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ABREVIATURAS

AATGal, 2-acetamido-4-amino-2,4,6-trideoxigalactosa.

Amp, ampicilina.

Amp', resistencia a ampicilina.

BSA, albumina de suero bovino.

CBM, mddulo de unidn a colina o choline binding module.

CBPs, proteinas de unidn a colina o choline binding proteins.

CBRs, repeticiones de union a colina o choline-binding repeats.

CM, médulo catalitico o catalytic module.

Cp, capacidad calorifica.

cpm, cuentas por minuto.

C-t, extremo C-terminal.

DC, dicroismo circular.

DEAE-celulosa, dietilaminoetanol-celulosa.

AHy, entalpia calorimétrica de desnaturalizacion.

DNA, acido desoxirribonucleico.

dNTPs, desoxinucledtidos trifosfato.

DO, densidad 6ptica.

DSC, calorimetria diferencial de barrido o differential scanning calorimetry.
€530, coeficiente de extincidon molar a 280 nm.

EDTA, acido etilendiaminotetraacético.

ESI-MS/MS, espectrometria de masas en tdndem con ionizacion por electroespray o
electrospray ionization-tandem mass spectrometry.

FPLC, Fast Protein Liquid Chromatography.

GalNAc, N-acetilgalactosamina.

GEWL, lisozima de huevo de ganso.

Glc, glucosa.

GIlcNAc, N-acetilglucosamina.

GMDP, GIcNAc-MurNAc(-L-Ala-y-D-GIn)

GMPP, GIcNAc-MurNAc(-OCH;)(-L-Ala-y-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala)

(GM),, GIcNAc-MurNAc-GIcNAc-MurNAc(OCHs)

G-P-colina, glicerofosforilcolina.

HEWL, lisozima de huevo de gallina.

HF, acido fluorhidrico.

HPLC, High Performance Liquid Chromatography.

IPTG, isopropil-B-D-tiogalactésido.

ITC, calorimetria de valoracién isoterma o isothermal titration calorimetry.
LB, medio lisogénico.

LC/MS y LC/MS/MS, espectrometria de masas acoplada a cromatografia de liquidos.
LTAs, acidos lipoteicoicos (unidos a la membrana celular) o lipoteichoic acids.



LytBcar, region de que engloba toda la secuencia excepto el CBM.

LytBcam, mdédulo CBM de LytB.

LytBsy3p, modulo SH3b de LytB.

LytBww, médulo de tipo WW de LytB.

MALDI-TOF, espectrometria de masas de tiempo de vuelo con ionizacién y desorcién por
laser asistida por matriz o matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry.

MurNAc, acido N-acetilmurdmico.

m/z, relacién masa carga.

N-t, Extremo N-terminal.

P-col, fosforilcolina.

PCR, reaccion en cadena de la DNA polimerasa o polymerase chain reaction.
PDB, protein data bank.

Pen, penicilina.

PG, peptidoglicano.

Pi, fosfato sédico 20 mM.

p/v, relacion peso/volumen.

s, coeficiente de sedimentacion.

SDS, dodecilsulfato sédico.

SDS-PAGE, electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.

T4L, lisozima del fago T4.

TEMED, N,N,N’,N’- tetrametiletilenodiamina.

Tm, temperatura de fusidn de los oligonucledtidos o melting temperature.
Tm, temperatura del maximo de la funcién Cp.

TFA, acido trifluoroacético.

U, unidad(es) de actividad enzimatica.

u.a., unidades arbitratrias.

UPLC, Ultra Performance Liquid Chromatography.

v/v, relacién volumen/volumen.

UV, ultravioleta visible.

WTAs, acidos teicoicos unidos a la pared celular o wall teichoic acids.
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I. RESUMEN-SUMMARY



RESUMEN

LytB, una enzima codificada por la bacteria Streptococcus pneumoniae, es una murein
hidrolasa no litica, localizada en los polos de la célula, responsable de la separacion de
las células hijas durante el proceso de divisién celular (Garcia et al., 1999; De Las Rivas
et al., 2002). Consta de un modulo de union a colina (CBM) (LytBcswm), situado en el
extemo N-terminal, formado por 18 repeticiones de secuencia dispuestas en tandem
que reconocen de forma especifica los motivos de fosforilcolina (P-col) presentes en los
acidos teicoicos de la envuelta celular de neumococo y que es esencial para la catalisis.
Ademas contiene un médulo SH3b (LytBsus,) Yy uno de tipo WW (LytBww), ambos
importantes para el reconocimiento del sustrato y la adhesiéon a las células del
hospedador (Bai et al., 2014), y un mddulo perteneciente a la familia GH73 de las
glicosil hidrolasas (LytBgh73) en la regidn C-terminal, responsable de su actividad
catalitica.

A pesar de que LytB es un factor de virulencia implicado en la colonizacién de la
nasofaringe, la evasién de la respuesta inmune (Gosink et al., 2000; Ramos-Sevillano et
al., 2011) y la formacién de biofilms (Moscoso et al., 2006), y que por tanto podria
considerarse como una diana potencial en el desarrollo de nuevas vacunas o
antibidticos, su actividad catalitica o su especificidad por el sustrato no han sido hasta
ahora estudiadas. De este modo, el objetivo de esta tesis ha sido la purificaciéon de
formas estructuralmente homogéneas de LytB y la caracterizacién de su estabilidad y
de su organizacién estructural, en presencia y ausencia de posibles ligandos, asi como
analizar los determinantes estructurales de la especificidad de sustrato de la proteina e
identificar los residuos relevantes para la catdlisis.

La caracterizacion de las muestras de LytB purificadas por cromatografia de afinidad
y ultracentrifugacién analitica puso de manifiesto la coexistencia de mondmeros vy
formas de mayor tamafio molecular que se separaron por cromatografia de exclusién
molecular y, mediante ensayos de dispersién de células de neumococo de la cepa R6B
(en la que el gen lytB esta inactivado y por tanto crece formando largas cadenas de
células), se verificd que ambas formas eran funcionales.

Los estudios de estabilidad térmica (por calorimetria diferencial de barrido (DSC) y
dicroismo circular (DC)), pusieron de relieve que la moderada estabilidad de la proteina
se veia considerablemente incrementada tras el reconocimiento y la unién de colina
por LytBesm Y que este efecto estabilizador era transmitido también al mddulo
catalitico. Estos resultados, en combinacién con la valoracion por calorimetria de
valoracion isoterma (ITC) de la unién de LytB a analogos de colina, permitieron
descartar la participacién del grupo fosfato y el anillo de galactosa de los residuos de
GalNAc-6-fosfato en la estabilizacién del CBM a la pared celular y cuantificar la



desestabilizacién que introduce la carga negativa del grupo fosfato. El hecho de que
LytB no reconozca como ligandos ninguno de los componentes de los acidos teicoicos,
parece excluir este tipo de estructuras como responsables de la localizacion celular de
la proteina y plantea la posibilidad de que ésta estuviese determinada por el
reconociendo del peptidoglicano (PG) o proteinas de superficie de la bacteria.

Por otro lado, el modelado por homologia de LytBgh73 junto con el alineamiento de
secuencias de la familia GH73, permitié identificar el Glu585 como el residuo donador
de protones en la reaccion de hidrdlisis. Con el fin de encontrar el segundo residuo
acido que actuase potencialmente como nucleéfilo o base general en la catélisis, todos
los asparticos y glutamicos del médulo LytBgy7s localizados en el sitio de unidn del
sustrato o alrededor del mismo, asi como el Glu585, fueron individualmente
reemplazados por alanina mediante mutagénesis dirigida. La actividad dispersora de
células de todos los mutantes purificados se evalué sobre cultivos de la cepa R6B. Sélo
E585A se mostré inactivo y la longitud de las cadenas de células permanecié invariante,
en concordancia con su papel esencial en la catdlisis (Bai et al., 2014). El resto de los
mutantes, a excepcion del D657A, se comportaron como la proteina silvestre. Sin
embargo, la adicion de D657A al cultivo resulté en una reduccidn significativa en la
velocidad de dispersién. El hecho de que este residuo no sea esencial para la catalisis
en otras glicosidasas de la familia GH73, abre la posibilidad de un mecanismo catalitico
asistido por el sustrato como ha sido propuesto para las familias GH23, GH103 y GH104
(Reid et al., 2004) o, alternativamente, la no conservacion estructural del segundo
grupo catalitico (base general/nucledfilo).

El estudio de la especificidad de sustrato de LytB se llevé a cabo analizando,
mediante HPLC y espectrometria de masas (ESI-MS/MS o MALDI-TOF), los productos
liberados tras la degradacion de paredes celulares purificadas de diferentes cepas de
neumococo con modificaciones conocidas en su composicién (R6, R36A, Pen6, Pen6adr,
R6B, R36A::pgdA y CS1). Curiosamente no se detectd ninguna especie N-desacetilada
entre los productos liberados por la enzima, que mostré preferencia por muropéptidos
con bajo grado de entrecruzamiento (mondmeros) y posibles cadenas glicanicas sin
sustituir, mientras que era menos activa sobre sitios con puentes peptidicos. Los
resultados confirmaron asi mismo que LytB es, efectivamente, una N-
acetilglucosaminidasa. Ademas, la degradacién in vitro de paredes celulares marcadas
radiactivamente con [metil->H]colina mostré que la liberacién previa de los segmentos
peptidicos a través de la accidon de la amidasa LytA, aumentaba la actividad especifica
de LytB en unas 4 veces (de 600 £ 60 U/mg a 2500 + 600 U/mg), indicando que la
eliminacién de los péptidos o el aumento del tamafio de los poros de la pared celular
facilita la accién de LytB.

El estudio del mecanismo de reaccién se llevdé acabo analizando la capacidad de
LytB para hidrolizar pequeiios compuestos relacionados con los componentes de PG. En



primer lugar los oligdmeros de N-acetilglucosamina (GIcNAc), vy (GlcNAc)s debido a la
relaciéon estructural entre LytB y las quitinasas y lisozimas que presentan actividad
quitino-hidrolitica (Charlemagne y Jollés, 1972). LytB corté ambos oligosacaridos pero
los productos se detectaron tras varias horas de incubacién, indicando que la formacion
de un complejo productivo requiere de una reorganizacion lenta de la proteina libre o
del complejo no productivo previamente formado (Hirakawa et al., 2008). A
continuacién, la reaccién avanza relativamente rdpido y todos los posibles productos de
degradacion fueron identificados mediante HPLC y MALDI-TOF. Se observaron nuevos
picos que eluian a tiempos de retencidn superiores a los del sustrato inicial y sus masas
moleculares eran compatibles con la incorporacién de una o dos unidades de GlcNAc al
sustrato inicial, sugiriendo que LytB también actua como una glicosil transferasa,
actividad sélo observada en enzimas que actuan con retencion de la configuracién
(Fukamizo, 2000). La hidrdlisis de pequefios muropéptidos se llevd a cabo utilizando
como sustratos GlcNAc-MurNAc-L-Ala-D-y-GIn (GMDP), GlcNAc-MurNAc(OCHs)-L-Ala-D-
v-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala (GMPP) y GIlcNAc-MurNAc-GIcNAc-MurNAc(OCH3) (GM),. El
analisis de las mezclas de reaccidon (HPLC y MALDI-TOF o LC/MS y LC/MS/MS) reveld
que sélo (GM), es reconocido como sustrato, obteniéndose como productos GlcNAc-
MurNAc-GIcNAc y MurNAc(OCHs;) exclusivamente. Ademas se corroboré que LytB es
una glucosaminidasa.



SUMMARY

LytB, encoded by Streptococcus pneumoniae, is a non-lytic murein hydrolase, located at
the cell poles, and responsible for daughter cell separation during division (Garcia et al.,
1999; De Las Rivas et al., 2002). It comprises an N-terminal choline-binding module
(CBM) (LytBcgnm) made of 18 tandemly-arranged repeats that specifically recognize the
phosphocholine (P-col) moieties present in pneumococcal teichoic acids that is
essential for catalysis. Besides it contains an SH3b module (LytBsysp) an a WW-like
domain (LytBww), both relevant for substrate recognition and LytB-mediated host-cell
adhesion (Bai et al., 2014), and a C-terminal module (LytBgn73) belonging to the GH73
family of glycoside hydrolases, responsible for its glucosaminidase activity.

LytB is a virulence factor involved in nasopharyngeal colonization, evasion of host
immunity (Gosink et al., 2000; Ramos-Sevillano et al., 2011) and biofilm formation
(Moscoso et al., 2006), therefore, LytB is a putative vaccine/drug target. But none of its
catalytic activity neither its substrate specificity have been studied yet. So the aim of
this thesis is the purification of structurally homogeneous forms of LytB in order to
characterize its stability and structural organization in presence and absence of possible
ligands, to analyze the structural determinants of LytB substrate specifity, and to
identify the relevant residues for the catalysis.

Purified samples characterization by using affinity chromatography and analytic
ultracentrifugation, showed the coexistence of monomeric and multimeric forms of the
protein. These forms were purified by size exclusion chromatography and revealed
both active in cell-dispersing activity analysis using cultures of R6B (a LytB-deficient
strain that forms long chains of cells).

Thermic stability studies (differential scanning calorimetry (DSC) and circular
dichroism (DC)) showed that the moderate stability of free LytB drastically increases
upon choline recognition by the CBM module and interestingly this stabilization effect
is transmitted to the catalytic module. These results in combination with the analysis of
LytB interaction with choline analogs by using isothermal titration calorimetry (ITC),
allowed us to discard the participation of the phosphate group and the galactose ring
from GalNAc-6-fosfate residues in the cell wall-CBM union, and the quantification
introduced by the negative charge of the phosphate group. Besides, LytB doesn’t
recognize any of the teichoic acids components, so the polar localization of the
enzymes may be due to the peptidoglycan (PG) recognition or surface proteins of the

bacteria.

In the other hand, homology model of LytBgy;3s and GH73 family sequence
alignment, showed Glu585 residue as the catalytic proton-donor. To identify the acidic
residue potentially acting either as a nucleophile or a general base during catalysis, all



aspartic and glutamic acids of LytBgn73 located in the substrate-binding groove or within
its vicinity together with Glu585 were individually replaced by alanine using site-
directed mutagenesis. The purified mutants were examined for cell-dispersing activity
using cultures of R6B. Only the E585A mutant was inactive and cell-chain length
remained invariant, in agreement with its essential role in catalysis in the wild-type
enzyme (Bai et al., 2014). All the other mutants, except D657A, behaved like the wild-
type protein. Addition of the D657A mutant resulted in a significant reduction of the
chain dispersion rate. The fact that Asp657 is not essential for catalysis in other GH73
family glicosidases indicate the absence of conservation of the nucleophile/base
catalyst in the family or, alternatively, the existence of a substrate-assisted mechanism,
as has been proposed for the GH23, GH103 and GH104 families (Reid et al., 2004).

LytB substrate specificity was investigated by analyzing the products released by
digestion of purified cell walls from pneumococcal strains (R36A, R36A::pgdA, R6B,
Pen6, Penbadr and CS1), by using HPLC and mass spectrometry (ESI-MS/MS or MALDI-
TOF). Interestingly N-deacetylated species were not detected in the LytB products, and
the protein showed a preference for uncross-linked muropeptides (monomers), and
putative non-substituted glycan chains, being less active at sites with peptide cross-
links. The results also confirmed that LytB is an N-acetylglucosaminidase. Moreover, in
vitro degradation of cell walls labelled with [methyl-*H]choline showed that prior
cleavage of peptide stems by the LytA amidase increased the specific activity of LytB by
around 4-fold (from 600 + 60 U/mg to 2,500 + 600 U/mg), indicating that removal of
the stem peptides, or the resulting increase in size of the cell wall pores, facilitated the
catalytic action of LytB.

To study the reaction mechanism we tested the capacity of LytB to cleave small
compounds surrogates of PG components. First, the N-acetylglucosamine oligomers
(GIcNAc)s and (GIcNAc)s because of LytB structural relationship with chitinases and
lysozymes with chitin hydrolase activity (Charlemagne y Jollés, 1972). LytB cleaved both
oligosaccharides but products were only detected after several hours of incubation,
indicating that productive-complex formation required a slow rearrangement of either
the free protein or previously formed non-productive complexes (Hirakawa et al.,
2008). Subsequently, the reaction advanced relatively rapidly and all possible
degradation products were identified using HPLC and MALDI-TOF. Several new peaks
eluting after that of the initial substrate were observed in the presence of LytB, their
molecular masses being compatible with the incorporation of one or two GIcNAc units
to the initial substrate. These results suggest that LytB can also catalyze the
glycosyltransfer reaction. This activity has only been observed in retaining enzymes
(Fukamizo, 2000). The cleavage of small muropeptides was also tested using GIcNAc-
MurNAc-L-Ala-D-y-GIn (GMDP), GIlcNAc-MurNAc(OCHjs)-L-Ala-D-y-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala
(GMPP) and GlcNAc-MurNAc-GIcNAc-MurNAc(OCHs) (GM), as substrates. The analysis



of the reaction mixtures (HPLC and MALDI-TOF or LC/MS and LC/MS/MS) revealed that
only (GM), is recognized as substrate by LytB, yielding GIcNAc-MurNAc-GIcNAc and
MurNAc(OCHs) as the sole reaction products. These results indicated that cleavage
correspond to an glucosaminidase reaction.
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1.1. Streptococcus pneumoniae. Aspectos histdricos

Streptococcus pneumoniae, o neumococo, es uno de los microorganismos mas
estudiados desde que fue aislado por primera vez en 1881, cuando George M.
Sternberg en Estados Unidos y Louis Pasteur en Francia describieron, de manera
independiente, una bacteria presente en la saliva humana, que tenia forma lanceolada
y crecia formando diplococos. La bacteria ya habia sido identificada con anterioridad
pero sélo Sternberg y Pasteur demostraron su potencial patogénico en animales y la
llamaron Micrococcus pasteuri y Microbe septicemique du salive, respectivamente
(Watson et al., 1993). Tras ser descrita como Micrococcus pneumoniae, Pneumococcus
o Diplococcus pneumoniae, se le di6é el nombre de Streptococcus pneumoniae, utilizado
por primera vez en “A Manual of Determinative Bacteriology” (Chester, 1901), y
finalmente aprobado en 1980 (Skerman et al., 1980).

Neumococo ha desempefiado un papel fundamental en el inicio de la biologia
molecular. En el afio 1928, Griffith obtuvo la primera evidencia de transformacion
genética bacteriana trabajando con neumococo. El investigador demostré que al
inyectar en ratén bacterias capsuladas muertas por calor, junto con células no
capsuladas vivas (carentes de virulencia por si mismas), se producia la muerte de
algunos de los animales y que las bacterias recuperadas de éstos eran del tipo
capsulado (Griffith, 1928). La sustancia responsable de este cambio recibié el nombre
de “principio transformante” y fue posteriormente identificada a nivel molecular por
Oswald T. Avery y sus colaboradores del Instituto Rockefeller de Nueva York, en una
serie de estudios llevados a cabo en los afios 30 que culminaron en 1944 con la
propuesta de que la molécula responsable de la transformacién y de la herencia
genética era el DNA (Avery et al., 1944; McCarty y Avery, 1946).

1.2. Importancia clinica de neumococo: prevencion y tratamiento

S. pneumoniae es, con pocas excepciones, un patégeno exclusivamente humano vy
puede formar parte de la microbiota del tracto respiratorio superior (Bogaert et al.,
2004). Aungue la colonizacién es asintomatica (estado de portador), si la bacteria
accede a regiones normalmente estériles de las vias aéreas, puede diseminarse,
colonizar e invadir el oido medio (produciendo otitis media), los pulmones (neumonia),
el sistema nervioso central (meningitis) o el torrente sanguineo (septicemia). El
desencadenamiento de una enfermedad invasiva esta influenciado tanto por factores
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bacterianos, como el tipo capsular (serotipo), como por caracteristicas del propio
hospedador como la edad, el estado inmunoldgico o la existencia de infecciones previas
del sistema respiratorio (Weinberger et al., 2010). Las poblaciones mas afectadas son
los nifios menores de 5 afios, los ancianos (mayores de 65 afios) y los pacientes
inmunodeprimidos, en los que los procesos invasivos cursan con elevadas tasas de
mortalidad y morbilidad. Se estima asi que el nimero de casos graves de enfermedad
neumocdcica en nifios menores de cinco anos es de 14,5 millones al afio, ocasionando
entre 700.000 y 1.000.000 de fallecimientos anuales en todo el mundo (O’Brien et al.,
2009). Ademas, la tasa de mortalidad por neumonia neumocdcica, la forma mas comun
de neumonia adquirida en la comunidad, varia entre el 6,4% en pacientes
hospitalizados o en tratamiento ambulatorio y el 40% para los tratados en unidades de
cuidados intensivos (Lode, 2009) y, segln la organizacién mundial de la salud, alrededor
de 1,2 millones de nifios menores de 5 afios mueren cada afio a causa de la neumonia
(http://www.who.int/wer/2013/wer8811/en/).

Histéricamente, el tratamiento mas habitual de la enfermedad neumocdcica se ha
basado en la utilizaciéon de la penicilina, antibidtico perteneciente al grupo de los B-
lactdmicos, debido a la susceptibilidad de la bacteria frente al mismo. Sin embargo, la
aparicion de resistencias frente a penicilina, cefalosporinas, macrélidos e incluso
quinolonas, cuyo patrén varia considerablemente entre paises y evoluciona con el
tiempo — en Espafia en concreto es muy elevada (Alfayate-Miguélez et al., 2014) —
marco la necesidad de buscar una vacuna eficaz frente al microorganismo. El desarrollo
de las primeras vacunas se basé en el hecho de que los anticuerpos generados por el
hospedador frente al serotipo capsular de la bacteria protegian de una infecciéon
posterior causada por cepas del mismo serotipo o de serotipos que presentasen alguna
reaccion cruzada con aquél (Welch et al., 1939; Heidelberger, 1983). Teniendo en
cuenta que algunos serotipos tienen mayor incidencia que otros, durante el desarrollo
de las vacunas compuestas por combinacién de polisacaridos capsulares (CPSs), se han
considerado los mas frecuentes. La vacuna 23-valente (PPSV23) contiene una mezcla de
los 23 CPSs de los serotipos responsables de la mayoria de las infecciones
neumocoécicas, pero los CPSs activan uUnicamente los linfocitos B, por lo que inducen
una respuesta inmune independiente de linfocitos T, es decir, no generan memoria
inmunolégica (Plezt et al., 2008; Pitsiou et al., 2011). Para aumentar la
inmunogenicidad de los polisacaridos, se desarroll6 en 2001 la vacuna conjugada 7-
valente (PCV7), en la que se conjugaron los CPSs de los serotipos responsables de la
mayoria de los casos de enfermedad neumocdcica infantil invasiva en EE. UU., con un
componente proteico (toxoide diftérico) capaz de estimular la respuesta mediada por
linfocitos T y generar asi memoria inmunolégica (American Academy of Pediatrics,
2000). En la actualidad se esta administrando, tanto a la poblacién infantil como a la
adulta, la vacuna conjugada 13-valente (PCV13) (Paradiso, 2011 y 2012). Sin embargo,


http://www.who.int/wer/2013/wer8811/en/

INTRODUCCION

el numero limitado de serotipos frente a los que protegen las vacunas conjugadas,
junto con el elevado coste de cada dosis y el fendmeno de “reemplazo de serotipo” por
otros no presentes en las mismas (Weinberger et al., 2011), hace necesaria la busqueda
de tratamientos y métodos preventivos alternativos. Uno de ellos se fundamenta en el
desarrollo de vacunas basadas en proteinas de neumococo que contribuyen a la
patogenicidad de la bacteria y que son comunes a todos los serotipos (Ogunniyi et al.,
2007; Lebon et al., 2011).

