal-T1 durante la
transferencia de un residuo de GalNAc desde UDP-GalNAc a glucosa, en presencia de
a-lactoalbumina (51). Luego de la formacion del enlace glicosidico, el producto
oligosacaridico es expulsado de su sitio de unién mientras que el complejo UDP-Mn™*
todavia permanece en parte escondido debajo del loop flexible. Debido a la pérdida de
interacciones con el motivo azucar del dador, el loop revierte a una conformacion
abierta, permitiendo que el complejo UDP-Mn*" difunda fuera de la enzima (Fig. 4).

Fig 4: Ciclo catalitico de GTs con actividad
dependiente de iones. (i) La enzima se
muestra como una proteina de 2 dominios en
conformacién abierta con un loop flexible (en
celeste) sin estructura. (ii) El ion metalico (M) se
une a la enzima en la conformacioén abierta. (iii)
El nt-azdcar (S-N) se une al complejo enzima-
metal y el loop cambia su conformacién (en
azul oscuro) creando una estructura de tapén o
cubierta, que cubre al nt-azlcar cubierto. Se
forma una estructura helicoidal en la regién C-
terminal de este loop que se transforma en
parte del sitio de unién del sustrato aceptor. (iv)
El aceptor se mantiene en su sitio de unioén con
su extremo no-reductor cercano al residuo de
azucar del dador, mientras que el resto de la
molécula esta expuesta al solvente. (v) Luego
de la catalisis durante la cual el azlcar es
transferido al aceptor, el producto (S-A) es
eyectado del sitio de unién, mientras que el
complejo UDP-metal permanece cubierto
debajo del loop. (i) El loop vuelve a su
- conformacién abierta, facilitando la liberacién
i del complejo UDP-metal y permitiendo que la
enzima libre comienze un nuevo ciclo catalitico.

4.3.2 Mecanismo de retencion
En contraste el mecanismo de inversién, el mecanismo usado por las GTs de retencion

no esta bien definido. Se ha propuesto un mecanismo de doble desplazamiento
(similar al descrito para GHs que actuan con retencion), (40) en donde el aztcar dador

10
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es primero transferido a un grupo apropiado dentro de la enzima (con inversion de la
configuracién en C1) produciéndose luego una segunda transferencia donde el C1
revierte a su configuracion original (Fig. 5). En la galactosiltransferasa de retencion
LgtC se han podido identificar intermediarios del azucar dador con la proteina que
podrian atribuirse a un mecanismo de doble desplazamiento (41,52).

Intermediario Fig 5: Mecanismo de reaccion
covalente propuesto para GTs que actuan

[ con retencién. Por analogia con el
mecanismo de GHs que retienen

B l
Y:O(_ t_—;E\/B t:\oj la configuracion, la reaccion
CO OHqR

( ocurriia  a través de un
intermediario covalente glicosil-
NDP e+ O-NDP HO-R

enzima.

Sin embargo, las estructuras cristalinas de EXTL2 (53,54), a-3GT (55) o Fuc-T de
Helicobacter pylori (18) con el nt-azicar o UDP unido no estarian apoyando esta
hipotesis. De hecho, basados en la evidencia estructural, se ha propuesto un
mecanismo de sustitucién nucleofilica interna (Sni) donde el ataque nucleofilico
ejercido por el aceptor y la partida del grupo saliente ocurren simultdneamente sobre el
mismo plano del azucar (Fig. 6)

1 Fig 6: Mecanismo tipo Sni propuesto
para GTs que actuan con retencion.

En el estado de transicién, el grupo
que ejerce el ataque nucleofilico y el

i rupo saliente se encuentran
NDP - H NDP—0 O<g gimrljjlténeamente en el mismo plano
del anillo azucar.
Estado de
transicién Sni

4.4 Descripcidn estructural

4 .4 1 Sitios de union de los sustratos

Una caracteristica mecanistica importante que surge de las estructuras resueltas es la
interaccion entre los sitios de uniéon del sustrato dador y del aceptor. Como regla
general, se puede afirmar que nt-azlcar se encuentran en el dominio N-terminal de
enzimas que presentan plegamiento tipo GT-A, y en el dominio C-terminal de las que
poseen plegamiento GT-B, mientras que los sustratos aceptores se unen a sitios
ubicados en el otro dominio. Los sustratos aceptores son la parte mas diversa de la
ecuacioén catalitica de las GTs. Sus modos de unidon son muy variados e implican
interacciones electrostaticas y/o hidrofébicas con la proteina, dependiendo de la
naturaleza quimica del sustrato. Por otro lado, los sustratos dadores (nt-azucares)
tienen un sitio de unién mas homogéneo. En lineas generales y para todos los casos
descriptos, se trata de un bolsillo de carga netamente basica, donde, I6gicamente, se
acomodan los fosfatos que tienen carga negativa y que son estabilizados mayormente
a través de enlaces de hidrégeno. Caracteristicas y ejemplos de ambos tipos de
plegamiento y la forma en que unen a sus sustratos se trataran en la seccion 4.4.3.

4.4 .2 Utilizacion de iones divalentes
Las GTs que presentan plegamiento GT-A se diferencian de las agrupadas como GT-

B en su requerimiento de cationes divalentes. Todas las GTs caracterizadas como GT-
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A presentan una restriccidn estructural en la coordinacidon de un ién metalico por medio
de dos atomos de oxigeno de los fosfatos del nt-azucar y las cadenas laterales de
residuos de la enzima. Estas cadenas laterales son aportadas por residuos de un
motivo muy conservado que se ha denominado “DXD” (56), aunque existen
variaciones del mismo y cualquiera de los Asp puede estar reemplazado por otro
residuo o puede ocupar otra posicidén en la secuencia consenso. Asi, variaciones del
mismo (NDD, S/TDD, entre otros) se han encontrado en varias GTs cumpliendo la
misma funciéon. El motivo DXD cumple una doble funcion en la catalisis de GTs. Por
una parte, coordina la unién de un i6n metalico divalente (generalmente Mn*") que es
esencial para la catalisis, ayudando a anclar al grupo pirofosfato del nt-azdcar dador
en el sitio activo de la enzima. Por otra, asiste la partida del grupo saliente (nucleétido-
fosfato), contrarrestando la carga negativa que se desarrolla sobre el fosfato- luego
de la ruptura del enlace azucar-fosfato en el sustrato dador (Fig. 4) (57,58). La
mutacién del motivo DXD o la ausencia de cationes divalentes en la reaccion da lugar
a la anulacién de la actividad de la enzima. Esta completa dependencia en la
presencia de cationes divalentes es un elemento diagnostico de la bioquimica de las
GT-A.

En cambio, las GTs con plegamiento GT-B no presentan este estricto requerimiento y
rara vez se ha detectado la presencia de iones metalicos como cofactores en las
estructuras resueltas. Uno de los pocos casos descriptos es el de la enzima BGT del
fago T4, en la que se encuentra un id6n metalico unido en cercania al fosfato-p del nt-
azucar (59). A pesar de no presentar una dependencia estricta por cationes divalentes,
se ha observado que en presencia de éstos algunos miembros de GT-B muestran una
tasa de reaccion aumentada, aunque se desconocen las causas (35,60). Finalmente,
es necesario aclarar que la presencia del motivo DXD es necesaria pero no suficiente
para clasificar a una GT-A. Este motivo se puede encontrar en las otras 2
superfamilias, especialmente en la GT-C, si bien se desconoce que funcion tendria, si
es que presenta alguna(36).

4.4.3 Plegamiento y dominios conservados

El plegamiento de GTs, consiste basicamente en una estructura tipo “sandwich” a/p/a,
similar al motivo estructural Rossman (seis hebras-f paralelas con topologia 321456).
Este plegamiento fue descrito originalmente para proteinas que unen nucleétidos (61).
El plegamiento GT-A es un sandwich a/f/a, constituido por una lamina-p de siete
hebras con topologia 3214657, con la hebra 6 antiparalela al resto. La lamina- central
tiene a su lado otra mas pequena, y la asociacion entre ambas contiene al sitio activo.
Las enzimas con plegamiento GT-A tienen en comun el motivo DXD, cuyos
carboxilatos coordinan un ién metalico divalente. Los residuos que preceden al motivo
DXD en la secuencia proteica forman una hebra 3 a través del nucleo de la proteina.
Esto explica la observacion de que los residuos N-terminales a DXD son de naturaleza
no polar. Los miembros de GT-A que actuan con inversién de la configuracion
presentan un carboxilato (Asp o Glu) equivalente en la estructura, que actua como
base catalitica. En algunos miembros de GT-A un residuo de Asp coordina el N3 de la
uridina del nt-azucar. Mas alla de esta limitada similitud, no se han encontrado otras
caracteristicas conservadas en miembros de GT-A.

El plegamiento GT-B, se caracteriza por presentar dos dominios o/p/a tipo Rossman
(dominio 1: lamina-p de siete hebras paralelas con topologia 3214567; dominio 2:
lamina-p de seis hebras paralelas con topologia 321456) que estan asociados mas
laxamente y estan separados por una hendidura profunda. El sitio de unién del nt-
azucar se encuentra sobre la cara C-terminal de la hendidura y este sustrato hace
contacto principalmente con residuos del dominio C-terminal. El extremo N-terminal es
responsable de la union del aceptor (62). Los motivos caracteristicos del plegamiento
GT-B son, al igual que en GT-A, limitados. Se ha identificado un residuo Glu en una a-
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hélice del dominio C-terminal, que une por medio de puente hidrégeno la ribosa del nt-
azucar; y un loop rico en residuos Gly que seria responsable de la union de los grupos
fosfato del nt-azucar (35). En algunas GTs, el residuo Glu mencionado forma parte de
un motivo EX;E, que fue primeramente identificado en un grupo de
manosiltransferasas procariotas (63). Este motivo se encuentra en el dominio C-
terminal; Asp/Glu/Lys en medio de una hélice-a que ha sido llamada posicién 1;
mientras que Asp/Glu en el loop anterior a la hélice-a, se ha denominado posicién 2
(63). Los residuos Glu del motivo EX7E han sido vinculados al mecanismo de doble
desplazamiento en GTs que actuan con retencién (26,63). Un mecanismo de este tipo
requeriria de dos aminoacidos acidos que actuen como acido y base respectivamente.
Sin embargo, hasta el presente no existen datos experimentales que apoyen esa
teoria (64).

Por otro lado, también se ha predicho la aparicion de un nuevo tipo de plegamiento de
GTs, que ha sido denominado GT-C y que incluiria a proteinas con multiples pasos
transmembrana y un motivo DXD modificado. Aunque aun no se ha resuelto la
estructura de ninguna de estas proteinas, se espera que los miembros de por lo
menos 8 familias presenten el mismo tipo de plegamiento (36). Finalmente, no todas
las GT-s entran en este esquema de 3 superfamilias: la estructura de la «-2,3/8-
sialiltransferasa Cstll de Campilobacter jejuni, que utiliza como dador un nucleétido-
monofosfato-azucar (CMP-NeuAc) presenta plegamiento a/p/o con topologia diferente
a GT-A o GT-B (lamina-p de ocho hebras paralelas con topologia 54321678) y no
contiene motivo DXD (52,65). Este es un ejemplo que muestra que no todas las
familias de GTs estan incluidas en las categorias de las superfamilias GT-A, B o C.

En lo que sigue, tomaremos como modelo de descripcion la estructura de una apo-GT
comparandola con la estructura en complejo con sus sustratos para cada uno de los
clanes. Las enzimas seleccionadas seran: clan |: SpsA de Bacillus subtilis (66), Clan I
MurG (16,44), Clan Il LgtC (41) y clan IV PimA (19).

4.4.3.i Superfamilia GT-A: Clan | (inversién) SpsA

SpsA es una GT involucrada en la produccion de la cubierta celular durante el proceso
de esporulacion de B. subtilis (67). La funcion especifica de esta enzima, asi como la
especificidad por sus sustratos no se conoce, si bien se especula que podria participar
en la sintesis de acido teicoico y colanico, transferencia de Gal y Rha, produccién de
LPS y sintesis de celulosa y quitina por homologia de secuencia con enzimas
involucradas en estos procesos (68).

La estructura de SpsA fue resuelta por cristalografia de rayos X a una resolucion de
1.5 A. Se describié la estructura de la apo-enzima y la enzima en complejo con
UDP/Mg™* y UDP/Mn** (14). La proteina presenta dos dominios, el N-terminal
(residuos 2-100) forma un tipico dominio de union de nucleétido, con cuatro hebras-f3
paralelas flanqueadas a ambos lados por dos hélices-a. El resto de la estructura
(residuos 101-256) esta compuesta por una lamina-f mixta flanqueada por tres
hélices-a. a un lado y una al otro.

Fig. 7: Estructura cristalografica de SpsA. Se
muestra el complejo UDP-Mn*" de la enzima con
los residuos acidos que participan en la union del
nucledtido y D191, que actuaria como base
catalitica.
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En la estructura en complejo con UDP, el uracilo se une a un “bolsillo” hidrofébico (Fig.
7). En este bolsillo, el Asp 39, en el extremo de la hebra-2, une por puente hidrégeno
el N-3 del uracilo. El residuo Asp 39 es uno de los dos Asp estrictamente conservados
en miembros de la familia 2. El otro Asp (Asp 99) esta involucrado, junto con los
grupos fosfato del UDP en la coordinacién de Mn™". Asp 99 se encuentra en la hebra-
B4 y forma un motivo “DD”, variante del DXD que las GT-A presentan y que es
responsable de la coordinacion del idn divalente involucrado en catalisis. Por su parte,
Asp 98 une los hidroxilos de la ribosa. La mayor conservacion de secuencia en
miembros de la familia 2, se encuentra en el extremo N-terminal. Alli existen tres zonas
invariables, donde se encuentran los residuos descriptos que hacen contacto con el
UDP del sustrato dador (Tyr 11, Asp 39 y Asp 99). EI mecanismo de las GTs que
proceden con inversion requiere ademas de un residuo que actie como base catalitica
y provoque la deprotonacion del sustrato aceptor. Los resultados de alineamientos de
secuencias sefialan a Asp 191 como candidato, pero los datos estructurales apuntan
también a la triada formada por Asp 158, His 159 y Cys 160, que se encuentran en
una posicién adecuada para activar al aceptor, aunque ninguno de estos residuos esta
conservado. Debido a la ubicacion y la conservacion de Asp 191, éste fue propuesto
como base catalitica en SpsA.

4.4.3.ii Clan Il (retencién) LgtC

LgtC es una a-1,4-galactosiltransferasa involucrada en la sintesis de lipooligosacaridos
de la pared celular de Neisseria meningitids, transfiriendo un residuo de a-d-galactosa
desde UDP-Gal a una lactosa (41).

La estructura de LgtC es un mondmero que comprende 286 residuos organizados en 2
dominios. El dominio N-terminal es mucho mas grande que el C-terminal (residuos 1-
247 vs 248-282). El dominio N-terminal tiene un nucleo de siete laminas- rodeados
por a-hélices. Aqui se localiza la hendidura de unién del sustrato aceptor y el sitio de
unién del nucledtido-azucar, que esta formado por el plegamiento de los primeros 100
aminoacidos. El dominio C-terminal es principalmente helicoidal y media la unién a la
membrana (Fig. 8)

Fig. 8: La arquitectura global de LgtC. a, trazado de los Ca en el monémero de LgtC b, Estructura de
LgtC con sus analogos de sus sustratos unidos. El aceptor se muestra en gris oscuro, el dador en gris
claro y el manganeso en rosa c, Estructura de LgtC mostrando el dominio de unién de los sustratos N-
terminal y el dominio de unién a la membrana C-terminal. Adaptado de (41)

La estructura de esta enzima fue resuelta a 2 A de resolucion y fue cristalizada en
presencia de sustratos no hidrolizables tanto del sustrato aceptor como el donante. El
analogo del sustrato donante, el UDP-2F-Gal interacciona con residuos que estan
comprendidos entre el comienzo de la lamina -1y la hélice A (residuos 1-28). 2 loops,
provenientes de distantes secciones de la molécula, se pliegan a modo de cubierta
sobre el dador. Estos loops comprenden los residuos 75-80 y 246-251 y estan
estabilizados por interacciones con el dador. (Fig. 8 b y c). Especificamente, el uracilo
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de la molécula tiene una interaccion de stacking con la Tyr11, que lo estabiliza. El
resto de la porcion nucleotidica esta estabilizado por puentes de hidrogeno con
cadenas laterales o la cadena principal de la enzima. Finalmente, la porcion galactosil
esta estabilizada por interacciones con los residuos conservados D103, R86 y su O3”
y entre la cadena lateral de D188 y los O4” y O6”. El motivo DXD que ayuda a la
coordinacion del i6n Mg™ o Mn™ que va a estabilizar la carga del intermediario
oxocarbonio esta formado por los residuos D103 y D105 y estos residuos junto con los
fosfatos del UDP vy el residuo H244 coordinan el ién.

El analogo del aceptor es la 4’desoxy-lactosa, y no puede funcionar como aceptor pero
si lo hace como inhibidor. Este aceptor no reactivo se une en un gran bolsillo formado
por un loop entre 2 a-hélices (residuos 70-80). Este aceptor esta estabilizado por
interacciones entre el D130 (OD2) y N189 (NE2), asi como interacciones hidrofébicas
con F132 y otros enlaces de hidrogeno entre el O3 y el OH de la Y212 y la cadena
lateral de la C246 (Fig. 9)

B C

Donor Sugar [ e [z

&/ » v ]

Accepior
Sugar

Fig. 9: El sitio activo. a, El dador UDP-Gal y el azucar aceptor lactosa se muestra como modelos en
esfera y vara (rojo y verde respectivamente) en un mapa 2Fo-Fc refinado y contorneado a 1.2 o. Los
aminoacidos que interaccionan con los sustratos estan marcados. Los loops que se pliegan sobre el sitio
activo (residuos 75-80 y 246-251) estan coloreados en verde. b, Representacion de la superficie
molecular del sitio activo. UDP-Gal y 4'-desoxilactosa se muestran en forma de esfera y vara. UDP-Gal
esta casi completamente hundida en la enzima, mientras que la 4'-desoxilactosa esta unida en un bolsillo
abierto que es mas accesible al solvente. ¢, Representacion esquematica de las interacciones entre la
enzima y los analogos de sustratos. Los puentes de Hidrogeno (<3.1 A para todos las interacciones,
excepto Cys <3.5 A) se indican con lineas. Los contactos de van der Waals se muestran como
semicirculos. Las moléculas de agua no han sido incluidas. Adaptado de (41)

En este caso, los cambios conformacionales se supone que son grandes, involucrando
por ejemplo movimientos de loops sobre el sitio de unién del dador, pues nunca fue
cristalizada la apo-enzima (posiblemente debido a que estos loops desordenados le
daban baja estabilidad conformacional). Otros casos documentados en la superfamilia
GT-A, como la -4 GalT1 (15,50,69) muestran que se realizan también estos cambios
conformacionales y de una manera coordinada ion-nt-azucar-aceptor como se muestra
en la Fig. 4.

4.4 3.iii Superfamilia GT-B: Clan Il (inversién) MurG

MurG cataliza la transferencia de un residuo de GIcNAc desde UDP-GIcNAc al N-acetil
muramil pentapéptido-PP-undecaprenil, un intermediario en la sintesis de la pared
celular bacteriana. La estructura de la apo-proteina habia sido descripta un par de
afos antes (44), a una resolucion de 1.9 A La proteina consiste en 2 dominios tipo
Rossman. El dominio N-terminal comprende los residuos 7-163 y 341-357 y el C-
teminal los residuos 164-340. Ambos dominios presentan un nudcleo de laminas 3
rodeado de a-hélices. Ambos dominios presentar altisima similitud estructural
(rmsd=2.02 alineando 100 C-a) a pesar de casi nula similitud de secuencia. Ademas
estan separados por una hendidura de aproximadamente 20 A de profundidad y 18 A
de ancho en su punto mas ancho. Es en esta hendidura en donde ocurre la unién de
los sustratos y la catalisis (Fig. 10).
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W ‘§~ = Fig.10: Arquitectura estructural de MurG. El dominio N-terminal se
Var s j muestra en purpura y el C-terminal en verde. Adaptado de (44)
4 Son L

La estructura del complejo MurG/UDP-GIcNAc fue resuelta a 2.5 A (16). Ademas el
analisis de selectividad por los sustratos se extendié con el estudio cinético de
mutantes en residuos de unién a sustratos. La comparacion entre ambas estructuras
muestra que los dominios N y C-terminales son similares en presencia o ausencia del
sustrato dador. Sin embargo, en presencia de UDP-GIcNAc, se observa un cambio en
la orientacion relativa de ambos dominios que se acercan entre si unos 2.0 A, siendo
el ancho de la hendidura de 16 y no de 18 A como en la estructura de la apo-enzima.
Esto implica que el dominio C-terminal rota unos 10°, funcionando como bisagra la
region de unién entre ambos dominios, posiblemente alrededor del residuo N161. Esta
es la conformacién cerrada de MurG. El nt-azucar hace contacto con un bolsillo con
carga basica de residuos correspondientes a la regién C-terminal de la hendidura. Esta
region tiene un patron de de residuos Pro y Gly conservados junto con otros residuos
caracteristicos. La regién de unién tiene un patron de plegamiento o/p/a, con las o-
hélices ubicadas cerca de la hendidura entre los dominios N- y C-terminales (Fig. 11).
Esta caracteristica estructural, con variaciones, se encuentra conservada en la
superfamilia GT-B.

Fig. 11: Regiones conservadas en la hendidura

L‘ ” central de MurG. Porciones del N- y C-terminal de

/ MurG que conforman el sitio activo. Se observa la

.. Loop Lﬂ union de UDP-GIcNAc en el C-terminal (motivo
’-\‘E.l;&i__f; a/Bla) y algunos de los residuos involucrados. En el

N-terminal, se muestra el loop rico en Gly Nf1-Na1
y el loop NB5-Na5 (o loop HEQN) que estaria
involucrado en la unién del aceptor.

El nt-azucar hace contacto con residuos de ambas o-hélices y de los loops
adyacentes. Esta caracteristica estructural, con variaciones, puede ser identificada en
la mayoria de los miembros de GT-B. Su funcidon es la de estabilizar al fosfato-o en
ausencia de iones metalicos y también es responsable de anclar en su sitio a la ribosa
y la hexosa del nt-azucar. El fosfato-f del nt-azucar estd en contacto con el loop
denominado GGS que conecta CB1 con Cal. La posicion de este loop cambia
notablemente en la estructura de MurG con el sustrato dador: se mueve hacia abajo,
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acercandose al motivo o/p/a. Este movimiento es mediado por el contacto entre el
fosfato-f y el residuo de Ser (S192 en MurG) (Fig. 11) muy conservado en homologos
de MurG y en algunos miembros de GT-B. Es de notar aqui que la mutaciéon de
Ser192 a Ala afecta todos los parametros cinéticos, incluso la K., para el sustrato
aceptor. Dado que MurG utiliza un mecanismo secuencial ordenado, en el cual se une
primero el nt-azucar, es probable que cambios conformacionales en el loop GGS estén
involucrados en el ajuste requerido para la union del aceptor.

‘{_’ S.ltgzé, ) Fig. 12: Sitio de unién del sustrato dador. Se
a/ F284 - ‘}" - muestran los contactos entre UDP-GIcNAc y
7 G\ - " o MurG. Los aminoacidos 264, 265, 269, 288,
— }-n A » 289 y 292 se encuentran en el motivo a/p/a.
o e W > \ W S192 se encuentra en el loop GGS y N128 en
HC _{{ ’\ Q288 el loop HEQN, ambos del dominio N-terminal
¥y r "J‘i S e (16).
P F | 266 |
- n U ;2
- \H‘/-’:’ZZ 7z
L265
o E269
/-*“R164

El anillo uracilo del nt-azicar se
encuentra en un “bolsillo” delimitado de un lado por CB3 y la hebra que conecta los
dominios N y C-terminales, y por otro, por el loop GGS. La base se ancla por
interacciones de puente de hidrégeno y por el anillo aromatico de F244 que se
encuentra rotado respecto a su posicion en la enzima libre, ejerciendo interacciones de
“stacking” con el anillo uracilo y cerrando el bolsillo (Fig. 12).

Los factores que determinan la especificidad de sustrato se hacen evidentes en la
estructura del complejo MurG/UDP-GIcNAc. Por un lado, el bolsillo en que se
encuentra el anillo uracilo es demasiado pequefio para acomodar una base purinica;
mientras que los puentes de hidrogeno que estabilizan al uracilo, tendrian el efecto
contrario sobre citosina. Asi la preferencia por UDP parece deberse a una serie de
factores estéricos y electronicos. La cadena lateral de E269 hace contacto con los OH-
2"y 3" de la ribosa del UDP. El analisis de una mutante E269A y la utilizacion de un
analogo 2’-deoxi de UDP-GIcNAc muestran que esta interaccion es funcionalmente
importante y cumple un rol clave en la capacidad de MurG de discriminar entre UDP y
TDP. Por otro lado, la estructura del complejo muestra que la presencia de un
sustituyente metilico en C5 “chocaria” contra el loop GGS, lo que explica la
incapacidad de MurG de utilizar TDP-GIcNAc. Del mismo modo la selectividad por la
porcion sacaridica se debe a factores estéricos. MurG no es capaz de utilizar UDP-
GalNAc como dador, lo que indica que la presencia del OH ecuatorial en C-4 es critica.
Otras regiones conservadas implican al dominio N-terminal. Una de estas regiones
(loop HEQN) se encuentra justo frente al sitio de union de la hexosa y formaria parte
del sitio de unién del aceptor. Las otras dos regiones conservadas del dominio N-
terminal son dos loops ricos en Gly, semejantes a los loops responsables de la unién
de fosfato en proteinas que unen nucleétidos (secuencia consenso GXGXXG). En
MurG estos loops estarian involucrados en la unién del di-fosfato del Lipido I, el
sustrato aceptor (44). Finalmente, MurG se encuentra asociada a la membrana
citoplasmatica, pero carece de dominios transmembrana. La estructura revela una
region de residuos hidrofobicos rodeados de residuos basicos en el dominio N-terminal
gue ha sido propuesto como el sitio de union a la membrana bacteriana. La asociacién
a través de esta regidén permitiria que los loops G del N-terminal se acerquen a la
superficie de la membrana donde se encuentra la porcion di-fosfato del aceptor. De
esta manera, el nt-azicar dador también podria acceder a la hendidura entre los
dominios N- y C-terminales, que aloja al sitio activo.
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4 .4 3.iv Clan IV: PimA

PimA es una manosiltransferasa de Mycobacterium smegmatis encargada de transferir
un residuo de manosa a la posicion 2 del motivo del fosfatidil-inositol, para producir
fosfatidil-inositol-monomanosido. Los fosfatidil-inositol-manosidos son parte del
complejo peptidoglicano-micolilarabinogalactano que forma parte de la envoltura
celular en micobacterias, y tiene un preponderante papel en la patogenia de estas
bacterias.

1278
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Fig. 13: Estructura de PimA en complejo con el sustrato dador GDP-Man. A. Estructura completa de PimA
en complejo con GDP-Man (representado como esferas naranjas). La topologia de estructura secundaria
es B1-a1-p2-p3-a2-pB4-a3—-p5-a4-a5-B6—-a6-B7-a14 para el dominio N-terminal (arriba) y
B8-a7-B9-a8-B10-a9-B11-a10-B12-a11-13—-a12-a13 para el dominio C-terminal (abajo). B.
Distribucion de carga electrostatica en PimA. Las regiones electronegativas se muestran en rojo, azul para
las electropositivas y blanco para las neutras. C. Mapa final de densidad electrénica (2Fo-Fc) para el
GDP-Man (contorneado a 10). Los residuos de PimA en contacto con la guanosina y el anillo de la ribosa
se muestran en naranja y aquellos en contacto con los fosfatos y el anillo de la manosa en verde. Los
residuos en contacto con los fosfatos del inositol se muestran en rosa. D. Vista esquematica de los
puentes de hidrogeno entre GDP-Man y la proteina.

Esta enzima presenta el plegamiento caracteristico de las enzimas de la superfamilia
de las GT-B, con dos dominios separados por una hendidura catalitica. El N-terminal
comprende los residuos 1-169 y 349-373 y el C-terminal los residuos 170-348. El
nucleo de cada dominio esta compuesto de 7 hojas-B paralelas y rodeado de 7 a-
hélices que las conectan. El dador GDP-Man se une en un bolsillo definido por el loop
B1-a1 del dominio N-terminal, los finales de las hebras 3-8 y -9 y el loop que conecta
B-8 y a-9 del dominio C-terminal. Los puentes de hidrogeno que estabilizan al dador
se observan en la Fig. 13 c y d. De esta figura es de destacar las interacciones que
estabilizan los fosfatos, con los residuos basicos R196 y K202, una forma muy
conservada en este clan de estabilizar estas cargas negativas. El sustrato lipidico
(fosfatidil-inositol) se une en un tunel hidrofébico que se observa en el extremo N-
terminal. En este, el motivo del inositol es estabilizado por interacciones de stacking
con la Y9 (19). Ademas, del modelo se puede corroborar que la R201 estaria
estabilizando los oxigenos de los fosfatos del Pi.

En este terreno solamente se pueden hacer especulaciones, pero se ha sugerido que
la superficie del dominio N-terminal, adyacente a la hendidura catalitica y que esta
muy conservada en homélogos micobacterianos (Fig. 13 b) podria ser la responsable
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de esta asociacion, poseyendo un cluster de residuos hidrofébicos cercanos a un
cluster de residuos basicos en la hélice 2 y en el loops que conecta (-3 con a-2
(residuos 59-70). Estas hipodtesis se refuerza con los experimentos de mutagénesis
que escinden estas regiones y lo que se observa es una fuerte disminucién de la
actividad enzimatica.

4.4.4 Plegamiento GT-C

La superfamilia GT-C de reciente descripcion, comprende proteinas integrales de
membrana con dependencia por sustratos dadores que sean azucares unidos a
poliprenilos. Esta es, de las 3, la superfamilia menos descripta. No existe hasta el
momento ninguna estructura cristalina y este plegamiento ha sido descripto en base a
alineamientos y comparaciones estructurales (36). Esta superfamilia parece incluir a 8
de las familias de CAZy. Todas son proteinas fuertemente hidrofébicas, generalmente
con 8 a 13 pasos transmembrana. Existe un loop extracitoplasmatico con un motivo
DXD modificado conservado, presente como EXD, DXE, DDX o DEX. Se ha
observado que el rol de este motivo en la manosiltransferasa GPI-MT-| involucrada en
la formacion de glicosilfosfatidilinositol (GPI) es importante, pues la mutacion de los
aspartatos a alanina en el motivo anula la actividad. (70). De todos modos, las bases
mecanisticas de la catalisis en las GT-C no han sido elucidadas, siendo que no se
sabe si estos residuos de DXD estan involucrados efectivamente en la catalisis
teniendo como funcion la uniéon de un cation divalente como es el caso de las GT-A.
Cerca del extremo carboxiterminal del mismo loop extracitoplasmatico existe otro
residuo acidico conservado, que también podria estar involucrado en la catalisis, si
bien eso resta por definirse en estudios por mutagénesis sitio-dirigida. Un punto
interesante acerca de este motivo DXD es que no parece estar relacionado evolutiva
y/o filogenéticamente con los de GT-A, si bien podria tener la misma funcién (como si
fuese un caso de evolucién divergente). Como caracteristicas generales, el DXD en
GT-C se localiza hacia la porcién C-terminal de la primera hélice transmembrana y
suele estar seguido de un grupo de aminoacidos hidrofébicos. Esta forma de arreglo
se parece al DXD seguido por una lamina-B en el grupo de las GT-A, si bien no existe
una similitud estadisticamente significativa entre estas regiones en GT-A y GT-C que
se puedan constatar en el contexto de una busqueda en la base de datos genémicas
(36).

La superfamilia GT-C tiene una distribucion filética mas limitada que la que presentan
GT-A o GT-B. GT-C puede encontrarse en muchos de los genomas eucariotas
secuenciados, pero esta ausente en archea y tiene muy poca presencia en
procariontes. Ademas, otra caracteristica distintiva es el tipo de sustratos que utilizan,
que en el caso de las GT-C esta limitado a la sintesis de los derivados polisacaridicos
del dolicol fosfato, una funcién mas restringida a los eucariotes. Asi, las GT-C parecen
ser un grupo especializado, recientemente evolucionado, de funcion y distribucién
filogenética acotada, que podrian haber adquirido por evolucion divergente o por
medio de algun proceso recombinatorio el motivo DXD.

4.5 Funcion biolégica de GumK: Biosintesis del xantano

GumK es la 4° transferasa involucrada en la biosintesis del xantano. El xantano es un
exopolisacarido (EPS) acidico, producido por X. campestris. Este EPS esta compuesto
de unidades pentasacaridicas formando un esqueleto de celulosa con cadenas
laterales trisacaridicas compuestas por Man(p-1,4)GIcA(p-1,2)Man. Estas se unen a
residuos alternados de Glc del esqueleto de celulosa por enlaces tipo a-1,3 (71).
Aproximadamente la mitad de residuos de Man terminales estan sustituidos con
piruvato. Los residuos internos de Man, generalmente estan O-acetilados en el C-6. La
distribucién y el contenido de sustituyentes depende de las cepas y de las condiciones

19



Introducciodn

de cultivo (71,72). La via de sintesis del xantano ha sido caracterizada en detalle y
constituye uno de los modelos mas completos de biosintesis de EPS. El estudio de los
productos biosintéticos intermediarios producidos por varios mutantes de diferentes
ORFs permitié identificar la funcién de varios genes involucrados en la sintesis de
xantano (73-79). Algunos de estos genes estan vinculados a la sintesis de los nt-
azucares precursores, mientras que los genes relacionados con las etapas siguientes
de la sintesis del xantano estan localizados en la region xps/ o gum (73,74). La regién
gum abarca 16 kb del genoma de X. campestris y contiene 12 marcos de lectura
abierto (gumB-gumM) (GenBank U22511). Las funciones bioquimicas de los productos
de los genes gum han sido asignadas analizando la formaciéon de intermediarios y
polimeros in vitro (79). Las etapas en la biosintesis del xantano y las funciones de los
genes gum se resumen en la Fig. 14.

Regién Op eron gum Promotor
Promotora secundario

BC D EFGH I J L M
A5’ 3
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GIcA CoA-SH
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Fig. 14: A- Diagrama de la organizacion transcripcional del operén gum. Las flechas naranja muestran la
posicion de las secuencias promotoras de la transcripcion. Los ORFs correspondientes a las
glucosiltransferasas gumD y gumM estan en rojo. Las manosiltransferasas gumH y guml estan en violeta
y la glucuronosiltransferasa gumK en verde (con la posicion del promotor secundario solapado en su
region N-terminal). Los ORFs correspondientes a proteinas encargadas de la decoracion (acetil y
piruviltransferasas) estan en amarillo y en azul aquellos ORFs para proteinas encargadas de la
polimerizacion o exportacion del xantano. B- Diagrama de la ruta de sintesis del xantano.

PEP

La proteina GumD cataliza la transferencia de Glc-1-P a poliprenil-P que actia como
aceptor. Esta reaccién es reversible y constituye el primer paso en la sintesis de la
unidad repetitiva del xantano. La proteina GumM cataliza la adicién de Glc con
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formacion de un enlace B-1,4. GumH adiciona un residuo o-1,3 Man; seguida por
GumK, que adiciona un residuo de GIcA en posicion -1,2 y Guml que agrega la Man
terminal en posicion B-1,4. Las proteinas GumL, GumF y GumG agregan los
sustituyentes a partir de acetil-CoA y fosfoenolpiruvato. GumL incorpora piruvato a la
Man externa, mientras que los residuos acetato son adicionados por GumF en la Man
interna y GumG en la Man externa (79). Mutantes en gumB, gumC y gumE son
incapaces de sintetizar el polimero y se ha observado que acumulan unidades
pentasacaridicas completas. Debido a esto se ha propuesto que los productos de
estos genes actuarian en las etapas de polimerizacién y exportacion del xantano. El rol
de GumdJ no ha sido aclarado, probablemente actua en el transporte de la unidad
repetitiva ya que ha sido agrupada en la familia PST, que incluye permeasas
especificas para polisacaridos, localizadas en la membrana interna (80).
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5. OBJETIVOS

El estudio estructural-funcional de las GTs se ha convertido en un area muy prolifica
donde se estan realizando importantes avances en pos de una comprension mas
profunda del mecanismo y funciéon de este importante grupo de enzimas. Como
objetivo general de esta Tesis nos planteamos el estudio de la funcién y estructura de
GumkK, ejemplo de una GT involucrada en la sintesis de un polisacarido y miembro de
la aun no estudiada familia GT70.

5.1 Objetivos especificos

o Estudio de la funcién bioquimica de GumK: localizacién subcelular, especificidad de
sustratos.

o Estudio de la estructura molecular de GumK: Estructura de la apo-enzima y de
complejos enzima-sustrato.

o Estudio de la cinética y funcion de mutantes de unién del sustrato dador a GumK.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales y procedimientos generales

UDP-Glc, GDP-Man, UDP-GIcA, acetil-coenzima A (Ac-CoA) y B-glucuronidasa de
higado bovino se obtuvieron de Sigma. GDP-[*C]Man (280 Ci/mol) y UDP-["*C]GIcA
(300 Ci/mol) UDP-["*C]GIc (231 Ci/mol), UDP-["*C]Gal (240 Ci/mol) UDP-["*C]Xyl 300
Ci/mol fueron preparados por Susana Raffo de la Fundacion Instituto Leloir como se
describe previamente (77,81). Salvo que se indique de otra manera, las proteinas o
fracciones celulares fueron solubilizadas en buffer desnaturalizante 2X (8 M Urea,
3% SDS, 0,4 M ditiotreitol, 100 mM Tris-HCI, pH 8.8) por tratamiento a 100°C 5 min y
luego analizadas por SDS-PAGE en geles 10% vy visualizadas por tincion con
Coomassie blue R250 o por Western blot (82).

6.2 Obtencion de suero inmune contra GumK

El antisuero contra la proteina GumK fue obtenido a partir de cuerpos de inclusion
(Cl) recuperados e inyectados en conejo. Los Cl resultaron de la sobreexpresién de
la proteina en E. coli BL21(DE3)/pET29K en cultivos a 37°C, 3h en agitador a 200
rom. Las células fueron colectadas por centrifugacion 15.000 xg 10 min,
resuspendidas en buffer 50 mM Tris-HCI pH 7,5 y fragmentadas por 2 tratamientos
con prensa de French (20.000 psi). Estos extractos celulares fueron centrifugados a
3.000 xg durante 5 min a 4°C para remover agregados. Los CI fueron recuperados
del sobrenadante de 3.000 xg por centrifugacién a 13.000 xg durante 15 min a 4°C.
El precipitado fue resuspendido en 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 y lavado 2 veces en el
mismo buffer suplementado con 2 M urea y 0,5 % Triton X-100. Los CI lavados
fueron luego resuspendidos en 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 8 M Urea, e incubados con
agitacion a 4°C durante 24 h para su solubilizacion. Este sobrenadante se centrifugd
a 12.000 xg, 10 min, 4°C y el sobrenadante fue diluido hasta una concentracion 0,3
M de urea. La urea fue removida por dialisis en membranas de tamaino de poro entre
12 y 14 kDa. La proteina obtenida fue liofilizada y luego utilizada para inmunizar
ratones La inmunizacion de los ratones fue realizada por protocolos estandares. A
saber: inmunizacion con 0,1 mg de proteina por ratén, en emulsién con coadyuvante
de Freund completo para la primera aplicacion e incompleto para las siguientes
aplicaciones, una cada 10 dias. El antisuero policlonal anti-GumK obtenido fue
titulado y utilizado en diluciones que van de 1/100 a 1/1.000 en reacciones de
western blot. Anticuerpos anti IgG de ratén, conjugados a fosfatasa alcalina (Sigma)
fueron usados como anticuerpos secundarios y la deteccibn en membranas de
polivinildifluoruro (PVDF) fue realizada con los sustratos BCIP/NBT (Promega).

6.3 Cepas y plasmidos

Tabla 1: Cepas bacterianas y plasmidos utilizados
Cepa Caracteristicas relevantes Origen/referencia

Xantomonas campestris

FC2 Mutante Rif' de la cepa silvestre NRRL B-1459. (77)
XcK FC2 llevando el plasmido pGum52-18S integrado

en el genoma. Km' (79)
Xc1231 Rif Agum (73)
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Escherichia coli

JM109 F’ traD36proA+B+lacl’ A(lacA)M15/A New England
(lac-proAB) ginVV44e14-gyrA96 recA1 rel Biolabs
A1 endA1 thi hdsR17

DH5a F endA1 hsdR17 supE44 thi-1 recA1 gyrA Invitrogen
relA1 AlacU169 (¢80d/acZAM15)

BL21(DE3) F ompT hsdSg (rs" mg ) gal dcm (DE3) Novagen

B834(DE3) F-ompT gal hsdSB (rB-mB-) met dcm lon Novagen
ADE3 pLysS

Vectores y plasmidos

pCHC3 Derivado pRK293 Sall-Sall 12.4 kb del operon gum (74)
pBBRprom Derivado de pBBR1MCS-5 con promotor gum

en 5’ del MCS Gm' (83)
pET29a Ribonucleasa S en el N-terminal Km' Novagen
pET22b Histag en el C-terminal Ap" Novagen
pET29K-s Clonado Nde I-Bam HI gumk-s en pET29a esta Tesis
pET29K Clonado Nde I-Bam HI gumk en pET29a esta Tesis
pETHisKC Clonado Nde I-Xho | gumk en pET22b,

His Tag C-term esta Tesis
pBBRK-s Clonado Nde I-Bam HI gumk-s en pBBRprom esta Tesis
pBBRK Clonado Nde I-Bam HI gumk en pBBRprom esta Tesis

6.4 Construccion de plasmidos

Los plasmidos fueron construidos como se describe a continuacion: (i) pBBRK-s. La
version original del gen gumK (N° GeneBank. U22511) que de aqui en mas
denominaremos gumK-s, fue amplificada por PCR a partir de pCHC3 (74) usando
los oligonucledtidos FGKCS (5'-GGAAGACCATATGTTCCGCTGGTATG-3' [sitio
Ndel subrayado)] y BGKC (5-CGCGGATCCCTCCTCAATGTGAGAGCGCTGCC-3’
[sitio BamHI subrayado], y digerido con las enzimas de restriccion Ndel y BamHlI. El
fragmento de 902 pb fue ligado en el vector de amplio rango de hospedador
pBBRprom (pBBR1MCS-5 con la region del promotor del operéon gum insertada en
el sitio de clonado mudltiple) (83) produciendo el plasmido pBBRK-s. (ii) pBBRK. EI
ORF extendido para gumK (GeneBank N° AY170889), para el cual mantenemos el
nombre gumK, que se extiende 315 pb rio arriba de la posicion +1 de gumK-s, fue
también amplificado a partir de pCHC3 usando los oligonucleétidos FGKLS (5'-
GACACGGCATATGAGCGTCTCTC-3’[sitio Ndel subrayado)]) y BGKC. El producto
de PCR de 1217 pb fue digerido con Ndel y BamHI y ligado en pBBRprom para
producir el plasmido pBBRK. (iii) pET22HisKC. EI ORF gumK fue amplificado de
pCHC3 con los oligonucleotidos FGKL (5CACGGCCCATGGGCGTCTCTC-3’ [sitio
Ncol subrayado]) y BHisKC (5 CCGCTCGAGATGTGAGAGCGCTGC 3’ [sitio Xhol
subrayado]). El producto de PCR de 1216 pb fue digerido con Ncol y Xhol y ligado
en los sitios correspondientes del vector pET22b(+) para producir el plasmido
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pET22HisKC. Este plasmido codifica para GumK con una secuencia C-terminal
LE(H)es para su posterior purificacion. (iv) pET29K y pET29K-s. Los fragmentos
Ndel-BamHI correspondientes a los ORFs para gumK-s y gumK fueron clonados en
pET29a(+) resultando en los plasmidos pET29K-s y pET29K, respectivamente.
Todos los fragmentos clonados fueron secuenciados para verificar que la secuencia
de los genes era la correcta. Para todos los clonados realizados, los vectores e
insertos digeridos fueron mezclados en proporciéon 10/1 y ligados con 10 U de T4-
ADN ligasa (New England Biolabs) durante 2h a TA.