1.3. Caracteristicas morfoldgicas y estructurales de la bacteria

S. pneumoniae es una bacteria Gram-positiva, anaerobia facultativa, inmavil, con forma
ovalada, que mide de 1,2 a 1,8 um de longitud y de 0,5 a 1 um de didmetro. La bacteria,
incluida en la clase de los cocos y clasificada como “ovococo”, se divide en sucesivos
planos paralelos, perpendiculares a su eje mayor, y crece como células aisladas o
formando diplococos o pequenas cadenas, dependiendo del grado de separacidn
(Zapun et al., 2008) (Figura 1.1).

Figura 1.1. Micrografia electrénica de una seccién longitudinal de diplococos de S. pneumoniae (cepa
R6) en division (Alonso De Velasco et al., 1995).

Al igual que todas las bacterias Gram-positivas, la superficie celular de S.
pneumoniae esta formada por una pared celular que contiene varias capas de
peptidoglicano (PG), también conocido como mureina, a las que se unen los acidos
teicoicos (WTAs), y la membrana plasmadtica en la que se anclan los acidos lipoteicoicos
(LTAs). Rodeando y protegiendo la membrana y la pared bacteriana se encuentra la
capsula polisacaridica, que dificulta el reconocimiento de la bacteria por el sistema
inmune del hospedador.
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1.3.1. La cdpsula

La superficie externa de la bacteria estd cubierta por una cdpsula polisacaridica (Figura
1.2) constituida por cadenas de polisacdridos complejos (Hyams et al., 2010) que, en la
mayoria de las estirpes estudiadas, estan unidas covalentemente a los residuos de N-
acetilmuramico del peptidoglicano a través de enlaces fosfodiéster, o a componentes
de la membrana, aunque en otros casos pueden liberarse de la célula (Eberhardt et al.,
2012; Yother, 2011). En 1925 Avery y colaboradores clasificaron neumococo en tres
tipos (I, Il y lll) basdndose en las diferencias quimicas de una sustancia soluble y de
naturaleza polisacaridica que rodeaba la bacteria del neumococo (Avery y Morgan,
1925). Actualmente esas diferencias estructurales y quimicas de las unidades
monosacaridicas que forman el CPS y las diferencias en el tamafio de las ramificaciones
han permitido clasificar S. pneumoniae en 95 serotipos inmunolégicamente diferentes,
90 de los cuales estaban ya descritos en 1995 (Henrichsen, 1995).

La presencia de una cdpsula polisacaridica es una caracteristica muy comun entre
patégenos, en particular de aquéllos que producen infecciones invasivas. En
neumococo, todos los aislados clinicos que causan enfermedad invasiva estdn
capsulados y la pérdida de esta estructura, ya sea por una mutacién genética o por
degradacion enzimatica, reduce enormemente la virulencia de la bacteria en modelos
animales (Hyams et al., 2010). Ademas, distintos serotipos capsulares poseen
diferentes capacidades para producir la enfermedad invasiva y el intercambio del
serotipo capsular entre cepas afecta a la virulencia en modelos animales (Hyams et al.,
2010). Por todo ello la capsula polisacaridica esta considerada, en neumococo, como el
factor de virulencia mds importante, ya que protege a la bacteria de la fagocitosis y
puede inhibir la actividad del complemento (Hardy et al., 2001; Hyams et al., 2010).

La capacidad que tiene la bacteria de regular los niveles de expresidn de la cdpsula
es importante también para su supervivencia en los diferentes ambientes que habita en
el hospedador, y una maxima expresion de la misma es esencial para la virulencia
sistémica debido a sus propiedades antifagociticas (Morona et al., 2004). El desarrollo
de la enfermedad invasiva siempre va precedido de la colonizacién asintomatica de la
nasofaringe y el grosor de la cdpsula puede influir sobre el grado de exposicién de otras
estructuras de la superficie de la bacteria como las adhesinas, que son requeridas
durante la fase de colonizacion inicial (Morona et al., 2004), es decir, la capsula tiene un
papel importante en el proceso de la colonizacion (Magee y Yother, 2001). Se ha
comprobado que cepas con niveles sustancialmente reducidos de capsula colonizan
mas eficientemente que sus cepas parentales, lo que indica, bien que la cantidad de
capsula producida in vitro no refleja la producida in vivo, o bien que no existe ninguna
ventaja en producir cantidades mayores de capsula (Magee y Yother, 2001). De hecho,
la reduccidén en la cantidad de cdpsula puede ser necesario para una colonizacion
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eficiente, ya que se permitiria una mayor exposicién de moléculas de superficie
importantes para la adherencia (Magee y Yother, 2001).

Figura 1.2. Comparacion del espesor de la capsula por microscopia electrénica: (A) cepa TIGR4
capsulada y (B) mutante no capsulado; (C) cepa D39 capsulada y (D) no capsulada. Barras 200 nm.
Reproducido de Hyams et al., 2010.

1.3.2. La pared celular

Las bacterias han desarrollado una pared celular, a modo de exoesqueleto, como
mecanismo de proteccion frente al medio externo. Esta estructura, que rodea la
membrana citoplasmatica, proporciona la rigidez necesaria para proteger a la bacteria
de la lisis mecanica u osmdtica, pero al mismo tiempo tiene la flexibilidad necesaria
para la adaptacion de la célula a los cambios morfolégicos que experimenta durante las
fases de crecimiento, division e infeccidn. El mantenimiento de la integridad de la pared
celular, cuya estructura estd en continua biosintesis y remodelacion, es por tanto
esencial para la viabilidad de las bacterias, por lo que, ademas, la pared celular, es una
de las principales dianas en el disefio de antibidticos (Lovering et al., 2012). Ademas de
ser un medio de intercambio de solutos entre el interior y el exterior celular, en
bacterias Gram-positivas la pared celular es el punto de anclaje para toda una serie de
proteinas implicadas en el crecimiento y la divisién celular, asi como en las
interacciones con el medio exterior. De hecho, la pared bacteriana desempefia un papel
importante en los procesos de colonizacién, adherencia, inflamacién e invasién
bacteriana (Tuomanen et al., 1985; Tuomanen et al., 1987; McCullers y Tuomanen,
2001).
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1.3.2.1. El peptidoglicano

El peptidoglicano (PG) o mureina, un heteropolimero tridimensional de naturaleza
glicopeptidica, es uno de los componentes esenciales de la pared celular. Se encuentra
rodeando la membrana citoplasmatica de la mayoria de las bacterias y es el
responsable del mantenimiento de la estructura de la célula; de hecho, la inhibiciéon de
su biosintesis, o su degradacion, durante la fase de crecimiento bacteriano produciria la
lisis celular (Vollmer et al., 2008; Fisher y Mobashery, 2010).

El PG esta constituido por cadenas glicanicas lineales que estdn compuestas, tanto
en bacterias Gram-positivas como en Gram-negativas, por la repeticion alternada de
unidades de N-acetilglucosamina (2-acetamido-2-deoxi-D-glucopiranosa; GIcNAc) y
acido N-acetilmuramico (2-acetamido-3-O-[(1R)-1-carboxietil]-2-deoxi-D-glucopiranosa;
MurNAc), unidas mediante enlaces glicosidicos de tipo B-(1->4), y sintetizadas a través
de la actividad transglicosilasa de enzimas bifuncionales. El grupo D-lactilo en posicién 3
de cada residuo de MurNAc se encuentra sustituido por un segmento peptidico cuya
composicion mas habitual en el PG naciente de neumococo es L-Ala-D-y-GIn-L-Lys-D-Ala-
D-Ala, y el dltimo o los dos ultimos residuos de D-Ala desaparecen en la macromolécula
madura tras la accion de las carboxipeptidasas (Garcia-Bustos et al., 1987; Severin et
al., 1992). Estos segmentos peptidicos conectan entre si las cadenas glicanicas a través
de la unién entre el grupo carboxilo de la D-Ala en posicién 4 de la cadena peptidica y el
grupo amino de la cadena lateral de la L-Lys en posicidn 3, bien directamente, o bien a
través de pequefios puentes peptidicos cuya composicion mas frecuente es L-Ser-L-Ala
o L-Ala-L-Ala (Fischer y Tomasz, 1985) (Figura 1.3). Este entrecruzamiento de las
cadenas glicanicas mediante péptidos crea el entramado tridimensional que es la
macromolécula del PG y tiene lugar mediante una reaccién de transpeptidacion, que
esta catalizada por las mismas enzimas bifuncionales que llevan a cabo la sintesis de las
cadenas glicanicas (Fisher y Mobashery, 2010). En las cepas de neumococo resistentes a
los antibidticos B-lactdmicos, como por ejemplo Pen6, el patréon de las cadenas
peptidicas cambia, habiéndose encontrado un aumento importante en el contenido de
péptidos ramificados (Garcia-Bustos y Tomasz, 1990; Zighelboim y Tomasz, 1980).

La longitud de las cadenas glicanicas, asi como el nivel de entrecruzamiento, varia
entre especies, cepas, condiciones de crecimiento y/o estadio celular, factores
ambientales y es independiente del grosor del PG (Vollmer et al., 2008; Vollmer y
Seligman, 2010; Moynihan et al., 2014). Mientras que en bacterias Gram-negativas la
longitud media es de entre 20 y 40 unidades disacaridicas, en la mayoria de las Gram-
positivas no supera las 26; aunque en S. pneumoniae todas las cadenas superan las 25
repeticiones (Bui et al., 2012).
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Figura 1.3. Representacion esquematica de la estructura del PG de neumococo formado por cadenas
glicanicas de residuos alternantes de GIcNAc (hexagonos gris claro) y MurNAc (hexagonos gris
oscuro) que se entrecruzan mediante segmentos peptidicos lineares o ramificados.

La orientacion de las cadenas glicdnicas y de los péptidos respecto a la superficie y
al eje celular de la bacteria estd aun por determinar. Por un lado, el gran tamaiio del
PG, su heterogeneidad estructural (la pared se encuentra en estado permanente de
biosintesis, ensamblaje, desensamblaje y renovacién) y flexibilidad, impiden su
cristalizacién. Por otro lado, la dimensiones de las cadenas glicanicas y los péptidos
coinciden con las de los artefactos necesarios para tefir y fijar las muestras en
microscopia electréonica convencional (Dmitriev et al., 2005; Vollmer y Seligman, 2010).
Basandose en datos quimicos y biofisicos se han propuesto, hasta ahora, dos modelos
diferentes para la arquitectura del PG. En el primero de ellos (modelo clasico en capas)
tanto las cadenas glicanicas como los segmentos peptidicos se disponen en paralelo a la
membrana plasmatica de la célula, adoptando una estructura helicoidal en la que cada
giro de la hélice estd compuesto por cuatro unidades disacaridicas y los segmentos
peptidicos quedan dispuestos hacia el exterior de la misma (Burge et al., 1977,
Labischinski et al., 1979; Vollmer y Holtje, 2004). Por el contrario, en el segundo modelo
(“scaffold”) las cadenas glicanicas se orientarian de manera perpendicular a la
membrana y cada cadena quedaria unida con otras cuatro a través de las cadenas
peptidicas (Dmitriev et al., 1999). Posteriormente y mediante resonancia magnética
nuclear en solucidn de un fragmento sintético del PG (tetrasacarido dipentapéptido) se
ha observado que el angulo entre dos péptidos consecutivos es de unos 120 grados, lo
gue implicaria tres unidades disacaridicas por cada vuelta y no cuatro, en concordancia
con este Ultimo modelo (Meroueh et al.,, 2006). La disposicién perpendicular a la
membrana de las cadenas glicdnicas y paralela de los péptidos crearia una estructura
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“en panal de abeja”, cuyos poros tendrian un tamafio minimo de 70 A (Figura 1.4), que
podria funcionar como un citoesqueleto externo eldstico (Meroueh et al., 2006). En
este estudio el péptido contenia D-y-glutamico, en vez de D-y-glutamina como sucede
en neumococo, y también difiere de la composicion en Gram-negativas en las que la L-
lisina es sustituida por 4cido mesodiaminopimélico, de modo que no es posible
establecer, de forma inequivoca, el nimero de unidades discaridicas que componen
cada giro de la hélice (Vollmer y Seligman, 2010). Ademas, el modelo “en panal de
abeja” no parece posible en las bacterias Gram-negativas E. coli y Pseudomonas
aeruginosa, ya que la mayor parte de sus cadenas glicanicas tiene una longitud mucho
mayor que el grosor del PG, por lo que no parece viable una disposicién vertical de las
mismas. Sin embargo, se ha comprobado, mediante microscopia de fuerza atdmica, que
en el caso de Bacillus subtilis las cadenas glicanicas, compuestas por mas de 500

unidades disacaridicas de media, pueden doblarse (Vollmery Seligman, 2010).

A

Figura 1.4. (A) Vista superior y (B) lateral del modelo tridimensional de la arquitectura del PG,
basado en la estructura en solucién del tetrasacarido dipentapéptido (GIcNAc-MurNAc-L-Ala-D-y-Glu-
L-Lys-D-Ala-D-Ala), (Meroueh et al., 2006). En naranja se muestran las cadenas glicanicas y en verde
las peptidicas. Las flechas indican la dimension variable de los poros (dependiente del grado de
entrecruzamiento de las cadenas peptidicas y de la ausencia de cadenas glicanicas) cuyo tamafio
minimo seria = 70 A.

Las cadenas glicanicas sufren modificaciones estructurales secundarias que pueden
alterar tanto la hidrélisis como la sintesis del PG durante el crecimiento celular. Estas
modificaciones post-sintéticas afectan principalmente al grupo amino del C2 (N-
desacetilacién) o al hidroxilo del C6 (O-acetilacion) de los amino azucares (Figura 1.5).
La N-desacetilacion del PG es una modificacién secundaria (las cadenas glicanicas recién
sintetizadas se encuentran totalmente acetiladas) que tiene lugar mayoritariamente en
bacterias Gram-positivas (Moynihan et al., 2014) y puede afectar a los residuos de
MurNAc y GIcNAc. La enzima responsable de esta modificacidn en neumococo es la N-
acetilglucosamina desacetilasa A, codificada por el gen pgdA (Vollmer y Tomasz, 2000).
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Su accién puede dar lugar a la desacetilacidn de entre un 40% y un 80% de los residuos
de GIcNAc y de un 10% de los de MurNAc, lo que da lugar a un aumento de la
resistencia de neumococo frente a la accion de la lisozima humana, un factor
importante del sistema inmune innato que se encuentra a elevadas concentraciones en
los sitios de infeccion (Ohno et al., 1982; Vollmer y Tomasz, 2000; Vollmer, 2008). La
hipersensibilidad de los mutantes pgdA a la lisozima exdgena y la reducciéon observada
en la virulencia del mutante con respecto a la cepa parental sugiere que pgdA es
determinante en la virulencia de neumococo (Vollmer y Tomasz, 2002). Por otro lado la
desacetilacion introduce cargas positivas en la pared celular, lo que podria afectar a
proteinas especificas de la pared o al CPS, que como ya se indico es el mayor factor de
virulencia de neumococo (Vollmer, 2008). Por otro lado, el aumento de la carga positiva
del PG aumentaria la resistencia de la bacteria frente a los péptidos catidnicos
antimicrobianos, otros elementos importantes del sistema inmune innato que inducen
la rotura de la membrana plasmatica de la bacteria (Peschel, 2002).
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Figura 1.5. Representacion de una cadena glicdnica con unidades disacaridicas sin modificar (GIcNAc-
MurNAc), desacetiladas (GIcN-MurN) o con acetilacidn extra en los residuos de MurNAc. Modificado
de Vollmer, 2008.

La O-acetilaciéon de los residuos de MurNAc (hasta ahora no se ha observado en los
de GIcNAc), que tiene lugar a través de la accion de las O-acetiltransferasas, también
aumenta la resistencia de la bacteria a la lisozima del hospedador (Crisdstomo et al.,
2006; Vollmer 2008). Este grupo acetilo extra, unido al C6-OH del MurNAc, aparece
tanto en bacterias Gram-positivas como en Gram-negativas. Aunque en S. pneumoniae
no se ha determinado el porcentaje de residuos de MurNAc O-acetilados, si se ha
identificado la enzima responsable de la modificacién, una O-acetilasa codificada por el
gen adr el cual, ademas, es requerido para la expresion de un nivel elevado de
resistencia a la penicilina en la cepa resistente de neumococo Pen6 (Crisostomo et al.,
2006). El enlace éster que une este grupo acetilo extra es bastante débil, por lo que el
tratamiento 4cido y las altas temperaturas que se emplean para la purificacién y el
andlisis de la composicion del PG no han permitido determinar la abundancia de esta
modificacion (Vollmer 2008).
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Otra modificacidn que presenta el PG es la unién de los acidos teicoicos, polimeros
de superficie que, al igual que el CPS, se unen a los residuos de MurNAc a través del
grupo hidroxilo del C6 del azucar. Estos componentes son parte fundamental de la
pared celular de la bacteria, por lo que en el siguiente apartado se describen mas
detalladamente.

Todas estas modificaciones del PG lo protegen de la lisis celular que pueden
ocasionar agentes exégenos de la defensa del hospedador, como las lisozimas del
sistema inmune, las autolisinas endégenas implicadas en el propio metabolismo del PG
(Moynihan et al., 2014) o la acciéon de los antibidticos, en este caso debido a la
adquisicion de proteinas de unidon a penicilina (PBPs) con baja afinidad, la sobre-
expresion de PBPs enddgenas de baja afinidad o la modificacién de PBPs enddgenas
(Zighelboim y Tomasz, 1980; Zapun et al., 2008).

1.3.2.2. Los acidos teicoicos v lipoteicoicos

La envuelta celular de las bacterias Gram-positivas contiene otros dos glicopolimeros de
naturaleza zwiteridnica, que juegan también un papel importante en el mantenimiento
de la integridad estructural de la célula, su crecimiento y patogenicidad. Se trata de los
acidos teicoicos (WTAs, del inglés Wall Teichoic Acids), unidos covalentemente a la
pared celular a través de los residuos de MurNAc del PG, y los acidos lipoteicoicos (LTAs
del inglés Lipoteichoic Acids), enlazados de manera no covalente a la membrana
plasmatica. Ambos glicopolimeros, inicialmente conocidos como polisacarido C (WTA) y
antigeno de Forssman (LTA), forman una barrera polianidnica que se extiende desde la
superficie bacteriana hacia el PG, ofreciendo proteccién frente a péptidos
antimicrobianos (Seo et al., 2008). Probablemente debido a la falta de una membrana
externa protectora, estos polimeros desempefian una funcion similar en bacterias
Gram-positivas, ya que influyen en la permeabilidad y proporcionan estabilidad a la
membrana plasmatica, median interacciones extracelulares y, junto con el PG, actdan
como punto de unién de enzimas extra-citoplasmaticas requeridas para el crecimiento
y la degradacion de la pared celular (Swoboda et al., 2010); por ello, las enzimas
implicadas en su biosintesis estan en el punto de mira para el disefio de nuevos
antibidticos (Fischer, 1997; Swoboda et al., 2010).

Entre un 15 y un 30% de los residuos de MurNAc del PG de S. pneumoniae son
portadores de cadenas de WTAs (Fischer 2000), las cuales suponen hasta un 50% de la
masa de la pared bacteriana (Vollmer et al., 2008) y presentan una complejidad
estructural mucho mayor que en el resto de Gram-positivas, ademas de poseer la
misma composicidon quimica que los LTAs (Fischer, 1997).

La estructura “clasica” de los LTAs consta de una cadena de poli(glicerofosfato)
unida, mediante un enlace fosfodiester, a un glicolipido que funciona como unidad de
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anclaje a la membrana. Este tipo de LTA lo comparten un grupo muy amplio de
bacterias como bacilos, lactobacilos, enterococos, lactococos, listerias, estafilococos y
algunos estreptococos, entre los que puede variar la estructura glicolipidica, la longitud
de la cadena de poli(glicerofosfato) o la abundancia de las sustituciones de ésteres
cargados positivamente de D-alanina, en posicidon 2 de los residuos de glicerofosfato
(Fischer, 1997; Fischer, 1994; Fischer y Rosel, 1980; Fischer et al., 1980). Sin embargo,
los LTAs y WTAs de neumococo estdn formados por una unidad repetitiva
pentasacaridica, constituida por dos moléculas de N-acetilgalactosamina (GalNAc), una
de ribitol-5-fosfato, una de glucosa (Glc) y una del amino azucar, cargado
positivamente, 2-acetamido-4-amino-2,4,6-trideoxigalactosa (AATGal) (Figuras 1.6 y
1.7). Ademas, dependiendo de la cepa de neumococo, uno o los dos residuos de
GalNAc estan sustituidos en la posicién 06 por una molécula del fosforilcolina (P-col),
otra de las particularidades de los WTAs y LTAs de S. pneumoniae, considerada como
una huella dactilar de la bacteria (Behr et al., 1992; Fischer, 1997).

Los ultimos modelos propuestos sobre la estructura de los LTAs de neumococo se
diferencian entre si, fundamentalmente, en el comienzo de la unidad repetitiva, asi
como en el anclaje de la cadena a la membrana celular.

En el modelo propuesto por Fischer en 1997 a partir del aislamiento de los LTAs y
WTAs de la cepa R6 de S. pneumoniae, la longitud de las cadenas varia entre dos y ocho
unidades repetitivas, cada una de las cuales comienza con la molécula de ribitol-fosfato
y termina con la de glucosa. La unidon entre las repeticiones tiene lugar mediante un
enlace fosfodiester entre el O5 del ribitol y el 06 de la molécula de glucosa de la
repeticién adyacente y, concretamente en la cepa R6, el 78% de las repeticiones se
encuentran sustituidas por dos residuos de P-col y el 22% sélo por una. Segun Fischer la
composicion del anclaje glicolipidico a la capa externa de la membrana citoplasmatica
era Glc-B-(1->3)-AATGal-B-(1->3)-Glc-a-(1->3)-acil,-glicerol aunque, a diferencia de los
LTAs de otras bacterias, dicho anclaje no se detectd en su forma libre entre los lipidos
de la membrana de neumococo.

En el aflo 2006, Draing y colaboradores confirmaron la estructura propuesta por
Fischer, pero con ciertas modificaciones. La utilizacion de nuevos métodos de analisis
sugirid la presencia de GalNAc y D-Alanina como sustituyentes del ribitol en los LTAs de
las cepas R6 y Fp23 (mutante no capsulado de la cepa TIGR4), respectivamente. Por
otro lado, la cadena de LTA constaria sélo de dos unidades repetitivas en lugar de variar
de dos a ocho (Draing et al., 2006).