6.5 Medios y condiciones de cultivo.

La cepa E. coli DH5a fue usada para el clonado de genes. E. coli BL21(DE3) o E.
coli B834(DE3) fueron usadas en todos los casos para la expresion proteica. Las
células de E. coli fueron cultivadas en medio Luria Broth (82) en agitador a 200 rpm,
37°C o0 en medio DLM para la produccion de GumK sustituida con selenometioninas
(84) 100 mg/l de un set de los 20 L-aminoacidos, 25 g/l glucosa, 1g/l NH,CI, 3 g/l
PO4K>H, 0,5 g/l MgCl,.6H,0, 0,5 g/l Citrato de sodio, 30 mg/l Se-Met, 10N NaOH pH
7,5. Este medio fue suplementado con: 500 mg/l adenina, 500 mg/I uracilo, 800 mg/I
cisteina, 800 mg/l guanosina, 500 mg/l timidina, 5 mg/l tiamina, 4 mg/l d-biotina,
llamandose a este medio DLMM (por DLM modificado) Los cultivos se realizaron en
agitador a 200 rpm, 21°C X. campestris FC2 (cepa salvaje), XcK (gumk’) y Xc1231
(4gum) fueron cultivadas en medio TY (5 g/l Triptona, 3 g/l extracto de levadura y
0,7 g/l CaCly), en medio YM (5 g/l Triptona, 3 g/l extracto de levadura, 3 g/l extracto
de malta y 10 g/l glucosa) o en medio SFFM (XOL modificado) (10 g/l K;HPO,, 0,2
g/l KH;POy4, 1 g/l (NH4)2SO4, 0,001 g/l MnCl,, 0,1 g/l MgCl,,0,125 g/l Triptona, 0,125
g/l extracto de levadura, 0,125 g/l extracto de malta, 0,005 g/l FeSO, y 40 g/l
glucosa, pH 7,5). Los antibidticos fueron usados a las siguientes concentraciones
cuando correspondia: para E. coli: kanamicina, 30 pug/ml; gentamicina, 10 pg/ml;
ampicilina 200 pg/ml; para X. campestris: kanamicina, 50 pg/ml; gentamicina, 30
ug/mil.

6.6 Introduccidén de material genético en E. coliy X. campestris

La introduccion de plasmidos en E. coli y X. campestris fue llevada a cabo por
electroporacion utilizando un electroporador Gene Pulser Transfection System (Bio-
Rad). La preparacion de células electrocompetentes y las condiciones de
electroporacion fueron las especificadas por el fabricante.

6.7 Cuantificacion de la producciéon de xantano

Las cepas salvaje y mutantes (portando o no los plasmidos con los ORFs gumK'y
gumK-s) de X. campestris fueron inoculadas e incubadas por 72 h en medio SFFM
con los antibioticos correspondientes. El xantano producido es precipitado y
cuantificado por el método del cloruro de cetilpiridinio (CPC) (85) con algunas
modificaciones. Brevemente, 20 ul de sobrenadante de cultivo, conteniendo xantano
en suspension y soluciones acuosas de estandares de xantano de 0,75, 1,5, 2,25, 3
y 3,75 % fueron mezcladas con 3 ml de agua desionizada. Se agregaron 3 ml de una
solucién 0,36 % (p/v) de CPC y la mezcla fue incubada a 37°C por 1 h. Esta mezcla
fue centrifugada a 5.000 xg 20 min para separar el precipitado de CPC/xantano. Se
trazd6 una curva de calibracibn midiendo la absorbancia a 260 nm de estos
estandares de xantano. La cantidad de polisacarido producida en las muestras fue
estimada de su Aygo en relacion a la curva de calibracion.
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6.8 Fraccionamiento celular y deteccion de las proteinas

Cultivos de X. campestris fueron inoculados e incubados en medio TY hasta fase
estacionaria. Las bacterias fueron colectadas por centrifugacion, lavadas 2 veces
con agua y resuspendidas en buffer de resuspension (70 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,
pH 8,2) segun la relacién 50 equivalentes de DO/ml. Las bacterias fueron
fragmentadas por 3 pasajes a través de una prensa de French a 20.000 psi. Las
células no fragmentadas fueron removidas por centrifugacion a 2.000 xg, 4°C, 10
min. El sobrenadante fue ultracentrifugado a 100.000 xg, 4°C, por 2 h para separar
la fraccion de membranas totales de la fraccion soluble. La fraccién de membranas
totales fue solubilizada en buffer de resuspension con el agregado de 4% SDS en un
volumen equivalente al de la fraccion soluble. Se tomaron alicuotas de cada fraccion
y fueron analizadas por SDS-PAGE vy transferidas a membranas de PVDF para
deteccion por Western blot con anticuerpos policlonales anti-GumK. Como control de
la separacion de fracciones subcelulares se midié el marcador de membrana acido
2-ceto-3-deoxioctanoico (KDO) (86) y fueron analizadas por SDS-PAGE o
inmunoblot. Los sobrenadantes de 100.000 xg de E. coli fueron utilizados para la
purificacién de proteina, como se describe mas adelante

6.9 Sobrexpresion y purificacion de proteinas

6.9.1 Sobrexpresion de GumK-s y GumK

Para la expresion de GumK y GumK-s 200 ml de medio Luria Broth fueron
inoculados con E. coli BL21(DE3) con los plasmidos pET29K o pET29K-s e
incubados en un agitador giratorio a 200 rpm, 37°C. Al alcanzar una ODgg de 0,8, se
adicion6 0,5 mM IPTG vy las incubaciones continuaron a 21°C por espacio de 15-18
h. Luego de esto las bacterias fueron centrifugadas, lavadas 2 veces con 70 mM
Tris-HCI pH 8,2 y resuspendidos en este buffer a 50 DO equivalentes/ml. Las
bacterias en suspension fueron fragmentadas con 2 tratamientos con una Prensa de
French a 20.000 psi. Los extractos celulares resultantes fueron centrifugados a
2.000 y 5.000 xg para separar células intactas de debris celular, y finalmente a
100.000 xg para separar membranas totales de la fraccién soluble (citoplasma y
periplasma). Los precipitados conteniendo la fraccion de membranas fueron
resuspendidos en 70 mM Tris-HCI pH 8,2. Estos precipitados fueron usados como
fuente de enzima para ensayos de actividad previamente a contar con la enzima
purificada. Alicuotas de los cultivos inducidos y controles fueron analizadas por SDS-
PAGE. Para la inmunodeteccién del epitope His-tag se utilizé anticuerpo monoclonal
de ratén (Sigma) en dilucion 1/2.000.

6.9.2 Solubilizacion de GumK a partir de membranas

Membranas totales de X. campestris XcK/pBBRK o E. coli BL21(DE3)/pETHisKC
fueron obtenidas del precipitado de 100.000 xg como se describié en la seccién 6.8.
Para estudiar el tipo de interaccion de GumK con la membrana y ademas contar con
proteina purificada, esta fraccion fue sometida a distintos tratamientos, como se
describe a continuacién

6.9.2.i Solubilizacién por pH: tratamiento con buffer alcalino o con buffer acido
La fraccion de membranas de X. campestris XcK/pBBRK o de E. coli

BL21(DE3)/pETHisKC fue resuspendida en 100 mM Na,CO; pH 11,4 o con 100 mM
Buffer citrato pH 3,4 para obtener una concentracion final de proteinas de 5 mg/ml.
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La solucion fue incubada en hielo durante 30 min con agitacion. Luego de la
incubacién se separaron la fraccién solubilizada y el precipitado por centrifugacion a
100.000 xg durante 1 h. Las proteinas presentes en ambas fracciones fueron
detectadas por SDS-PAGE e inmunoblot. Para la inmunodeteccion del epitope His-
tag se utilizé anticuerpo monoclonal de ratén (Sigma) en dilucion 1/2.000. GumK fue
cuantificada por densitometria utilizando el software Gelworks 1D Analysis
(Nonlinear Dynamics Ltd.).

6.9.2.ii Solubilizacién con fuerza iénica o por desestabilizacion de la
membrana con EDTA

La fraccion de membranas de X. campestris XcK/pBBRK o de E. coli
BL21(DE3)/pETHisKC fue resuspendida en 10mM EDTA pH 8,2 o bien 1M NaCl (87)
para obtener una concentracion final de proteinas de 5 mg/ml. La solucién fue
incubada en hielo durante 30 min con agitacion. Luego de la incubacion se
separaron la fraccion solubilizada y el precipitado por centrifugacién a 100.000 xg
durante 1 h. El tratamiento prosiguié como se describe en el punto anterior.

6.9.2.iii Solubilizacion con detergentes no-i6nicos

Se probaron diferentes concentraciones de 2 detergentes: Triton X-100 y Tween 20.
Utilizamos una concentracion de proteinas totales de 10 mg/ml y concentraciones
variables de los detergentes (0,1, 0,5, 1, 2, 4%) buscando la concentracién minima
gue nos permitiese extraer la mayor cantidad posible de enzima. La concentracion
final que satisfizo estas condiciones fue del 1%. Las condiciones finales de
extraccion fueron: 1% Triton X-100 en agitacion suave a 4°C. Bajo estas condiciones
se recupero alrededor de un 60% de la enzima GumK presente en la membrana,
solubilizada por el detergente.

6.9.3 Purificacion de GumK solubilizada

Para la purificacién de GumK, 1 | de bacterias E. coli BL21(DE3)/pET22HisKC a una
DOe¢oo de 0,7, fue inducida con 0,5 mM IPTG e incubadas a 21°C por 15-18 h en
agitador a 200 rpm. Las bacterias fueron cosechadas, lavadas 2 veces con 70 mM
Tris-HCI pH 8,2, y resuspendidas en el mismo buffer a 20 mg/ml y fragmentadas con
el uso de la prensa de French a 20.000 psi 4°C. Este extracto celular es diluido hasta
una concentracion de proteinas totales de 5 mg/ml, con buffer 70 mM Tris-HCI pH
8,2, 1% Tritdon X-100 y es incubado con leve agitacion a 4°C por 2 h, para luego ser
centrifugado a 100.000 xg por 1h. El sobrenadante fue recuperado y filtrado con
filtros de PVDF de 0,22 um de poro. El sobrenadante filtrado, conteniendo a GumK
solubilizada fue aplicado a columnas Ni-NTA columns (GE healthcare) conectada a
un equipo de HPLC y preequilibrada en 0,5 M NaCl, 10 mM imidazol, 0,05% Triton
X-100, 20 mM Tris-HCI pH 8.0 (buffer imac A) a 0,5 ml/min. La columna fue lavada
con el mismo buffer y luego se realizé elucion competitiva con un gradiente de
imidazol (20-400 mM) en 60 min a 1 ml/min. GumK eluyé en una concentracién
aproximada de imidazol de 250 mM. La proteina fue entonces concentrada por
ultrafiltracion y se aplicé en alicuotas de 10 mg a una columna de filtraciéon por gel
Superdex 200 HR 10/30 (GE healthcare) preequilibrada en 0,4 M NaCl, 0,05 %
Tritén X-100, 50 mM Tris-HCI pH 8,0 para separar los ultimos contaminantes. La
elucion de proteinas en cada etapa se siguio por Azg. La enzima eluyé como un pico
unico, mostrando en geles SDS-PAGE una unica banda de alrededor de 45 kDa, el
peso molecular esperado. Por densitometria se estimé la pureza de la proteina como
mayor al 95%. La produccion de enzima fue de aproximadamente 20 mg/l de cultivo
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bacteriano. Esta proteina concentrada es la utilizada para los ensayos de actividad y
cristalizacion.

6.9.4 Purificacion de GumK sustituida con selenometionina (Se-Met GumK)

Para la expresion de Se-Met GumK se utilizd Ila cepa auxotrofa
B834(DE3)/pETHisKC en medio DLMM. Se observé maxima expresion de Se-Met
GumK a 21°C, 20 h, 0,5 mM de IPTG. Se purificd esta proteina de la misma manera
que GumK nativa y agregandose a los buffers de lavado y elucién TCEP (Tris 2-
carboxi-etil fosfina) 2 mM como agente reductor, evitando otros agentes con mayor
poder reductor como DTT o B-mercaptoetanol (incompatibles con columnas IMAC).
La proteina obtenida como el sobrenadante de una ultracentrifugacion de 100.000 xg
fue utilizada para la purificaciéon, que se realizé de la misma manera que para GumK
nativa. El rendimiento de la proteina sustituida fue de aproximadamente 12 mg/l de
cultivo bacteriano.

6.10 Actividad enzimatica

6.10.1 Preparacion del sustrato aceptor glicolipidico

El sustrato aceptor de GumK no esta disponible comercialmente, por lo tanto debia
ser sintetizado quimica o enzimaticamente para luego ser purificando. Por esto,
intentamos hacer una sintesis quimio-enzimatica a partir de fitanil-pirofosfato-
celobiosa (Fitanil-PP-Cel) incubado con GDP-Man en presencia de AceA, una
manosiltransferasa de Acefobacter xylinum purificada y disponible en nuestro
laboratorio. (6). Esta sintesis no fue posible, principalmente debido a problemas con
la preparacion de Fitanil-PP-Cel. Como alternativa proseguimos con la extraccion y
purificacién del sustrato natural polisoprenil-PP-glucosa-3-1,4-glucosa-a-1,3-manosa
(Poliprenil-PP-Cel-Man) a partir de su fuente natural, la membrana de X. campestris.
Para aquellas incubaciones que incluian el sustrato aceptor sin marca radioactiva
purificamos 2 pymoles de sustrato por el método de las células permeabilizadas (16).
Para ello se prepararon 20 litros de cultivo saturado de X. campestris FC2 en medio
SFFM, sin glucosa para evitar la sintesis de xantano. Este medio fue elegido por
sobre el medio YM o TY por su mejor rendimiento en unidades de DO por unidad de
volumen. Los cultivos bacterianos, al llegar a fase estacionaria (en aproximadamente
72hs) fueron colectados por centrifugacion 5.000 xg 30 min y resuspendidos en 200
ml de 10 mM EDTA. Las células fueron permeabilizadas con EDTA como se
describié anteriormente (77). Estas células asi permeabilizadas fueron utilizadas en
una incubacion con los precursores nucleotidicos 3 mM UDP-Glc y 1,5 mM GDP-
Man en buffer 0,2 M Tris-HCI pH 8,2 suplementado con 75 mM MgCl,. El producto
de esta incubacion, junto con impurezas de la preparacion, fue recuperado por
extraccion con solventes organicos: brevemente, se lavaron los precursores
nucleotidicos con 250 ml de agua 3 veces y se extraen los glicolipidos con un
volumen de 200 ml de cloroformo:metanol:agua 1:2:0.3 3 veces. Este extracto que
contiene lipido azucares intermediarios (Poliprenil-PP-Cel-Man, entre otros) sera
referido como extracto 1203. Este sustrato es almacenado a -20°C para ser usado
posteriormente. El sustrato fue finalmente concentrado bajo corriente de N, hasta 20
mM.

6.10.2 Preparacion de diferentes sustratos aceptores marcados
radioactivamente
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Para la obtencion del sustrato natural en cantidades suficientes solo para 3-4
reacciones se utilizaron 150 ul de células permeabilizadas (3-4 mg de proteina total)
que fueron incubadas con 8 mM MgCl,, 70 mM Tris-HCI pH 8,2, UDP-Glc y GDP-
['*C]Man. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 350 pl a 20°C
durante 30 min. La reaccién se detuvo con el agregado de 1 ml de 10 mM EDTA, 70
mM Tris-HCI pH 8,2. Las células fueron recuperadas por centrifugacion y lavadas
dos veces con el mismo buffer. El aceptor presente en la membrana de las células
se extrajo con tres lavados de 150 ul de cloroformo-metanol-agua (1:2:0.3 v/v/v). El
extracto fue concentrado bajo corriente de nitrégeno a un volumen aproximado de 20
Jl para ser utilizado inmediatamente en la reaccion de glicotransferencia de GumK.

La obtencion de Cel-Man-PPi se hizo de acuerdo a Garcia y col. (81). Se realiz6 una
incubacion con células permeabilizadas en presencia de UDP-Glc y GDP-[**C]Man,
para favorecer la formacién Poliprenil-PP-Cel-Man y se extrajo la fraccion de
glicolipidos (extracto 1203) que fue reducida hasta 20 ul bajo corriente de N,. Se
agregaron 160 pl de 50 % fenol y se incub6 a 70°C durante 30 min. Luego, la mezcla
fue enfriada a TA y centrifugada a 13.000 xg, obteniendo una fase acuosa y otra
fendlica. Esta ultima fue lavada tres veces con 60 ul de agua. Las fases acuosas de
cada lavado fueron juntadas y lavadas tres veces con éter etilico. La muestra
obtenida fue utilizada como aceptor en la reaccion de GumK.

El aceptor Poliprenil-PP-Cel-(Ac)Man fue preparado mediante la adicion de 0,7 mM
Ac-CoA a la mezcla de reaccion. Bajo estas condiciones, aproximadamente el 60%
de Poliprenil-PP-Cel-Man se transforma a su forma acetilada (y por ende queda un
40% no acetilado). Este sustrato mixto se denominara “aceptor acetilado mixto”. Los
extractos conteniendo el aceptor acetilado mixto fueron reducidos bajo corriente de
N, hasta un volumen de aproximadamente 15 ul y usados en ensayos de actividad.

El sustrato sintético Fitanil-PP-Cel-Man fue obtenido por incubacion con Fitanil-PP-
Cel y GDP-Man con la manosiltransferasa de A. xylinum AceA como se reporta en
(88). Brevemente, la mezcla de incubacién para preparar Fitanil-PP-Cel-Man
contenia 0,4 ng de AceA purificada, 1% Triton X-100, 6 mM MgCl,, 20 uM de aceptor
sintético Fitanil-Cel-PP y 0,25 mM de GDP-Man en un volumen final de 100 pl.
Luego de la incubacién a 37°C por 10 min, la reaccion fue detenida por la adicion de
200 ul de cloroformo:metanol (1:1) y 120 ul de agua. El aceptor glicolipidico es
recuperado en la fase organica luego de centrifugar a 6.000 xg por 5 min. El
volumen del aceptor recuperado fue reducido bajo flujo de N, hasta
aproximadamente 15 pl.

6.10.3 Ensayos de actividad de GumK

La actividad de GumK se midié mediante la transferencia de un residuo de GIcA
desde el nucledtido-azucar UDP-GIcA hacia su aceptor natural Poliprenil-PP-Cel-
Man o sintético Fitanil-PP-Cel-Man. La mezcla de reacciéon contenia 15 pl del
aceptor glicolipidico, 0,5 mM MgCly, 3% Tritén X-100 y 0,15 uCi UDP-["*C]GIcA, 70
mM Tris-HCI pH 8,2, en un volumen final de 100 pl. La reaccidon comienza con la
adicién de 1 pug de GumK purificada o 50 pg del precipitado de 100.000 xg
conteniendo GumK o GumK-s (las construcciones sin tags). Las incubaciones se
realizaron a 20°C por 30 min y son finalizadas con la adicion de 200 pl de
cloroformo:metanol (1:1) y 120 ul de agua. Esta mezcla fue centrifugada 6.000 xg 10
min, produciéndose una particion en 2 fases. La fase organica, conteniendo los
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productos liposacaridicos de reaccién, fue recuperada y la fase soluble fue
desechada. La fraccidon organica fue sometida a hidrélisis acida suave del enlace
fosfato (0,01 N HCI 10 min a 100°C) para liberar la fraccién oligosacaridica del
aceptor. La fraccion lipidica fue extraida con 0,6 ml de cloroformo:metanol (2:1). La
fase acuosa que contiene los oligosacaridos fue secada por completo y
resuspendida en 0,5 ml de piridina. Las sales remanentes fueron removidas por
centrifugacién y el sobrenadante conteniendo los oligosacaridos marcados fue
recuperado. Se cuantifico la radiactividad presente con un contador de centelleo,
midiendo el 10% de este sobrenadante. El resto de la muestra fue secada,
resuspendida en agua y analizado por TLC. Se utilizé como fase mévil una mezcla
de 1-propanol:nitrometano:agua (5:2:2). Las marcas radioactivas correspondientes a
los oligosacaridos liberados fueron visualizadas y cuantificadas usando el software
ImageQuant software en un scanner Storm 820 (Molecular Dynamics).

Para los ensayos en los que se probaron sustratos aceptores solubles en agua, la
reaccion procedié como se detalla arriba, pero en este caso, luego de la particion
organica, se recupero la fraccién soluble (donde se hallan los putativos productos de
esta reaccion). Se eliminaron las sales de estas fracciones acuosas por extraccion
con piridina y los oligosacaridos producidos en estas reacciones fueron analizados
por TLC.

Para determinar la importancia de iones metalicos en la reaccién catalizada por
GumkK, se omitio la presencia de MgCl, en la mezcla de incubacion. El efecto del
EDTA se evalud preincubando la enzima con 10 mM del agente quelante, 4°C
durante 1 h.

Para determinar la especificidad de dador, se realizaron las incubaciones como se
describe pero reemplazando el dador radiactivo con ADP-[**C]Glc, UDP-['*C]Glc,
UDP-["*C]Gal, UDP-["“C]GIcA, UDP-["*C]Xyl o UDP-GalA, UDP-GIcNac, GDP-
['*C]Man o UDP-["*C]Xyl. Los glicolipidos fueron aislados de la fase organica y se
continuaron procesando como se indico anteriormente.

6.10.4 Preparacion de oligosacaridos marcados radioactivamente usados
como estandares

Cel-Man, Cel-(Ac)Man y Glc-p-1,4-Glc-a-1,3-Man-B-1,2-GIlcA-3-1,4-Man (Cel-Man-
GlcA-Man) (estandares de trisacéarido, trisacarido acetilado y pentasacarido
respectivamente) marcados radiactivamente fueron preparados por tratamiento
acido suave a partir de los correspondientes poliprenil-difosfo-oligosacaridos,
obtenidos mediante incubaciones con células permeabilizadas como se detalla en la
seccion anterior. El tetrasacarido GlIcA-B-1,2-Man-a-1,3-Glc-3-1,4-Glc (Cel-Man-
GIcA) y su derivado acetilado (Cel-(Ac)Man-GIcA) fueron preparados por un
procedimiento similar, reemplazando células permeabilizadas de la cepa salvaje FC2
por células de la mutante de X. campestris Xcl. Esta cepa es incapaz de transferir el
ultimo residuo de manosa al tetrasacarido intermediario (79).

6.10.5 Tratamientos con B-glucuronidasa

Los tratamientos con p—glucuronidasa fueron realizados como se describe
anteriormente (60). La mezcla de reaccion contiene: 100 mM citrato de sodio pH 5,0,
30.000 cpm de oligosacaridos marcado radiactivamente, obtenido por hidrélisis acida
suave de Poliprenil-PP-Cel-Man-GIcA, y 0,4 U de B-glucuronidasa de higado bovino
en un volumen final de 50 pl (Sigma). Las incubaciones se realizaron por 8 h a 37°C
y las reacciones finalizaron con la adicion de 1 volumen de etanol. Los
sobrenadantes fueron desalados como se indica para los ensayos de actividad de
GumK y analizados por TLC usando butanol:acido acético:agua (2:1:1) como fase
movil.
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6.11 Cromatografia en capa delgada (TLC) y deteccién de oligosacaridos
radioactivos.

Las muestras de oligosacaridos obtenidas de las distintas incubaciones fueron
sembradas junto a estdndares radiactivos en placas de TLC (silica gel 60, 0,25 mm,
SIGMA). Las cromatografias se desarrollaron dos veces en 1-propanol-nitrometano-
agua (5:2:2 v/v). Los oligosacaridos radioactivos fueron visualizados con un
Phosphoimager (Storm 840, Amersham-Pharmacia) luego de una exposicion de 24 h
para 10.000 cpm por muestra/calle.