En el aiio 2008, Seo y colaboradores propusieron otro modelo basado en el andlisis
por espectrometria de masas de los LTAs de diferentes cepas de neumococo, segin el
cual la secuencia de la unidad repetitiva seria AATGal-Glc-Ribitol-5-P-GalNAc-GalNAc y
la del anclaje lipidico Glc-a-(1->3)-acil,-glicerol (Figura 1.6). Las diferencias observadas
entre los espectros de las diferentes cepas analizadas se deberian exclusivamente al
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numero de residuos de fosforilcolina presentes en cada unidad repetitiva (siempre dos
0 uno). Su estructura explica que los LTAs presenten propiedades de antigeno de
Forssman (es necesario encontrar el disacarido de Forssman (GalNAc-a-(1->3)-GalNAc-
B-(1->) en la parte terminal de la estructura), condicidon que se cumple en la propuesta
por Seo pero no en la de Fischer, y resuelve el problema de la biosintesis del anclaje a la
membrana celular, ya que ésta requiere la accién de una transferasa inicial que
transfiera el primer azlcar a un aceptor de la membrana, y no se conoce ningln
polisacarido bacteriano cuyas unidades repetitivas se inicien con la adicion de ribitol-
fosfato (Seo et al., 2008).
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Figura 1.6. Modelo de la estructura de los LTAs de S. pneumoniae segun Seo et al., 2008. La unidad
repetitiva (n) contiene, de derecha a izquierda, 2-acetamido-4-amino-2,4,6-trideoxigalactosa
(AATGal), glucosa (Glc), ribitol-5-fosfato y dos residuos de N-acetilgalactosamina (GalNAc), cada uno
de los cuales puede llevar en posicion 6 un residuo de P-col. Los grupos hidroxilo del ribitol-5-P
pueden estar sustituidos en cantidades no estequiométricas por D-Ala y a-D-GalNAc (R = H, D-Ala o
a-D-GalNAc) y todas las repeticiones de los LTAs estdan unidas mediante enlaces B, excepto la
terminal que presenta configuracion a.

El andlisis reciente de los LTAs de las cepas D39Acps y TIGR4Acps (mutantes de las
cepas D39 y TIGR4, respectivamente, desprovistos de las cdpsulas) por distintos
métodos tras eliminar la O-desacetilacion ha confirmado el modelo propuesto Seo y
colaboradores en 2008, estableciendo ademds que las cadenas de los LTAs estan
formadas por 4-8 unidades repetitivas (predominantemente 6 o 7) y que la
infravaloracion de Draing y colaboradores (2006) era consecuencia de la formacién de
micelas por los LTAs O-acetilados (Gisch et al., 2013). Sin embargo, la configuracion B
descrita en el anterior modelo para los residuos de AATGal, sélo apareceria en la
primera de las unidades repetitivas, es decir, en la unida al anclaje lipidico (Figura 1.7).
Como se explica en el trabajo, esto es fundamental en la investigacidén de las enzimas
implicadas en la biosintesis y la transferencia del precursor de los acidos teicoicos, bien
al anclaje lipidico formandose el LTA, o bien al PG constituyéndose entonces el WTA.
Comprobaron ademds que la variabilidad en el numero de residuos de P-col
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(predominantemente en la ultima de las unidades repetitivas) no influye sobre la
reaccién de los anticuerpos anti-Forssman y demostraron que la sefial de RMN asociada
a un residuo de GalNAc sustituyente del ribitol correspondia, en realidad, a residuos de
GalNAc portadores de P-col, concluyendo que los grupos hidroxilo del ribitol-5-P sélo
podrian estar sustituidos, potencialmente, por D-Ala.
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Figura 1.7. Estructura de los LTAs de S. pneumoniae segun el modelo propuesto Gisch et al., 2013. La
unidad repetitiva (n) presenta la misma estructura que la del modelo de Seo y colaboradores (2008),
aunque el ribitol-5-P sélo puede tener sustituciones D-Ala (R = H o D-Ala). Unicamente la primera
repeticion, unida al anclaje lipidico (glucosa-diacilglicerol), presenta la forma B de AATGal (todas las
demas contienen el andmero a) y, en determinadas condiciones y cepas, la Ultima repeticion puede
carecer de los dos residuos de P-col.

Al igual que para los LTAs, inicialmente se propuso que las unidades repetitivas de
los WTAs estaban unidas entre si mediante enlaces fosfodiester y ancladas, en este
caso en posicion 6 a los residuos de MurNAc de la pared celular, a través de la unién del
ribitol a un oligosacdrido de composicion desconocida mediante enlace fosfodiester
(Severin y Tomasz, 2000). Segun Seo y colaboradores esta visidon de la estructura de los
WTAs no tenia en cuenta los pasos implicados en la sintesis y polimerizacién de las
unidades repetitivas, por lo que propusieron que estas debian comenzar, al igual que
en los LTAs, con la molécula de AATGal y finalizar con la de GalNAc, y que la unién al PG
podria tener lugar a través de un residuo de AATGal (Seo et al., 2008).

Conocer la composicidon exacta de los WTAs y LTAs de neumococo es fundamental,
ya que pequeiios cambios en la misma, como por ejemplo la presencia o ausencia de
alanina como sustituyente del ribitol, la variabilidad en el nimero de residuos de P-col
presentes en cada unidad repetitiva, o la sustitucién de la glucosa por galactosa (Vialle
et al., 2005), tienen un gran impacto sobre la influencia de los LTAs en la patogenicidad
de la bacteria, la proteccidn frente a muchos péptidos antimicrobianos, o en la
adhesién bacteriana a las células del hospedador iniciando cascadas inflamatorias a
través de la activacidn del sistema del complemento (Draing et al., 2006; Seo et al.,
2008).
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1.3.2.3. La fosforilcolina

Neumococo es auxdtrofo para la colina (Rane y Subbarow, 19404, b), un aminoalcohol
cuya presencia, abundante en eucariotas, es muy rara entre las bacterias, siendo S.
pneumoniae la Unica especie cuyo crecimiento depende de la adquisicion de este
aminoalcohol del medio de crecimiento, que es metabolizado exclusivamente para
incorporarse a las cadenas de WTAs y LTAs en forma de P-col (Tomasz 1967; Brundish y
Baddiley, 1968; Briles y Tomasz, 1973).

La P-col tiene un papel importante en la internalizacion de neumococo a través de
su interaccion con los receptores celulares del factor de activacion plaquetaria (PAFr)
(Cundell et al., 1995). S. pneumoniae, al igual que sucede en otros patdgenos, sufre un
proceso de variacion de fase, reversible y espontdneo, entre colonias opacas y
transparentes, que es independiente de las condiciones del medio de cultivo y de si la
cepa presenta o no capsula, pero que estd asociado con el contenido en WTAs (Figura
1.8) (Weiser et al., 1994). La variante transparente, que presenta menos cantidad de
CPS y mdas WTAs (y por tanto mas P-col), no es virulenta, siendo sin embargo mas
eficiente en la colonizacién de la nasofaringe (primera etapa de la interaccién con el
hospedador) debido a una mayor adhesién al epitelio pulmonar. Esta adhesién se ve
aumentada debido a la estimulacidon de citoquinas y estd mediada por la interaccion
con los receptores celulares del PAF (factor de activacién plaquetaria), expuestos en la
superficie de las células epiteliales activadas. El ligando natural del PAFr contiene P-col,
lo que sugiere que neumococo podria estar imitando la estructura del PAF para utilizar
el receptor. De modo que la unién de los residuos de P-col de neumococo al PAFr
promueve la adhesién de la bacteriana a las células del hospedador, lo que a su vez
favorece la colonizacion de las células del endotelio (Cundell et al., 1995; Kim y Weiser,
1998). Por otro lado, un aumento en los WTAs puede ser necesario para la colonizacién,
ya que esta estructura, como se vera mas adelante, sirve de punto de anclaje para
multiples proteinas que pueden estar implicadas en la unién a los receptores de las
células epiteliales a través de la estructura de la P-col (Kim y Weiser, 1998). Las
variantes opacas sin embargo, no son capaces de colonizar la nasofaringe y presentan
un fenotipo mas virulento debido, no sélo a una mayor expresién del CPS, sino también
a una reduccion en la de los WTAs (y por tanto también de P-col), lo que es critico para
desencadenar la enfermedad sistémica (Kim y Weiser, 1998). Permanece sin aclarar por
qué un organismo que reside en la superficie mucosa de la nasofaringe, sin
desencadenar normalmente enfermedad, cambiaria de un fenotipo menos virulento a
otro mayor, ya que seria potencialmente fatal para su hospedador. Es posible que la
variacién de fenotipo contribuya a la habilidad de la bacteria para sobrevivir largos
periodos en la nasofaringe. De este modo, un mayor contenido en CPS y una
disminucién de WTAs en los neumococos opacos, podria proteger a la bacteria de la
deposiciéon del complemento y la fagocitosis, aunque una expresidon constitutiva de
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estas caracteristicas podria no ser dptima para su mantenimiento en la nasofaringe
(Kim y Weiser, 1998).

Figura 1.8. Imagenes de microscopia electronica de variantes opacas (A y C) y transparentes (B y D)
de las cepas de S. pneumoniae P6 y P68. Tomada de Weiser et al., 1994.

Los residuos de P-col expuestos en la superficie de neumococo estan implicados
también en la respuesta del sistema inmune del hospedador. La P-col es reconocida y
unida por la proteina C-reactiva humana (CRP), un componente presente en el suero
durante la fase de respuesta aguda. De este modo la bacteria queda marcada por CRP
para ser fagocitada, primero a través de su unién y segundo activando la via clasica del
complemento. Ambos efectos protegen frente a las infecciones letales por neumococo
(Mold et al., 1982; Fischer, 2000). A pesar de que la colina es un factor de crecimiento
esencial en neumococo, ésta puede ser sustituida por ciertos analogos estructurales
como etanolamina, N-metilamino-etanolamina o N,N-dimetilamino-etanolamina. Sin
embargo, cuando los acidos teicoicos no incorporan colina sino alguno de estos amino
alcoholes, o si se afiaden concentraciones elevadas de colina en el medio de cultivo (20
pug/mil), la bacteria sufre diversas alteraciones fisioldgicas (Tomasz, 1968); entre ellas, la
inhibicion del proceso de separacion de las células hijas durante la division celular
(dando lugar a la formacién de largas cadenas; Badger, 1944; Tomasz, 1968), la
ausencia de autolisis (Tomasz, 1968), incapacidad para la adquisicién del estado de
competencia, mediante el cual neumococo absorbe moléculas de DNA presentes en el
medio extracelular (Tomasz, 1968), y resistencia a la lisis inducida por deoxicolato
(DOC) a concentraciones relativamente bajas (Tomasz, 1968). Todas estas alteraciones
pueden ser revertidas afiadiendo de nuevo colina al medio de crecimiento (Tomasz,
1968). Estudios posteriores han permitido la obtencién de mutantes de neumococo
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(cepas JY2190 y R6Cho’) que no muestran este requerimiento por colina y que son
capaces de multiplicarse en ausencia del aminoalcohol (Yother et al., 1998; Severin et
al., 1997).

El motivo por el cual se producen algunas de estas alteraciones fisioldgicas al
sustituir la colina de los acidos teicoicos por alguno de los analogos recae sobre una
familia de proteinas de neumococo cuya funcién depende de su union especifica a los
motivos de P-col de los WTAs o LTAs, se trata de las denominadas proteinas de unién a
colina (CBPs, del inglés Choline Binding Proteins) (Figura 1.9), implicadas en el
metabolismo del PG y la virulencia bacteriana. La presencia de los residuos de P-col en
los acidos teicoicos es también fundamental en el desarrollo del biofilm neumocécico
(comunidad microbiana sésil muy estructurada que se caracteriza por la presencia de
células bacterianas unidas a una superficie o interfase y embebidas en una matriz
extracelular de sustancias producidas por ellas; Costerton et al., 1995), debido a la
implicacion de algunas CBPs en la formacidn del mismo, entre ellas, la amidasa LytA, la
lisozima LytC, la posible glucosaminidasa LytB, las adhesinas CbpA y PcpA y la proteina
A de superficie PspA (Moscoso et al., 2006).

1.4. Proteinas de union a colina

La superficie de S. pneumoniae estd decorada con proteinas unidas de manera
covalente, o no covalente, a la pared, o a la membrana celular (Figura 1.9). Entre ellas
se encuentra el grupo de las CBPs que reconocen y se unen de forma especifica a los
residuos de P-col de los WTAs y LTAs a través de interacciones reversibles no
covalentes. Estas proteinas de superficie, presentes en casi todos los aislados
neumococicos, estan implicadas en diversas funciones bioldgicas como la adhesién y
division celular (Garcia et al.,, 1999), promueven la colonizacién de la nasofaringe
(CbpA, CbpD, CbpE, CbpG, LytB, y LytC) y, algunas de ellas (PspA y CbpG), contribuyen
de manera directa en la virulencia bacteriana (Gosink et al., 2000).

Figura 1.9. Representacién de CBPs unidas a los motivos de P-col presentes en los WTAs y LTAs
(circulos azules sobre estructuras azul oscuro) asociados al PG (verde) o a la membrana plasmatica
de S. pneumoniae. Tomado de McCullers y Tuomanen, 2001.
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Todas las CBPs presentan una organizacién modular, con uno o varios modulos
bioldgicamente activos y el médulo de unién a colina (CBM, del inglés Choline Binding
Module; cédigo Pfam PF1473), que es el responsable del reconocimiento de los
residuos de P-col y es esencial para el desarrollo de la funcion (Lopez y Garcia, 2004). El
CBM posee una estructura repetitiva y estd formado por la disposicién en ‘tandem’ de
un motivo conservado de secuencia que contiene alrededor de 20 aminoacidos (Garcia
et al., 1999). Como se muestra en la Figura 1.10, en la que se represetan algunos
miembros de la familia, el nimero de repeticiones (CBRs, del inglés Choline Binding
Repeats) y su localizacion en la cadena polipeptidica varia de unas proteinas a otras.
Cada repeticiéon se pliega formando una horquilla beta seguida de un bucle que
contiene un giro y una zona de conformacién extendida que enlaza con la siguiente
horquilla (Figura 1.11 A). Las horquillas beta estdn constituidas por unos 5 aminoacidos
por hebra y se disponen formando una superhélice a izquierdas (solenoide beta) en el
que cada horquilla estd girada 120° con respecto a la anterior, de tal forma que las
horquillas Bi y Bi+3 adoptan una posicion paralela (Fernandez-Tornero et al., 2001;
Hermoso et al., 2003; Hermoso et al., 2005; Molina et al., 2009; Pérez-Dorado et al.,
2010).

Los sitios de union a los residuos de P-col estan localizados en las interfaces
hidrofdbicas creadas entre dos CBRs consecutivas y estan formados por tres residuos
aromaticos situados en las horquillas beta y un aminodcido hidrofdbico localizado en el
bucle que las une (Figura 1.11 B). Las interacciones que se establecen en la cavidad son,
por un lado, de tipo hidrofébico con los grupos metilo de la colina y, por otro, de tipo
cation-it entre los anillos ricos en electrones de los aminodcidos aromaticos y la carga
positiva de la colina. Ademas de estos sitios de unidn a colina, se han identificado sitios
de union no candnicos en diversas CBPs (Hermoso et al., 2005; Pérez-Dorado et al.,
2010; Mellroth et al., 2014). Tanto Pce (Hermoso et al., 2005) como LytA (Mellroth et
al., 2014) tienen un sitio adicional de unién formado por tres aminoacidos aromaticos
de la primera CBR (Figura 1.11 C), mientras que en LytC aparece un nuevo tipo de sitio
de unién constituido por seis aminoacidos aromaticos procedentes de tres CBRs
consecutivas; los tres residuos presentes en los sitios candnicos de colina mas otros tres
residuos (un triptéfano y dos tirosinas) que se extienden hacia el solvente, aumentando
el tamaiio de la cavidad de unién a colina (Figura 1.11 D). Este nuevo tipo de sitio
presenta una secuencia caracteristica Gly-Tyr-Met-Ala (GYMA) al final de la tercera
repeticion y se ha propuesto que los tres residuos aromaticos adicionales podrian
interaccionar con el grupo fosfato de la P-col o los anillos de N-GalNAc a los que se
unen (Pérez-Dorado et al., 2010).
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Figura 1.10. Estructuras tridimensionales de CBPs codificadas por neumococo y sus bacteriéfagos en
las que se identifican el mddulo catalitico, el CBM vy la disposicion de las CBRs. (A) Estructura
cristalografica de LytA con cinco moléculas de colina unidas a las CBRs (Li et al., 2015; cédigo PDB
4X36). (B) Estructura cristalogréfica de Cpl-1 (Hermoso et al., 2003; cédigo PDB 1H09). (C) Estructura
cristalografica de LytC con siete moléculas de colina unidas a las CBRs (Pérez-Dorado et al., 2005;
codigo PDB 2WWS5). (D) Estructura cristalografica de Pce con los sitios de unién de colina ocupados
por moléculas de Bis-Tris (tampdn de cristalizacion) que son reconocidas como analogos
estructurales de la molécula de colina (Hermoso et al., 2005; cédigo PDB 2BIB).
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Modulo
catalitico

Figura 1.11. Estructura de sitios de unién a colina en distintas CBPs. (A) Region del CBM de LytA
donde se muestra la estructura y disposicidn de las CBRs. (B) Sitio de union a colina de LytA generado
entre las repeticiones CBR3 y CBR4 donde se muestran los residuos de las hebras B implicados en la
unién de una molécula de ligando. (C) Sitio no candnico de unidn a colina de Pce localizado entre la
parte posterior del moédulo catalitico y la primera CBR del CBM. (D) Estructura tridimensional de un
sitio de unidén a colina de LytC formado por seis residuos aromaticos de tres repeticiones
consecutivas (secuencias GYMA).

Aunque los CBMs y las CBRs fueron descritos por primera vez en neumococo, ya han
sido identificados en proteinas de otras bacterias que contienen colina en su pared
celular, asi como en las de los bacteriéfagos que las infectan (Lopez et al., 1982; Garcia
et al., 1987; Sanchez-Beato et al., 1995; Llull et al., 2006). Dado que el grado de
similitud de secuencia entre las CBRs de los CBMs presentes en diferentes
microorganismos es elevado, es muy posible que hayan evolucionado a partir de una
proteina ancestral (Sanchez-Beato et al., 1995), reforzando asi la teoria modular para la
evoluciéon de proteinas (Botstein, 1980). La adquisicion del CBM supondria asi una
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ventaja evolutiva para estas enzimas que interaccionan con un sustrato polimérico,
como es la pared celular, permitiéndoles alcanzar una mayor eficiencia catalitica (Croux
et al., 1993; Hermoso et al., 2003; Hermoso et al., 2005). Debido a ello, se ha sugerido,
gue la presencia de colina en las paredes de neumococo podria explicarse a través de
su funcién como elemento de presion selectiva para las CBPs, preservando asi, la
existencia de este médulo tan caracteristico (Sdnchez-Beato et al., 1995; Sheenan et al.,
1997).

1.5. Hidrolasas de la pared celular de neumococo

Entre las CBPs se encuentra un grupo de enzimas enddgenas, las PG hidrolasas (o
murein hidrolasas), que cortan de manera especifica ciertos enlaces del PG de
neumococo. Eventualmente pueden ocasionar la lisis y la muerte de la célula (actividad
“suicida”), en cuyo caso se las denomina autolisinas, y se encuentran altamente
reguladas (Giesbrecht et al., 1976; Lopez y Garcia, 2004).

Las PG hidrolasas estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y la mayoria de
las especies bacterianas contienen una o mas de estas enzimas, por lo que se postula
que estdn implicadas en funciones bioldgicas fundamentales como Ia
sintesis/degradacion de la pared celular, la separacion de las células hijas al final del
proceso de division celular, la movilidad celular, etc. (Lopez et al., 1992; Shockman et
al., 1996; Lopez y Garcia, 2004; Vollmer et al., 2008) y han sido asociadas a la lisis
celular inducida por los antibidticos B-lactdmicos (Sanchez-Puelles et al., 1986). Son,
ademas, responsables de la liberacién de los productos generados durante la
renovacion del PG (Goodell y Schwarz, 1985) que actlian como factores de sefializacion
para el reconocimiento de la bacteria por otros organismos y, en algunos casos, para la
induccion de las B-lactamasas (Jacobs et al., 1997).

Todos los bacteriéfagos de DNA de doble cadena codifican al menos para una PG
hidrolasa utilizada para inducir la lisis de la pared celular y asi liberar la progenie fagica
al final del ciclo litico (endolisina) (Borysowski et al., 2006). La actividad de estas PG
hidrolasas esta regulada Unicamente por un gen tardio que codifica para una pequeiia
proteina hidrofébica denominada holina, la cual facilita el acceso de la enzima a la
pared de la bacteria mediante la creacién de poros en la membrana (Young, 1992).

La especificidad de sustrato que muestran las PG hidrolasas estd relacionada con su
interaccion con el sustrato insoluble que es la pared celular, mientras que la
especificidad de enlace determina su punto de accién dentro del PG (Figura 1.12).
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Figura 1.12. Representacion de la composicion del PG de S. pneumoniae en la que se indican algunos

de los enlaces potencialmente hidrolizables por los diferentes tipos de murein hidrolasas descritas

hasta ahora para la bacteria.

En funcion de esta especificidad de enlace las PG hidrolasas se clasifican en los

siguientes grupos:

o Amidasas: hidrolizan el enlace amida entre el grupo lactilo del MurNAc y
el grupo amino de la L-Alanina, el primer aminodcido del segmento peptidico
del PG. A este grupo pertenecen LytA, la autolisina mayoritaria de neumococo, y
las endolisinas Hbl, Ejl y Pal, codificadas por los fagos Hb-3, Ej-1 y Dp-1,
respectivamente. CbpD, codificada por neumococo, contiene un dominio CHAP
(del inglés, Cysteine Histidine-dependent Amidohydrolase/Peptidase), por lo que
podria ser también una amidasa, o una endopeptidasa, aunque, por el
momento, sélo se puede afirmar que es una PG hidrolasa (Eldholm et al., 2010).

o Muramidasas o lisozimas: rompen los enlaces glicosidicos B-(1->4) entre
los residuos de MurNAc y GIcNAc de las cadenas glicanicas del PG. Dentro de
este grupo se encuentran LytC, la lisozima codificada por neumococo, vy las
endolisinas Cpl-1, Cpl-7 y Cpl-9, codificadas por los bacteriéfagos de neumococo
Cp-1, Cp-7 y Cp-9, respectivamente.

o Glucosaminidasas: hidrolizan los enlaces glicosidicos B-(1->4) entre los
residuos de GIcNAc y MurNAc de las cadenas glicanicas. A este grupo ha sido
asignada LytB (sintetizada por neumococo).

o Transglicosilasas: cortan el mismo enlace que las lisozimas pero generan
1,6-anhidroMurNAc, bloqueando de este modo el extremo reductor de la
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cadena glicdnica. Hasta el momento no se ha caracterizado ninguna
transglicosilasa litica codificada por neumococo.

o Endopeptidasas y carboxipeptidasas: hidrolizan los enlaces peptidicos.
Las carboxipeptidasas cortan solamente el aminoacido C-terminal. PBP3 es una
DD-carboxipeptidasa codificada por S. pneumoniae (Morlot et al., 2005). CbpD,
como se ha dicho antes, podria ser una endopeptidasa (Eldholm et al., 2010).

o Fosforilcolin esterasas: dentro de las murein hidrolasas también se
incluye la fosforilcolin esterasa de neumococo (Pce) que libera residuos de P-col
de los TAs y LTAs.

Lo s e s e
O S S W——

LytC (S. pneumoniae)

Pce (S. pneumoniae)

CbpD (S. pneumoniae)

Cpl-1 (Fago Cp-1)
Cpl-9 (Fago Cp-9)
Cpl-7 (Fago Cp-7)
Ejl (Fago Ej-1)
Hbl (Fago Hb-3)

Pal (Fago Dp-1)

Médulo catalitico Médulo de unién a la pared
B Bl Anmidasa = Motivos de unién a colina
| Glucosaminidasa I  Motivos de unidn de Cpl-7
B Muramidasa i
[ ] Fosforilcolinesterasa Otros médulos
[ Posible amidasa o - SH3b

endopeptidasa de la familia CHAP [ | Tipo WW

Figura 1.13. Esquema de la organizacion modular de las PG hidrolasas (maduras) codificadas por S.
pneumoniae y sus bacteriéfagos que actlan sobre la pared de neumococo. Entre paréntesis se indica
el organismo de procedencia. Los mddulos cataliticos se identifican, segin su funcién, en rojo o
granate (amidasas), verde (glucosaminidasa), amarillo (lizosimas), fucsia (fosforilcolin esterasa) y
marrdon (amidasa o endopeptidasa de la familia CHAP). Las CBRs se muestran en gris y los motivos
CW_7 de Cpl-7 en azul cian. Los mddulos SH3b y del tipo WW se representan en color morado y azul
oscuro, respectivamente.
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En la Figura 1.13 se representa, de forma esquematica, la organizacién modular de
las PG hidrolasas codificadas por S. pneumoniae y sus bacteriéfagos, constituidas por el
CBM vy el médulo catalitico, este ultimo responsable de la especificidad de enlace
(Lopez y Garcia, 2004). Todas ellas estan estructural y funcionalmente relacionadas,
habiéndose postulado un mecanismo de intercambio modular a lo largo de la evoluciéon
entre los genes que las codifican (Patthy, 1991; Diaz et al., 1991 a y b; Garcia et al.,
1990). Un caso especial es el de la endolisina Cpl-7, codificada por el fago Cp-7. Ademas
del moédulo catalitico con actividad muramidasa, contiene un moddulo C-terminal
responsable de la union a la pared celular (esencial para la actividad de Cpl-7) que est3
formado por tres repeticiones idénticas (motivos CW_7; familia Cpl-7; cdédigo Pfam
PF08230) de 42 aminodcidos cada una, conectados por segmentos de seis aminoacidos
(Garcia et al., 1990; Sanz et al., 1992; Bustamante et al.,, 2012). Este mddulo, a
diferencia del CBM del resto de las PG hidrolasas de neumococo o de sus bacteriéfagos,
confiere a la enzima la capacidad de degradar paredes de S. pneumoniae que
contengan tanto colina como etanolamina, ademas de mantener intacta su actividad en
presencia de altas concentraciones de colina.

1.6. LytB

LytB es una PG hidrolasa no litica, identificada como la presunta N-
acetilglucosaminidasa que hidroliza los enlaces glicosidicos de tipo B-(1->4) entre los
residuos de GIcNAc y MurNAc del PG. Localizada en los polos de la bacteria (Figura
1.14), LytB es responsable de la separacion de las células hijas al final de proceso de
divisién celular (Garcia et al., 1999; De Las Rivas et al., 2002). Ademas, esta implicada
en la adhesiéon y la colonizacién de la nasofaringe, asi como en el desarrollo de la
enfermedad neumocdcica invasiva al contribuir a evadir la respuesta inmune del
hospedador (Gosink et al., 2000; Ramos-Sevillano et al., 2011), y su inactivacion
disminuye la formacion de biofilms (Moscoso et al., 2006). Como consecuencia, LytB es
un factor de virulencia y una diana en el desarrollo de nuevas vacunas o
antimicrobianos.

Figura 1.14. Localizacion de LytB fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP) sobre la superficie
de S. pneumoniae R6B (cepa mutante para el gen lytB). Imagenes tomadas por microscopia de
fluorescencia (A) y por contraste de fases (B). Tomado de De las Rivas et al., 2002.
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La estructura de LytB, al igual que la del resto de las PG hidrolasas de neumococo,
presenta una organizacién modular y estd constituida por un péptido sefial de 23
aminoacidos (forma inmadura de la proteina), seguido de cuatro maddulos
independientes (Figura 1.15); el CBM, situado en el extremo N-terminal de la proteina
(LytBcgm), un moédulo SH3b (LytBsysp) y otro de tipo WW (LytBww), ambos importantes
para el reconocimiento del sustrato y la adhesidn a las células del hospedador (Bai et
al., 2014), y un mdédulo perteneciente a la familia GH73 de las glicosil hidrolasas
(LytBg73; codigo Pfam PF0183) en posicion C-terminal, responsable de su actividad
catalitica. Entre los mdédulos LytBcpyv Y LytBshsp existe un conector formado por 12
residuos. Recientemente se ha resuelto la estructura cristalina de un fragmento de la
proteina (LytBcat) que engloba toda la secuencia de la proteina madura excepto el CBM
(Bai et al., 2014; codigo PDB 4Q2W).

LytBcgm LytBcar
18 CBRs (cepaR6) LytBsysp,  LytBuw LytBguzs
1 383 397 472 541 679

Figura 1.15. Representacion de la organizacion modular de la proteina LytB madura codificada por la
cepa S. pneumoniae R6 (cddigo Uniprot P59206). LytBcgy esta compuesto por 383 aminoacidos y 18
CBRs. La region LytBcar la forman los mddulos LytBgys, (residuos 397 a 471), LytBww (residuos 472 a
540) y LytBg73 (residuos 541 a 679).

El mdédulo LytBcgy €s responsable del reconocimiento y la unidn de los residuos de
colina presentes en los acidos teicoicos de la envuelta celular de neumococo, que es
esencial para la actividad dispersora de las células hijas (De Las Rivas et al., 2002). El
numero de repeticiones que componen LytBcgy 0scila entre 18 y 12 dependiendo de la
cepa bacteriana (Moscoso et al., 2005) y la longitud de las CBRs varia entre 17 y 23
residuos (De Las Rivas et al., 2002). La enzima codificada por la cepa R6, con la se ha
trabajado en esta tesis, contiene 18 repeticiones (383 aminodcidos), de las cuales las
ultimas ocho presentan una alternancia de secuencia casi perfecta (Figura 1.16). La
similitud de secuencia con las CBRs de otras CBPs de estructura conocida sugiere que el
modulo LytBegy muy probablemente conserve la estructura de tipo B-solenoide con
giro a izquierdas caracteristica de estos mdédulos (Figura 1.9), aunque podrian faltar
algunos de los residuos aromaticos implicados en la unién de colina en los sitios
candnicos y aparecen, sin embargo, los motivos GYMA, y otros relacionados, que en
LytC daban lugar a sitios no candnicos formados por mayor numero de residuos
aromaticos.
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Figura 1.16. Alineamiento de secuencia de las CBRs de LytBcgy (cepa R6). Los asteriscos y los puntos
marcan los residuos estrictamente y parcialmente conservados, respectivamente (naranja, glicinas;
verde, residuos polares neutros; rojo, aminoacidos bdsicos; magenta, aminodacidos 4cidos; cian,
tirosinas e histidinas; azul oscuro, residuos hidrofdbicos). Los recuadros amarillos indican los
residuos implicados en la unién de colina de los sitios candnicos y los negros los motivos GYMA y
otros relacionados.

Como ya se ha mencionado, LytB no es una enzima litica. Curiosamente su actividad
sobre paredes purificadas de neumococo es muy inferior a la observada para las
autolisinas LytA y LytC, solubilizando sélo un 25% de los residuos de colina o L-Lisina (De
las Rivas et al., 2002). Esta hidrélisis parcial de las paredes junto con su caracter no
autolitico podria reflejar la existencia de restricciones en la unién y/o la degradacidn del
sustrato por el sitio activo. Por otro lado, su actividad sobre las células de neumococo
requiere de la presencia de colina en los acidos teicoicos de las paredes de la bacteria y
su sustitucidon por etanolamina inhibe dicha actividad, dando lugar a la formacién de
largas cadenas de células. Sin embargo la localizacion de LytB en los polos de la bacteria
permanece inalterada (De Las Rivas et al., 2002).

1.7. Familia GH73 de las glicosil hidrolasas

La familia GH73 de las glicosil hidrolasas (cddigo Pfam PF01832) esta formada por mas
de 5100 enzimas en su mayoria de bacterias (CAZY GH_73; Cantarel et al., 2009), entre
las cuales se encuentran N-acetilglucosaminidasas que hidrolizan los enlaces B-(1->4)
qgue unen los residuos de GIcNAc y MurNAc del PG vy otras endo-B-N-
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acetilglucosaminidasas que actuan sobre glicopéptidos y glicoproteinas ricas en manosa
(http://www.cazy.org/GH73.html). Se trata, en su mayoria, de proteinas de superficie,
o bien de unién a la membrana, que presentan a menudo una estructura modular
(Lipski et al., 2015). Algunas son enzimas bifuncionales portadoras de un maddulo
adicional de tipo amidasa, como las autolisinas Atl o Atlyy codificadas,
respectivamente, por las bacterias Staphylococcus aureus y S. warneri M (Oshida et al.,
1995; Yokoi et al., 2008); otras presentan repeticiones de secuencia que podrian estar
implicadas en la union a la pared celular bacteriana, como los dominios LysM (Buist et
al., 2008) presentes por ejemplo en las autolisinas AtlA de Enterococcus faecalis (Eckert
et al., 2006) y AcmA de Lactococcus lactis ssp. cremoris MG1363 (Inagaki et al., 2009); y
algunas contienen dominios con funciones de momento desconocidas, como los
descritos para la murein hidrolasa AcmB de Lactococcus lactis (Huard et al., 2003) o la
autolisina Auto de Listeria monocytogenes (Bublitz et al., 2009). En bacterias, las
enzimas de la familia GH73 estan implicadas fundamentalmente en la separacién de las
células hijas durante el crecimiento vegetativo, a menudo hidrolizando el septo tras la
divisiéon celular como sucede con la N-acetilglucosaminidasa Acp de Clostridium
perfingens (Camiade et al., 2010) y, de manera ocasional, son activas durante la
invasion del hospedador, como ocurre en el caso de las PG hidrolasas Auto e IspC de L.
monocytogenes (Bublitz et al., 2009; Ronholm et al., 2012).

1.7.1. Estructuras conocidas de la familia GH73

Las estructuras de los cuatro médulos pertenecientes a la familia GH73 que han sido
resueltas (Lmo1076, cdédigo PDB 3FI7, Bublitz et al., 2009; SPH1045-C, codigo PDB 2ZYC;
Hashimoto et al., 2009; LytBgy73, cddigo PDB 4Q2W; Bai et al., 2014; TM0633, cédigo
PDB 4QDN; Lipski et al., 2015) muestran un plegamiento relacionado con el de
quitinasas de plantas y estreptomicetos de la familia GH19 y con el de lisozimas de las
familias GH22 y GH23 (Bublitz et al., 2009; Hashimoto et al., 2009; Maruyama et al.,
2010; Bai et al., 2014, Lipski et al., 2015). Todas ellas muestran un plegamiento de tipo
lisozima (a/B) con dos regiones diferenciadas que consisten en un Iébulo a y otro B,
entre los cuales se crea un sitio de unidén para el sustrato (Figura 1.17). Debido a la
flexibilidad de la regidn en la que se situa la horquilla B, cuya longitud es muy variable
dentro la familia GH73, no siempre es visible en la estructura cristalografica (Figura
1.17).

A pesar de que todas estas enzimas presentan el mismo tipo de plegamiento, no
comparten la misma funcidn enzimdtica. Asi, las enzimas de la familia GH23 hidrolizan,
preferentemente, los enlaces B-(1->4) entre los residuos de MurNAc y GlcNAc, las
quitinasas los enlaces B-(1->4) entre residuos de GIcNAc y la autolisina Auto de L.
monocytogenes es una glucosaminidasa que hidroliza los enlaces B-(1->4) entre las
unidades de GIcNAc y MurNAc (Bublitz et al., 2009).
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Figura 1.17. Comparacién de las cuatro estructuras publicadas de mddulos GH73 con las de las
familias GH22 y GH23. (A) Autolisina de L. monocytogenes Auto (Lmo1076, cédigo PDB 3FI7), (B)
proteina flagelar bacteriana FlgJ de la cepa Al de la bacteria Gram-negativa Sphingomonas sp.
(SPH1045-C, cdédigo PDB 2ZYC), (C) glucosaminidasa TMO0633 codificada por la bacteria Gram-
negativa Thermotoga maritima (cédigo PDB 4QDN), (D) LytB (LytBg.s3, codigo PDB 4Q2W), (E)
lisozima de huevo de gallina (HEWL, cédigo PDB 30K0) y (F) lisozima de huevo de ganso (GEWL,
codigo PDB 154L).

1.7.2. Mecanismo catalitico

Las glicosil hidrolasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis del enlace glicosidico entre
dos o mas carbohidratos o entre un carbohidrato y un motivo diferente. Antes de
hablar sobre los diferentes mecanismos cataliticos es conveniente explicar Ia
nomenclatura empleada para describir la unién del sustrato que va a ser hidrolizado
por la glicosil hidrolasa. Davies y colaboradores (1997) propusieron emplear en biologia
estructural la nomenclatura usada en enzimologia, segun la cual los subsitios de unidn
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se nombran desde -n a +m (donde n y m son numeros enteros). Asi, -n y +m
representan, respectivamente, los extremos no reductor y reductor de la cadena
glicanica y el corte tiene lugar entre los subsitios -1 y +1 (Figura 1.18).

NR R

Figura 1.18. Representacion esquematica de los subsitios de union de las glicosil hidrolasas. Por
convenio, el extremo no reductor (NR) del sustrato se sitla a la izquierda y el reductor (R) a la
derecha. El punto de corte se indica con una flecha. (A) Nomenclatura originariamente empleada
para la lisozima HEWL; (B) Subsitios de HEWL segln el esquema propuesto de -n a +m.

En la mayoria de las glicosil hidrolasas, la hidrdlisis del enlace glicosidico tiene lugar
mediante la accidon concertada de dos residuos amino acidicos de la enzima, uno que
actla como donador/aceptor de protones y otro que interviene como nucledfilo o
como base general, dependiendo de si el mecanismo catalitico tiene lugar con
retenciéon (mecanismo de sustitucion nucleofilica con doble desplazamiento o SN2) o
con inversion (mecanismo de sustitucion nucleofilica en una sola etapa o SN1) de la
configuracién del carbono anomérico, respectivamente (Davies y Henrissat, 1995). El
tipo de mecanismo depende, a su vez, de la arquitectura del sitio catalitico. En las
enzimas que actuan con retencion de la configuracion los residuos cataliticos se
encuentran a una distancia promedio de 4-5 A, mientras que en las inversoras es de 9-
11 A (Wang et al., 1994).

En ambos mecanismos el residuo que actla como &acido general esta situado a
distancia de enlace de hidrégeno del oxigeno del enlace glicosidico a hidrolizar. La
configuracion se retiene cuando la molécula de agua que produce el ataque nucleofilico
actua por la misma cara por la que se libera el grupo saliente (cara B) (Tews et al.,
1997), ya que la posiciéon del residuo nucledfilo con respecto al sustrato impide el
acceso del disolvente por la cara a del azlucar. Sin embargo, en el mecanismo con
inversidon de la configuracion la molécula de agua reemplaza al grupo saliente actuando
por la cara a del anillo, ya que el aumento de la distancia entre los residuos cataliticos
con respecto a las enzimas no inversoras permite que se posicione entre el grupo
basico que la activa (base general) y el carbono anomérico. Algunos ejemplos
representativos de cada tipo de mecanismo son el de la lisozima de huevo de gallina
HEWL, perteneciente a la familia GH22, para la retencién (Dahlquist et al., 1969;
Vocadlo et al., 2001), y para la inversidn los de la lisozima T4L del fago T4 de la familia
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GH24 o el de la quitinasa de la cebada de la familia GH19 (Kuroki et al., 1999; Monzingo
et al., 1996; Iseli et al., 1996; Brameld y Goddard, 1998) (Figura 1.19 Ay B).
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Figura 1.19. (A) Hidrélisis de un enlace glicosidico catalizado por la lisozima de huevo de gallina
HEWL (familia GH22) mediante un mecanismo de retencion de la configuracidn, donde el Glu35 es el
donador/aceptor de protones y el Asp52 el nucledfilo. (B) Hidrdlisis de un enlace glicosidico
catalizado por la quitinasa de la cebada (familia GH19) mediante un mecanismo de inversion de la
configuracion; el Glu67 como acido general actua de donador de protones y el Glu89 como la base
general que activa la molécula de agua. (C) Hidrdlisis de un enlace glicosidico catalizado por
quitinasas de la familia GH18 mediante un mecanismo catalitico asistido por el sustrato. Modificado
de Fukamizo, 2000.

Existe, ademas, una variante del mecanismo con retencién de la configuracién en la
que el intermedio de la reaccidn es estabilizado por el grupo acetamido en posicién C2
del sustrato unido al subsitio -1 (mecanismo anquimérico asistido por el sustrato), tras
la donacion de un protén del carboxilato catalitico al grupo saliente. La reaccidn
transcurre con retencién de la configuracion y puede tener lugar mediante la formacion
de un oxocarbanién o de un intermedio covalente entre el C1 y el oxigeno carbonilico.
Este mecanismo no requiere la participacion de un segundo carboxilato de la enzima y
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ha sido propuesto, entre otras, para las familias GH18 (Figura 1.19 C) (Terwisscha van
Scheltinga et al., 1995), GH20 (Mark et al., 2001; Mark et al., 2003), GH56 (Markovi¢-
Housley et al., 2000) y GH84 (Dennis et al., 2006; Rao et al., 2006).

La comparacion de los aminoacidos implicados en la catalisis de las enzimas de la
familia GH73 con los de las familias GH22, GH23 y GH19 muestra total conservacion del
residuo catalitico que actia como acido general, un glutamato, y su funcién ha sido
probada en Flgl de Sphingomonas sp. (Glul85; Maruyama et al., 2010), Flg) de
Salmonella enterica (Glul84; Herlihey et al., 2014), Auto (Glul22; Bublitz et al., 2009),
TMO0633 (Glu34; Lipski et al., 2015), AcmA (Glu94; Inagaki et al., 2009) y Atlyww (Glu1238;
Yokoi et al., 2008). Sin embargo, no ha sido posible la identificacién del residuo que
actia como base general o nucledfilo en todos los miembros de la familia, lo que
sugiere la existencia de varios tipos de mecanismos dentro de la misma (Lipski et al.,
2015).

La posicién de los aminodcidos Glul56 en Auto (Figura 1.20), Glu224 en Flgl) de
Sphingomonas sp., Glu65 en TM0633 y Glu223 en Flg) de S. enterica, situados en la
region de la horquilla B a 11-13 A de los respectivos donadores de protones, junto con
la drastica disminucion de la actividad catalitica observada tras su mutacidn a glutamina
o alanina indicaria que la hidrélisis tiene lugar con inversidn de la configuracién (Bublitz
et al., 2009; Maruyama et al., 2010; Lipski et al., 2015; Herlihey et al., 2014). Por el
contrario, la mutacién a glutamina o alanina del residuo equivalente en Ia
glucosaminidasa Atlwy (Glu1275) afecta de forma poco importante a la actividad y no
se ha encontrado ningln otro residuo acido (aparte del donador de protones) cuya
mutacién tenga un efecto importante sobre la misma, un resultado mdas compatible con
un mecanismo de catalisis asistido por el sustrato (Yokoi et al., 2008).

Como puede verse en la Figura 1.20 para Auto, el glutdmico catalitico que actua
como acido general durante la catdlisis se encuentra localizado, en todos los miembros
de la familia, en un entorno hidrofébico debido a la presencia de dos residuos
aromaticos cercanos altamente conservados (Tyr281 y Tyr287 en Flg) de Sphingomonas
sp.; Tyr220 y Tyr226 en Auto; Tyrll8 y Tyrl24 en TMO0633; Tyr654 y W660 en LytB
(cepa R6). El primero de ellos forma parte también de un motivo de secuencia (Tyr/Phe-
Ala-Thr/Asn-Asp) muy conservado. Ademas, la formacion de un enlace de hidrégeno
entre una de las dos tirosinas (Tyr226 en Lmo1076 y Tyr281 en SPH1045-C) y el grupo
carboxilo del glutamato, indica que dicho residuo desempeiia un papel adicional
orientando el glutamato catalitico dentro del sitio activo (Bublitz et al., 2009).
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Figura 1.20. Vista del mdédulo GH73 de Auto (Lmo, cddigo PDB3FI7). El residuo catalitico Glul56
(base general de la reaccidn de hidrdlisis) se sittia a 13 A del Glu122. Los dos residuos aromaticos
Tyr220 y Tyr226, conservados en la familia, crean un entorno hidrofébico que favorece la
protonacién del grupo carboxilico del glutdmico catalitico Glu122. La Tyr226, situada a distancia de
enlace del Glu122, participa en la orientacidn de este residuo (Bublitz et al., 2009).

Por otro lado, y a través de andlisis bioinformaticos de mas de 2800 secuencias
GH73 (s6lo de los mddulos cataliticos), Lipski y colaboradores (2015) han construido un
arbol filogenético en el que se diferencian cinco grupos que forman parte de tres filos
(Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes). El grupo 2 (filo Firmicutes), en el que se
encuentran Auto e IspC de L. monocytogenes, AcmA de L. lactis y AtlA de E. faecalis,
entre otras, lo constituyen enzimas altamente modulares con dominios LysM. El grupo
4 (filo Firmicutes) esta formado por enzimas también modulares, pero que pueden
llevar motivos SLH, dominios desconocidos, asi como mddulos muramoil-amidasa; a
este grupo pertenecerian LytB y Atlyy. Por el contrario, los grupos 1 y 5 (Filo
Proteobacteria) estan formados por enzimas constituidas, exclusivamente, por el
moédulo GH73. Al grupo 1 pertenecen, por ejemplo, Flgl de Sphingomonas sp. y
TMO0633. Todas las secuencias del grupo 3 pertenecen al filo Bacteroidetes.