6.12 Mutagénesis sitio-dirigida

Todas las mutantes de GumK en residuos especificos fueron obtenidas con el
QuickChange Site directed mutagenesis Kit. Sobre pETHisKC (Qiagen), utilizando
los oligonucledtidos mutagénicos que figuran en la Tabla 2.

Tabla. 2: Oligonucleotidos mutagénicos

Secuencia de los primers Cambio introducido
FD157A: 5-CTATCGCGCGTGCGCCGGGCTGAGCACC -3’ D157A
BD157A: 5-GGTGCTCAGCCCGGCCGACGCGCGATAG -3 D157A
FD157E: 5-CTATCGCGCGTGCGAAGGGCTGAGCACC -& D157E
BD157E: 5-GGTGCTCAGCCCTTCCGACGCGCGATAG -3’ D157E
FD157N: 5-CTATCGCGCGTGCAACGGGCTGAGCACC -3 D157N
BD157N: 5-GGTGCTCAGCCCGTTCGACGCGCGATAG -3 D157N
FD207A: 5-GTAGGCCACGGCGTGGCCCACAACCTCGATC -3’ D207A
BD207A: 5-GATCGAGGTTGTGGGCCACGCCGTGGCCTAC -3’ D207A
FD234A: 5-GGGTCGATGCTGTTTGCCCCTGAATTTTTCGTCG -3’ D234A
BD234A: 5-CGACGAAAAATTCAGGGGCAAACAGCATCGACCC -3 D234A
FE192A: 5-GCGATGGCCGCAGCAGTAGTGAGCCGC -3’ E192A
BE192E: 5-GCGGCTCACTACTGCTGCGGCCATCGC -3 E192A
FE272A: 5-GTCATTGTCTATGGCGCAATGAAGCACGCGCAG -3’ E272A
BE272A. 5-CTGCGCGTGCTTCATTIGCGCCATAGACAATGAC -3 E272A
FR29A: 5-TTCCGCACGCCAGCTCGGGCTAACATC -3 R29A
RR29A: 5'-GATGTTAGCCCGAGCTGGCGTGCGGAA -3 R29A
FM231A: 5-GCAGTCGGGTCGGCGCTGTTTGATCCTG -3 M231A
RM231A: 5-CAGGATCAAACAGCGCCGACCCGACTGC -3 M231A
FE272D: 5’- CATTGTCTATGGCGACATGAAGCACGCG -3’ E272D
RE272D: 5-CGCGTGCTTCATGTCGCCATAGACAATG -3’ E272D
FY292A: 5-GGCATTGCGCCTGCCGCGTCGAGCAG -3 Y292A
RY292A: 5-CTGCTCGGACGCGGCAGGCGCAATGCC -3’ Y292A
FL301A: 5-GTGCCGGTGTATGCGGCAGACAGCTC -& L301A
RL301A: 5-GAGCTGTCTGCCGCATACACCGGCAC -¥ L301A
S304A: 5-GTATCTGGCAGACGCCTCAATGAAATTG -3 S304A
RS304A: 5-CAATTTCATTGAGGCGTCTGCCAGATAC -3 S304A
FK307A: 5-GACAGCTCAATGGCATTGCTGCAATAC -3 K307A
RK307A: 5-GTATTGCAGCAATGCCATTGAGCTGTC -3’ K307A
FQ310A: 5-CAATGAAATTGCTGGCATACGACTTTTTC -3’ Q310A
RQ310A: 5-GAAAAAGTCGTATGCCAGCAATTTCATTG -3’ Q310A

La fidelidad de las reacciones de mutagénesis fue confirmada por secuenciacién de
los ORF completos. La expresion y purificacion de las proteinas mutadas fue
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realizada de la misma manera que GumK salvaje. Las mutantes purificadas fueron
almacenadas a 4°C.

6.12.3 Incubaciones radiactivas para la obtencion de parametros cinéticos de
GumK 'y GumK mutada

Los parametros cinéticos fueron determinados utilizando varias concentraciones de
un sustrato (12,5-1.000 pM UDP-GIcA, 25-1.000 yM Poliprenil-PP-Cel-Man) y
manteniendo el otro a una concentracion fija (2 mM UDP-GIcA, 0,5 mM Poliprenil-
PP-Cel-Man). Los parametros cinéticos de GumK salvaje o mutantes fueron medidos
utilizando los ensayos de actividad con sustrato radiactivo (UDP-["C]GIcA en
diferentes concentraciones y actividad especifica). Las incubaciones se realizaron
agregando 0,5 ug de GumK en un volumen de 100 pl. Uno de los 2 sustratos fue
agregado a concentraciones saturantes (aproximadamente 10 veces la K, para
UDP-GIcA y aproximadamente 3 veces la K, del aceptor, pues la cantidad y
solubilidad de esta molécula era limitada) y el restante a concentraciones variables
para graficar los puntos de las curvas. La incubacion incluia 2% Triton X-100 y se
realizaba en buffer 20 mM Tris-HCI pH 8.0. El tiempo de incubacién es de 2 min. La
reaccion se detenia mediante el agregado de 200 ul de 1:1 cloroformo:metanol y 120
Ml de agua. La extraccion de los productos radiactivos se realizd6 como se describe
en la seccién 6.10.3. Cada incubacién se realizé por triplicado y los resultados
mostrados son el resultado promedio de estas 3. Los parametros cinéticos fueron
obtenidos de graficos de Lineweaver-Burk y utilizando el programa de calculo de
constantes cinéticas Prism4. En todos los casos, el error estandar no supero el 5%.

6.13 Cristalizacion
6.13.1 Apo-proteina

Las condiciones iniciales de cristalogénesis fueron obtenidas utilizando el método de
la gota colgante en placas utilizando los buffers de cristalizacion Crystal Screen kits
(Hampton Research). La busqueda de las condiciones iniciales de cristalizacion se
llevo a cabo utilizando volumenes de reservorio de 500 ul. GumK, luego de ser
purificada, fue concentrada mediante ultracentrifugacién hasta 20-23 mg/ml. Los
cristales fueron obtenidos mezclando 2 pl de proteina con 2 ul de los buffers de
cristalizacion consistentes en 30% PEG 4000, 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5 y como co-
precipitante A) 0,2 M Li,SO,, B) 0,2 M MgCl, o C) 0,2 M acetato de sodio. Los
cristales obtenidos mostraron una forma romboidal, creciendo hasta un tamafio final
de 0,2 x 0,1 mm en 3 semanas a 20°C. La optimizacion fue lograda mediante suaves
variaciones alrededor de las condiciones iniciales, variando la concentracion de las
sales (Li.SO4, MgCl,, 0 acetato de sodio) o el PEG. El pH 6ptimo de cristalizacién fue
ajustado mediante el uso buffers Tris-HCI y fosfato en el rango de 6-9. Asimismo, se
logro una mayor optimizacion con el uso de Hampton Research Additive y Detergent
Screens 1, 2 y 3. Finalmente, los cristales de mejor forma y tamano y que mejor
difractaban se obtuvieron mezclando 3 ul de proteina con 1 ul del buffer de
cristalizacion optimizado (35% PEG 3350, 0,1 M Tris-HCI; 0,2 M Li,SO,, 0,1 M CsCl,
pH 8,2). Con esto se obtuvieron cristales de 0,3 x 0,15 mm que polarizaban
fuertemente la luz. Previo a la coleccion de datos, los cristales fueron transferidos a
solucion crioprotectora 35% (w/v) PEG 3350; 0,1 M Tris-HCI; 0,2 M Li»SO,, pH 8,2
por 1 min y congelados en nitrégeno liquido para su posterior analisis.
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6.13.2 Complejo GumK-sustrato

Para la obtencion de este complejo se realizaron 2 series de experimentos: en
primer lugar se intentdé co-cristalizar a GumK en presencia de 10 mM UDP-GIcA.
Esta aproximacion no funciond, pues en estos experimentos solo se obtuvieron
cristales de apariencia heterogénea y que no difractaban los rayos-X. Como
segunda opcién se realizaron experimentos de inmersion de los cristales en buffer
de cristalizacion suplementados con 10 o 100 mM UDP-GIcA por espacio de 30 min
a 8 hs. Luego de la inmersion estos cristales fueron congelados en nitrégeno liquido
y se colectaron grupos de datos de difraccién en el sincrotron LNLS, Campinas, SP,
Brasil. También se realizaron experimentos de co-cristalizacién en presencia del
sustrato aceptor natural Poliprenil-PP-Cel-Man purificado de membranas de X.
campestris. Los tiempos de inmersion fueron de 1, 3 y 8 hs en este caso con una
concentracion final de 10 mM.

6.14 Métodos bioinformaticos

Para la prediccion de semejanza estructural, estructura secundaria o alineamientos
de secuencia se utilizaron los programas o servidores Dali, BLAST, Jpred,
disponibles en el server EXPASY (http://expasy.org/). Para la prediccion de dominios
transmembrana se utilizé el programa DAS (Dense alignment surface method) que
se encuentra disponible en (http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/) (89). La prediccién
de coiled-coils se realiz6 con el server de prediccion disponible en
(http://www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html) (90). Los calculos de
potencial electroestatico de superficie de la proteina se realizaron segun el algoritmo
de Poisson-Boltzmann y se visualizaron por Pymol (DeLano Scientific LLC).

6.15 Mediciones de tamano molecular de GumK en solucién

Las mediciones de dispersion de luz para tamano de particula en GumK se
realizaron en HPLC LKB 2248, en columnas de filtracion por gel S-200 (GE
healthcare), utilizando un detector de luz UV variable Waters 486 y un refractometro
diferencial LKB para las mediciones de indice de difraccidén. La concentracién de
GumK era de 20 mg/ml y la masa total de proteina fue de 400 ug.

6.16 Resolucion de la estructura cristalina de GumK

6.16.1 Caracterizacion cristalografica preeliminar del cristal nativo

Los sets de datos de difraccidn de rayos X fueron colectados a partir de cristales
Unicos a 110 K en los sincrotrones de NSLS, Brookhaven National Laboratories, NY,
EEUU, en la linea X12C (1=1,100 A) equipada con un detector del tipo ADSC Q210.
Los datos de difraccion fueron procesados utilizando los programas MOSFLM,
SCALA y TRUNCATE del pack de programas CCP4 v5.0.2 (91). Los datos fueron
integrados y procesados hasta una resolucion de 1,9 A. Para este grupo de datos de
GumK nativo en total se procesaron 240 imagenes de difraccion de un angulo de
oscilacion de 0,5°.

6.16.2 Coleccion de datos de difraccion e informacién de fases
Se tomaron cristales de derivados isomorfos de Platino luego de inmersién de 2h en

buffer de cristalizacién optimizado suplementado con 10 mM de K,PtCl,. Estos
cristales fueron congelados en corriente de N, utilizando el buffer de cristalizacién
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como crioprotector. Se realizaron escaneos de fluorescencia sobre el cristal derivado
para determinar correctamente los valores de f y f’ correspondientes y se
determinaron los valores de pico e inflexion de la curva de fluorescencia,
correspondiendo a longitudes de onda: 1,0718 y 1,0722 A respectivamente. Se
colectaron sets de datos de difraccién por rayos-X en ambas longitudes de onda a
una temperatura de 100 K usando radiacion de sincrotrén (linea X12C, NSLS, BNL,
EEUU) en un detector ADSC Q210 modificado. Cada set de datos consté de 240
imagenes de difraccién de 0,5° de oscilacién. Las intensidades de las reflexiones
fueron integradas usando MOSFLM v6.2.3, agrupadas con SCALA v3.2.5 y
reducidas con Truncate (91). La estructura fue resuelta con un experimento de MAD
usando 2 longitudes de onda (A=1,0718 y 1,0722 correspondientes a los puntos del
maxima e inflexion del derivado de Pt). Por calculos de ocupancia y medicion por
métodos directos segun el programa SHELX se encontraron 4 o mas atomos de
platino unidos a la estructura. Las posiciones, factores B de temperatura y
ocupancias de estos atomos fueron refinadas usando Sharp (92). Luego de 6 rondas
de refinamiento e inspeccion de mapas de Fourier residuales, se identificaron 4
posiciones de platino en la estructura. La modificacién de la densidad de solvente se
realizo usando los programas DM y Solomon (91). Todo este procedimiento resulto
en un mapa de densidad electrénica interpretable. Parametros estadisticos como el
phasing power andmalo mostraban que se podia obtener informacion de fases a una
resolucién de 2,5 A. La extension de fases y el refinamiento final de la estructura se
realizo con los datos procesados para el cristal nativo descrito anteriormente. Una
fraccion del 5% de los datos de difraccién fueron dejados aparte para los calculos de
Rfree-

6.16.3 GumK en complejo con UDP

Los datos de difraccion fueron colectados en la linea DO3B-MX1, LNLS, Campinas,
SP, Brasil, a una longitud de onda A= 1,427 A, a 100 K en un detector CCD
(MarResearch). Los grupos de datos fueron integrados y procesados con los
programas MOSFLM, SCALA y TRUNCATE del set de programas CCP4. Para la
construccién de modelos y mapas de densidad se utilizo el programa ARP/WARP
con las fases de la apo-enzima como modelo para el trazado de la proteina. Como
resultado de este procedimiento se obtuvieron mapas de densidad atéomica y
coordenadas para la gran mayoria de las posiciones atébmicas de la proteina. Estas
coordenadas fueron refinadas por Refmac o a mano en Coot (93,94). Luego, en
mapas de densidad atdmica 2Fo-Fc se busco la densidad atémica correspondiente a
la posicion del sustrato.
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7. RESULTADOS

7.1 Andlisis de la funcién del gen gumK por complementacién funcional

Una de las lineas de trabajo de nuestro laboratorio ha sido el estudio de la funcion y
estructura de las proteinas encargadas de la sintesis del xantano. El analisis de los
intermediarios biosintéticos producidos por mutantes genémicos de diferentes ORFs
del operén gum fue el punto de partida para estos estudios. El analisis de los
intermediarios producidos por XcK (mutante gumK™ de X. campestris) (79) mostraban
que esta mutante acumulaba Poliprenil-PP-Cel-Man, indicando una deficiencia en la
actividad de transferencia del residuo de acido glucurénico a la subunidad
pentasacaridica del xantano, Poliprenil-PP-Cel-Man-GIlcA-Man. Para confirmar que el
ORF gumK se correspondia con la proteina GumK (y por ende con la actividad de [3-
glucuronosiltransferasa), se llevo a cabo un experimento de complementacion con la
mutante XcK portando el plasmido pBBRK-s (que contiene el ORF de 890 pb
postulado para gumK, Fig. 15). El plasmido pBBRK-s deriva del vector modificado
pBBRprom, que es a su vez un derivado de pBBRMCS5 (95) con el agregado de toda
la regién promotora del operén gum hacia el 5 del sitio de clonado multiple. Este
vector estd especialmente disefiado para emular lo mejor posible la situaciéon en el
genoma de la bacteria. El objetivo es evaluar lo mas fehacientemente posible los
resultados de complementacion in vivo de la mutante XcK. Asi, el exopolisacarido
xantano, en caso de ser producido, fue aislado y cuantificado de cultivos de fase
estacionaria de las cepas FC2 (salvaje) y la mutante XcK portando los plasmidos
pBBRprom o pBBRSK-s. Sorprendentemente la cuantificacién del polisacarido
producido por XcK/pBBRK-s fue un 95% menor que la de la cepa salvaje, mostrando
que la complementacién habia sido nula, si bien habiamos verificado previamente por
western blot la expresion de la proteina a niveles satisfactorios (Fig. 17)

Al inspeccionar mas detenidamente la secuencia nucleotidica del operén gum, se hizo
inmediatamente evidente que gumK se podia extender 315 pb hacia el extremo &’
usando un nuevo cododn de iniciacion ATG que respeta el marco de lectura. Para este
nuevo ORF extendido se mantuvo el nombre gumK (nimero de acceso GeneBank
AY170889). Consecuentemente el nombre para el ORF mas corto de gumK fue
cambiado a gumK-s. Se encontr6 una secuencia del tipo Shine-Dalgarno 8
nucledtidos rio arriba de este nuevo codén de iniciacion (Fig. 15)

gumK :
J K L
gum L gum S>| gum >

11,000 12,00. 13,000 14,000
rt Y Y Y Nkt Y Y SN My it MY SN TN Ml i

Longitud kDa
PET29K, pBBRI pET22HisK C ==t 400 44.4
PET29K-s, pBBRKs S — 295 325

GCAAAGGACACGGCCTATGAGCGTC.. ..TGT GGAAGACGCCATGTTCCGC..
M S V.. M F R.

Fig 15: Mapa parcial y organizacion genética del operén gum de X. campestris. Las flechas indican los
ORFs. Los numeros de nucledtidos se refieren al operén gum (GenBank U22511). También se presentan
los ORFs gumJ y gumL orientados en la misma direccion. Las regiones 5’ de los ORFs gumK 'y gumK-s
estan representadas mostrando los primeros residuos de cada proteina. Los potenciales sitios de unién a
ribosomas estan subrayados. Ambos ORFs fueron clonados produciendo los plasmidos que se indican.
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El gen gumK de 1.203 pb fue clonado en pBBRprom y el plasmido resultante pBBRK
fue introducido en la mutante XcK. En este caso se observa que la sintesis de xantano
se reestablece a niveles comparables a la cepa salvaje (Fig. 16). Este resultado fue la
primera confirmacion de que es el gen de 1.203 pb el que restaura en la mutante la
actividad glucuronosiltransferasa.

Porcentaje de producciéon de xantano
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Fig. 16: Produccién relativa porcentual de xantano en la mutante XcK portando el plasmido pBBRK,
pBBRK-s o pBBRprom. Los resultados presentados representan la media de al menos 3 mediciones
independientes.

7.2 GumK se expresa en Xanthomonas campestris a partir de un ORF mas
extendido, localizandose en membranas

La secuencia de GumK-s es 105 residuos mas corta que la de GumK (Fig. 15, 295
residuos vs 400 residuos). Con el objetivo de establecer cual de estas proteinas se
expresa in vivo, se realizaron ensayos de western blot usando suero de ratones con
anticuerpos anti-GumK. Una proteina con peso molecular de 44 kDa fue detectada en
extractos de membrana de X. campestris salvaje FC2 (Fig. 17, calle 1). Este valor se
corresponde con el valor de peso molecular de GumK, lo cual indica que la proteina de
44 kDa representa la proteina expresada por la cepa salvaje. En este mismo ensayo,
se separaron las fracciones soluble y de membrana (MyM seccién 6.8) en cada una de
las cepas analizadas. De esta manera se pudo establecer la localizacién subcelular de
GumK tanto en la cepa salvaje, mutante y mutante complementada. En la fraccion de
membranas de la cepa salvaje se observo una Unica banda correspondiente a GumkK,
que estaba ausente en la cepa con deleccién de todo el operon gum (Xc1231) y en la
mutante XcK, indicando que efectivamente la senal de 44 kDa corresponde a GumK
(Fig. 17 calles 9-12). La enzima también fue detectada en la mutante complementada
XcK/pBBRK y en XcK/pBBRK-s, asi como en Xc1231/pBBRK. Interesantemente, en la
mutante Xc1231/pBBRSK la enzima se localizd6 en membranas de la bacteria,
indicando que la unibn a membranas ocurre aun en ausencia de las demas proteinas
del operdon gum, tal vez descartando una asociacion funcional entre GTs, flipasas y
demas componentes de la maquinaria de biosintesis y exportacién del xantano.

Estos resultados claramente muestran que la proteina de 44 kDa se sintetiza en la
cepa salvaje a partir del gen gumK de 1.203 pb. Ademas la proteina activa se
encuentra en la membrana de la bacteria. Lo primero que notamos (y que luego
confirmamos en la estructura cristalografica) es que esta proteina no presentaba
hélices transmembrana. Por ende la proteina seria periférica de membrana,
posiblemente unida mediante interacciones del tipo electrostaticas/hidrofébicas.

36



Resultados

También existia la posibilidad que hubiera interaccion con la membrana a través de
hélices anfipaticas, posibilidad que fue descartada por estudios de predicciéon por
secuencia y analisis de la estructura cristalina. La localizacion en membranas también
se observa en otras GTs involucradas en la via biosintética del xantano (96) (datos no
publicados de nuestro laboratorio) o de acetano (88), indicando que GTs involucradas
en la sintesis de EPS pueden unirse a membrana de manera intrinseca, es decir sin
asociarse a otros componentes de la maquinaria biosintética.
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Fig. 17: Deteccion por western blot y localizacion subcelular de GumK en la cepa salvaje FC2 de X.
campestris y en distintas cepas mutantes. Las fracciones de membrana (M) y soluble (S) fueron
preparadas como se describe en MyM seccion 6.8. Calles 1 y 2 correspondientes a la cepa salvaje FC2,
Calles 3 y 4 cepa Xc 1231/pBBRK, calles 5 y 6 cepa XcK/pBBRK, calles 7 y 8 cepa XcK/pBBRK-s. Las
calles 9-10 (cepa mutante XcK) y 11-12 (mutante Xc 1231) son controles negativos.

7.3 Produccién y purificacion de GumK

7.3.1 Solubilizacion

Para su purificacion GumK fue subclonada en el vector de expresion procariético
pET22b, codificando para una proteina con una cola de polihistidina (Hisg) en su
extremo C-terminal. El plasmido que codifica esta proteina recombinante, pETHisKC
fue introducido en la cepa de E. coli BL21(DE3) y la proteina fue sobrexpresada segun
las condiciones descriptas en MyM seccion 6.9.3.

Una prominente banda de alrededor de 45 kDa para GumK pudo ser observada en
extractos celulares de cultivos de E. coli BL21(DE3)/pET22HisKC inducidos con 0,5
mM IPTG (Fig. 18A calle 1) a una temperatura de 37°C. GumK inducida en estas
condiciones precipitaba mayormente como ClI, sin actividad enzimatica, y por ende no
aptos para estudios bioquimicos o estructurales (Fig. 18A calle 2). Asi, como primer
paso necesitdbamos inducir la expresion de la proteina de manera tal que no se
produjeran Cl. Para ello hubo que buscar condiciones mas suaves de induccién. Se
probaron combinaciones de diferentes condiciones, variando concentracion de
inductor, tiempo y sobre todo temperatura de induccién para obtener la mayor cantidad
de proteina activa. La combinacién éptima fue: induccién a una DOgq de 0,7, 0,5 mM
IPTG, 15-18 hs a 21°C y 200 rpm en agitador rotatorio. Bajo estas condiciones
obtuvimos la mayor proporcion de proteina activa (Fig. 18B).
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Fig 18: Sobrexpresion de GumK a 37°C (A) y a 18°C (B): Calle 1: extracto crudo del cultivo de E. coli
BL21(DE3)/pET22HisKC . Calle 2: precipitado de 5.000 xg (fracciéon en la que precipitan los cuerpos de
inclusién). Calle 3: precipitado de 100.000 xg (fraccién de membranas. Calle 4 sobrenadante de 100.000
xg (fraccion soluble).