En cuanto al mecanismo catalitico, en el grupo 1, en el que se ha identificado un
glutdmico totalmente conservado que podria actuar como la base general en Flgl
(Glu224) y TMO0633 (E65 en), se ha propuesto que la reaccidn tiene lugar con inversion
de la configuracién (Maruyama et al., 2010; Lipski et al., 2015). El grupo 2 contiene
nueve enzimas caracterizadas, entre ellas Auto, en la que el residuo Glul56 ha sido
identificado como base general (Bublitz et al., 2009). Sin embargo, no en todas las
enzimas existe dicho residuo, por lo que se ha sugerido que este grupo puede emplear
dos mecanismos cataliticos diferentes (Lipski et al., 2015). En el grupo 3 aparece un
aspartico muy conservado al que no se ha asociado ninguna funcidn en la catdlisis,
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aunque esta localizado en la regién de horquilla B donde se sitla el residuo que actua
como base general en los grupos 1 y 2. Las secuencias del grupo 4 (entre las que
aparece la de LytBgy73) pertenecen al mismo filo que las del 2 pero no muestran ningun
residuo conservado que pudiera actuar, en principio, como base general y la catdlisis
podria tener lugar mediante un mecanismo asistido por el sustrato (Lipski et al., 2015).
Por ultimo, en el grupo 5, el segundo residuo acido estd ausente y no se ha identificado
ningun otro residuo que pudiese actuar como base o nucledfilo. El modelado molecular
de miembros representativos de cada uno de los grupos sugiere que la variabilidad
presente en la longitud de la regidon de horquilla B del médulo GH73, proporcionaria la
especificidad de unién al ligando y modularia el mecanismo catalitico de la familia GH73
(inversor o asistido por sustrato), aunque por el momento no hay evidencias directas
del mecanismo de reaccién dentro de la familia (Lipski et al., 2015).
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A pesar de la importancia de LytB para la patogenicidad de la bacteria y su potencial
como diana en el desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas o profilacticas, su
actividad catalitica o su especificidad de sustrato han sido poco investigadas.

El hecho de que su actividad dependa de la incorporacién de P-col a los WTAs y
LTAs pero su localizacidon no, sugiere una especificidad de unién dual, mientras que el
cardcter no autolitico indicaria un acceso restringido a los posibles enlaces hidrolizables
o una elevada especificidad de enlace.

Aungue hace poco se ha resuelto la estructura cristalografica del médulo catalitico
de la enzima (Bai et al., 2014), seria fundamental conocer la relacién entre dicha
estructura y la funcién de LytB. La caracterizacién de esta relaciéon nos ayudaria a
comprender mejor la actividad biolégica de la enzima y ello facilitaria el posible
desarrollo de nuevas aproximaciones preventivas o avances terapéuticos.

Con este fin nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Obtencidn de formas estructuralmente homogéneas de LytB.

2. Caracterizacion espectroscépica y calorimétrica de la estabilidad vy
organizacion estructural de LytB en ausencia y en presencia de posibles

ligandos.
3. Estudio de la especificidad de sustrato de LytB.

4. Identificacion de residuos relevantes para la catalisis.
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3.1. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

En este trabajo se han utilizado las cepas bacterianas de Escherichia coli DH5a (F,
$80/acZAM15, A(lacZYA-argF), U169, recAl, endAl, hsdR17, (rk’, mk*), poa, supE44, thi-
1, gyrA96, relAl N\') (Invitrogen) y DH10B (CIB), para el clonaje de plasmidos, y la cepa
de E. coli BL21(DE3) (F, ompT, hsdSg(rs msg), gal, dcm, (DE3)) (Novagen) para la
expresion de proteinas. Ademads, se han utilizado las cepas de S. pneumoniae R36A
(Avery et al., 1944), R6 (Ottolenghi y Hotchkiss, 1962) y Pen6 (Zighelboim et al., 1980), y
las mutantes R36A::pgdA (Severin y Tomasz, 1996), R6B (Garcia et al., 1999), Pen6adr
(Criséstomo et al., 2006) y CS1 (Severin et al., 1992), no funcionales para el gen de la
desacetilasa pgdA, el gen IytB, el gen de la O-acetilasa adr y el gen de la DD-
carboxipeptidasa, respectivamente.

Las cepas se conservaron congeladas a -80°C en los diferentes medios de cultivo
empleados, a los que se afiadié glicerol a una concentracion final del 10% (v/v). Las
cepas de S. pneumoniae utilizadas para los ensayos de actividad enzimatica se crecieron
a 37°C en medio complejo C+Y suplementado con 1 mg/ml de extracto de levadura
(Horne y Tomasz, 1993) y, en el caso de las cepas Pen6adr y CS1, con los antibidticos
espectinomicina (100 pg/ml) y eritromicina (1 pug/ml), respectivamente. Debido a que
los cultivos de neumococo son micro-aerdfilos su crecimiento se llevd a cabo sin
agitacion, en recipientes totalmente cerrados y sin apenas aire.

Los cultivos de E. coli utilizados para el clonaje de pldsmidos y la produccién de
proteinas se crecieron a 37°C en medio lisogénico (LB) (Bertani, 1951), suplementado
con el antibidtico ampicilina (100 pg/ml) y con agitacion. Para el crecimiento en medio
sélido se afiadio agar al 0,7-1,5% (p/v) al medio LB antes de su esterilizacién en el
autoclave.

Los medios de cultivo se esterilizaron por calor himedo en autoclave a 120°Cy 1
atmdsfera de presion, o mediante filtracion utilizando filtros estériles de 0,2 um de
diametro de poro (Millipore). Los antibiéticos se prepararon en soluciones
concentradas en agua, se esterilizaron por filtracién y se almacenaron a -20°C hasta su
posterior uso. Los componentes de los medios de cultivo fueron suministrados por las
casas comerciales Difco, Conda Pronadisa, Sigma-Aldrich, VWR Prolabo Chemicals o
Melford.
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3.2. Plasmidos y oligonucléotidos

Los plasmidos y oligonucledtidos utilizados durante el desarrollo de esta Tesis se
detallan en las Tablas 3.1y 3.2.

Tabla 3.1. Plasmidos

Plasmido Descripcion Referencia

pGem®-T Easy  Plasmido con promotores T7 y SP6 con resistencia a Promega

Vector ampicilina (Amp")

pT7-7 Pldsmido de expresién con promotor T7 Amp" (Tabor, 2001)

pRGR5 Derivado de pT7-7 que codifica para LytB silvestre, Amp’  (De las Rivas
etal., 2002)

pRGR5E585A Derivado de pT7-7 que codifica para LytB E585, Amp' Esta Tesis

PRGR5D596A  Derivado de pT7-7 que codifica para LytB D596A, Amp' Esta Tesis
PRGR5D607A  Derivado de pT7-7 que codifica para LytB D607A, Amp' Esta Tesis
PRGR5D618A  Derivado de pT7-7 que codifica para LytB D618A, Amp’ Esta Tesis
PRGR5D619A  Derivado de pT7-7 que codifica para LytB D619A, Amp' Esta Tesis
PRGR5D621A  Derivado de pT7-7 que codifica para LytB D621A, Amp’ Esta Tesis

pRGR5E633A Derivado de pT7-7 que codifica para LytB E633A, Amp" Esta Tesis
PRGR5D637A  Derivado de pT7-7 que codifica para LytB D637A, Amp' Esta Tesis
pRGR5E653A Derivado de pT7-7 que codifica para LytB E653A, Amp" Esta Tesis
PRGR5D657A  Derivado de pT7-7 que codifica para LytB D657A, Amp' Esta Tesis
pRGR5E662A Derivado de pT7-7 que codifica para LytB E662, Amp' Esta Tesis

pRGR5E673A Derivado de pT7-7 que codifica para LytB E673A, Amp' Esta Tesis

3.3. Técnicas de DNA

3.3.1. Reaccion en cadena de la DNA polimerasa (PCR)

La amplificacion de fragmentos de DNA se llevd a cabo en un equipo Mastercycler
gradient de Eppendorf con las DNA polimerasas Pfu (Promega) y Tag (Biotools),
siguiendo las instrucciones del proveedor. Los productos amplificados se purificaron
utilizando el “High Pure™ PCR Product Purification Kit” de Roche.

3.3.2. Transformacion de células de E. coli

Las células de E. coli se transformaron por electroporacion (cepa DH10B) o choque
térmico (cepas DH5a y BL21(DE3)). La transformacidn por electroporacién (Wirth et al.,
1989) de las células de la cepa DH10B se realizd6 en un equipo Gene Pulser/Pulse
Controller de Bio-Rad, segun las recomendaciones del fabricante. Brevemente, tras
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Tabla 3.2. Oligonucledtidos utilizados para introducir las mutaciones puntuales

en lytB

Cebador Secuencia 5’-3’

LytB-N2 GGGTGCACATATGAGTGATGGTACTTGGCAAGGAAAA

LytB-C CCGAATTCTTACTAATCTTTGCCACCTAGC

E585A Fw CCATAGTGCGCTAGCGAGTAACTGGGGAAG

E585A Rv CTTCCCCAGTTACTCGCTAGCGCACTATGG

D618A Fw CTGCCAAGACATTTGCGGACGTGGATAAGGG

D618A Rv CCCTTATCCACGTCCGCAAATGTCTTGGCAG

D607A Fw TTTGGCATTACAGCCTATGCGACGACCCCTTACC

D607A Rv GGTAAGGGGTCGTCGCATAGGCTGTAATGCCAAA

D596A Fw GGGGAAGAAGTAAAATTGCCAAAGCGAAGAATAATTTCTTTGG
D596A Rv CCAAAGAAATTATTCTTCGCTTTGGCAATTTTACTTCTTCCCC
D619A Fw CCTTTCTGCCAAGACATTTGATGCGGTGGATAAGGGAATTTTAGG
D619A Rv CCTAAAATTCCCTTATCCACCGCATCAAATGTCTTGGCAGAAAGG
D621A Fw CCAAGACATTTGATGATGTGGCGAAGGGAATTTTAGGTGCAACC
D621A Rv GGTTGCACCTAAAATTCCCTTCGCCACATCATCAAATGTCTTGG
D657A Fw GGTATGAATGTGGAATATGCTTCAGCGCCTTATTGGGGC

D657A Rv GCCCCAATAAGGCGCTGAAGCATATTCCACATTCATACC

E653A Fw GGCTTCTGGTATGAATGTGGCGTATGCTTCAGACCCTTATTGGG
E653A Rv CCCAATAAGGGTCTGAAGCATACGCCACATTCATACCAGAAGCC
E662A Fw GCTTCAGACCCTTATTGGGGCGCGAAAATTGCTAGTGTGATGATG
E662A Rv CATCATCACACTAGCAATTTTCGCGCCCCAATAAGGGTCTGAAGC
E673A Fw GTGTGATGATGAAAATCAATGCGAAGCTAGGTGGCAAAGATTAG
E673A Rv CTAATCTTTGCCACCTAGCTTCGCATTGATTTTCATCATCACAC
D637A Fw GGATTAAGGAAAATTATATCGCGAGGGGAAGAACTTTCCTTGG
D637A Rv CCAAGGAAAGTTCTTCCCCTCGCGATATAATTTTCCTTAATCC
E633A Fw GGTGCAACCAAGTGGATTAAGGCGAATTATATCGATAGGGGAAG
E633A Rv CTTCCCCTATCGATATAATTCGCCTTAATCCACTTGGTTGCACC

Las bases en negrita indican dianas de restriccion y las subrayadas el triplete portador

de la mutacion. Las abreviaturas Fw y Rv (del inglés Forward y Reverse,

respectivamente) que aparecen en el nombre de los oligonucledtidos utilizados como

cebadores indican unidn a la hebra de DNA 3’-5’ o la 5’-3’, respectivamente.

descongelar en hielo las células (= 250 pl) almacenadas a -80°C, se afiadieron 10 pl de

DNA plasmidico y se incubd 30 min en hielo antes de someterlas a la electroporacion. A

continuacion se afiadieron 800 pl de medio LBy, tras 1 hora de incubacién a 37°C con

agitacién, las células se sembraron en una placa de LB suplementado con ampicilina
(100 pg/ml), 0,5 mM IPTG (isopropil-B-D-tiogalactdsido) (Calbiochem) y X-Gal (5-bromo-
4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido) al 0,004% (p/v) (Roche) y se incubaron a 37°C

durante toda la noche.
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Para la transformacién por choque térmico, las células competentes de las cepas
DH5a o BL21(DE3) (normalmente 100 pL) se descongelaron en hielo y se incubaron en
frio durante 20 minutos con 1-5 pL del plasmido purificado correspondiente. Tras el
choque térmico (42°C durante 45 segundos), las células se mantuvieron unos 2 minutos
en hielo, se afiadieron = 300 pL de medio LB y se incubd a 37°C durante 1 hora.
Finalmente las células se sembraron en placa de LB con ampicilina y se incubaron a
37°C toda la noche.

3.3.3. Aislamiento de DNA plasmidico

Para la extraccion del DNA plasmidico a partir de cultivos de E. coli se crecieron las
células correspondientes en unos 5 ml de medio LB con ampicilina (100 pg/ml),
incubando a 37°C con agitacién durante toda la noche. Posteriormente se aisld y
purificé el DNA plasmidico siguiendo el protocolo del kit comercial “Aurum™ Plasmid
Mini Kit” de Bio-Rad. La concentracidn de DNA en las muestras se determind midiendo
la absorbancia a 260 nm (DO,g) en un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), utilizando
una absorbancia de 20 DO para una solucién de DNA de 1 mg/ml y un paso 6ptico de 1

cm.

3.3.4. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Se utilizaron geles de agarosa al 0,7-1,5% en tampdn TAE (40 mM Tris/HCI, 20 mM
acido acético, 1 mM EDTA, pH 8,5) y la electroforesis se llevd a cabo, en el mismo
tampdn, a 100-150 V durante 60 minutos, aproximadamente. Los componentes del
tampon fueron suministrados por las casas comerciales Scharlau, Manuel Riesgo S.A. y
Fluka.

La visualizacién de los fragmentos de DNA se realizé con radiacién ultravioleta o por
fluorescencia. En el primer caso se afiadidé a las muestras 1/4 de su volumen de una
solucién compuesta por Ficoll 400 al 30%, azul de bromofenol al 0,2% y xilencianol al
0,2% (todas en p/v) en 40 mM EDTA (pH 8,0) y, tras finalizar la electroforesis, los geles
se tifieron durante 20 minutos con GelRed™'NucleicAcid gel stain (VWR). Como patrén
de tamafo molecular se utilizdé el marcador de 1 kb de Biotools. Para la visualizacién de
las bandas por fluorescencia se afiadié una pequefia cantidad de GelStar™ (NucleicAcid
Gel Stain, Lonza Rockland) a las muestras y se utilizé como patrén de peso molecular el
DNA del fago A digerido con Eco91/ y BstEll (A DNA/Eco91/ (BstEll) de Fermentas Life
Sciences).
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3.3.5. Protocolo de purificacion de oligonucledtidos

Los oligonucledétidos de DNA sintéticos (suministrados por Sigma o IDT Integrated DNA
Technologies) se purificaron mediante precipitacion con etanol, con el fin de eliminar el
exceso de sal y otros contaminantes que pudieran estar presentes en las muestras. Para
ello, los oligonucledtidos liofilizados se resuspendieron en 180 ul de agua Milli-Q
autoclavada y 20 pl de 3 M acetato sodico (pH 5,2). Para precipitar totalmente el DNA,
se afiadieron a continuacién 600 ul de etanol al 99% enfriado a -20°C y la mezcla se
incubé unos 30 minutos a esta temperatura. La solucién resultante se centrifugd a
16000 x g durante 5 minutos (Eppendorf Centrifuge 5415 R), se lavd el precipitado a
temperatura ambiente con 400 pl de una solucidn de etanol al 70% y se centrifugd de
nuevo a 16000 x g durante 10 minutos. Tras eliminar el sobrenadante, se dejé secar al
aire el precipitado para eliminar los restos de etanol y se disolvid en 100 pul de agua
Milli-Q autoclavada. La concentracion de oligonucledtido tras la purificacién se
determiné midiendo la DO,g en un espectrofotémetro UV-visible (Shimadzu UV-2100),
utilizando el coeficiente de extincion molar proporcionado por la casa comercial en
cada caso.

3.3.6. Construccion de mutantes de LytB

3.3.6.1. Construcciéon de los mutantes E585A y D618A

La construccién de los mutantes puntuales E585A y D618A se llevd a cabo en el
laboratorio del Dr. Pedro Garcia (Dpto. de Genética Microbiana del Centro de
Investigaciones Bioldgicas, CSIC) mediante el método de extensiéon de cebadores
solapantes (Higuchi et al.,, 1988; Ho et al., 1989), en el que se utilizan dos
oligonucledtidos encargados de introducir la mutacion deseada (E585A Fw y E585A Ry,
para el mutante E585A, y D618A Fw y D618A Rv, para el D618A) y otros dos que
flanquean el gen lytB en sus extremos 5’ (LytB-N2) y 3’ (LytB-C) (Figura 3.1 y Tabla 3.2).

El proceso de mutagénesis implica, inicialmente, dos reacciones de PCR
independientes en las que se emplean, por un lado, los oligonucleétidos LytB-N2 y
E585A Rv o D618A Rv y ,por otro lado, LytB-C con E585A Fw o D618A Fw, para generar
dos fragmentos solapantes del gen que contendran la mutacién deseada. El primero de
ellos incluye el coddn de iniciacion del gen y termina tras la introduccién de la
mutacion, y el segundo abarca desde la regién de la mutacién hasta el codén stop. En
una tercera reaccion de PCR se produce la hibridacién de ambos fragmentos, sirviendo
el extremo 3’ de la regidn solapante de cada hebra como cebador para la extension de
la hebra complementaria, y el producto resultante se amplifica, a continuacion, tras
afiadir los oligonucleétidos que contienen los codones de iniciacion y terminacidn (LytB-
N2 y LytB-C, respectivamente).
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Figura 3.1. Esquema del gen lytB en el que se indica, mediante una cruz en color gris, el lugar donde
se va a introducir la mutacién deseada. Mediante los cebadores LytB-N2 (flecha blanca) y E585A Rv o
D618A Rv (flecha roja), se generaria el primero de los fragmentos solapantes (primera reaccion de
PCR). Los cebadores LytB-C (flecha gris) y E585A Fw o D618A Fw (flecha morada) se emplearian para
la obtencion del segundo fragmento (segunda reaccion de PCR).

En todas estas reacciones se empled la DNA polimerasa Pfu, por su capacidad de
amplificar grandes regiones de DNA con baja tasa de error, y como molde el DNA
cromosomico de la cepa R6 de S. pneumoniae. Los cebadores utilizados, cuya secuencia
se muestra en la Tabla 3.2, fueron suministrados por Sigma. Para las dos primeras
reacciones de PCR se utilizaron 300 ng del DNA molde, 0,5 uM de cada cebador, 250
UM de dNTPs (Biotools), 3 ul de la polimerasa Pfu (1 unidad/ul) y el correspondiente
tampdn comercial, en un volumen final de 100 ul. Las condiciones utilizadas en las
distintas etapas de cada PCR se indican en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Condiciones utilizadas en las dos primeras PCRs
incluidas en el método de mutagénesis especifica mediante
PCRs solapantes

Etapa N°ciclos Temperatura Tiempo
Activacion 1 95°C 5 min
Desnaturalizacion 95°C 30 seg
Hibridacion 30 53-62°C" 40 seg
Extension 72°C 0,7-5 min®
Extension final 1 72°C 5 min
Enfriamiento oo 4°C oo

La temperatura de hibridacion se ajusté teniendo en cuenta la
temperatura de fusién (T,,) de los oligonucleétidos (T = T,,, - 5°C).
22 min por cada kb a amplificar.

Para la tercera reaccién de PCR se emplearon como moldes 100 ng de cada uno de
los fragmentos de DNA generados en las dos reacciones anteriores, 250 uM de dNTPs y
3 ul de la polimerasa Pfu, con su correspondiente tampdn comercial, en un volumen
final de 80 pl. Tras la hibridacion y extension de los fragmentos (dos ciclos de 3 min a
50°Cy 5 min a 72°C), se afiadieron los cebadores LytB-N2 y LytB-C a una concentracion
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final de 0,5 uM y la reaccidn de amplificacidn tuvo lugar en las condiciones indicadas en

la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Condiciones empleadas en la tercera PCR incluida
en el método de mutagénesis especifica mediante PCRs

solapantes
Etapa N°ciclos Temperatura Tiempo
Activacién 1 95°C 5 min
Desnaturalizacién 95°C 30 seg
Hibridacién 30 50-55°C" 40 seg
Extension 72°C 5 min
Extension final 1 72°C 5 min
Enfriamiento oo 4°C oo

'La temperatura de hibridacion se ajusté teniendo en cuenta la T,
de los oligonucleétidos (T = T,, - 5°C).

Los productos resultantes de las reacciones de PCR se purificaron (ver apartado
3.3.1) y se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,7 o 1,5%. Los
fragmentos de interés se recuperaron del gel de agarosa con el mismo kit empleado
para la purificacion de los productos de PCR.

Una vez obtenido el gen mutado y antes de proceder a la ligacion en el plasmido
pPGEM®-T Easy Vector, se afiadieron adeninas a los extremos utilizando la DNA
polimerasa Taq. La reaccién tuvo lugar durante 30 min a 70°C y las concentraciones de
los componentes fueron las siguientes: 120 ng de DNA, 200 uM dATP, 2,5 mM MgCl, y 5
pl de DNA polimerasa Tag con su correspondiente tampdn comercial en un volumen
final de 50 pl.

El pldsmido pGEM®-T Easy Vector, empleado para obtener el inserto de interés con
las dianas de restriccion completas, contiene los promotores T7 y SP6 flanqueando una
regién de clonaje multiple (MCS) localizada dentro de la zona codificante del péptido a
de la enzima B-galactosidasa. La inactivacién de dicho péptido, por insercién de un
fragmento de DNA en la regidn codificante, permite la identificacion de clones
recombinantes mediante un cribado por color (blanco/azul) de las colonias crecidas en
placa. La ligacién con el plasmido pGEM®-T Easy Vector se realizé a temperatura
ambiente mediante incubacion con la ligasa del fago T4 (Takara) durante 2,5 horas en
las siguientes condiciones: 1 ul de vector (50 ng/ul), 6 ul de inserto, 1 pl de albimina de
suero bovino (BSA) al 0,1% (p/v) (Takara) y 1 ul de la ligasa con su correspondiente
tampdn. A continuacidon se transformaron células electrocompetentes de la cepa
DH10B de E. coli con 10 ul de DNA plasmidico (50 ng) (ver apartado 3.3.2) y las posibles
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colonias portadoras del plasmido con el gen lytB mutado (positivos) se identificaron en
placa por su coloracién blanca.

La incorporacién del pldsmido portador del gen mutado se verificé mediante PCR
tras la lisis térmica de las células seleccionadas. En la reaccidn se utilizaron 4 pl del DNA
molde, 0,5 UM de cada cebador (LytB-N2 y LytB-C), 250 uM dNTPs y 0,5 ul de la
polimerasa Tagq, con su correspondiente tampdn comercial, en un volumen final de 50
pl. Mediante electroforesis en geles de agarosa se seleccionaron los posibles positivos,
que se crecieron en medio LB con ampicilina (100 pg/ml). Tras purificar los plasmidos
correspondientes (véase apartado 3.3.3) y comprobar por secuenciacion la presencia de
la mutacidn, se amplificé el gen completo, se cortd con las enzimas de restriccion Ndel
y EcoRlI (Takara) y se clond en el vector de expresidon pT7-7 (Tabor, 1990), cortado con
las mismas enzimas de restriccion. En pT7-7 la expresidon del gen lytB mutado esta bajo
el control del promotor T7, inducible por IPTG y la cepa receptora para su correcta
expresion es la BL21(DE3) de E. coli. La secuenciacion nucleotidica de todos los DNAs
obtenidos por clonacién se verific6 mediante el envio de las muestras al Servicio de
Secuenciacidn Autématica de DNA del CIB (Secugen).

3.3.6.2. Construccion de los mutantes D596A, D607A, D619A, D621A, E633A, D637A,
E653A, D657A, E662A vy E673A

Para la construccion de estos mutantes se empled el método de mutagénesis dirigida.
Dicha técnica permite introducir mutaciones puntuales por modificacidn de uno o mas
nucleétidos del gen mediante una Unica reaccion de amplificacion del plasmido
completo (Figura 3.2) (Wang y Wilkinson, 2000), a diferencia de otros métodos que
incluyen varias reacciones de PCR; como por ejemplo el empleado para la obtencién de
los mutantes E585A y D618A de LytB.

3 z

Desnaturalizacion del plasmido e La polimerasa Pfu permite la Digestion del DNA
hibridacion de los cebadores que  amplificacion completa del plasmido
contienen la mutacion deseada incorporando la mutacion deseada

Plasmido original con el

sitio diana para la mutacién metilado, parental, con Dpnl

Figura 3.2. Esquema del proceso de mutagénesis dirigida que ilustra la introduccidn de una mutacion
puntual. El plasmido original se representa en negro, el mutado en gris y la posicidn de la mutacién
mediante una cruz amarilla (adaptado del protocolo de QuikChange® Lightning Site-Directed
Mutagenesis Kit de Stratagene).
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Los mutantes se construyeron utilizando el plasmido pRGR5 (De las Rivas et al.,
2002), cedido por el Dr. Pedro Garcia. Este plasmido proviene de la ligacion del vector
pT7-7 y la regién del gen de lytB que codifica para la proteina madura en la cepa M31
de S. pneumoniae; ambos previamente digeridos con las enzimas de restriccion EcoRl y
Ndel (Figura 3.3). La expresién de LytB en pRGR5 estd bajo el control del promotor T7.

EcoRI Ndel

Promotor T7 l

pRGR5
(4,4 kb)

Figura 3.3. Representacién esquematica del plasmido pT7-7 con el gen lytB clonado, sin péptido
sefial, entre las dianas de restriccion de las enzimas Ndel y EcoRl (pRGR5). El gen bla codifica para
una B-lactamasa que confiere la resistencia a la ampicilina.

Para la construccion de cada mutante se emplearon dos cebadores (Fw y Rv) de
secuencia inversa y complementaria, con los que se introdujo el cambio del aminoacido
deseado y cuyas secuencias se muestran en la Tabla 3.2. Para el disefio de estos
oligonucledtidos (encargados a IDT Integrated DNA Technologies) se deben tener en
cuenta, en la medida de lo posible, los siguientes factores:

i) Ambos deben hibridar con la misma secuencia del DNA molde pero en hebras
opuestas.

ii) Su longitud debe estar comprendida entre 25 y 45 pares bases y su T,, debe ser
igual o superior a 78°C.

iii) El contenido 6ptimo en citosinas y guaninas es del 40% y los extremos deben
finalizar en una o mds de estas bases. De este modo se aumenta la estabilidad
de la union entre el cebador y la hebra de DNA y, por tanto, el rendimiento de la
reaccion de PCR (el apareamiento entre citosinas y guaninas genera mas
puentes de hidrogeno que entre adeninas y timinas).

En la reaccidn de PCR se utilizaron 180-220 ng del DNA molde (plasmido pRGR5), 0,5
MM de cada cebador (Fw y Rv), 260 uM dNTPs y 1,5 pl de la DNA polimerasa Pfu, con su
tampdn comercial, en un volumen final de 50 pl. El procedimiento de “termociclado” se
detalla en la Tabla 3.5. Finalizada la PCR se afiadié la enzima de restriccién Dpnl
(Thermo Scientific) para digerir el DNA metilado procedente de las células con el
genotipo silvestre. La incubacién tuvo lugar a 37°C durante 1 h, utilizando 1 pl de
enzima y su correspondiente tampdn. El resultado de la reaccidn se evalué mediante

42



MATERIALES Y METODOS

electroforesis en gel de agarosa al 0,7 o 1%. Tras transformar células competentes de E.
coli DH5a con el plasmido obtenido (véase apartado 3.3.2), se crecieron cultivos en
medio LB con ampicilina (100 pug/ml) y se comprobd, mediante secuenciacion, la
incorporacion de la mutacidn y la correcta secuencia del resto del gen en los posibles
positivos. Estos plasmidos se clonaron, para la posterior sobreproduccion de la proteina
mutada, en la cepa BL21(DE3) de E. coli.

Tabla 3.5. Condiciones empleadas en la reaccién de PCR
utilizada para construir los mutantes D596A, D607A, D619A,
D621A, E633A, D637A, E653A, D657A, E662A y E673A de LytB

Etapa N°ciclos Temperatura Tiempo
Activacion 1 95°C 5 min
Desnaturalizacién 95°C 30 seg
Hibridacion 30 58,8-61,5°C" 40 seg
Extension 72°C 9,5 min
Extensidn final 1 72°C 5 min
Enfriamiento oo 4°C oo

'La temperatura de hibridacion se ajusté teniendo en cuenta la T,, de
los oligonucleétidos (T = Ty, - 5°C).

3.4. Expresion y purificacion de LytB

Tanto la proteina silvestre como los mutantes se expresaron en la cepa de E. coli
BL21(DE3). Los cultivos (1-2 litros) se crecieron a 37°C en medio LB con ampicilina (100
pug/ml) hasta alcanzar la densidad dptica dptima a 600 nm (DOggo = 0,6-0,8). En ese
momento se indujo la expresion de la proteina afiadiendo IPTG a una concentracién
final de 0,5 mM y los cultivos permanecieron con agitacién toda la noche a 24°C. Las
células se recolectaron por centrifugacién a 4°C (20 min a 10000 x g) vy el sedimento
celular se resuspendidé en 15 ml de tampdn fosfato sddico 20 mM (sal monosddica de
Sigma y sal disddica de Panreac; a partir de ahora tampdn Pi), pH 7,0, por cada litro de
cultivo y se almacend a -20°C hasta su lisis. La rotura celular se llevé a cabo una prensa
de French (French® Pressure Cell Press-Thermo) a 1200 psi. Los restos celulares se
eliminaron por centrifugacién (20 minutos a 20000 x g) y los acidos nucleicos presentes
en el sobrenadante se precipitaron afiadiendo sulfato de estreptomicina al 0,8% (p/v).
Tras incubar la mezcla durante 30 minutos a 4°C con agitacién suave, se separd el
precipitado por centrifugaciéon (30 min a 20000 x g) y se afadié NaCl (1M final) al
sobrenadante, donde se encuentra LytB.

La proteina se purificd a 4°C por cromatografia de afinidad utilizando como soporte
DEAE-celulosa, cuyos grupos di-etilaminoetanol son reconocidos como andlogos de
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colina por los CBMs (Sanz et al., 1988). Tras cargar el sobrenadante en la columna,
previamente equilibrada con tampdn Pi (pH 7,0), se procedié a lavar con el tampdn de
equilibrado suplementado con 1,5 M NaCl a un flujo de aproximadamente 1 ml/min,
hasta eliminar todos los demas componentes retenidos en la columna. Se procedid
entonces a eluir la proteina mediante lavado con tampdn Pi (pH 7,0) con 100 mM NacCl
y 280 mM cloruro de colina (Sigma) y las fracciones de proteina se almacenaron a -20°C
en alicuotas de 1 ml y concentracidon no superior a = 63 UM, ya que se observd una
mayor tendencia a formar agregados cuando se almacenaba a concentraciones
elevadas.

El contenido de las fracciones de proteina se analizdé por SDS-PAGE, espectrometria
de masas (espectrometria de masas de tiempo de vuelo con ionizacién y desorcidn por
ldser asistida por matriz) (MALDI-TOF) y cromatografia de exclusion molecular (véase
apartado 3.5), observdndose la formacién de agregados y, en algunos casos, la
aparicion de fragmentos de menor masa molecular. Para obtener muestras
molecularmente homogéneas, la proteina eluida de la columna de afinidad se purificé
por cromatografia de exclusién molecular en una columna de dextrano-agarosa
(Superdex 200 prep grade, de GE Healthcare), acoplada a un sistema de inyeccién FPLC
AKTA Purifier (GE Healthcare) y refrigerada a 4°C. El tampdn empleado para el
equilibrado y la elucién de las muestras fue Pi, pH 8,0, suplementado con 140 mM
colina, y la velocidad de flujo 0,5-1 ml/min. Se recogieron fracciones de 0,5 ml y se
monitorizod la absorbancia a 280 nm y 260 nm. Las muestras volvieron a analizarse por
SDS-PAGE, juntando las fracciones homogéneas, que se almacenaron a -20°C para su
conservaciéon. Antes de ser utilizadas, todas las muestras de proteina se dializaron
frente al correspondiente tampdn de medida (5 x 500-700 ml) durante al menos 24
horas y se centrifugaron a 13000 x g durante 5 min para eliminar posibles precipitados.

3.5. Técnicas de analisis de proteinas

3.5.1. Determinacion de la concentracion de proteina

Las concentraciones se determinaron espectrofotométricamente (Shimadzu UV-2100)
utilizando, para todas las formas purificadas de LytB, un coeficiente de extincién molar
(g280) de 265199 Y cm'l, determinado experimentalmente con el método de Gill y von
Hippel (1989).

3.5.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

La pureza de las muestras de proteina se analizd por electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) utilizando geles de poliacrilamida al 12%, salvo que se
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indique lo contrario. Las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente y voltaje
constante (= 170 mV) segun la técnica de Laemmli (Laemmli, 1970). Los geles se tifieron
en una solucion al 0,25% (p/v) de azul de coomassie en metanol (45%; v/v) y éacido
acético (5%; v/v) y se destifieron en el mismo solvente. Los patrones de masa
molecular, el azul de coomassie, la acrilamida (40% acrilamida/bis-acrilamida 29:1) y el
SDS se adquirieron en Bio-Rad, el TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina) en
Thermo Scientific y el APS (persulfato amdnico) y los productos utilizados en los
tampones de electroforesis en SIGMA.

3.5.3. Cromatografia analitica de exclusion molecular

El andlisis de la homogeneidad de las fracciones de proteina eluidas de la columna de
afinidad, se realizd en una columna analitica Superose® 12 HR 10/30 de Amersham
Biosciences, acoplada a un sistema de inyeccién FPLC AKTA Purifier (GE Healthcare) y
refrigerada a 4°C. El tampdn empleado para el equilibrado y la elucién de las muestras
fue Pi (pH 8,0) suplementado con 140 mM colina y la velocidad de flujo 0,5-1 ml/min.

3.5.4. Espectrometria de masas

Los espectros de masas de las muestras de proteina se obtuvieron en el servicio de
espectrometria de masas del Instituto de Quimica-Fisica “Rocasolano”. Los
experimentos se realizaron en modo positivo utilizando un espectrémetro de masas de
tiempo de vuelo y desercion por laser asistida por matriz (MALDI-TOF), modelo Voyager
DEPRO (Applied Biosystems), equipado con un laser de nitrégeno y una fuente idnica
con extraccion retardada. Los iones positivos generados por la desorcién laser fueron
introducidos en el tubo de vuelo (1,3 m de longitud) con un voltaje de aceleracion de 25
kV, trabajandose en modo lineal. Los espectros se obtuvieron recogiendo una media de
600 disparos y la matriz utilizada fue acido sinapinico (Fluka) a 10 mg/ml (0,3% TFA:
acetonitrilo, 70:30). La calibracién de los espectros se realiz6 de forma externa
utilizando BSA.

3.5.5. Ultracentrifugacion analitica

Los experimentos de velocidad y equilibrio de sedimentacién se realizaron a 20°C en
una ultracentrifuga Optima XL-A (Beckman Coulter) equipada con un sistema dptico de
deteccion (UV-visible) y se utilizé un rotor An50Ti (Beckman). Los experimentos de
velocidad de sedimentacién se efectuaron a 45000 rpm (200000 x g) en células de
doble sector con un paso optico de 12 mm y un volumen de muestra de 400 pl,
utilizando una concentracién de = 1,6 uM de LytB. La distribucién de coeficientes de
sedimentaciéon se calculé a partir del ajuste de la variacion de los perfiles de
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sedimentacion con el tiempo utilizando el programa SEDFIT (Schuck y Rossmanith,
2000), con el que se calcularon también los coeficientes de sedimentacién en agua a
20°C (s20w)- Los experimentos de equilibrio de sedimentacion se realizaron en células
de doble sector con un cuerpo central de seis agujeros y un paso 6ptico de 12 mm. Las
medidas se realizaron a 15000 rpm (18000 x g), 2,3 uM de proteina y, con el volumen
de muestra utilizado (80 ul), el equilibrio se alcanzé en menos de 12 horas. La masa
molecular aparente promedio se calculé utilizando el modelo correspondiente a una
especie ideal para ajustar los datos experimentales (Minton 1994) con el programa
Hetero Analysis (www.biotech.uconn.edu). El volumen especifico de LytB (0,727 ml g™)
se calculd a partir de la secuencia de aminoacidos con el programa Sednterp, empleado
asimismo para calcular la viscosidad y la densidad de los tampones empleados a partir
de la composicion (Laue et al., 1992).

3.5.6. Dicroismo circular (DC)

3.5.6.1. Recogida de espectros

Los experimentos de DC se realizaron en un espectropolarimetro JASCO J-810 (Jasco-
Espafia) equipado con un sistema Peltier para el control de temperatura. Los espectros
se registraron a 20 nm/min, con un tiempo de respuesta de 4 segundos y se recogieron
datos cada 0,2 nm. Todos los espectros se registraron al menos por duplicado y cada
réplica es el promedio de 3 o 4 acumulaciones con el fin de mejorar la relacion
sefal/ruido. Para las medidas en el UV-lejano se utilizaron concentraciones de proteina
en torno a 2 UM y cubetas de cuarzo con paso éptico de 0,1 cm, mientras que en el UV-
cercano se trabajé a una concentracién de 10 uM y con cubetas de 1 cm de paso
Optico. Tras sustraer la contribucién del tampdn, los espectros experimentales de la
proteina se transformaron en elipticidades molares por residuo, [@]mg, utilizando la
ecuacioén 3.1, donde 6 es el valor experimental de la elipticidad, Cyr la concentracién
molar por residuo (calculada a partir de la masa molecular (Mw), el nimero de
aminodcidos de la proteina (n° aa) y la concentracién en mg/ml (Cyrot)), v | €s el paso
Optico de la cubeta en metros (0,001 m):

Ec. 3.1. [O]MR=9 /(CMR' I) CMR: Cprot/(MW . no aa)

3.5.6.2. Experimentos de desnaturalizacion térmica

La estabilidad térmica de LytB se caracterizd por DC registrando las variaciones
inducidas por el aumento de la temperatura en la elipticidad de la proteina a longitud
de onda fija. En algunos experimentos se recogié también el espectro en el UV-lejano a
determinadas temperaturas. Las medidas se realizaron a velocidad de calentamiento
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constante (60°C/h o 45°C/h) y se adquirieron datos cada 0,2°C. En todos los casos se
realizaron barridos en paralelo con el tampén, o se recogieron espectros, para sustraer
su contribucién de las curvas experimentales obtenidas con la proteina. El grado de
reversibilidad de las transiciones térmicas se verific6 comparando el espectro a 20°C de
la proteina previamente desnaturalizada con el de la forma nativa.

La adquisicion y el tratamiento de los datos experimentales, tanto en el caso de los
espectros como para los barridos de temperatura, se realizaron con el paquete
informatico Spectra Manager (Jasco-Espaiia). Los perfiles de desnaturalizacién térmica
a longitud de onda fija se ajustaron a una o dos sigmoides, dependiendo del nimero de
transiciones observadas, utilizando la ecuacién 3.2:

Ec.3.2 O(T) =0, +21,40, fxp|- HL (T, ~T)/RT T, [JHfL+ exp |- HL (T, ~T)/RT T, |}

siendo O(T) la elipticidad a la temperatura T (grados Kelvin), By la elipticidad de la
proteina nativa, n el nimero de transiciones, R la constante de los gases, y A®;, T, y

HiD el incremento de la elipticidad, la temperatura media de transicion y el parametro

que describe la cooperatividad (pendiente) para la transicion i.

3.5.7. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La estabilidad térmica y la organizacién modular de LytB se estudiaron también por
DSC. Los experimentos se llevaron a cabo en un microcalorimetro diferencial de barrido
(modelos MCS-DSC y VP-DSC de MicroCal Inc.) a velocidad de calentamiento constante.
Para evitar distorsiones de la sefal debidas a la formacion de burbujas, los
experimentos se realizaron a una presién de aproximadamente 2 atmédsferas y tanto las
muestras de LytB (3,8-10,0 uM) como el tampdn de didlisis, cargado en la celda de
referencia, se desgasificaron previamente. La reversibilidad de la desnaturalizacién de
LytB se verificod realizando barridos consecutivos con la misma muestra. La adquisicion
de datos se realizé con los programas MCS- o VP-Observer para DSC y el analisis de los
termogramas con Origin-DSC. Tras restar la linea de base instrumental (obtenida antes
de realizar los experimentos con el tampdn de didlisis cargado en ambas células), las
curvas experimentales de la proteina se transformaron en capacidades calorificas
molares (dividiendo por el n2 de moles de proteina en la celda de medida) y la variaciéon
de capacidad calorifica entre el estado nativo y el desnaturalizado en la regién de la
transicidn se aproximo, habitualmente, mediante una funcién cubica.
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3.5.8. Calorimetria de valoracion isoterma (ITC)

La valoracién de LytB con colina, fosforilcolina (P-colina) y glicerofosforilcolina (G-P-
colina) (suministradas por Sigma) se llevd a cabo por ITC utilizando un microcalorimetro
VP-ITC (GE-Healthcare). Las medidas se realizaron a 25°C en tampdn Pi (pH 8,0) y se
inyectd, de forma controlada y progresiva, una solucién concentrada (0,1 M) del
ligando, preparada en el tampdn de didlisis de la proteina, en la célula de reaccién (=
1,4 ml), previamente cargada con la solucion de proteina (= 52 uM). La contribucién del
calor de dilucién del ligando se determind en experimentos independientes cargando la
celda de reaccién con el tampdn de didlisis y se sustrajo del calor experimental de
reaccion obtenido con la proteina. La recogida y el tratamiento de los datos
experimentales se realizaron con los programas VP-Observer y Origin-ITC,
respectivamente.

3.6. Ensayos de actividad enzimatica

3.6.1. Aislamiento y purificacion de paredes celulares

La obtencion de paredes celulares de S. pneumoniae se llevd a cabo en el laboratorio
del Prof. Dr Waldemar Vollmer, en el “Centre For Bacterial Cell Biology” de la Escuela de
Medicina de la Universidad de Newcastle upon Tyne (Gran Bretafia), segun el protocolo
descrito por Bui et al. (2012). Se crecieron cultivos de las cepas R6B, R36A, R36A::pgdA,
Pen6, Pen6adr y CS1 a 37°C en medio complejo C+Y conteniendo 1 mg/ml de extracto
de levadura vy, al alcanzar una DOgyo = 0,5-0,6, se enfriaron en hielo y se centrifugaron a
4°C durante 20 min a 10000 x g. Los precipitados se resuspendieron en frio en 30 ml de
50 mM Tris/HCI (pH 7,0) (Trizma® Base Sigma) por cada litro de cultivo crecido y se fue
afiadiendo la mezcla, gota a gota, sobre una solucién de SDS (Fluka) al 5% ligeramente
hirviendo y en agitacion, para inactivar las enzimas degradativas (Fischer, 1997). La
solucién se mantuvo en estas condiciones durante 15 min y se centrifugé a 25°C (30
min a 12000 x g). Para eliminar el SDS, los precipitados se lavaron dos veces con 1 M
NaCl a 60°C y, a continuacién, con agua Milli-Q a la misma temperatura (resuspension y
centrifugacion en las condiciones arriba indicadas). Para comprobar la eliminacion del
SDS de las muestras se realizd el test de “Hayashi”, en el cual se mezclan 335 pl del
sobrenadante obtenido en la Ultima centrifugacién con 7 pul de azul de metileno al 0,5%,
170 ul de fosfato sddico 0,7 M (pH 7,2) y 1 ml de cloroformo. Si la fase inferior de la
mezcla aparece transparente o de color rosado significa que las muestras estan libres
de SDS; en caso contrario toma un color azulado y se debe continuar con el proceso de
lavado.

La rotura celular se realizd con bolas de vidrio utilizando el homogenizador
“Precellys 24” de Bertin Technologies. Las muestras, compuestas en una tercera parte
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por bolas de vidrio (Glass beads, acid-washed, Sigma) y en dos terceras partes por los
precipitados celulares resuspendidos en agua Milli-Q, se distribuyeron en tubos de 2 ml
y se sometieron a 12 ciclos (velocidad maxima) con la siguiente secuencia: pulso de 40
seg, descanso de 60 seg, pulso de 40 seg, descanso de 5 min en hielo. Tras eliminar las
bolas de vidrio por filtracidn, los lisados celulares se centrifugaron durante 5 min a 2000
x gy 4°C, y los sobrenadantes se transfirieron a tubos de ultracentrifugacion. Los restos
celulares se resuspendieron en 15 ml de agua Milli-Q y se centrifugaron de nuevo y, una
vez juntos, todos los sobrenadantes se centrifugaron a temperatura ambiente durante
30 min a 25000 x g. El precipitado de cada tubo se resuspendié en 10 ml de 100 mM
Tris/HCI (pH 7,5) y 20 mM MgS0O, (Sigma) y se traté a 37°C con DNasa y RNasa (Sigma) a
concentraciones finales de 10 pg/ml y 50 pg/ml, respectivamente, durante 2 h con
agitacion. A continuacion, se afadié CaCl, (10 mM) (Sigma) y tripsina (100 pg/ml)
(Novagen) y la muestra se incubd con agitacién a 37°C durante 18 h. Las enzimas se
inactivaron afiadiendo SDS (1% final) y agua Milli-Q, hasta alcanzar un volumen final de
20-30 ml y, tras incubar la mezcla a 80°C durante 15 min, se centrifugd a temperatura
ambiente durante 30 min a 25000 x g. El precipitado de cada tubo se resuspendié en 10
ml de 8 M LiCl (Sigma) y la mezcla se incubé a 37°C 15 min. Tras centrifugar y
resuspender el precipitado en 10 ml de 100 mM EDTA (Fluka) a pH 7,0, se volvio a
incubar, otros 15 min a 37°C, y a centrifugar, lavando los precipitados resultantes con
20 ml de agua Milli-Q, acetona (Sigma) y agua Milli-Q de nuevo. Tras la ultima
centrifugacion se resuspendieron las paredes en 1-3 ml de agua Milli-Q, se congelaron a
-80°C vy, finalmente, se liofilizaron (Christ Alpha 1-2 LDplus Freeze-drier) y se
almacenaron a -80°C.