En segundo lugar necesitdbamos solubilizar la enzima de la membrana bacteriana
para realizar ensayos bioquimicos y estudios estructurales. Ya habiamos observado
que GumK era una proteina localizada en membranas. Como la naturaleza exacta de
esta interaccibn no estaba en claro, iniciamos una serie de tratamientos para
solubilizar a GumK de las membranas. Una de las posibilidades mas factibles era que
la interaccién fuera del tipo hidrofébica y/o electrostatica. Los primeros tratamientos
que probamos para solubilizar GumK fueron de extraccion con alta fuerza idénica o con
pHs extremos. En la Fig. 19 observamos que los tratamientos con carbonato de sodio,
buffer citrato o EDTA no tienen efecto y no solubilizan a la enzima. Por otro lado, se
observa que el tratamiento con NaCl produce la solubilizacion de proteina. El resultado
se observa en la Fig. 19A donde se puede apreciar que una fraccién del 20-30%
(calculado por densitometria) de proteina parece haberse solubilizado, pero la mayor
parte se mantiene en membrana. De todos modos, el mayor problema se observo a
las pocas horas de haber obtenido esta fraccion solubilizada, donde se constato la
total precipitacion de la enzima (datos no mostrados).
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Fig 19: Solubilizacién de GumK por tratamiento con fuerza iénica o pHs extremos: A) 1M NaCl B) 10 mM
EDTA pH 8,0 C) 100 mM Buffer citrato pH 3,4 D) 100 mM Carbonato de Sodio pH 11,4. P y Sn se refiere a
precipitado y sobrenadante de 100.000 xg (fracciones de membrana y soluble respectivamente). M es la
fraccion de membranas de E. coli BL21(DE3)/pET22HisKC conteniendo GumK.

La insistencia con usar sales en la solubilizacion tenia una razén: en caso de ser
necesario recurrir a técnicas espectroscopicas con GumkK, las sales pueden ser
eliminadas, intercambiadas por otras y en general no interfieren a la hora de hacer
mediciones. En cambio los detergentes en general tienen sefial propia (en mediciones
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de dicroismo circular, al UV o fluorescencia) y esto hace que estos estudios sean mas
dificiles de realizar.

De todos modos, la extraccion con sales no habia sido satisfactoria, especificamente
porque no era capaz de mantener a la proteina en solucién. Por ende utilizamos
detergentes no idnicos como Triton X-100 o Tween 20 para extraer y solubilizar
efectivamente a GumK de membranas. La Fig. 20 muestra que las condiciones finales
de extraccion fueron: 1% Triton X-100 en agitaciéon suave a 4°C. Bajo estas
condiciones se recuperdé alrededor de un 60% de proteina soluble y activa.
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Fig 20: Solubilizacién de GumK a partir de extractos crudos de E. coli BL21(DE3)/pET22HisKC. Se utilizo
una concentracién de proteina total de 10 mg/ml. Se muestra el precipitado (P) y sobrenadante (Sn) de la
ultracentrifugacion a 100.000 xg para tratamientos con diferentes concentraciones de Tritén X-100.

7.3.2 Purificacion

Las células de E. coli BL21(DE3)/pET22HisKC fueron cultivadas e inducidas como se
describe en la seccion anterior. La proteina fue purificada por interaccién con una
matriz de Ni-NTA a través de su cola de poli-His y eluida con un gradiente de 20 a 400
mM de imidazol. La proteina asi obtenida fue concentrada y se pudo observar que
eluia junto con algunos contaminantes (Fig. 22). Estos contaminantes fueron
eliminados por filtracion en columna de exclusidon por volumen Supedex S-200. La
pureza final fue mayor al 95% (Fig. 21 calle 6 y Fig. 22). En teoria esta pureza es
suficiente para comenzar ensayos de cristalizacion para el estudio de la estructura de
esta GT. El rendimiento final fue de de 20 mg/ml.
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Fig. 21: Expresion de GumK. La calle 1 muestra las proteinas solubles de la cepa E. coli
BL21(DE3)/pET22b luego de induccion con IPTG (control negativo). Calle 2: Proteinas solubles de E. coli
BL21(DE3)/pET22HisKC no inducido (control negativo). La calle 3 muestra la fraccion de proteinas totales
en E. coli BL21(DE3)/pET22HisKC luego de induccion segun las condiciones ya descriptas. Calles 4 y 5:
precipitado y sobrenadante de 100.000 xg luego de fragmentacion con prensa de French de E. coli
BL21(DE3)/pET22HisKC y tratamiento de proteinas totales con 1% Triton X-100. La calle 6 muestra a
GumkK purificada. La flecha indica la posicion de His-GumK con un peso molecular de ~45 kDa.
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Fig. 22: Purificacion de GumK-HisTag. Se muestran las fracciones separadas por ultracentrifugaciéon de
100.000 xg (precipitado y sobrenadante). GumK es purificada a partir del sobrenadante de 100.000 xg que
contiene la proteina soluble y activa.

7.4 Analisis de la actividad enzimatica de GumK
7.4.1 GumK es una glucuronosiltransferasa

Hasta ahora teniamos pruebas genéticas de la actividad enzimatica de GumK. A fin de
analizar mas directamente esta actividad, desarrollamos un protocolo de incubaciones
in vitro con la proteina purificada y sus putativos sustratos (75,77). Como sustrato
hemos utilizado un extracto glicolipidico de X. campestris enriquecido en el aceptor.
Células de X. campestris permeabilizadas con EDTA incubadas con UDP-Glc y GDP-
Man como azlcares donantes acumulan principalmente Poliprenil-PP-Cel-Man en el
extracto organico. GumK fue incubada con UDP-['*C]GIcA en presencia o ausencia del
glicolipido aceptor. Seguidamente se determind la incorporacién de [“C]GIcA en la
fase organica. No se observo incorporacién de radioactividad en la fase organica al
realizarse incubaciones en ausencia de enzima (controles negativos). Por el contrario
se observd la incorporacion de radioactividad en la fase organica en incubaciones
conteniendo GumK y el aceptor glicolipidico. Esto ratifica que GumK es una
glucuronosiltransferasa. Los oligosacaridos fueron separados de la fraccién lipidica
solubilizandose en la fraccién acuosa mediante hidrdlisis acida suave usando 0,01 N
HCI, indicando que los azucares estan unidos a la fraccion lipidica a través de un
puente pirofosfato. Este comportamiento es similar al del autentico Poliprenil-PP-Cel-
Man-GIcA producido por X. campestris. Los oligosacaridos liberados, marcados
radiactivamente fueron analizados por TLC. Se detecté un compuesto radioactivo que
comigra con autentico Cel-Man-GIcA (Fig. 23, calle 1), indicando que el oligosacarido
era un tetrasacarido conteniendo GIcA.

Para confirmar que Poliprenil-PP-Cel-Man era el aceptor del residuo de GIcA se
prepard Poliprenil-PP-Cel-["*C]Man utilizando células permeabilizadas de X.
campestris. El aceptor marcado se incubé en presencia de UDP-GIcA y GumK. El
material radioactivo fue tratado con hidrdélisis acida suave y analizado por TLC. En
incubaciones sin enzima se observo la presencia de Cel-Man no modificada (Fig. 23,
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calle 3). Por el contrario, un tetrasacarido que migra junto con Cel-Man-GIcA fue
observado cuando se realizd una incubacion con GumK (Fig. 23, calle 2). Estos
resultados confirman que GumK cataliza la transferencia de un residuo de acido
glucurénico de UDP-GIcA a Poliprenil-PP-Cel-Man dando como producto final
Poliprenil-PP-Cel-Man-GIcA.
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Fig. 23: Analisis por TLC de los oligosacaridos liberados
luego de los ensayos de actividad

Pentasacarido » glucuronosiltransferasa. Las incubaciones se realizaron
.__ en presencia de GumkK, Poliprenil-P-P-Cel-Man vy

UDP["C]GIcA (calle 1); GumK Poliprenil-PP-Cel-
[“CIMan y UDP-GICA (calle 2) o incubaciones en
ausencia de enzima, PoIipreniI-PP-CeI-[MC]Man y UDP-
GIcA (calle 3). Trisacarido, tetrasacarido y pentasacarido
se refieren a Cel{'*C]Man, Cel-["*C]Man-GIcA y Cel-
[14C]Man-GIcA-Man usados como estandares (ST).

LR

Finalmente, tampoco se observdé actividad enzimatica cuando se realizaron
incubaciones conteniendo GumK-s (proteina de 295 residuos), el aceptor glicolipidico
y UDP-["*C]GIcA, indicando que es la proteina GumK (de 400 residuos) la que lleva a
cabo la actividad glucuronosiltransferasa.

7.4.2 Caracterizacion del enlace glucuronosil-glicosidico

Se utilizé B-glucuronidasa de higado bovino para determinar la estereoquimica del
enlace Man-GIcA producido por GumK. El tetrasacarido (Cel-Man-GIcA) obtenido
marcado en [“C]GIcA o en [“C]Man fue digerido con B-glucuronidasa. Como se
muestra en la Fig. 24, calle 2, la digestién del tetrasacarido marcado con [*C]Man
produjo un trisacarido [“C]Man que migra junto con Cel-Man, mientras que el
tetrasacarido marcado con ['“C]GIcA libera [“C]GIcA libre (calle 4). El auténtico
Poliprenil-PP-Cel-Man-GIcA obtenido en incubaciones con células permeabilizadas es
también sensible a la B-glucuronidasa (calles 6 y 8). Estos resultados son consistentes
con un enlace B-glucuronil para la unién Man-GIcA. Estos resultados indican que la
estereoquimica del enlace formado es 3, siendo GumK una 3-glucuronosiltransferasa.
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Fig 24: Andlisis por TLC de los oligosacaridos liberados luego del tratamiento con B-glucuronidasa. El
Trisacarido (CeI-[MC]Man), tetrasacarido (CeI-[MC]Man-GIcA) (calle ST) y [14C]-G|cA (calle ST) se
utilizaron como estandares. Se muestra el tetrasacarido (Cel-['*C] Man-GlcA) obtenido en una incubacion
con GumK antes (calle 1) y después (calle 2) del tratamiento con B-glucuronidasa. Se muestra el
tetrasacarido (Cel-Man-["*C] GIcA) obtenido en una incubacion con GumK antes (calle 3) y después (calle
4) del tratamiento con B-glucuronidasa. Tetrasacarido (Cel-[14C]Man-GIcA) obtenido en una incubacion
usando células de la cepa salvaje FC2 permeabilizadas con EDTA, antes (calle 5) y después (calle 6) del
tratamiento con B-glucuronidasa. Tetrasacarido (CeI-Man-[MC]GIcA) obtenido en una incubacion utilizando
células de la cepa FC2 permeabilizadas con EDTA, antes (calle 7) y después (calle 8) del tratamiento con
B-glucuronidasa.

7.4.3 Utilizacion de cationes divalentes

En las incubaciones in vitro que realizamos con GumK utilizamos cationes divalentes,
especificamente 5 mM MgCl,. GumK es una GT-B, y por ende no necesita de la
estricta presencia de cationes divalentes en la mezcla de reaccion, si bien la actividad
de esta enzima esta afectada por la presencia de éstos. Por esta razon decidimos
estudiar el comportamiento de GumK en presencia de otros cationes ademas del Mg*”
o bien en ausencia de éstos. Las incubaciones se realizaron como se indica en MyM,
seccion 6.10.3. Los resultados se muestran en la Fig. 25 y muestran que el catién
optimo para la funcion de GumK es el Mg™, si bien con otros cationes divalentes como
el Ni, Ca, Co o Mn tiene una actividad que ronda el 60-90% de lo observado con Mg*".
Interesantemente, en incubaciones en ausencia de cationes (y con 10 mM EDTA
como agente quelante), la actividad se reduce aproximadamente un 50% en todos los
casos, pudiendo considerarse a esta actividad como el valor “basal’. Esta no estricta
dependencia de la presencia de cationes divalentes es una evidencia bioquimica
directa de que GumK es una GT-B, y era esperable este comportamiento, también
observado en otras GT-B. También se observa que el Zn** anula la actividad de la
enzima por razones que desconocemos. De estos resultados se desprende que
bioquimicamente, GumK tiene un comportamiento esperable para una GT-B, con
actividad aumentada en presencia de divalentes (especialmente para Mg*™ y Mn™),
pero reteniendo un porcentaje de esta actividad aun en ausencia de cationes.
Coincidentemente, en la estructura de GumK no hemos encontrado un ién Mg*™* que
ayude a coordinar los fosfatos del dador o alguna indicacién de otra funcidon como
cofactor en la catalisis, por lo que no podemos adjudicarle a estos iones ninguna
funcién evidente.
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7.5 Especificidad de aceptor para GumK
7.5.1 Cel-Man

En primer lugar, analizamos si GumK es capaz de lograr la transferencia de un residuo
de acido glucurdnico en un aceptor trisacaridico sin lipido. Cel-["*C]Man se obtuvo por
tratamiento con hidrdlisis acida suave y fue incubada con GumK y analizada por TLC.
La Fig. 26A presenta evidencia de que el puente pirofosfato y/o la fraccion lipidica son
indispensables para el reconocimiento del sustrato y/o la actividad catalitica, pues la
enzima no pudo transformar este trisacarido en el producto tetrasacaridico.

7.5.2 Pi-Cel-Man y PP;-Cel-Man

En la Fig. 26B observamos que la porcion sacaridica del aceptor no era reconocida por
la enzima. Decidimos entonces hacer un analisis mas pormenorizado, seccionando la
molécula aceptora para entender la importancia de cada uno de sus componentes. Por
esto decidimos obtener P-Cel-Man y PP;-Cel-Man para probar si GumK es capaz de
transferir GIcA al trisacarido fosforilado. La obtencién de este sustrato truncado se
basa en un protocolo reportado anteriormente (MyM seccién 6.10.2). Ambas formas
del sustrato fosforilado fueron incubadas en presencia de GumK y UDP-GIcA. Luego
de la incubacién las muestras fueron analizadas por TLC. La Fig. 26B muestra que en
ninguno de los dos casos hubo formacion de tetrasacarido como si ocurria en el caso
del aceptor con la porcion lipidica intacta. Se desprende de estos resultados que el
pirofosfato y el trisacarido del aceptor no son suficientes para el reconocimiento por
parte de la enzima.

7.5.3 Fitanil-PP-Cel-Man

De los resultados anteriores surge una pregunta: si el aceptor es un poliprenilo de
cadena insaturada, y la porcidn lipidica es imprescindible para el reconocimiento del
aceptor, podria por ejemplo un fitanilo de cadena saturada suplantarlo de manera
satisfactoria? Para elucidar la contribucion de la fraccion lipidica en el proceso de
reconocimiento, y basados en reportes que indicaban que el fitanol puede reemplazar
la porcién lipidica de la molécula en otras glicosiltransferasas (88), estudiamos la
capacidad de GumK soluble de transferir un residuo de acido glucuroénico a Fitanil-PP-
Cel-Man. El aceptor Fitanil-PP-Cel-Man fue preparado a partir de la transferencia de
una manosa desde GDP-Man a Fitanil-PP-Cel, catalizado por la enzima AceA de
Acetobacter xylinum. La Fig. 26C muestra que el compuesto con fitanol puede aceptar
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un residuo de acido glucurénico. Esto indica que la longitud o el grado de saturacion
de la cadena hidrocarbonada no es un requisito tan estricto.
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Fig. 26: Analisis por TLC de los oligosacaridos liberados luego de incubacion con aceptor delipidificado
(A) P-Cel-Man y PP;-Cel-Man (B) o fitanil-PP-Cel-Man (C). Las incubaciones se realizaron en presencia
de la enzima GumK, Cel-["*C]Man y UDP-GICA (A, calle 1), Incubacion sin enzimay con Poliprenil-PP-Cel-
["*C]Man y UDP-GIcA (A, calle 2, control negativo), y GumK, Poliprenil-PP-Cel-["“CIMan y UDP-GIcA (A,
calle 3, control positivo); (B) Incubacion en presencia de GumK, Pi-CeI-[MC]Man y UDP-GIcA (B, calle 1),
Gumk, [14C]Man-CeI-PPi y UDP-GIcA (B, calle 2). (C) La incubacién se realizé en presencia GumkK,
Fitanil-PP-Cel-Man y UDP['*C]GIcA (C, calle 1). Trisacarido y tetrasacarido se refieren a Cel-['*C]Man y
Cel-["*C]Man-GIcA usados como estandares (ST).

7.5.4 Acetilacion natural del sustrato aceptor

Las manosas internas y externas del xantano estan sustituidas con proporciones
variables de residuos O-acetilo (71). Previamente se ha descripto que Ac-CoA es el
donante y que el Poliprenil-PP-Cel-Man asi como el Poliprenil-PP-Cel-Man-GlcA-Man
funcionan como aceptores formando Poliprenil-PP-Cel-(Ac)Man y Poliprenil-PP-Cel-
(Ac)Man-GIcA-Man. Estas reacciones son catalizadas por la acetiltranferasa |,
codificada por el gen gumF (79). Investigamos la influencia del residuo acetilo en la
especificidad de GumK. Cuando el Poliprenil-PP-Cel-(Ac)Man['*C] o Poliprenil-PP-Cel-
(Ac)Man fueron incubados con GumK en presencia de UDP-GICA marcado o no
radioactivamente, se observo muy baja actividad de transferencia del residuo de GIcA,
de solamente el 10% de la cantidad total de sustrato (Fig. 27 calles 1 y 5). Esto estaria
indicando que la presencia del grupo acetilo bloquea la reaccion y entonces el
reconocimiento del aceptor se ha alterado por parte de GumK. Podemos decir
entonces que el sustrato acetilado no es un buen aceptor para GumK, pues su
transformacion en producto final es muy baja (si bien no es nula) comparada con el
sustrato no acetilado.
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Fig. 27: Efecto de la O-acetilacion del sustrato sobre la actividad de GumK. El aceptor acetilado Poliprenil-
PP-Cel-(Ac)Man fue sintetizado como se describe en MyM. La calle 1 muestra los productos de reaccion
resultantes de incubar el sustrato acetilado PolipreniI-PP-CeI-(Ac)Man[14C] mezclado con el sustrato
radiactivo sin acetilar (sustrato mixto). La calle 2 muestra las posiciones correspondientes a esta mezcla
de sustrato y la calle 3 muestra al sustrato incubado en ausencia de GumK como control negativo. Calle 4:
Incubacion con sustrato marcado sin acetilar, GumK y UDP-GIcA como control positivo y calle 5: sustrato
acetilado mixto no marcado radiactivamente incubado en presencia de UDP-[14C]G|CA, }/ GumK.
Trisacarido, trisacarido-Ac, tetrasacarido y tetrasacéarido-Ac se refieren a Cel- [14C] Man, Cel- [ 4C] Man-
Ac, Cel- [14C] Man-GIcA, Cel- [14C] Man-Ac-GIcA usados como standares (calle ST).

7.6 Ensayos de actividad con diferentes dadores

Como sustrato dador se probaron diferentes nt-az: UDP-['*C]Glc, GDP-['*C]Man, UDP-
['“C]Gal, UDP-["*C]Xyl, UDP-Rha, UDP-GIcNac, UDP-GalNac y UDP-GalA. Las
reacciones se llevaron a cabo como se describe en MyM seccion 6.10.3. En ningun
caso se observé actividad detectable. Esto implica que GumK posee una estricta
especificidad por su aceptor, un punto que sera desarrollado en la Discusion.

7.7 Estado oligomérico de GumK

Durante la purificacién de GumkK, existia un fendmeno que generaba controversia y
era el perfil de elucion de la proteina en cromatografia liquida de filtracion en gel (Fig.
28).
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Por lo que se observa en el cromatograma, y tomando en cuenta una curva de
estandares de peso de proteinas solubles, GumK estaria eluyendo con un peso
aproximado de 250-300 kDa. Esto evidentemente se corresponderia con un multimero,
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cuya valencia no es clara, sobre todo si tomamos en cuenta que la presencia de
detergente en la solucién bien podria estar afectando el radio hidrodinamico de la
proteina. Entonces, cual es el estado oligomérico de esta proteina activa en solucion?
Para estudiar este aspecto se utilizaron ensayos de dispersion de luz. La proteina
purificada fue analizada por IR, UV y dispersién de luz estatica. Este analisis arrojo
como resultado una particula mayoritaria de 96 kDa (>95%), correspondiendo a un
dimero en solucién (Fig. 29). Este resultado nos estaria indicando entonces que la
proteina funcional seria un dimero. Perfiles de elucién que se corresponden a
particulas de alto peso molecular, generalmente mayores de 200 kDa son observados
tanto en GumK como otras GTs de membrana (97). Esto abre el interrogante de cual
seria el significado bioldgico de tener un dimero en solucién, pues hay que tener en
cuenta que las hipétesis acerca de como GumK se une a la membrana proponen la
existencia de un monémero y no un dimero. A esto se agrega que la unidad asimétrica
en la estructura cristalina es un monoémero. Este punto se desarrollara mas
extensamente en la Discusion.
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Fig. 29: Diagrama de elucion de GumK en columnas de filtracion por peso molecular (Superdex 200, GE
healthcare). Se observa un pico mayoritario que corresponde a un dimero (aproximadamente 90 kDa,
95% de la proteina presente en la muestra), y un pico menor (56 kDa) que podria corresponder a un
mondémero.

7.8 Cristalizacion de GumK

GumK fue purificada a un grado mayor al 95% y concentrada hasta 20 mg/ml en buffer
0,4 M NaCl 50 mM Tris-HCI 0,05%Triton X-100 pH 8,0. Con esta proteina se
determinaron las condiciones iniciales de cristalizacién utilizando el Crystal Screen |
Kit, (Hampton, Inc). En este experimento se hallaron 3 condiciones de cristalizacion,
con formacién de cristales de aspecto romboidal y bordes poco definidos: 1) 0,2 M
Li,SOq4, 0,1 M Tris HCI pH 8,5, 30% PEG 4.000. 2) 0,2 M MgCl,, 0,1 M Tris HCI pH 8,5,
30% PEG 4.000 y 3) 0,2 M Acetato de Sodio, 0,1 M Tris HCI pH 8,5, 30% PEG 4.000
(Fig. 30A, B, C). Para optimizar estas condiciones iniciales se variaron levemente las
condiciones de pH, concentracién de precipitantes y relacion de volumen entre
solucion de proteina concentrada y buffer de cristalizacion en ensayos de gota
colgante. Este proceso culmind con 3 condiciones diferentes de cristalizacion: 1) 0,2 M
Li,SO4, 35% PEG 3350, 0,1 M CICs, 0,1 M Tris HCI pH 8,2. 2) 0,2 M MgCl,, 30% PEG
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3350, 0,1 M CICs, 0,1 M Tris HCI pH 8,0. 3) 0,2 M Acetato de Sodio, 30% PEG 3350,
0,1 M CICs, 0,1 M Tris HCI pH 8,5, todos en una relacion 3:1 v/v de proteina/buffer de
cristalizacion, con formacién de cristales en aproximadamente 2-3 semanas. La
condicion de cristalizacion con 0,2 M Li,SO,4, 35% PEG 3350, 0,1 M CICs, 0,1 M Tris
HCI pH 8,2 fue la que logré los cristales mas definidos y de mayor tamafio, con un
tamafo maximo de 0,4 x 0,2 mm (Fig. 30D). Estos ultimos cristales polarizaban la luz
fuertemente, indicando ordenamiento molecular.

Fig. 30: Cristales de GumK. Se observa
claramente su forma bipiramidal con bordes
definidos. El tamafio promedio es de 0,4 x
0,2 mm.

7.9 Estructura cristalografica de la glucuronosiltransferasa GumK

7.9.1 Caracterizacion cristalografica preeliminar de GumK nativo

Para los cristales de GumK obtuvimos datos de difraccion a 6 A de resolucion en un
difractor de anodo rotatorio disponible en nuestro instituto (anodo rotatorio de Cu
Siemens M18X-02-014, A= 1,54 A. Detector de Area Multiwire Siemens X1000). Este
resultado nos alenté a buscar una fuente de rayos-X de alta energia como es el caso
de un difractor de mayor potencia o una linea de rayos-X en un sincrotrén para obtener
datos de mayor resolucion. Con este fin se establecié una colaboracién con el Dr.
Mario Amzel del Department of Biophysics & Biophysical Chemistry, Johns Hopkins
University, Baltimore, Maryland, USA En el laboratorio del Dr. Amzel purifiqué y
cristalizé GumK con condiciones optimizadas. Una vez obtenidos los cristales se
colectaron datos en difractores de anodo rotatorio con detectores de area del tipo R-
axis (Rigaku Corp.). Los datos obtenidos para el cristal nativo tenian una resolucién de
2,7 A. La resolucion y parametros estadisticos en el procesado de los datos fueron
mejorados notablemente colectando sets de datos en una linea de alta potencia,
especificamente en el sincrotron del NSLS, BNL, NY, EEUU (Fig. 31A y B). Las
colecciones de datos se realizaron a 110 K en la linea X12C a una longitud de onda de
1,100 A. La solucién de cristalizacion 0,2 M Li»,SO,, 35% PEG 3350, 0,1 M Tris HCI,
0,1 M CICs funciond exitosamente como crioprotector, por lo que se utilizaron cristales
obtenidos en esta solucion para obtener datos de difraccion. La linea X12C esta
equipada con un detector ADSC Q210. Los cristales difractaron a 1,9 A. Los datos
fueron procesados usando los programas MOSFLM, SCALA y TRUNCATE (Tabla 3)
del paquete CCP4(91). Los cristales mostraron tener una simetria P65s22 con un
volumen de celda de 2.307.219,25 A%, Hay una molécula de GumK por unidad
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asimétrica y el contenido de solvente asciende a un 58.8%. En los mapas de Patterson
nativos no se observaron picos significativos fuera del origen.

La primera caracterizacion cristalografica de GumK se realizo con un set de datos de
240 imagenes de difraccion de 0,5° de oscilacion, integrando los datos hasta una
resolucion de 1,9 A. Los primeros intentos para resolver la estructura por reemplazo
molecular usando modelos como la glucogeno sintasa (PDB 1rzu) o la N-
acetilglucosaminiltransferasa MurG (PDB 1fOk) en el programa Amore no fueron
exitosos, principalmente debido a la baja homologia de secuencia existente entre
estas enzimas y GumK.

Tabla 3: Estadisticas de coleccion de datos de difraccion de rayos-X para GumK nativo

Grupo espacial P6522

Sistema cristalino Primitivo Hexagonal

Parametros de la celad unidad (A,°) a=123,63, b=123,63, c=174,30
a=90, =90, y=120

Rango de resolucion (A) 35,5-1,9 (2,0-1,9)

Reflexiones unicas 62.401

Rsym (%)° 6,9 (32,3)

Porcentual de reflexiones medidas (%) 100 (100)

[I/o(D] 9,9 (2,2)

Mosaicicidad(®) 0,18

Observaciones totales 879.919

Multiplicidad 141

§ Rsym= Y ni|lnw,i - [ln]l/Y> e il donde [lnk] es la media de la intensidad de las mdltiples observaciones
I €n el caso de reflexiones relacionadas por simetria.
Numeros en paréntesis corresponden a la capa de mayor resolucion.

Fig. 31: (A) Patron de difraccion de GumK colectado en la linea X12C del sincrotron NSLS-BNL. (B)
Detalle de (A). El angulo de oscilacién es de 0,5°. Se observa difraccion hasta 1,4 A.

7.9.2 Busqueda experimental de la informacion de fases

7.9.2.i Reemplazo Multiple Isomorfo (MIR)

7.9.2.i.a Obtencion de derivados

Los intentos de realizar reemplazos moleculares con modelos de baja homologia de

secuencia no resultaron exitosos. Paralelamente a esto, buscamos obtener derivados
de la proteina con metales de atomos pesados. Con este fin, realizamos experimentos
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de inmersion de los cristales en solucién de cristalizacién suplementada con atomos
pesados para obtener conjugados que, al ser expuestos a los rayos-X, cambien las
intensidades de las difracciones en puntos especificos, como primera medida para
obtener la informacién del angulo de fase de las difracciones. Esta informacion es
esencial para la determinacion de la estructura molecular de la proteina. Se obtuvieron
cristales derivados isomorfos por inmersion de cristales nativos en buffer de
cristalizacion con el agregado de diferentes sales de atomos pesados (normalmente
sales de Hg, Pt, Au, Pb, Br, Mn, Ta, Gd, Sm, Re, Tb, Ag, entre otros). Para el caso
particular de los experimentos de MIR, se obtuvieron sets de datos de cristales
derivados isomorfos por inmersion en soluciones de atomos pesados en buffer de
cristalizacion. Los compuestos utilizados en inmersiones que produjeron cristales que
conservaban senal de difraccion (en general los cristales adquirian un aspecto mas
deteriorado, resultando en una muy pobre o nula difraccion) fueron: 0,1 mM Acetato de
Gadolinio, 6 h de inmersion; 50 mM Bromuro de Sodio 10 miny 0,1 mM HgCl, 2 hy
1mM K,PtCl, 6 h. Las resoluciones de estos sets de datos son de 2,7, 3,0, 3,1y 2,8 A
respectivamente. La integracion y reduccion de los datos se realizé como se indica en
MyM seccidon 6.16.1. Para la localizacién de atomos pesados y calculo de fases se
utilizaron los programas SHELX-97, Patterson search y MLPHARE (91). Los
parametros de celda de estos derivados son esencialmente idénticos a los del cristal
de la enzima nativa. Parametros como el Phasing power y la Diferencia isomorfa
media de los derivados versus el cristal nativo se muestran en la Tabla 4. Estos datos
son una medida de la informacion de fases en la difraccion de los derivados y como se
observa muestra que en éstos la informacién de fases era escasa. Principalmente el
Phasing power era muy bajo, suponemos que esencialmente debido a una sefal
anomala también muy baja, producto de sets de datos que mostraban un Rpyege Mmuy
alto (generalmente mas de 10%), lo cual dificultaba la identificacién de la autentica
informacion de fases por sobre el “ruido”, o error asociado a la colecta de datos del set
de datos.

Tabla 4: Estadisticas del calculo de fases por Reemplazo isomorfo multiple. Los valores en paréntesis
corresponden a la capa mas alta de resolucion.

Analisis MIR-derivados HgCl, GdCls BrNa K,PtCl,
Diferencia media isomorfa 0,104 0,093 0,041 0,152
Phasing power 1,21 (0,68) 1,02 (0,50) 0,73 (0,50) 2,58 (0,92)
Ruis 0,89 (0,92) 0,95 (0,98) 0,97 (0,99) 0,98 (0,99)

Diferencia media isomorfa =Z[FpH - Fr)/ £ Fpn, donde Fpy y Fp son los factores de estructura del derivado y
el nativo respectivamente.

El Phasing power es el coeficiente entre la media del factor de estructura del derivado y la media del error
de la diferencia vectorial de fases

Rcuiis €s la media de la diferencia vectorial de fases dividida por la diferencia dispersiva o anémala.

7.9.2.ii Dispersion anomala multiple (MAD)
7.9.2.ii.a Obtencion de derivados de seleno-metionina de GumK

Los experimentos con derivados no se limitaron a MIR. De hecho, estos experimentos
se realizaron a raiz de que sélo contabamos con una linea de rayos-X de longitud de
onda fija (DO3B-MX1, A=1,427). Cuando pudimos contar con una linea de longitud de
onda variable (NSLS, X12C), llevamos a cabo experimentos de MAD. Para ello
necesitabamos incorporar en la proteina atomos pesados que tuvieran una dispersion
atomica anomala a longitudes de onda sintonizables y medibles en un sincrotron y
utilizar esta informacién para determinar las posiciones atdmicas en la red cristalina. El
atomo de eleccion para estos experimentos es el selenio, en reemplazo del azufre de
la metionina. Este selenio se incorpora como Selenio-Metionina (Se-Met) en la
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proteina de interés. Para obtener Se-Met GumK primero se constaté la expresion de
GumK en la cepa de E. coli auxotrofa para metionina B834(DE3). Se comprobd
primero que esta cepa podia expresar GumK en medio LB y una vez constatado esto,
se comenzo con la expresion de GumK en medio minimo. Las pruebas de crecimiento
mostraron que el medio ideal para estas cepas era el DLMM (MyM seccion 6.5). Se
observé maxima expresion de Se-Met GumK a 21°C, 20 h, 0,5 mM IPTG. Se purifico
esta proteina de la misma manera que GumK nativa y agregandose a los buffers de
lavado y elucién TCEP (Tris 2-carboxy etil fosfina) 2 mM como agente reductor,
evitando otros agentes con mayor poder reductor como DTT o B-mercaptoetanol
(incompatibles con columnas IMAC). La proteina obtenida como el sobrenadante de
una ultracentrifugacion de 100.000 xg fue utilizada para la purificacién (Fig. 32).

m\ B Fig.32: Purificacion de Se-

Met GumK. (A) Células de E.

1 2 coli B834(DE3) pETHisKC

> ; F B s fueron fragmentadas con

66 V- prensa de French y

@ ultracentrifugadas a 100.000

xg. Se analizé sobrenadante

45 p b (1) y precipitado (2) a través

> ' GumK de SDS-PAGE en geles

36 ' 10%. (B) La proteina

purificada mostré una pureza
290> superior al 95%.

.

GumK posee 10 metioninas en su secuencia; la incorporacion de 10 Se-Met produce
una diferencia de masa molecular de 0,7 kDa, observable en un gel 15% de
poliacrilamida. Utilizamos esta forma de verificacion de la produccion de Se-Met GumK
y no, por ejemplo, un espectro de masa porque la presencia de detergentes dificulta
las mediciones y la interpretacién de los espectros. Se observé una diferencia de peso
entre la proteina nativa y la Se-Met proteina en una corrida electroforética en SDS-
PAGE (Fig. 33). Tras su purificacion se establecieron las condiciones de cristalizacion
para Se-Met GumK. Se observd que la proteina sustituida cristaliza bajo condiciones
similares a la nativa (solo se aumenté en un 10% la concentracién de los precipitantes
PEG y Li,SQ,), pero los cristales que se formaban eran de apariencia heterogenea (no
mostrado) y no difractaban al ser expuestas a los rayos-X. Intentamos entonces
buscar condiciones de cristalizacion que nos permitieran optimizar estos cristales
utilizando kits de aditivos y detergentes para optimizar los cristales. Lamentablemente,
no pudimos sortear este obstaculo técnico y no obtuvimos cristales de GumK sustituido
con Se-Met para realizar experimentos de MAD.
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7.9.2.ii.b MAD con derivados con atomos pesados

Como tercera (y exitosa) aproximacioén para resolver el problema de las fases se buscé
la informacion de fases a partir de derivados de atomos pesados obtenidos por
experimentos de inmersion. La informacion de fases para la resolucion de la estructura
de GumK se obtuvo con un experimento de dispersién anémala multiple (MAD) a partir
de un derivado de K,PtCl, (Tabla 5). El derivado se obtuvo por inmersion de cristales
en solucion de cristalizacion con el agregado de 10 mM K,PtCl, por 2h. Este cristal
difracto satisfactoriamente hasta 2,0 A. Los grupos de datos para el experimento de
MAD fueron colectados a las longitudes de onda A=1,0718 A y A=1,0722 A,
correspondientes a los niveles energéticos maximo y de inflexion de absorbancia en
un espectro de fluorescencia para el platino (Fig. 34). Los datos de difraccién fueron
colectados en la linea X12C del NSLS, BNL, NY, EEUU, a una temperatura de 110 K.
Los datos fueron primeramente procesados usando MOSFLM, SCALA y TRUNCATE
del compendio de programas para cristalografia CCP4 (7). El derivado analizado
mostré tener una simetria del tipo p6s522, con parametros de celda idénticos a los del
cristal nativo. El phasing power andémalo, calculado usando el programa SHARP
llegaba a 6,0 en las capas de difraccion de menor resolucion, llegando hasta 1,0 a 2,5
A. Con estos valores de informacion de fases fue posible resolver la estructura de la
proteina. La combinacién de los grupos de datos del cristal nativo y derivados fue
hecha con los programas CAD y MLPHARE. Las posiciones de los 4 atomos de platino
unidos a la estructura de la proteina fueron resueltas con SHELX y refinadas con
SHARP. EIl porcentaje de solvente y las regiones de menor densidad en el cristal
fueron determinadas utilizando los programas SOLOMON y DM de CCP4. El trazado
de la cadena peptidica se realizé en primera instancia con el programa ARP/wARP(98)
y luego fue refinado a mano utilizando el programa Coot. Las estadisticas finales de
Rfee Y restricciones en el posicionamiento de los residuos y sus cadenas laterales (plot
de Ramachadran) y moléculas de solvente en la estructura fueron hechas con Refmac
y Procheck. La estructura se encuentra depositada en el banco de estructuras de la
RCSB con el numero de PDB 2HY7. El modelo final muestra muy buena
estereoquimica, con un grafico de Ramachadran que muestra al 91,0% de los residuos
en las regiones mas favorables, un 8,3% en regiones adicionalmente permitidas y solo
un 0,6% en regiones solo generosamente permitidas, con 0% de residuos en regiones
no permitidas.
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Tabla 5: Estadisticas de la coleccidn de datos para derivados con atomos pesados. Los valores

en paréntesis corresponden a la capa mas alta de resolucion.

Derivado K,PtCl,

Resultados

Longitudes de onda (A) 1,0718 1,0722
Rango de resolucion (A) 33,15-2,0 (2,1-2,0) | 33,33-2,0 (2,1-2,0)
Reflexiones unicas 51.441 51.635
Rsym (%)° 7,3 (38,9) 7,3 (38,9)
Porcentual de reflexiones medidas (%) 95,5 (75,1) 95,5 (74,8)
Porcentual de reflexiones anémalas medidas (%) | 91,8 (63,9) 92,1 (74,8)
[I/a(l)] 17,3 (2,8) 17,4 (2,8)
Mosaicicidad(®) 0,21 0,21
Observaciones totales 325.071 330.711
Multiplicidad 6,3 6,3
Multiplicidad de observaciones anémalas 3,4 3,4
Estadisticas de obtencion de fases por MAD

Phasing power isomorfo/[anémalo] - [2,094] 0,543 [1,267]
Figura de mérito total 0,4811

Rcullis isomorfo/[anémalo] - [0,726] 0,683 [0,739]

§ Rsym= 3 riYi|lnia,i = [hiall/2 kil
7.10 Caracteristicas estructurales de GumK

La enzima posee dimensiones totales de 50 x 50 x 65 A (Fig. 35). En los mapas de
densidad electrénica se pudo observar y trazar desde el residuo 13 hasta el 385 (sobre
406). Los 12 primeros residuos y los residuos 386-406 (que incluyen los 6 residuos de
la cola de poli-histidina con que se purifico la proteina) no son visibles,
presumiblemente por estar muy desordenados o ser méviles en el cristal. El parametro
estadistico Rqee, que mide la veracidad del modelo estructural, dio un valor de 0,20,
indicando un muy buen ajuste entre los datos y el modelo que se muestra. Se observo
que el plegamiento de GumK se corresponde con el de la superfamilia GT-B dentro de
las glicosiltransferasas. GumK presenta 2 dominios, uno amino y otro carboxi-terminal,
con plegamiento tipo Rossmann. Estos dominios muestran una alta homologia
estructural entre si (rmsd= 2,90 A sobre 88 Ca), mostrando que a pesar de la enorme
variacion de secuencia entre uno y otro dominio, el mismo tipo de plegamiento es
adoptado. Estos 2 dominios estan compuestos de un nucleo de hojas B casi paralelas,
rodeadas de a-hélices, la tipica disposicion de los dominios tipo Rossmann. En la
estructura se observa que GumK esta compuesta de 16 a-hélices y 14 hojas B. El
dominio N-terminal va desde la Arg13 hasta la His201 e incluye ademas la hélice Ca7
(residuos 362-380) y el ultimo loop visible en la estructura (residuos 381-385). Posee
10 a-hélices interconectadas con loops de distinto tamarfio a 8 hojas-p. La His201 es el
residuo final de la hoja N8 y también marca el comienzo de un loop de 8 aminoacidos
gue se extiende hasta la Asn209 y que interconecta ambos dominios, enlazando a la
hoja NB8 con la hélice Ca10. Estos dominios estan separados por una hendidura de
25 A de ancho maximo por 15 A de profundidad (Fig. 35). El loop que los conecta
ambos dominios y el que une las hélices Ca6 con Ca7 forman el piso o fondo de esta
hendidura. Tanto desde el dominio N como C-terminal protruyen hacia el interior de
esta hendidura loops de longitud variable que interconectan a-hélices con hojas B. Es
en estas regiones altamente variables donde se encontrarian los aminoacidos
cataliticos y de unién a los sustratos, tanto del dador como del aceptor. El sitio de
unidon del sustrato dador y las interacciones que unen al UDP a la proteina se
discutiran mas adelante. El sitio de unién del aceptor glicolipidico no pudo ser
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observado por cristalografia y las hipétesis que intentan explicar donde se uniria el
aceptor seran detalladas en la Discusion.

Fig. 35 :
Representacion de
la estructura de
GumK. En rojo se
muestran las a-
hélices, las hojas (3
en amarillo y los

loops que las
interconectan en
verde. El dominio
globular a la

izquierda
corresponde al

extremo N-terminal.

Por experimentos de localizacion subcelular ya habiamos descrito que GumK se
encuentra asociada a membranas (60). Se observa que en el dominio N-terminal se
encuentra un parche de aminoacidos basicos intercalados con aminoacidos
hidrofébicos (Fig. 41, Discusion). Ante la evidente ausencia de regiones
transmembrana, se especula que GumK podria asociarse a membrana mediante una
combinacién de factores electrostaticos e hidrofobicos. Este modelo ya ha sido
propuesto para otras GTs (19,44). Ademas, la localizacién de este parche es
consistente con la hipotesis que muestra una region o canal hidrofébico sobre la cara
N-terminal de la hendidura como el sitio de unién del aceptor.

7.11 Estudio cristalografico de la unién de sustratos

7.11.1 Cristalizacion de GumK en complejo con sus sustratos

Ademas de obtener el modelo estructural de la enzima GumK, otro de nuestros
objetivos es describir las interacciones de la enzima con sus sustratos. Con este fin,
intentamos co-cristalizar GumK en presencia de UDP-GIcA. Los ensayos de co-
cristalizacion se realizaron con la técnica de la gota colgante, en el mismo buffer de
cristalizacion y mismas condiciones que para la apo-enzima. Lo que obtuvimos son
cristales de apariencia heterogénea que carecen de un orden molecular y no difractan
al ser expuestos a los rayos-X. Seguidamente realizamos experimentos de inmersién
de los cristales nativos en soluciones 10 o 100 mM de su sustrato dador UDP-GIcA por
lapsos de entre 30 min a 20 hs. También se realizaron experimentos de co-
cristalizacion en presencia del sustrato aceptor natural Poliprenil-PP-Cel-Man
purificado de membranas de X. campestris. Los tiempos de inmersion fueron de 1, 3 y
8 hs en este caso. Estos cristales no cambiaron su apariencia al ser sumergidos en la
solucién conteniendo su sustrato aceptor o dador.

7.11.2 Estudio del complejo GumK-UDP
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Luego de los experimentos de inmersion los cristales fueron congelados en nitrégeno
liquido y se colectaron grupos de datos de difraccion en el sincrotréon del LNLS,
Campinas, SP, Brasil. Todas las mediciones de datos de difraccion fueron hechas a
una longitud de onda A= 1, 427 A, a 100 K, en la linea DO3B-MX1. Los datos de
difraccion fueron colectados en un detector CCD (MarResearch). Los grupos de datos
fueron integrados y procesados con los programas MOSFLM, SCALA y TRUNCATE.
Los datos de difraccion con mejor resolucion y estadisticas de integracién se
obtuvieron de un experimento de inmersién de 2h en buffer de cristalizacién
suplementado con 100 mM UDP-GIcA. Los parametros de celda se mantuvieron sin
cambios, con una simetria P6522 y a= 121,21 A, b= 121,21 A, ¢=170,72 Ay a= 90° B=
90° y= 120°. Para la construccion de modelos y mapas de densidad de GumK en
complejo con su sustrato soluble se utilizo el programa ARP/WARP intercalando este
procedimiento con refinamientos utilizando Refmac. El modelo inicial fue apo-GumK.
Se pudo asignar en los mapas de densidad aproximadamente el 90% de la secuencia
de GumK con un Rgee inicial de 0,293. Las regiones restantes fueron construidas
manualmente usando Coot. Luego, en mapas de densidad atémica 2Fo-Fc se buscé la
densidad atdmica correspondiente al UDP-GIcA. Se pudo observar la presencia del
UDP en 3 cristales, siempre en la misma posicién, pero el GIcA no fue detectado.
Existia la posibilidad que la enzima hidrolizase la union fosfato entre el azucar y el
nucledtido, aun en estado cristalino, posibilidad que fue estudiada mediante la
incubacién de la enzima en buffer de cristalizacion con UDP-["*C]GIcA y posterior
analisis de los productos resultantes por TLC (Fig. 36). Estos analisis indican que el
UDP-GIcA comienza a hidrolizarse tras 1 h de incubacion. Asi, es probable que la
enzima hidrolize la unién entre este azucar y los fosfatos del nucleétido en el tiempo
del experimento de inmersion.