3.6.2. Aislamiento y purificacion del PG

Para aislar el PG se trataron las paredes celulares purificadas segln el procedimiento
descrito en el apartado anterior con acido fluorhidrico (HF), que hidroliza los enlaces
fosfodiéster que unen los WTAs a las cadenas de mureina. Para ello, a 5 mg de paredes
liofilizadas se anadieron 3 ml de una solucién de HF al 48% (Sigma) y la mezcla, cubierta
con parafilm, se incubd con agitacién a 4°C durante 48 h. Las muestras se centrifugaron
después a 4°C (60 min a 2651 x g) y los precipitados de PG obtenidos se lavaron, en
frio, dos veces con agua Milli-Q, dos veces con 100 mM Tris/HCI (pH 7,0) y una vez mas
con agua Milli-Q (3 ml cada vez). Tras la uUltima centrifugacién, el precipitado de PG se
resuspendié en 500 pl de agua Milli-Q con un 0,05% de NaNjs (Sigma) y las muestras se
almacenaron a 4°C.
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3.6.3. Caracterizacion de los productos de hidrdlisis de la pared celular

Para identificar los muropéptidos liberados durante la hidrdlisis de las paredes celulares
de neumococo por LytB, se incubaron paredes (~ 0,40 mg) aisladas de diferentes cepas
de neumococo con la enzima (1,26 uM), en tampdn Pi (pH 7,0) suplementado con 100
mM NaCl, en un volumen total de 200 pl. Las muestras se mantuvieron a 37°C con
agitacion vy, tras 24 h, se volvié a afiadir la misma cantidad de enzima. La reaccién se
pard poniendo las muestras en hielo y, para aislar los muropéptidos solubilizados, se
centrifugaron a temperatura ambiente durante 10 min a 16000 x g y los sobrenadantes
se guardaron a -20°C. El mismo procedimiento se siguid para la caracterizacion de los
muropéptidos liberados con la lisozima cellosyl (proporcionada por Hoechst. Frankfurt,
Germany). En este caso el sustrato utilizado fue el PG de neumococo y la reaccién se
llevé a cabo con 50 pl de la solucién de PG (=~ 0,25 mg) y cellosyl a una concentracién
final de 2,2 uM. El volumen final se ajusté a 200 ul con 80 mM fosfato sddico (pH 4,8) y
la reaccidn se paré hirviendo las muestras durante 10 min a 100°C. Como se describe en
los apartados siguientes, los muropéptidos se redujeron con borohidruro sédico
(NaBH,4) (MERCK) antes de ser analizados por HPLC y espectrometria de masas.

3.6.3.1. Reduccion de los muropéptidos

Antes de proceder al analisis por HPLC, las muestras de los muropéptidos solubilizados
por la accién de LytB o cellosyl se descongelaron, se llevaron a sequedad en un “speed
vac” (Scanlaf. Scanvac. Centrifuge for vacuum concentrator) y se resuspendieron en 100
pl de agua Milli-Q y 100 ul de 0,5 M borato sddico (Na,B405) (Sigma) a pH 9,0. Las tapas
de los tubos se perforaron y se afiadié una pequefia cantidad en polvo de NaBH,, tras lo
cual las muestras se centrifugaron a temperatura ambiente durante 30 min a 16000 x g
y se pard la reaccién ajustando el pH a 4-5 con acido fosférico al 20% (HsPQ,) (Fluka).
Por ultimo, las muestras se centrifugaron 15 min a 16000 x g y los sobrenadantes,
conteniendo los muropéptidos reducidos, se almacenaron a 4°C hasta su analisis por
HPLC.

3.6.3.2. Separacion e identificacion de los muropéptidos por HPLC vy espectrometria de

masas

Los muropéptidos se separaron por HPLC en una columna de fase reversa (Prontosil
120-3-C18-AQ, 250 x 4,6 mm, particulas de 3 uM, Bischoff, Germany) utilizando un
equipo Agilent 1100 operado con el paquete de programas ChemStation. La elucién se
llevé a cabo a 55°C aplicando un gradiente lineal de 135 min desde el 100% de tampén
A (10 mM Pi (pH 6,0) y 10 uM NaN3) al 100% de tampdn B (10 mM Pi (pH 6,0) y 30%
metanol (Sigma)), utilizando un flujo de 0,5 ml/min. La deteccidn de los muropéptidos
se llevd a cabo midiendo la DO,y y el area relativa de los picos se calculé por
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integracién tomando como 100% el drea del cromatograma (excluyendo las fracciones
de sal que eluyen antes de los 8 minutos). Las fracciones con DO,os de al menos 20
unidades sobre la linea de base se recogieron para su posterior identificacion por
espectrometria de masas en tandem con ionizacién por electroespray (ESI-MS/MS) en
el servicio de masas de la Universidad de Newcastle en un espectrémetro Finnigan LTQ-
FT. En las réplicas de los experimentos realizadas en el Instituto de Quimica-Fisica
“Rocasolano” se empled una columna Excel 120 ODS-B (250 x 4 mm; particulas de 5
pum) de fase reversa (Teknokroma) acoplada a un equipo de HPLC Shimadzu LC-10AV VP
para separar los productos de reaccion y la técnica de MALDI-TOF para los anadlisis de
masas.

3.6.4. Actividad sobre andlogos estructurales del PG

La capacidad de LytB para hidrolizar oligosacaridos de GIcNAc (actividad quitinasa),
muropéptidos de pequefio tamafio como el disacarido dipéptido GlcNAc-MurNAc(-L-
Ala-y-D-GIn) (GMDP), el disacarido pentapéptido GIcNAc-MurNAc(-OCH3)(-L-Ala-y-D-Glu-
L-Lys-D-Ala-D-Ala) (GMPP), o el tetrasacarido GIcNAc-MurNAc-GIcNAc-MurNAc(OCH;)
(GM), se analizd siguiendo, mediante HPLC o UPLC y espectrometria de masas, la
evolucién en el tiempo de dichos compuestos al ser incubados a 37°C en presencia de la
enzima. Los ensayos se realizaron en tampon Pi (pH 7,0) utilizando relaciones
sustrato/proteina de 20:1 y 375:1 (= 4 uM LytB) y se tomaron alicuotas (~ 40 pl) a
distintos tiempos de incubacién para analizar la composicién de la mezcla de reaccidn.
Esta se pard poniendo las alicuotas en hielo y cuando no se analizaron inmediatamente
se mantuvieron congeladas a -20°C. En todos los casos se realizaron controles en

paralelo sin afadir la enzima a la mezcla de incubacién.

La hidrdlisis de (GIcNAc)s, (GIcNAc)s (Toronto Research Chemicals), GMDP
(Calbiochem) y GMPP (proporcionado por el Prof. Dr Shahriar Mobashery) se analizo
por HPLC (Shimadzu LC-10AV VP) en una columna Excel 120 ODS-B (25 x 0,4 cm;
particulas de 5 um) de fase reversa (Teknokroma), a una temperatura constante de
20°C. Para la elucién de los oligosacaridos se aplicé un gradiente lineal de 30 minutos
desde el tampdn A (50 mM Pi, 15 uM azida sddica, pH 4,2) al tampdn B (75 mM Pi, 15%
metanol, pH 4,92), mientras que para los muropéptidos sintéticos se aplicé un
gradiente lineal de 40 minutos de acetonitrilo (2-15%) en TFA al 0,1%. En ambos casos
se utilizé un flujo de 0,5 ml/min y la deteccidn se realizé siguiendo la DOygs. El analisis
por espectrometria de masas se realizd en el Servicio de Espectrometria de Masas del
Instituto de Quimica-Fisica “Rocasolano”. Los experimentos se realizaron en un
espectrometro de masas utilizando la técnica de MALDI-TOF (véase apartado 3.5.4). Los
iones positivos generados por la desorcidn fueron introducidos en el tubo de vuelo con
un voltaje de aceleracidn de 20 kV, trabajandose en modo reflector. Los espectros se
obtuvieron recogiendo una media de 600 disparos y la matriz utilizada fue acido 2,5-
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dihidroxibenzoico (DHB, >98% Fluka), con una concentracion de 10 mg/ml en agua.
Como calibracion externa se usaron los valores de los iones monoisotépicos protonados
[M+H]" del DHB.

La hidrdlisis de (GM), y su posterior analisis se realizo en el laboratorio del Prof. Dr
Shahriar Mobashery del Departamento de Quimica y Bioquimica de la Universidad de
Notre Dame (Indiana, EE.UU.). Para ello se empledé una columna de fase reversa
(Acquity UPLC HSS T3, 150 x 2,1 mm, 1,8 um, Waters) y un sistema de UPLC (Dionex
Ultimate 3000 Rapid Separation UPLC) con un detector de fotodiodo (Dionex Ultimate
3000 photodiode array) acoplado a un espectrometro de masas Bruker MicrOTOF-Q_ Il
guadrupole time-of-flight hybrid (UPLC/MS y UPLC/MS/MS). Las muestras se eluyeron a
40°C mediante un gradiente lineal de 15 minutos de acetonitrilo (0-5%) en acido
férmico al 0,1% con un flujo de 0,5 ml/min y la deteccidn se realizé siguiendo la DOygs.

3.6.5. Actividad dispersora sobre cadenas de neumococo

La capacidad de LytB (silvestre y mutantes) para dispersar las células hijas se analizd
sobre cultivos de S. pneumoniae R6B, una cepa no funcional para el gen lytB y crece
formando largas cadenas. Las células se cultivaron a 37°C en medio C+Y y el crecimiento
del cultivo se siguid por turbidimetria midiendo la DOssy con un espectrofotémetro
Thermo Scientific Helios Epsilon. Al llegar a la fase de crecimiento exponencial (DOssq ~
0,2), se afadidé LytB a una concentracion final de 0,13 uM manteniendo el cultivo a
37°C. la actividad dispersora se evalué por microscopia de contraste de fase
(microscopio Leica DM4000B; Microsystems) recogiendo muestras a distintos tiempos
de incubacidén (30 min, 1, 2, 4 y 5 horas), en presencia y en ausencia de LytB, y se conto
también el nimero promedio de células por cadena. Los controles se realizaron en
paralelo afiadiendo tampdn Pi (pH 7,0) al cultivo, en vez de la enzima.

3.6.6. Ensayo sobre paredes marcadas radiactivamente

El ensayo cuantitativo de la actividad catalitica de LytB sobre paredes purificadas de
neumococo (cepa R6) se realizd siguiendo el procedimiento de Mosser y Tomasz
(1970). La mezcla de reaccién constaba de 240 ul de tampdn Pi (pH 6,9), 10 pl de
paredes marcadas radiactivamente con [metil-*H]-colina (60 Ci/mmol; Amersham) y 10
ul de enzima a la dilucién adecuada. Tras incubar la mezcla a 37°C durante 15 min se
detuvo la reaccion afiadiendo 10 pl de BSA al 4% (p/v) y 10 ul de formaldehido al 35%
(v/v). Las muestras se centrifugaron a 12000 x g durante 10 min y se recogieron 200 pl
de sobrenadante, al que se afiadio liquido de centelleo (Beckman-Coulter) para medir la
cantidad de radiactividad (cpm) solubilizada. Una unidad enzimatica (U) se define como

la cantidad de enzima que cataliza la solubilizacion de 1 ug de pared en 10 min (Holtje y
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Tomasz, 1976), lo que equivale a aproximadamente 715 cpm netas en las condiciones
experimentales utilizadas (Llull et al., 2006).

En los experimentos sobre muestras pre-tratadas con LytA, las paredes (20 pul) se
incubaron durante 15 min a 37°C en presencia de concentraciones muy bajas de
amidasa (0,27-1,7 nM) en un volumen total de 260 pl. Seguidamente la muestra se
calentd durante 5 min a 100°C para inactivar LytA vy, tras centrifugar a 10000 x g
durante 2 minutos a 4°C, se afiadi6 LytB (0,29 uM final) y se incubd durante 15 min
mas. La actividad especifica de LytB se determind, en este caso, a partir de la diferencia
entre la radioactividad liberada en las muestras tratadas sucesivamente con LytA y LytB
y los controles realizados en paralelo, en los que sélo se afiadié la amidasa o la
glucosaminidasa. Los ensayos se realizaron en el laboratorio del Dr. P. Garcia (CIB-CSIC),
guien también suministré las paredes marcadas radiactivamente.

3.7. Modelizacion del médulo GH73 de LytB

El modelo estructural del mdédulo GH73 de LytB (LytBgy73) se construyé mediante
modelado por homologia utilizando como molde la estructura cristalografica del
dominio C-terminal de la proteina flagelar Flg) (endo-B-N-acetilglucosaminidasa) de
Sphingomonas sp. (cédigo UniProtkKB B7XH69; cddigo PDB 2zyc), perteneciente también
a la familia GH73 de las glicosil hidrolasas (acceso Pfam PF01832).

La busqueda de posibles patrones estructurales se llevd a cabo mediante los
servidores basados en el reconocimiento del plegamiento, FUGUE (Shi et al., 2001)
(http://tardis.nibio.go.jp/fugue/), PHYRE (Kelley y Sternberg, 2009)
(http://www.sbg.bio.ic. ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index), SPARKS-X (Yang et al.,
2011) (http://sparks-lab.org/yueyang/server/SPARKS-X/) e I-TASSER (Zhang, 2008)
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/).

Los modelos construidos a partir de los alineamientos generados por los distintos
servidores se evaluaron tanto estereoquimica como energéticamente con los
programas PROCHECK (Laskowski et al., 1993) y VERIFY3D (Lithy et al., 1992),
respectivamente. El modelo mejor evaluado se construyé con SWISS-MODEL (Arnold et
al., 2006) (http://swissmodel.expasy.org/) utilizando el alineamiento generado por
FUGUE. Las estructuras obtenidas fueron representadas utilizando el programa
informatico PyMOL (www.pymol.org/).
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4. RESULTADOS

4.1. Purificacion y caracterizacion de LytB

LytB se expresd en la cepa transformada de E. coli BL21(DE3). Los cultivos celulares se
incubaron en medio LB, suplementado con ampicilina, hasta la fase exponencial de
crecimiento (DOggo = 0,7) y la induccidn de la expresidn de la proteina se realizé a 24°C
durante toda la noche, tras ainadir IPTG (0,5 mM). Después del lisado de las células y la
eliminacion de la mayor parte de los acidos nucleicos, la proteina se purificé, al igual
gue otras CBPs, mediante cromatografia de afinidad en DEAE-celulosa. Como puede
verse en la Figura 4.1 Ay B, la caracterizacién por SDS-PAGE de las muestras eluidas de
la columna mostraba la presencia de bandas de menor tamafio molecular,
particularmente en las ultimas fracciones del pico de elucién. Como ya se mencionaba
en el articulo de De Las Rivas et al., 2002, la proteina muestra una movilidad
electroforética de unos 66 kDa, a pesar de que su masa molecular sea de 79,3 kDa. El
analisis mediante cromatografia de exclusion molecular en una columna de Superosa®
12HR 10/30 puso de manifiesto también, la existencia de especies con distinto grado de
asociacién dentro de la banda correspondiente a la proteina completa en SDS-PAGE
(Figura 4.1 C).
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Figura 4.1. Caracterizacion de la proteina LytB aislada por cromatografia de afinidad en DEAE-
celulosa. (A) Perfil de elucién de LytB con tampdn Pi, pH 7,0, 100 mM NaCl, 280 mM colina. (B)
Analisis por SDS-PAGE (12%) de las fracciones 19, 20, 22, 24, 26, 28 y 32 del cromatograma anterior
(vias 2-8). La masa molecular de los patrones (via 1) se indica a la izquierda. (C) Cromatografia de
exclusion molecular de las fracciones 17 (traza en negro) y 28 (traza azul) del perfil mostrado en (A)
(tampdn Pi, pH 8,0, 140 mM colina); el inserto muestra el analisis por SDS-PAGE (12%) de las
fracciones 8-11 del pico mayoritario del cromatograma en negro (vias 1-4).

Con el objetivo de eliminar las especies de menor masa molecular y separar las
formas con distinto estado de asociacién, la proteina eluida de la columna de DEAE-
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celulosa se sometié a una cromatografia de exclusién molecular utilizando una columna
Superdex 200 prep grade (GE Healthcare). La muestra se eluyé con tampdn Pi, pH 8,0y
140 mM colina utilizando un flujo de 1 ml/min y se monitorizd la DOyg. El perfil de
elucion mostraba dos picos mayoritarios centrados en los minutos 43 y 70 (Figura 4.2
A), cuyas intensidades relativas variaban con la concentracién y el tiempo de
almacenamiento de la muestra a -20°C (datos no mostrados). Las masas moleculares
obtenidas por MALDI-TOF para las especies presentes en los picos 1 y 3 eran
comparables (79396 Da y 79425 Da, respectivamente) y concordaban con el valor
tedrico esperado para la forma madura de LytB (79317 Da), al igual que la movilidad
electroforética (Figura 4.2 B). Como se muestra en la Figura 4.2 C, el andlisis mediante
velocidad de sedimentacion de las formas de LytB presentes en ambos picos puso de
manifiesto que, aproximadamente un 88% de la moléculas presentes en el pico 3
sedimentaban con un coeficiente de sedimentacidn (syo,) de 3,9 S, mientras que en el
pico 1 coexistian al menos cuatro especies distintas con valores de s50, de 3,7 S, 6,4 S,
9,3S vy 14,4 S. La masa molecular promedio obtenida por equilibrio de sedimentacién
para la forma aislada en el pico 3 (Figura 4.2 D) fue de 80,6 kDa (media de cuatro
experimentos), lo que corresponde a 1,02 veces la masa del mondmero.

Como puede verse en la Figura 4.3, la formacién de agregados, o los procesos que
dan lugar a los mismos, alteran la estructura de la proteina, ya que no sélo afectan al
espectro de DC en la regién del UV-cercano, sensible a las estructuras terciaria y
cuaternaria, sino que ademads modifican el espectro recogido en la region del UV-lejano,
donde las contribuciones mayoritarias son debidas a la configuracion del enlace
peptidico. Cabe destacar que en el caso de las proteinas de unidn a colina el espectro
en la region del UV-lejano presenta un maximo centrado en torno a los 224 nm que se
debe a la contribucidn de las cadenas laterales de los residuos aromaticos (Figura 4.3 A)
(Medrano et al., 1996; Varea et al., 2004) (LytB contiene 64 tirosinas, 38 triptéfanos y
31 fenilalaninas).

Ambas formas de la proteina, mondémeros y agregados, fueron evaluadas a nivel
funcional mediante ensayos de actividad sobre cultivos de la cepa R6B de S.
pneumoniae (lytB’) que, al no ser funcional para el gen lytB, crece formando largas
cadenas celulares. Como puede verse en la Figura 4.4, todas las formas de la proteina
son activas o evolucionan hacia la forma/s activa de LytB en presencia del sustrato, ya
que tanto la adicién exdgena del mondmero como de los oligdmeros aislados por
cromatografia de exclusion molecular, o la mezcla de los mismos procedente de la
purificaciéon por cromatografia de afinidad, hace desaparecer las largas cadenas de
bacterias observadas en ausencia de LytB. No obstante, los resultados obtenidos
parecen indicar que la separacion de las células hijas podria ser algo mas lenta cuando
LytB estd parcial o totalmente agregada (Figura 4.4 D).
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Figura 4.2. Caracterizacion de las diferentes formas de LytB aisladas por cromatografia de exclusion
molecular. (A) Perfil cromatografico de una fraccion de proteina procedente de la columna de DEAE-
celulosa. (B) Analisis por SDS-PAGE (12%) de las fracciones 4, 6 (pico 1), 21, 23 (pico 2), 31,33y 35
(pico 3) (vias 2-8) del cromatograma mostrado en A. (C) Distribucion de coeficientes de
sedimentacién a 20°C de LytB en las muestras correspondientes a los picos 1 y 3 (medidas realizadas
a 20°C en tampdn Pi, 140 mM colina, pH 8,0). Las escalas en el eje derecho e izquierdo de las
ordenadas corresponden a las muestras de los picos 1 y 3, respectivamente. (D) Perfil de
sedimentacion en el equilibrio de la forma de LytB presente en el pico 3 obtenido a 15000 rpmy 2,3
uM de proteina (tampdn Pi, pH 8,0, 140 mM colina). La curva continua corresponde al perfil de
sedimentacidn tedrico para una especie Unica con una Mw aparente de 81,6 KDa.
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Figura 4.3. Comparacion de los espectros de DC en el UV lejano (A) y cercano (B) del mondmero
(verde) y los oligdmeros de LytB (negro), en ausencia (linea continua) y en presencia (linea
discontinua) de 140 mM colina (medidas realizadas en tampdn Pi, pH 8,0, a 20°C).
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Figura 4.4. Actividad dispersora de LytB sobre cultivos de la cepa R6B de S. pneumoniae. Imagenes
de los cultivos tomadas por microscopia de contraste de fase, tras crecer a 37°C e incubar durante 1h
en ausencia (A) y en presencia (B) de LytB procedente de la columna DEAE-celulosa, (C) monémero
de LytB y (D) oligdmeros de LytB. La barra situada en el margen inferior derecho de cada imagen es
de 25 um.

4.2, Estabilidad térmica, organizacion modular y reconocimiento de ligandos

LytB muestra la organizacién modular mas compleja de todas las PG hidrolasas de
neumococo al haber adquirido dos mddulos adicionales (LytBww Yy LytBsusp) que
conectan LytBgy73 con el mdédulo de unién a colina LytBegy. Este Ultimo, situado en
posicion N-terminal, excede ademas en numero de repeticiones a otras CBPs, con
valores que van desde 18 en la cepa R6, hasta 12 en ciertas cepas atipicas (Moscoso et
al., 2005). Se desconoce asimismo la region implicada en la localizacion celular de LytB
y la naturaleza de los posibles receptores responsables de la misma. Por ello hemos
estudiado la organizacion y estabilidad frente a la temperatura de LytB mediante DSCy
DC, en ausencia y en presencia de compuestos relacionados estructuralmente con
varios de los componentes de los WTAs y LTAs asociados a la envuelta celular de
neumococo. Los estudios se realizaron con la forma monomérica de LytB con el fin de
evitar la complejidad que supone la presencia de distintos estados de asociacion para el
analisis de los resultados.
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4.2.1. Estudio de la estabilidad térmica de LytB

En primer lugar se estudioé el comportamiento de la proteina frente al aumento de la
temperatura y el efecto de la unidn de colina, fosforilcolina (P-colina) o
glicerofosforilcolina (G-P-colina) (Figura 4.5), utilizados como analogos del ligando
natural de la proteina, sobre la estabilidad de LytB, asi como la influencia del grupo
fosfato y su carga sobre el reconocimiento de los residuos de fosforilcolina por LytBcgwm.
Las medidas se realizaron en tampén Pi a pH 8,0 para minimizar la precipitacién
observada por DC tras la desnaturalizacidon de LytB a pH neutro o ligeramente acido
(Figura 4.6).
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| I [ 2 I |
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Figura 4.5. Estructura de los analogos de los residuos de P-colina de los acidos teicoicos utilizados en
este trabajo: (A) colina, (B) P-colina y (C) G-P-colina.
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Figura 4.6. Variacion del perfil de desnaturalizacion térmica de LytB con el pH. La dependencia de
©,,5 con la temperatura muestra una estabilizacion de la estructura a pH ligeramente basico. La
precipitacion de la forma desnaturalizada a valores de pH inferiores a 7,0 da lugar a una pérdida de
la sefial tras la caida inicial de ©,,5 hacia valores negativos. Los datos se muestran con el siguiente
codigo de colores: negro, pH 6,0; rojo, 6,5; verde, 7,0; naranja, 8,0; azul, 8,5.