A B

1 2 3 Fig. 36: Hidrolisis del
St1st21 2 3 4 sustrato dador. A) Analisis
cromam)gréfico del sustrato
UDP-["CIGIcA luego de
<4 GicA P . ‘ incubaciones en buffer de
cristalizacion en presencia
- » <4 UDP-GIcA P> . - L de GumK. Calle 1: 1 h de
el ol incubacion, calle 2: 2h, calle
3: 5 h. B) Calle 1: 6h de
incubaciéon, calle 2: control
negativo  (incubacion  sin
GumK) de 6h de incubacion,
calle 3: 20 h de incubacion,
calle 4: control negativo de
20 h de incubacién. Las
calles St1 y St2
corresponden a acido
- glucurénico 'y  UDP-GIcA
respectivamente, utilizados
como estandares.

Es de notar que esto no es un comportamiento inesperado, pues existen varios
ejemplos en la literatura de hidrdlisis de la unién entre el azucar y el nucledétido para
experimentos de inmersién con nt-azucar (13,18). Lamentablemente, en caso de
reducir el tiempo de inmersién (por ejemplo 30 min o 1h), no pudimos observar la
presencia del sustrato unido a la proteina, por lo que no nos fue posible subsanar este
problema.
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Fig. 37: Sitio de unién del
UDP en la estructura de
GumK. A) Estructura de
GumK con el UDP unido
sobre la cara C-terminal de
la hendidura catalitica. B)
Detalle de Ila unién, se
muestran 2 loops y una a-
hélice que estan
interaccionando con el
sustrato. C) Representacion
de la carga de superficie en
GumkK, mostrando
especificamente el bolsillo
de unién del UDP. En rojo
se muestran las superficies
con carga negativa, blanco
neutro y azul carga positiva.

El modelo final del complejo GumK-UDP mostré una estereoquimica muy satisfactoria,
con el 91,9% de los residuos en las regiones mas favorecidas y el 8,1% restante en
regiones adicionalmente favorecidas. El Ry fue de 0,216 en la estructura final. La
estructura fue depositada en la base de datos del RCSB, numero de PDB 2Q6V. La
Fig. 37 muestra la localizacion del sustrato. La unién del UDP se observa en lo que
denominamos el bolsillo de unién del sustrato. Este bolsillo se encuentra en el lado C-
terminal de la hendidura, en una superficie con carga positiva. Las interacciones que
unen al UDP a la enzima pueden describirse de la siguiente manera: el grupo NH
imidico de la cadena principal de Met231 estan interaccionando por enlace de
hidrogeno con el O2 del fosfato a del UDP. Lo mismo ocurre entre el grupo NH, de la
cadena lateral de la Lys307 los O2 y O3 del fosfato 3. Los O1 y O3 del fosfato
también son estabilizados por enlaces de hidrogeno con el NH imidico de Met306.
Finalmente, el OH del anillo aromatico de Tyr292 interacciona con el O2B. La ribosa
esta estabilizada por contactos entre sus O3” y O2” con el NH, de la cadena lateral de
la GIn310 y entre el O2' y el carbonilo de la GIn310 a través de una molécula de H,0.
Finalmente la uridina esta estabilizada por puentes de hidrogeno entre su O4’ y el
grupo NH imidico de Glu272 y el
N3’ interacciona con el carbonilo
de la cadena principal de
Met273. Estas interacciones
3 ;M231 estan graficadas en la Fig. 38.

Y292 : : .
__ Las distancias entre atomos se

: detallan en la Tabla 6.

Fig. 38: Esquema de los enlaces de
hidrégeno que estabilizan al UDP en su
union a GumK. Nétese que la posicidon
de los residuos M306 y K307 ha sido
levemente modificada para permitir una
mejor visualizacion.

Q310
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Tabla 6: Puentes de Hidrogeno entre UDP y GumK

Residuo de GumK Distancia al atomo de UDP(A)
M231/N fosfato-a O2A (2.92)
Y292/0OH fosfato-B O2B (2.42)
M306/N fosfato-B O1B (3.06)
M306/N fosfato-g O1B (3.26)
K307/N fosfato-a O2A (2.85)
K307/N fosfato-f O2B (2.35)
K307/N fosfato-B O3B (2.51)
Q310/NE2 ribosa 03” (2.50)
Q310/NE2 ribosa 02” (2.88)
M273/N Uracilo O4’ (2.66)
M273/0 Uracilo N3’ (2.71)
E272/0E1 Uracilo O4’ (3.36)

7.12 Unién del aceptor
7.12.1 Purificacién del sustrato glicolipidico y experimentos de inmersion

El estudio de la unién del sustrato aceptor a GumK presentaba 2 grandes dificultades
técnicas: 1- El sustrato no esta disponible comercialmente, por lo tanto debia ser
sintetizado quimica o enzimaticamente para luego ser purificando. 2- Se deben hacer
experimentos de inmersién con cristales nativos, siendo que no sabemos si primero se
une el sustrato dador o el aceptor. Por ello no sabemos, a priori, si el sustrato va a ser
aceptado por la enzima. Para paliar el primero de los problemas, intentamos hacer una
sintesis quimio-enzimatica a partir de Fitanil-PP-Cel incubado con GDP-manosa en
presencia de AceA, una manosiltransferasa de A. xylinum purificada y disponible en
nuestro laboratorio. Esta sintesis no fue posible, principalmente debido a problemas
con la preparacioén de Fitanil-PP-Cel. Como alternativa, entonces, proseguimos con la
extracciéon y purificacion del sustrato natural Poliprenil-PP-Cel-Man a partir de su
fuente natural, la membrana de Xanthomonas campestris. Asi, purificamos 2 pmoles
de sustrato por el método de las células permeabilizadas como se detalla en MyM
seccion 6.10.1. Este sustrato glicolipidico fue utilizado en experimentos de inmersién
10 mM 2 a 8 hs solo o en presencia de UDP. Los cristales fueron difractados en el
sincrotrén LNLS, Campinas, SP, Brasil. Todas las mediciones de datos de difraccién
fueron hechas a una longitud de onda A= 1, 427 A. Los grupos de datos fueron
integrados y procesados de la misma manera que para los complejos GumK-UDP. En
este caso, analizando los mapas de densidad 2Fo-Fc no se observo la presencia del
sustrato aceptor, ni completa ni parcialmente. Las razones para esto pueden estar en
que la enzima, en su conformacion cristalina no acepta al sustrato aceptor, o bien que
el sustrato no esta lo suficientemente inmévil como para aparecer nitidamente en los
mapas de densidad.

7.13 Mutagénesis y estudio de la cinética de GumK salvaje y mutantes
puntuales

La informacion que nos mostro la estructura de GumK nos sirvié para definir, en primer
lugar el tipo de plegamiento de la proteina y ademas definir que aminoacidos y que
tipo de interacciones estan promoviendo la union entre la proteina y sus sustratos. Con
esta informacién en mano decidimos mutagenizar los aminoacidos involucrados en
estas interacciones con el objetivo final de estudiar los parametros cinéticos de estas
mutantes. La mutagénesis sitio-dirigida fue realizada con el kit de mutagénesis
QuickChange 2 (Stratagene). Se realizaron las siguientes mutaciones: D157A, D157E
D157N, E192A, D207A, M231A, D234A, E272A, E272D, Y292A, L301A, S304A,
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K307A y Q310A. Todos estos residuos estan involucrados en la union del UDP o son
candidatos a ser el aminoacido catalitico, pues estan apuntando su cadena lateral
hacia la hendidura central, en las inmediaciones del sitio de union de los sustratos. Las
mutaciones se verificaron por secuenciacion y las proteinas mutadas fueron
purificadas por el mismo método que se habia descrito anteriormente (MyM seccion
6.9.3) Para la medicion de los parametros cinéticos se utilizé un método con sustrato
marcado radiactivamente, como se describe en MyM seccion 6.12.3.

Tabla 7: Caracterizacion cinética de las mutantes de union al UDP. ND= No detectada. K;:
Constante de Michaelis. V.« velocidad maxima de reaccién. K., constante catalitica (nimero
de recambio)

MUTANTE Km UDPGICA mM  Vpax pmoles/ug min - Ky aceptor mM  Vinax pmoles/ug min Keat min”
Salvaje 0,062 +/- 0,005  116,2 +/- 2,937 0,197 +/- 0,016  115,9 +/- 2,923 5,23
D157A/E/N  ND ND ND ND ND
E192A 0,061 +/- 0,006 115 +/- 3,170 0,199 +/- 0,019  118,9 +/- 3,393 5,18
D207A 0,060 +/- 0,005 111,8 +/- 2,655 0,194 +/- 0,017 115 +/- 3,057 5,04
M231A 0,063 +/- 0,008 116,2 +/- 4,195 0,218 +/- 0,016  119,1 +/- 2,697 5,23
D234A 0,063 +/-0,008 117+/- 4,259 0,205 +/- 0,018 120 +/- 3,248 5,27
E272A 0,125 +/- 0,009 50,47 +/- 1,182 0,291 +/- 0,021 52,22 +/- 1,222 2,27
E272D 0,100 +/- 0,004 95,02 +/-1,092 0,267 +/- 0,013 99,48 +/- 1,577 4,28
Y292A 0,212 +/- 0,025 27,52 +/- 1,004 0,274 +/- 0,030 23,46 +/- 0,836 1,23
L301A 0,068 +/- 0,007 120,9 +/- 3,867 0,203 +/- 0,019 121,0 +/- 3,380 5,44
S304A 0,063 +/- 0,009 117,3 +/- 4,749 0,237 +/- 0,014 111,22 +/- 2,021 5,28
K307A 0,435 +/- 0,033 15,22 +/- 0,298 0,385 +/- 0,064 10,82 +/- 0,636 0,68
Q310A 1,186 +/- 0,099 99,85 +/- 2,338 0,246 +/- 0,020 98,12 +/- 2,517 4,50

Mediante el analisis de los parametros cinéticos, se observa que las mutantes que
tienen afectada su funcién son 5: D157A/E/N, E272A o D, Y292A, K307A y Q310A.
Esto coincide con aquellas mutantes que tienen funcién de unién del sustrato. Estos
resultados entonces estan confirmando la importancia de estos contactos en la union
del sustrato dador. Un caso especial es el de la mutante D157A/N/E. Estas mutantes
son las unicas que muestran actividad nula, inclusive considerando las mutaciones
mas conservadoras del Asp original a Asn o Glu, algo que no se observa para los otros
residuos acidos que apuntan hacia el sitio activo. Esto abre lugar a especulaciones
acerca de la funcion de este residuo, pues su posicion dentro de la estructura de la
proteina lo hace un candidato ideal para ser el aminoacido catalitico (Fig. 43
Discusion), sobre todo si tomamos en cuenta la evidente analogia que se da con otros
residuos acidos en los cuales se ha demostrado su rol en el mecanismo catalitico;
como ejemplos podemos nombrar a los residuos D100 de la B-glucosiltransferasa BGT
o E95 de la fucosiltransferasa FucT (18,99), cuya funcion es realizar el ataque
nucleofilico sobre el aceptor, generando un intermediario sobre el que ocurrira la
glicotransferencia. Este punto se ampliara con mas detalle en la Discusion.

Para el resto de las mutaciones, E272A/D, Y292A, K307A y Q310A, también
involucradas en la union de diferentes atomos del UDP (Fig. 38), el grado de
afectacion de la funcién es variable. Si bien pudimos observar un cambio apreciable en
los parametros cinéticos de E272A/D o Y292A, las variaciones mas fuertes estan
centradas en las mutantes K307A y Q310A. Estas 2 mutantes estan encargadas de
unir oxigenos de los fosfatos o interaccionan con la ribosa, respectivamente. Era
particularmente llamativo el caso de Q310A, donde la K,, sube unas 20 veces, pero
aun asi la Vmax se modifica solo levemente, razéon por la cual la constante de
intercambio K.;: se mantiene sin mayores alteraciones. Esto puede sefalar una
interaccion importante al momento de unir el dador. Diferente es el caso de K307A. En
este caso se observa que la K, sube unas 6 veces, acompanada de un descenso de
aproximadamente el 90% en la velocidad de reaccion, lo que indica que la ausencia de
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esta interaccién con los fosfatos disminuye la velocidad de la reaccion, lo cual queda
en evidencia al observar que el valor de K.y es de un 10-15% para esta mutante
respecto a la enzima salvaje. Este mismo comportamiento se observa para Y292A y
D272A, donde las disminuciones de la constante de recambio K. respecto a la
enzima salvaje son de alrededor de un 75 y 50% respectivamente, mientras que la Km
tiene un aumento de entre 2 y 3 veces.

7.14 Analisis de las mutantes de union por complementacion in vivo

Nuestra intencion al realizar las complementaciones in vivo con plasmidos portando
gumK mutada es analizar magnitud de la afectacion en su funcién en un ensayo
mucho mas sensible que la actividad in vitro. Para esto clonamos todas las mutantes
en el vector pBBRprom y cuantificamos la producciéon de xantano en la mutante de X.
campestris XcK portando el plasmido con las diferentes mutaciones. La Fig. 39
muestra el grafico de la produccion relativa porcentual de xantano en las cepas
complementadas con las mutantes. Es de destacar el resultado de Ia
complementacién con las mutantes D157A/Q/N, que muestran actividad nula,
confirmando los resultados de las curvas de cinética enzimatica. Este resultado es otra
indicacion en el sentido que D157 puede tener un rol central en la actividad catalitica
de GumK, es decir que podria ser el residuo encargado de realizar el ataque
nucleofilico sobre el sustrato en el que se va a transferir el GIcA. Ademas, con
respecto a las demas mutaciones, en general se confirma que la actividad de la
enzima esta alterada, en grados que son proporcionales a la afectacién que muestran
sus parametros cinéticos, solo que en este caso afectando un proceso que no solo
involucra a GumK sino a todas las enzimas del operén gum. Esto vuelve a confirmar el
rol de estos residuos en la union y especificidad por UDP-GIcA por parte de GumK.

Porcentaje de xantano producido

Fig. 39: Produccion relativa porcentual de xantano para las mutantes de uniéon del UDP respecto a la
bacteria salvaje. XcK y XcK/pBBRprom son controles negativos. XcK/pBBRSK es un control positivo. Los
datos son la media de al menos 3 mediciones independientes.
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8. DISCUSION
Caracterizacion de la funcién y estructura de GumK

8.1 Caracterizacion del gen gumK

GumK es la primera GT del operon gum de X. campestris cuyas propiedades
bioguimicas han sido estudiadas y caracterizadas en ensayos in vitro, involucrando la
sobrexpresion y purificacion de esta enzima. Segun nuestros reportes previos (79), la
actividad B-glucuronosiltransferasa en la biosintesis de la subunidad repetitiva del
xantano estaba codificada por un ORF de 888 pb, que codificaba para una proteina de
295 residuos. Los resultados de los experimentos de complementacién in vivo, y
analisis funcional indican que este mismo ORF extendiéndose 315 pb hacia el 5" y
codificando para una proteina extendida de 400 aminoacidos es la encargada de esta
actividad en la bacteria. Este ORF extendido también se encuentra presente en
especies muy emparentadas cuyo genoma ha sido secuenciado, como Xylella
fastidiosa o Xanthomonas axonopodis pv. citri , entre otras del genero Xanthomonas
(100). En trabajos previos de nuestro laboratorio, se observé que la trascripcion de los
genes gum se produce a partir de un promotor Unico que se encuentra rio arriba del
gen gumB. Ademas se postuldé un segundo promotor que se encontraria rio arriba del
ORF gumK-s (101). Como es evidente, este segundo promotor estaria localizado
dentro de la secuencia del gen gumK, en su region 5 (Fig. 14 Introduccion). Para
estudiar la posibilidad de que este promotor alternativo tuviese algun rol en la
regulacion de la sintesis del xantano, expresamos las 2 proteinas, GumK y GumK-s en
la cepa salvaje X. campestris FC2. Esta cepa sobrexpresando GumK completa o
truncada pudo producir xantano al mismo nivel que la cepa salvaje (datos no
mostrados). Este resultado sugiere que bajo nuestras condiciones la presencia de
GumK-s no interfiere en la produccion de xantano, aunque no se descarta una funcién
regulatoria para este segundo promotor.

8.2 Especificidad de sustrato aceptor en GumK

Para estudiar funcionalmente a GumkK, realizamos ensayos de actividad y cinética
enzimatica con un extracto de glicolipidos obtenido de células de X. campestris,
enriquecidos en el aceptor Poliprenil-PP-Cel-Man. Los resultados obtenidos en las
incubaciones in vitro con la proteina recombinante purificada nos permitieron confirmar
que GumK es una glucuronosiltransferasa. La identificacion del producto por TLC di6
el resultado esperado: celobiosil-manosa-glucuronil es la porcion sacaridica de este
producto. Ademas, el analisis del producto de reaccién indica que la unién de la
porcién oligosacaridica al lipido es a través de un enlace pirofosfato. Por otra parte
confirmamos que el enlace formado en la reaccion catalizada por GumK tiene
configuracion beta.

En el estudio de la especificidad por su sustrato, observamos que GumK es incapaz
de transferir un residuo de GIcA a Cel-Man (aceptor sin los fosfatos y delipidificado) o
a aceptores con la porcion fosfatidica intacta como el Pi-Cel-Man o PPi-Cel-Man. Este
resultado coincide con lo reportado para otras GTs (102,103) e indica la importancia
de esta porcion de la molécula aceptora en el reconocimiento por parte de la enzima.
A pesar de nuestros esfuerzos, no pudimos co-cristalizar a GumK en presencia de su
aceptor, y solo podemos hacer especulaciones acerca de la forma de unién de este
sustrato a GumK. En nuestro caso, y basado en los reportes estructurales y estudios
de docking para otras GTs con aceptores glicolipidicos (19), postulamos la hipotesis
de que el aceptor estaria uniéndose en un bolsillo o canal hidrofébico sobre la cara N-
terminal de la hendidura catalitica, con el extremo no-reductor hacia el piso de esta
abertura. Esta situacion esta graficada en la Fig. 40. Este canal, que posee
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aproximadamente 560 A? de superficie seria lo suficientemente amplio como para
acomodar el trisacarido y los fosfatos del aceptor. Ademas, las paredes de esta
cavidad estan rodeadas de varios residuos basicos como argininas, lisinas, 3 histidinas
y residuos aromaticos como 2 tirosinas y 1 fenilalanina, en concordancia con las
caracteristicas generales de los sitios de unién de carbohidratos (104). Para WaaG
una GT de Streptomyces viridochromogenes también se ha postulado un canal
hidrofébico de similares caracteristicas (105). El aceptor es un glicolipido intermediario
en la sintesis del lipopolisacarido de esta bacteria, de naturaleza quimica similar a
nuestro aceptor. Los dominios N-terminal de GumK y WaaG estan estructuralmente
muy relacionados, con un rmsd=3,4 A sobre 123 residuos alineados. También se han
postulado otras formas de unidon de un aceptor glicolipidico a GTs de membrana. En el
caso de MurG, una proteina con plegamiento tipo GT-B, se ha propuesto (en base a lo
observado en pirofosforilasas) que 2 loops ricos en glicina en el N-terminal, variantes
de la secuencia consenso GXGXXG encontrada en otras proteinas que unen
dinucleétidos, seria la responsable del reconocimiento del puente difosfato en la
porcion Poliprenil-PP del sustrato aceptor (44).

Fig. 40: Diagrama mostrando la
carga de superficie en GumK. En
. azul la carga positiva, rojo negativa
e (/ : . y en blanco carga neutra. Se

b - 3 ' observa claramente un bolsillo
hidrofébico sobre la cara N-terminal
de la hendidura catalitica donde se
podria acomodar el sustrato
aceptor.
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Lo cierto es que en el caso de GTs con un sustrato de membrana como es el
glicolipido Poliprenil-PP-Cel-Man o aceptores similares hasta el momento no se ha
podido cristalizar la enzima en presencia de este sustrato o en presencia de aceptor y
dador. En definitiva, la cuestién de como los fosfatos, la porcion lipidica y la sacaridica
del aceptor son reconocidos por GumK y/o otras GTs que unan glicolipidos esta aun
sin constatacion experimental.

En relacion a este punto, muchos exopolisacaridos de bacterias gram-negativas son
ensamblados a partir de unidades oligosacaridicas unidas a poliisoprenil-pirofosfatos
(106). La porcién lipidica del aceptor, en los pocos casos que ha sido estudiada,
resulto ser un poliisoprenol, especificamente un undecaprenol, una molécula
insaturada de Css (107). En el caso del lipido transportador de la subunidad
pentasacaridica del xantano, la longitud exacta de la cadena del poliisoprenol no se
conoce, si bien esta caracteristica no parece ser un estricto requerimiento en el
reconocimiento del sustrato aceptor. La sustitucion del lipido natural por el fitanilo,
lipido saturado (Cy), resulta en el aceptor Fitanil-PP-Cel-Man, aceptor reconocido por
la enzima. Asi, el grado de saturacion del lipido y el largo de cadena no son factores
criticos. En casos mejor documentados, como el analisis cinético de MurG usando
diferentes cadenas lipidicas en analogos de su aceptor glicolipidico, mostraron que la
enzima reconoce una cadena de hasta 10 atomos de carbono, y una gran variedad de
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cadenas, tanto saturadas como insaturadas, si bien prefiere que contengan un doble
enlace cis-alilico (108). Este es, hasta el momento, el unico trabajo completo publicado
en este sentido, lo cual habla de las dificultades técnicas que implica la sintesis y/o
purificacién de sustrato aceptor glicolipidico y analogos sintéticos. La preferencia de
las GTs bacterianas por unidades isoprenoide insaturadas en el aceptor ha sido
observada anteriormente (108-110) y podria relacionarse con la proximidad entre la
porcion lipidica y el punto de accion de la enzima sobre el sustrato aceptor.

Basandose en estos resultados y comparando los requerimientos por el aceptor de
MurG Chen y col. (97,108) proponen que las proteinas integrales de membrana que
operan en la interfase requieren aceptores con cadenas lipidicas largas, ya que imitan
el ambiente de membrana, donde los sustratos se encuentran préximos. Por el
contrario, MurG, que también actua en la interfase, pero carece de dominios
transmembrana, puede utilizar sustratos sintéticos con cadenas lipidicas mas cortas.
Esta prediccion seria extensible a todas las GTs que utilizan un sustrato soluble y otro
embebido en la membrana. Nuestros resultados apoyan esta teoria, aunque soélo la
disponibilidad de nuevos aceptores purificados para GumK nos permitira hacer un
analisis mas detallado en cuanto a las caracteristicas de la porcién lipidica. Ademas, la
constatacion experimental sobre cuestiones concernientes a la bioquimica del sustrato
aceptor como el porqué de la importancia e interacciones del puente pirofosfato y la
cadena hidrocarbonada sera estudiada en este laboratorio en el futuro, cuando
dispongamos de analogos del sustrato natural (que actualmente son de dificultosa
sintesis quimica). Finalmente, la disponibilidad de GumK purificada nos permitio
estudiar en mayor detalle la incorporacion de grupos acetilos en la biosintesis del
xantano. Por resultados anteriores, sabiamos que ocurria la sintesis de Poliprenil-PP-
Cel-Man(Ac) ademas de su variante no acetilada en células permeabilizadas (77),
sugiriendo que esta molécula podia ser reconocida por GumK. En tal caso, el producto
de esta reaccion, el Poliprenil-PP-Cel-Man(Ac) (que es posible producir en la cepa
mutante XcK) seria transformado al pentasacarido acetilado Poliprenil-PP-Cel-
Man(Ac)-GIcA. Lo que encontramos es que, in vitro, GumK es apenas capaz de utilizar
Poliprenil-PP-Cel-Man(Ac) como aceptor. Como se muestra en Resultados (Fig. 27) la
cantidad de Poliprenil-PP-Cel-Man(Ac)-GIcA producida representa solo el 10 % de la
cantidad de aceptor acetilado presente en la reaccion. Esta tasa de transformacion
esta muy por debajo de lo observado cuando usamos el aceptor no acetilado, donde la
transformacién es del 100%. Ademas, la presencia del aceptor acetilado, parece
ejercer un efecto negativo sobre la actividad de GumK, ya que solo el 60% del
Poliprenil-PP-Cel-Man se transforma a Poliprenil-PP-Cel-Man-GIcA. Estructuralmente
puede especularse que la presencia de este grupo acetilo dificulta la correcta unién del
aceptor a GumkK, interfiriendo directa o indirectamente en el ataque nucleofilico de la
manosa, explicando entonces que la reaccién no ocurra o lo haga lentamente en
presencia del aceptor acetilado. Estos resultados sugieren que en la bacteria el
intermediario tetrasacaridico Poliprenil-PP-Cel-Man-GIcA debe ser sintetizado por
GumK antes de ser decorado por la acetiltranferasa GumF (Fig. 14 Introduccion). Una
evidencia a favor de esta hipotesis es que el producto de GumK Poliprenil-PP-Cel-
Man-GIcA funciona satisfactoriamente como sustrato de la acetiltransferasa GumF
(datos no publicados de nuestro laboratorio).
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8.3 Localizaciéon subcelular de GumK

Anteriormente se habia sugerido que las GTs relacionadas con la biosintesis de
succinoglicano y xantano estarian localizadas sobre la cara interna de la membrana
plasmatica (111). Lo mismo se ha sugerido para varias GTs de estructura conocida
(19,44). Para determinar la localizacién subcelular de GumK hemos usado western
blots. Los resultados muestran que la proteina esta asociada a membranas en X.
campestris. Se ha visto que muchas GTs bacterianas son proteinas integrales de
membrana. Otras, como GumK, estan asociadas a la membrana a pesar de carecer de
pasos transmembrana, algo que es evidente desde la estructura. En estos casos, la
naturaleza de la interaccion proteina-membrana no esta claramente establecida.
Nuestra hipdtesis de trabajo para futuros estudios en el laboratorio es que la
interaccion membrana-GumK es del tipo hidrofébico/electroestatico, a través de una
region o parche en el dominio N-terminal. Este parche se ubicaria hacia la region mas
distal de este dominio, exponiendo residuos las cadenas laterales de argininas, lisinas,
metioninas y leucinas presentes en las hélices Na2, No4 y el loop que precede a esta
ultima. Esto se ve claramente en la Fig. 41 donde se resalta la posicién y carga
electrostatica del parche que mediaria la interaccién con la membrana.

Fig. 41. Diagrama mostrando los componentes estructurales y la carga de superficie del parche
hidrofébico presente en el dominio N-terminal de GumK. Esta regién presenta caracteristicas
hidrofébicas/basicas.

Otra posibilidad es la formacion de hélices anfipaticas. Existen casos como por
ejemplo la a-fucosiltransfersa FucT de H. pylori donde se observan claramente cierres
de leucina que proveen anclaje a la membrana (18). También se ha demostrado que
interacciones electrostaticas e hidrofébicas estan involucradas en la unién y activacion
de la a-monoglucosil-diacilglicerol sintasa de Acholeplasma laidlawii, alIMGS, en un
proceso en dos etapas. La enzima se une a la membrana de manera irreversible, y
tanto la asociacion como la actividad enzimatica estarian fuertemente influenciadas
por la composicion local de la membrana. En especial la carga de los lipidos de
membrana podria estar determinando cambios conformacionales, especificamente la
formacion de una hélice anfipatica, que estaria interaccionando con la membrana
(112,113). Este comportamiento, por homologia estructural, podria también verificarse
en otras GTs que no poseen segmentos transmembrana detectables por los medios
de prediccidn, y sin embargo estan asociadas a la membrana. En el caso de GumkK, la
prediccion de hélices anfipaticas arroja resultados nulos, por lo que descartamos esta
segunda hipotesis acerca del modo de unidon a membranas.

Otras propiedades que presenta GumK es que la proteina so6lo es solubilizada
completamente de la fraccion de membranas mediante el uso de detergente; y que su
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pl tedrico es elevado (8,65) y ademas se observa una marcada diferencia en el pl para
el dominio C-terminal (6,2), comparandolo con el N-terminal (9,97). Esto es una
caracteristica comun a las proteinas asociadas a la membrana. Respecto a esto
ultimo, Edman y col. (114) observaron una distribucién de carga distintiva en varias
GTs (mayor concentracion de cargas positivas en el N-terminal) que se localizan en la
membrana y lo relacionaron a la interaccion con la misma. Estos autores obtuvieron
evidencia experimental de la participacion del N-terminal de alMGS en la union a
membrana, estudiando la localizacién in vivo de hibridos de los dominios N- y C-
terminal con la proteina verde fluorescente. También el N-terminal de Ia
glucuroniltransferasa GelK de Sphingomonas paucilomobis, que presenta un pl
elevado, fue expresado separadamente del dominio C-terminal y se lo encontro
asociado a la fraccién de membranas (115). Especificamente en este caso también se
observé que la proteina mantenia actividad si bien era residual.

Resumiendo, pareciera que las GTs que utilizan sustratos lipidicos dependen, al
menos en parte, de interacciones electrostaticas mediadas por aminoacidos basicos
con fosfolipidos para su unién a la membrana. En el caso de GumK, el tratamiento de
la fraccion de membranas con buffer alcalino o acido, resulté en una pobre
solubilizacion de la proteina (5% aproximadamente). Con el uso de NaCl 1M, la
proporcion de proteina soluble aumenté (20%), si bien precipitdé inmediatamente
después de la extraccion. Contrariamente, la utilizacién de detergentes no idnicos del
tipo polioxietilenglicol (Triton X-100 y Tween 20) extraen eficientemente a GumK de la
fraccién de membranas y producen su solubilizacion completa (y no precipita a los
pocos min como en el caso del tratamiento con NaCl). Estos resultados sugieren que
las interacciones electrostaticas con las cargas negativas de la membrana son de
importancia en el acercamiento de la proteina a la superficie de la bicapa lipidica,
donde se encuentra su sustrato aceptor; pero que son las interacciones hidrofobicas
las determinantes en la asociacion de GumK con la membrana y de su estabilidad en
solucion.

Finalmente, otra posibilidad es la formacién de complejos entre proteinas unidas a la
membrana y citoplasmaticas involucradas en la biosintesis de polisacaridos. Esta
posibilidad ha sido sugerida anteriormente (116-118). En definitiva, nuestros
resultados sugieren que GumK no necesitaria de la presencia del resto de las
proteinas de la region gum para estar asociada a membranas. Esto se demuestra por
el hecho de que GumK también se localiza en membranas en la mutante de X
campestris del operon gum Xc1231 (Fig. 17, Resultados). Asi concluimos que esta
interaccion es una caracteristica intrinseca de la proteina, si bien no descartamos
asociaciones del tipo funcional, donde complejos transitorios estarian maximizando la
eficiencia en las reacciones catalizadas por las GTs del operén gum.

8.4 Estado oligomérico

Un punto controvertido en la caracterizacion de GumK es su perfil de elucién en una
cromatografia de filtrado en gel. Segun este primer parametro, el PM de GumK
corresponde a unos 250-300 kDa. Calculos mas especificos, hechos mediante un
experimento de dispersion de luz estatico, muestran que el PM de la particula
mayoritaria presente es de aproximadamente 92 kDa. Como el PM del monémero de
GumK corresponde a 44,5 kDa, este resultado corresponde a un dimero en solucion.
Este dimero es funcional, como se verifica por los analisis de la actividad in vitro, por lo
que se abre el interrogante de cual es la region de la proteina encargada de la
interaccion proteina-proteina. Ciertamente, en otras GTs donde se observa un
comportamiento similar, se han presentado 2 explicaciones: por un lado se especula
que superficies hidrofdbicas son las responsables por la asociacién inespecifica. En
otros casos se ha demostrado una funcionalidad para esta asociacién, en un tipo de
procesividad que derivaria de esta disposicién (119). Lo cierto es que en el caso de
GumK necesitamos saber cual es la disposicién oligomerica in vivo, pues no sabemos
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si es esta una condicion normal (fisiolégica) o un simple artefacto que se produce al
tener proteina purificada y concentrada a aproximadamente 20 mg/ml. Asimismo, en
estos mismos ensayos de dispersion de luz se observa un pico de 56 kDa (podria ser
el mondémero), representando no mas de un 5% del total de proteina.
Estructuralmente, observamos que en la red cristalina la unidad asimétrica es un
monoémero y no hay asociaciones de mayor valencia, si bien lo que ocurre en la
disposicion cristalina no tiene necesariamente correlato fisioldgico.

8.5 Los cationes divalentes: Cual es su funcién?

Las estructuras de las GTs resueltas hasta el momento muestran que la caracteristica
distintiva entre GT-A y GT-B acerca de la utilizacién o no de iones metdlicos como
cofactores de reaccioén, se debe a que la unién del nt-azucar es distinta en estas dos
superfamilias. Las GTs pertenecientes a GT-B, estabilizan las cargas negativas de los
grupos fosfato del nt-azicar a través de una estructura que presenta un patrén
caracteristico tipo a/f/a y que se ha convertido en una especie de marca para la
identificacion rapida de miembros del clan GT-B. Nuestros resultados muestran que
GumK contacta al UDP a partir de residuos presentes en este motivo. En otros casos
documentados, las interacciones de enlace de hidrogeno y Van deer Waals de este
motivo conservado con atomos de los nt-azucares es también la solucién al problema
de como unir al nt-azdcar en GT-B (17,120). La otra solucién es la que utilizan los
miembros del grupo GT-A, que consiste en la coordinacion de un ién metalico por las
cargas negativas del grupo pirofosfato del nt-azucar. En este grupo, la presencia de
iones divalentes es necesaria en el mecanismo catalitico, ya que el i6n metélico,
coordinado por el motivo DXD, asiste la partida del grupo saliente, estabilizando la
carga generada sobre el fosfato-a (17). Hoy en dia esta mas claro que el mecanismo
catalitico de las GT-B de inversion es del tipo ataque nucleofilico SN, del sustrato
aceptor activado (por desprotonacion de un grupo OH) sobre el C1 del dador (Fig. 3
Introduccién). No esta claro en este esquema cual seria la funciéon de un cation
divalente, y es importante recordar que no hay estructura de una GT-B en la que se
observe la presencia de este putativo cofactor. De todos modos, nuestros estudios del
requerimiento cationes divalentes como cofactores para la actividad enzimatica de
GumK mostré que, excepto para el Zn®*, en general la enzima puede utilizar diferentes
cationes con diferentes eficiencias, siendo Mg*™* el que produce una mayor actividad
catalitica, pero en ningun caso estos cationes son esenciales para la catélisis, por
motivos que aun no estan claros.

8.6 La especificidad por el sustrato dador

Las interacciones entre el UDP y GumK se pueden dividir en 3 grupos: los puentes de
hidrogeno con el uracilo, con la ribosa y con los fosfatos. De estos contactos, ninguno
parece afectar definitivamente la actividad de la enzima, si bien las mutaciones Q310A
y K307A, responsables de parte de los contactos con la ribosa y los fosfatos tiene un
marcado efecto de aumento sobre la K, y sobre todo que la eficiencia catalitica kg
disminuya notablemente. Un comportamiento similar se registra para los cambios
Y292A y E272A/D, involucrados respectivamente en los contactos entre la proteina y
los fosfatos B y el uracilo del dador, respectivamente. En estos casos la K., muestra un
aumento no tan pronunciado y la k. se altera mas levemente, mostrando que en
todos los casos estos contactos son relevantes pero no imprescindibles para el
reconocimiento y unién del dador (Tabla 7, Resultados). Interesantemente, el
descenso en la eficiencia catalitica de estas mutantes purificadas se verifica como una
menor produccion de xantano in vivo en los ensayos de complementacion, indicando
que afectando la actividad de uno de los componentes de la maquinaria biosintética
del xantano se puede afectar todo el proceso y su eficiencia final. Esta observacién es

64



Discusion

importante desde el punto de vista evolutivo, pues implica una fuerte presion de
seleccion en cuanto a mantener la eficiencia y la especificidad por el dador.

El analisis de la especificidad por el sustrato dador, mostré6 que GumK sélo es capaz
de transferir el residuo azucar a partir de UDP-GIcA. En la seccion 7.6 de Resultados
se muestra la lista de hipotéticos dadores utilizados en incubaciones in vitro con
GumkK. De esta lista, hay ciertos sustratos en los cuales era esperable que no hubiera
reaccion, especificamente los que poseen GDP o ADP como la porcién nucleotidica.
Esta claro por la estructura de estas moléculas, que por su doble anillo purinico
tendrian claros impedimentos estéricos para encajar en el bolsillo de union del dador,
que esta preparando para recibir al UDP (Fig. 37 y 38 Resultados). En otros casos los
fundamentos de la especificidad son mas sutiles, por ejemplo para UDP-Glc, UDP-
GalA o UDP-GalNac. En ninguno de estos casos se ha observado actividad, si bien los
impedimentos estéricos en este caso no son tan evidentes. Evidentemente, al no
poseer la estructura de la enzima con el dador completo solo podemos especular
acerca de cuales serian las interacciones que determinan la especificidad por la
porcion sacaridica. Por modelado de la posicion del GIcA, este azlcar deberia estar
interaccionando con las cadenas laterales de los aminoacidos Ser304 y Leu301, que
estarian a distancia de enlace de hidrogeno. Por nuestros resultados de incubaciones
in vitro y complementaciones in vivo, vemos que la mutacion de estos residuos no
tiene mayor efecto sobre la actividad de GumK (exceptuando la complementacién de
la mutante L301A, cuya produccion de xantano disminuye un 25%). Estos resultados
no nos permiten descartar una funcion de estos residuos en la especificidad por la
porcion sacaridica, pero para aclarar mejor este punto sera necesario obtener un
complejo cristalino con UDP-GIcA. Por otra parte, estos resultados muestran que
GumK no es una enzima con selectividad relajada, sino mas bien con una selectividad
muy estricta, caracteristica muy extendida en estas enzimas. Funcionalmente, esto
tiene su razon de ser: si GumK transfiriese al aceptor un residuo de azucar tan
parecido como la glucosa a partir de UDP-Glc (ampliamente disponible en el
citoplasma de la célula), modificaria la estructura del xantano, y sobre todo sus
propiedades reoldgicas, tan importantes a la virulencia de la bacteria.

En términos estructurales, observamos que la coordinacion del dador en GT-B esta
enmarcada en un bolsillo de carga basica, promoviendo de esta manera la unién y
estabilizacion de los fosfatos. A manera de ejemplo, para la transferasa MurG, hay un
patrén a/B/a en la cual las 2 hélices estan localizadas cerca de la hendidura catalitica y
el dador hace contacto con residuos ubicados en estas hélices y en los loops que las
conectan (Fig. 11 Introduccion). En GumkK, esta subunidad a/f/a también se verifica,
con contactos que estabilizan al dador concentrados sobre las hélices Ca3 y Ca4
(residuos 274-284 y 300-314 respectivamente) o los loops adyacentes a éstas (Fig.
42). Esto demuestra, nuevamente, la sorprendente conservacién estructural en las GT-
B, no solo a nivel de plegamiento general, sino ademas de subunidades estructurales
que unen los sustratos. Como corolario, si calculamos la homologia estructural
(http://www.ebi.ac.uk/dali) del dominio C-terminal de GumK con el de otras GTs se
encuentra una muy marcada superposicion del sitio activo de por ejemplo la glucégeno
sintasa de Agrobacterium tumefaciens (rmsd=3,8 A, PDB 1rzu) o la glicosiltransferasa
WaaG (rmsd=3,3 A, PDB 2iv7), sin importar que estas GTs utilicen sustratos
diferentes. Esta similitud en la arquitectura del sitio activo refuerza la idea de un origen
evolutivo comun para las superfamilias de GTs.

Para fines biotecnolégicos, una especificidad “relajada” e inclusive cambiada seria de
interés. Podemos sefialar que vemos factible un cambio en la especificidad a partir de
UDP-azucares, dada la constriccion estructural existente para acomodar un dador
purinico mas voluminoso. De la Fig. 42 se desprende que una factible manera de
modificar la especificidad por el dador es mutar residuos de la subunidad a/f/a, en
especial los de Cao4 donde parecen estar los residuos responsables de unir el acido
glucurénico.
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Fig. 42: Motivo a/B/a de unién a sustrato dador en
GT-B. Este motivo se encuentra sobre la cara C-
terminal de la hendiudra central de GumK.

8.7 El putativo aminoacido catalitico

Una discusion interesante se suscita en torno del residuo D157. En la comparacion
entre las estructuras de la enzima unida a UDP y apo-GumK la principal diferencia
consiste en la formacion de un loop conteniendo a D157. En el cristal GumK en
complejo con UDP, la hélice Ca7 se reordena como un loop (residuos 156-164). Este
loop, que contiene a D157, cambia de posicion relativa y se extiende, con D157 en su
extremo, alrededor de 2 A en direccion a la hendidura central, acercandose al sitio de
union de sustratos (Fig. 43). EI cambio D157A/N/E anula totalmente la actividad de
GumkK, y esto también se verifica en la complementacion in vivo. Ademas, como se
sefala en resultados, GumK mostré actividad hidrolitica sobre UDP-GIcA (Fig. 36
Resultados) en ausencia del sustrato aceptor y tras 1h de incubacion, pero la mutante
D157A no fue capaz de hidrolizar al UDP-GIcA (datos no mostrados) aun después de
una incubacion de 20 h. Esta evidencia estructural y bioquimica muestra a este
residuo como un fuerte candidato a ser el aminoacido catalitico (responsable de la
desprotonacion sobre el aceptor para el posterior ataque nucleofilico sobre el sustrato
dador). Esto se ve claramente en la Fig. 43 donde se muestra la posicion relativa de
este putativo aminoacido catalitico. En una posicion similar dentro de la hendidura
catalitica, se encuentran también los residuos D100 de la glucosiltransferasa BGT del
fago T4 y el E95 de la fucosiltransferasa de H. pylori (18,99). En el caso de FucT
(como en el caso de GumK también), el entorno basico del sitio de union del aceptor
subiria el pK, del aceptor, haciendo mas factible el ataque nucleofilico de E95. Para
confirmar esta hipdtesis seria necesario estudiar la posicion definitiva del aceptor en
un complejo ternario dador-GumK-aceptor. La posicion de D157 en tal complejo nos
mostraria su factibilidad para realizar la desprotonacion que inicia la glicotransferencia.

66



Discusion

D157 o

Fig. 43: Posicion relativa del residuo D157. La cadena lateral de este residuo acidico se muestra como
carga negativa (rojo) rodeada de la carga basica (azul) del bolsillo de unién del dador o carga neutra
(blanco) en el putativo bolsillo de unién del aceptor.

8.8 Paparazeando: La importancia de tener la foto estructural de las GTs

GumK posee las caracteristicas estructurales de la superfamilia GT-B y presenta,
como todas las GTs, la dual caracteristica de una bajisima homologia de secuencia
con un alto grado de conservacion estructural. La comparacion estructural con otras
GTs muestra que GumK no difiere demasiado de otras GT-B, con un patron de
plegamiento tipo Rossmann que se constata en todas las estructuras publicadas. Esta
similitud también se extiende a los 2 dominios globulares N y C-terminal que
comparados entre si muestran un rmsd de 2,9 A para 88 C-a alineados. Si a esto se
agrega la casi absoluta ausencia de secuencias consenso, excepto quizas por el DXD
de la superfamilia GT-A (y sin embargo ésta no es una marca exclusiva de
superfamilia) o EX7E de las transferasas que actian con retencién es facil entender
que las diferencias mas importantes estan cifradas en los determinantes estructurales
implicados en la union de los sustratos y en la localizacion subcelular (en este caso,
unién a la membrana). Por caso, el motivo a/f/a es de conservacion netamente
estructural (no hay una secuencia consenso establecida) y se hace evidente con la
estructura cristalografica en mano, y no tanto con los métodos de prediccion por
secuencia disponibles. Informacién mas detallada como la naturaleza de las
interacciones responsables de la especificidad por los sustratos o la identificacion del
residuo catalitico son también puntos que se ven mucho mas esclarecidos con una
estructura en mano que con una mera secuencia. Esta informacion sobre los
determinantes estructurales que permiten la unién y discriminacién de los diferentes
sustratos de las GTs es lo que en el futuro nos permitira modificar racionalmente la
funcién de este universalmente distribuido, funcionalmente muy diverso vy
biolégicamente esencial grupo de enzimas. Esto redundaria en la produccion de
nuevos compuestos (oligo y polisacaridos, entre otros) y nuevas funciones bioldgicas,
con toda la potencialidad que esto implica.
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9. PERSPECTIVAS

A partir de los resultados de esta Tesis se generan nuevos interrogantes que
responder. En el futuro podriamos:

+» Co-cristalizar GumK con sus sustratos, bien sea en complejos binarios o ternarios,
utilizando mutantes puntuales de actividad nula o analogos no hidrolizables de los
sustratos. La informacién que se desprenda de estudios estructurales de este tipo
(induccion de cambios conformacionales, lugar y forma de union del sustrato
aceptor, posicion de residuos cataliticamente importantes) nos facilitara una mejor
comprension de la funcién de GumK.

+» Intentar modificar racionalmente la especificidad por el sustrato dador a partir de
la informacion disponible sobre residuos involucrados en la unién de este sustrato.

«» Determinar fehacientemente la forma de interaccion de GumK con la membrana.
Investigar el rol de los lipidos de membrana en la unién de GumK y en su
actividad catalitica.

+» Realizar estudios cinéticos en presencia de aceptores con cadenas lipidicas de
diferente grado de saturacion y longitud.

+» Investigar, mediante técnicas para determinar interacciones proteina-proteina

(FRET, IP, entre otros) la aparicion de complejos (permanentes o transitorios) de
la maquinaria biosintética del xantano en la membrana bacteriana.
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