En las Figuras 4.7 y 4.8 se muestran las curvas de desnaturalizacién térmica
obtenidas por DSC a concentraciones crecientes de cada uno los ligandos. En la Tabla
4.1 se resumen los valores estimados para las temperaturas de desnaturalizacién (T,,) y
las entalpias de desnaturalizacién (AH;). En ausencia de ligando, el perfil calorimétrico
de LytB mostré una estabilidad moderada-baja de la estructura de la proteina, cuya
desnaturalizacion da lugar a un Unico pico centrado en torno a los 39°C y tiene lugar

58



RESULTADOS

con una variacion de entalpia de 260 kcal/mol. El proceso de desnaturalizacion es
irreversible en todas las condiciones ensayadas, por lo que la forma del termograma y
la posicidon de los maximos depende de la velocidad de barrido, sobre todo en ausencia
de los ligandos.

La adicidn de colina incrementa de forma notable la estabilidad de toda la proteina
y, a concentraciones superiores o iguales a 10 mM, la desnaturalizacién tiene lugar en
tres transiciones bien resueltas, segun muestran los perfiles de DSC representados en la
Figura 4.7. El incremento de la temperatura de desnaturalizacién de la primera
transicion (Tm;) con el aumento de la concentracion de colina tiene caracter saturante,
alcanzando un valor maximo de aproximadamente 6°C a partir de 80 mM colina (Tabla
4.1). Por el contrario, las otras dos temperaturas de transicién, Tm, y Tms, lo hacen de
forma no saturante, un comportamiento caracteristico de la estabilizacion mediada por
la unién de un ligando al médulo portador del sitio de unién (Brandts et al., 1989), lo
que indica que ambas transiciones corresponderian a la desnaturalizaciéon de LytBcgwm.
La dependencia de Tm; con la concentracidn de colina es, por el contrario, tipica de la
estabilizacion indirecta de médulos y refleja la existencia de una fuerte interaccion
entre los mismos y el mdédulo que actiia como receptor del ligando, en este caso el CBM
de LytB (Brandts et al., 1989). Por lo tanto, la primera transicidon podria corresponder a
la desnaturalizacion de LytBcat y reflejaria su estabilidad cuando LytBcgy esta todavia
plegado. Que el proceso de desnaturalizacién de LytBcgy suceda en dos etapas indica,
por otro lado, bien la formacion de un estado intermedio durante la desnaturalizacién,
o bien la existencia de dos sub-dominios con diferente afinidad y/o diferente nimero
de sitios de unién a colina.
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Figura 4.7. Perfiles de DSC de LytB en presencia de concentraciones crecientes de colina ([LytB] = 4,1
1M; medidas realizadas en tampén Pi (pH 8,0) con una velocidad de barrido de 20°C/h).
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En las condiciones experimentales utilizadas, el grupo fosfato de la P-colina
introduce casi dos cargas netas negativas en la molécula y reduce de forma significativa
la estabilizacion inducida por colina (Figura 4.8 A y Tabla 4.1), observandose ademas
una Unica transicion a la concentracién mas alta de ligando ensayada. Por otro lado, la
caida de la sefial que se produce a altas temperaturas en presencia de P-colina,
probablemente debida a la precipitacién de LytB tras la desnaturalizacion (Figura 4.8 A),
dificulta el andlisis de las curvas experimentales y la realizacion de medidas a
concentraciones mas elevadas de P-colina.

La G-P-colina, con carga neta cero, seria el compuesto mas similar al ligando natural
de LytB, ya que el grupo glicerol podria simular la parte de la N-acetilgalactosamina
unida a los residuos de P-colina de los acidos teicoicos de neumococo. En presencia de
concentraciones crecientes de G-P-colina el termograma se desdobla en dos
transiciones vy, al igual que ocurria en presencia de colina, el valor de la Tm; aumenta
hasta un determinado valor para luego permanecer constante, mientras que el
aumento de la temperatura de desnaturalizacidn asociada a la segunda transicion (Tm,)
tiene lugar de forma no saturante (Figura 4.8 B; Tabla 4.1).
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Figura 4.8. Perfiles de DSC de LytB en presencia de concentraciones crecientes de (A) P-colina y (B)
G-P-colina. Medidas realizadas en tampén Pi (pH 8,0) con una velocidad de barrido 45°C/h; [LytB] =
4,1 uM.

Como muestran los valores de las Tms recogidos en la Tabla 4.1, a igual
concentracion de ligando la estabilizacion de LytBcgy decrece en el orden colina > G-P-
colina > P-colina, lo que sugiere que la afinidad de la proteina hacia estos tres ligandos
disminuye en el mismo sentido. Este comportamiento es probablemente debido a la
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repulsién electrostdtica entre la carga negativa del grupo fosfato y la elevada carga neta
negativa que presenta LytBcgy (= -14,71 a pH 8,0).

Tabla 4.1. Influencia de la unién de andlogos de colina sobre la
estabilidad térmica de LytB. Efecto de la velocidad de barrido

[Ligando]  Velocidad Tm,® Tm,® Tm;® AH;°
(mM) (°C/h) °c)  (°c)  (°C)  (kcal/mol)

- 10 38,4 - - 260

- 20 39,4 - - 250

- 45 40,8 - - 260

Colina

2,6 20 46,1 - - 310

10 20 44,7 52,0 59,2 430

20 20 44,3 54,6 63,5 365

30 20 44,5 55,9 65,6 430

41 20 44,0 570 67,6 380

80,5 20 45,2 59,2 70,2 480

140 10 44,7 60,7 72,0 510

140 20 45,6 60,9 72,5 490

140 45,5 46,4 61,1 73,4 520

20 45 46,2 55,2 64,5 507

80 45 46,5 59,8 71,3 520

P-colina
20 45 46,5 - - n.d.t
80 45 50,3 - - n.d.
G-P-colina

8 45 45,2 - - 321

20 45 50,3 - - 430

50 45 49,9 53,9 - 520

80 45 49,8 58,1 - 540
*Temperaturas de los maximos de la funcién de capacidad calorifica

(Cp).

bEntalpl'a total de desnaturalizacion obtenida por integracion del area
bajo la curva calorimétrica.
“n.d. (no determinado).

El efecto de la unidén de estos tres ligandos sobre la estabilidad y organizacién en
dominios de LytB se analizd, asi mismo, mediante DC, monitorizando las variaciones
inducidas por el aumento de la temperatura en la elipticidad a 225 nm (®,;,5), cuyo
valor viene determinado, en gran medida, por las contribuciones de las cadenas
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laterales de los residuos aromaticos de LytBew (Medrano et al., 1996; Varea et al.,
2000; Varea et al. 2004; Monterroso et al. 2008).
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Figura 4.9. Perfiles de desnaturalizacion térmica de LytB seguidos por DC a velocidad de barrido
constante, en presencia de concentraciones crecientes de (A y B) colina, (C) P-colina y (D) G-P-colina.
Las medidas se realizaron a 225 nm en tampdn Pi (pH 8,0) a las concentraciones de ligando indicadas
en los paneles respectivos. ([LytB] = 2 uM; velocidad barrido 60°C/h).

Como en DSC, en ausencia de colina el perfil de desnaturalizacién de DC muestra
una Unica transicion con una temperatura media (Ty) de desnaturalizacién de 39,2°C a
una velocidad de calentamiento de 45°C/h (Figura 4.9; Tabla 4.2), comparable a la
obtenida por DSC. En presencia de colina el perfil de desnaturalizacidon presenta un
cierto cardcter bifasico, incluso a las concentraciones mas bajas de ligando ensayadas
(Figura 4.9 A). El andlisis fenomenoldgico de los perfiles obtenidos a concentraciones
inferiores a 20 mM colina como la suma de dos sigmoides muestra una buena
correlacién entre ambos procesos y las transiciones de DSC asignadas a LytBcgwm,
teniendo en cuenta el efecto de la velocidad sobre la posicion de las mismas (Tablas 4.1
y 4.2). A concentraciones mas altas de colina la desnaturalizacion da lugar a una

agregacioén parcial de la proteina, lo que distorsiona los perfiles y dificulta el analisis
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comparativo de los mismos. No obstante la forma de las curvas sugiere que, por encima
de 20 mM colina, la primera transicién podria tener lugar en dos etapas (Tabla 4.2), y
gue la precipitacién de LytB estaria asociada a la ultima transicion observada por DSC.
El valor estimado para la T, de la primera etapa es comparable, por otro lado, al de la
transicién atribuida a la regién catalitica en los perfiles de DSC a concentracién
saturante de colina. Esta observacién sugiere la existencia de un posible acoplamiento
entre la pérdida de estructura secundaria de la regidn catalitica y la desnaturalizacidn

de LytBcyv que se pierde por encima de 20 mM colina.

Tabla 4.2. Dependencia con la concentracion de ligando de las temperaturas medias de
transicién (Ty), determinadas a partir de la variacion de ©,,5 con la temperatura

[Ligando] G-P-colina P-colina Colina
Tx(°C) T, (°C) Ty (1) (°C) Tx(2) (°C)
(mM)  45°C/h  60°C/h 45°C/h  60°C/h 45°C/h 60°C/h 60°C/h

- 39,2 41,5 39,2 41,5 39,2 41,5 g

2 - - - - - 46,5 49,6
4 - 45,7 - 43,0 - 49,8 56,8
8 - 47,6 - 44,7 - 52,9 60,9
15 - - - - - 55,8 64,2
20 48,2 51,6 44,8°  47,2° 45,0/55,3 56,8 65,6
40 52,4 55,5 ~47,7° =498  46,2/551° 48,5/58,2" -
80 56,6 60,3 ~51,4° =532°  46,6/57,3" 48,7/60,6 -
140 - - - - 46,2/59,2° 48,4/62,5° -
205 - - - = 66° 47,2/60,0° 49,3/62,7° -

®Valores estimados excluyendo la regién de la curva afectada por la agregacién.
b . .
Estimacion de T, aparente para cada una de las fases en que aparentemente se desdobla la

transicion.

En presencia de G-P-colina se detecta una Unica transicion cuya Ty, es ligeramente
inferior a la Tm del pico asignado en DSC a LytBcgym a las concentraciones de ligando en
que la desnaturalizacidon de LytB tiene lugar en dos transiciones claramente resueltas
(véanse Figuras 4.8 By 4.9 D; y Tablas 4.1 y 4.2). El comportamiento en presencia de P-
colina es similar (Figura 4.9 C), aunque la estabilizacion es menor y el analisis de las
curvas queda limitado a una estimacidn de la Ty, por encima de 20 mM P-colina, debido
a la pérdida de la sefial que provoca la precipitacidon de LytB a altas temperaturas.
Como en DSC, debido a la irreversibilidad del proceso, la variacién de ©,,5 con la

temperatura depende de la velocidad de calentamiento utilizada (Tabla 4.2).
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4.2.2. Afinidad de LytB por colina, P-colina y G-P-colina. Influencia del grupo
fosfato

La influencia del grupo fosfato y su carga sobre la afinidad de LytB por los residuos de P-
colina de los acidos teicoicos se cuantificd valorando la proteina con colina, P-colina y
G-P-colina mediante ITC. En la Figura 4.10 se muestra la dependencia del calor de
reaccion por mol de ligando inyectado frente a la relacién ligando/proteina.
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Figura 4.10. Valoracion calorimétrica mediante ITC de LytB con (A) colina, (B) G-P-colina y (C) P-
colina. Medidas realizadas en tampdn Pi (pH 8,0) a 25°C por inyeccién progresiva de la solucién de
ligando (0,1 M) sobre la solucién de proteina (52 uM). Los trazos continuos corresponden al ajuste
tedrico de los datos experimentales (simbolos) al modelo de una sola clase de sitios de uniéon con los
parametros indicados en el texto.

Las curvas calorimétricas pueden describirse en términos de una sola clase de sitios
de unién con constantes de disociaciéon de 0,71 mM para el complejo LytB-colina, 3,8
mM para LytB-G-P-colina y 7,1 mM en el caso de LytB-P-colina. La baja afinidad de Ia
proteina hacia los tres ligandos impidié determinar la estequiometria de los complejos
formados y los valores de la entalpia de unién, AHy, calculados por mol de complejo
formado, fueron: -65 kcal/mol (colina), -85 kcal/mol (G-P-colina) y -65 kcal/mol (P-
colina). Estos resultados confirman /) la desestabilizacién que introduce el grupo fosfato
en el reconocimiento de los residuos de P-colina de los acidos teicoicos por LytBcgm,
inferida a partir de los estudios de desnaturalizacién y ii) que la reduccion de su carga
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negativa tras la unién al residuo de glicerol — o a la N-acetilgalactosamina en el caso de
los acidos teicoicos — y/o el establecimiento de interacciones favorables con esta parte
de la molécula compensan parcialmente la penalizacién energética asociada a la
presencia del grupo fosfato.

4.2.3. Busqueda de posibles ligandos responsables de la localizacién de LytB

La localizacién de LytB en los polos de la célula, incluso en bacterias crecidas en
presencia de etanolamina (células EA) en lugar de colina (De Las Rivas et al., 2002), nos
llevé a investigar la posibilidad de que la proteina pudiese reconocer los residuos de
etanolamina que sustituyen a la colina, u otros componentes de los acidos teicoicos
(glucosa, ribitol, N-acetilgalactosamina y galactosa-6-P), como receptores para su
localizacion celular. Los ensayos se realizaron estudiando la capacidad de dichos
compuestos (Figura 4.11) para estabilizar térmicamente la estructura de LytB, cuya
desnaturalizacion se siguid por DC (®,;5) o DSC.
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Figura 4.11. Estructuras de los componentes de los acidos teicoicos ensayados como posibles
ligandos de LytB: (A) fosforiletanolamina, (B) galactosa-6-sulfato, (C) N-acetilgalactosamina, (D)
glucosa y (E) ribitol.

Como muestran los datos de la Tabla 4.3, ninguno de los compuestos ensayados
modifica de forma significativa la estabilidad de LytB, lo que en principio permite
descartarlos como determinantes Unicos de su distribucién polar en la superficie celular
bacteriana, fendmeno que podria deberse entonces a la interaccion de la proteina bien
con el Unico componente de los acidos teicoicos no ensayado (AATGal), o bien con
algin elemento del PG o proteinas de la superficie celular, o al reconocimiento
simultaneo de mas de un componente de la unidad repetitiva de los acidos teicoicos.
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Tabla 4.3. Temperaturas medias de transicion (Ty,) de los perfiles de
desnaturalizacién de LytB en presencia de andlogos de los componentes de los
WTAs de neumococo

Compuesto Técnica Velocidad de barrido T, (°C)*
40 mM Fosforiletanolamina DC 20°C/h 37,0 (37,4)
20 mM D-Galactosa-6-sulfato DC 60°C/h 41,1 (41,4)
100 mM D-Galactosa-6-sulfato DC 60°C/h 40,6 (41,4)
100 mM N-acetil-D-galactosamina DSC 35°C/h 40,1 (39,4)
100 mM D-glucosa DC 60°C/h 42,0 (41,4)
100 mM Ribitol DC 60°C/h 39,2 (40,0)

°El valor entre paréntesis corresponde al control de la proteina (2 uM LytB) sin ligando. Las
medidas se realizaron en tampon Pi, pH 8,0, excepto para la fosforiletanolamina que se
ensayo a pH 7,4.

4.3. Especificidad de sustrato

LytB ha sido clasificada como una posible glucosaminidasa que hidrolizaria los enlaces
B-(1->4) entre los residuos de GIcNAc y MurNAc del PG de neumococo. Su actividad in
vitro sobre paredes purificadas de neumococo ha sido demostrada con anterioridad (De
Las Rivas et al., 2002), observandose que la velocidad con la que LytB libera fragmentos
de la pared es muy inferior a la de la amidasa LytA o la lisozima LytC, las dos autolisinas
de neumococo. Asi mismo se observd que LytB no degradaba todo el sustrato
susceptible de ser hidrolizado (De Las Rivas et al., 2002). Estos resultados sugieren bien
un acceso restringido de la proteina a su sustrato natural en la célula, o bien una
elevada especificidad de sustrato que limitaria su actividad a determinados enlaces
glicosidicos del PG. Los determinantes de este comportamiento no han sido sin
embargo investigados.

Con el fin de analizar el origen de la especificidad de sustrato de LytB, se han
realizado ensayos de actividad utilizando un amplio abanico de sustratos, entre los que
se incluyen las paredes celulares aisladas de diferentes cepas de neumococo (el
sustrato natural de la enzima) y compuestos de pequefio tamano estructuralmente
relacionados con los componentes de las cadenas proteoglicanicas.

4.3.1. Degradacion in vitro de la pared celular: andlisis de los productos de reaccion

La especificidad de sustrato de LytB se investigd analizando, en primer lugar, los
productos liberados por la accidon de la enzima durante la degradacién de paredes
celulares aisladas de diferentes cepas de neumococo (R36A, R36A::pgdA, R6B, Pen6,
Pen6adr y CS1), cuyas caracteristicas particulares se detallan en la Tabla 4.4. Los
ensayos se realizaron en paralelo con la degradacidon del PG correspondiente por la
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lisozima cellosyl, que hidroliza los enlaces B-(1-4) entre los residuos de MurNAc y
GlcNAc del PG de neumococo de forma cuantitativa, por lo que ha sido previamente
utilizada para analizar su composicién (Bui et al., 2012).

Las paredes celulares y el PG de las distintas cepas de neumococo utilizados como
sustrato se aislaron siguiendo el procedimiento descrito en los apartados 3.6.1 y 3.6.2
de Materiales y Métodos, con un rendimiento muy variable: 32 mg para R6B, 8 mg para
R36A, 8 mg para R36A::pgdA, 12 mg para Pen6, 23 mg para Pen6adr y 9 mg para CS1
por cada litro de cultivo crecido.

Los ensayos de actividad se realizaron incubando las paredes celulares o el PG a
37°C en continua agitacién, en presencia de LytB o cellosyl. Tras 24 horas de
incubacidn, se afadié de nuevo la enzima correspondiente y se incubd otras 24 horas
en las mismas condiciones. Después de parar la reaccion el material solubilizado se
redujo con NaBH, para evitar la aparicidon de los andmeros B y a de cada producto que,
al eluir separadamente, complicarian los cromatogramas. Los productos de la reaccién
se analizaron por HPLC, registrando la DO,gs, y espectrometria de masas (ESI-MS/MS o
MALDI-TOF). En todos los casos se realizaron controles en paralelo, sin la
correspondiente enzima, para verificar que los productos formados se debian a la
hidrodlisis enzimatica y no a la degradacion per se del sustrato.

Tabla 4.4. Caracteristicas de las cepas de neumococo utilizadas para la purificacién de
las paredes celulares y el PG utilizados como sustrato en los ensayados de degradacién
con LytB y cellosyl

Cepa Caracteristicas o modificaciones
R6B Cepa R6 no funcional para el gen lytB (Garcia et al., 1999).
R36A Cepa de laboratorio no capsulada (Avery et al., 1944).

R36A::pgdA Cepa mutante derivada de R36A, en la que el gen que codifica la desacetilasa
de los residuos de GIcNAc y MurNAc del PG (pgdA) esta inactivado. Ausencia,
por tanto, de muropéptidos N-desacetilados (Vollmer y Tomasz, 2000).

Pen6 Cepa altamente resistente a la penicilina (B-lactamicos), cuya pared celular
estd enriquecida en muropéptidos con segmentos peptidicos ramificados
(zighelboim et al., 1980).

Pen6adr Cepa Pen6 mutante en el gen adr. Esta inactivacidn produce 3 cambios en el
fenotipo: eliminacion de los grupos O-acetilo de los residuos de MurNAc,
hipersensibilidad a la lisozima y reduccién del valor MIC para la penicilina. Su
pared celular también estd enriquecida en muropéptidos ramificados
(Criséstomo et al., 2006).

Cs1 Cepa mutante en el gen de la DD-carboxipeptidasa con alto contenido de
pentapéptidos en el PG (Severin et al., 1992).
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En primer lugar se ajustaron las concentraciones de sustrato y enzima en el ensayo
con el fin de optimizar la deteccién por HPLC de los diferentes productos de
degradacion (muropéptidos) generados durante la reaccion de hidrdlisis. A
continuacién se analizé la influencia del caracter homogéneo o heterogéneo de LytB
sobre la reaccidn, utilizando muestras procedentes de las columnas de DEAE-celulosa
(oligdmeros) o Superdex 200 (mondmero), y la influencia de los WTAs, utilizando para
ello como sustrato paredes celulares o PG. En todos estos ensayos se trabajé con
sustratos aislados de la cepa R6B.

Como puede verse en la Figura 4.12, los perfiles muropeptidicos obtenidos tras la
hidrolisis de las paredes celulares por LytB eran independientes del caracter
homogéneo o heterogéneo de la proteina utilizada, aunque la intensidad de los picos
era algo mayor en el caso del mondmero, por lo que se decidid trabajar con esta forma

de la enzima.

. CW+LytB-Superdex

q

& L
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)
z CW+LytB-DEAE
B M

\ \ \ \ \ \ \ \ \ \
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tiempo (min)

Figura 4.12. Andlisis por HPLC de los productos de degradacion generados tras la digestidon de la
pared celular (CW) de la cepa R6B con proteina monomérica (LytB-Superdex) u oligomérica (LytB-
DEAE). La intensidad en la DO,gs se expresa en unidades arbitrarias (u.a.).

Por el contrario, los muropéptidos predominantes en el perfil de degradacién de las
paredes celulares, variaban con respecto a los registrados tras la hidrélisis del PG
(Figura 4.13). Ademas, el nimero de productos liberados y la intensidad de los picos
aumentaban al emplear las paredes celulares como sustrato de LytB. Estos resultados
concuerdan con el hecho de que la actividad de LytB in vivo sea dependiente de la
presencia de colina en los acidos teicoicos (De Las Rivas et al., 2002), si bien también
muestran que LytB es capaz de hidrolizar, aunque con menor eficacia, fragmentos de
PG (carentes de colina) in vitro.
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Figura 4.13. Comparacion de los perfiles muropeptidicos obtenidos tras la hidrdlisis de las paredes
celulares (CW) o el PG de la cepa R6B de neumococo por LytB.

El PG de las cepas de neumococo seleccionadas presenta unas caracteristicas o
modificaciones estructurales propias (Tabla 4.4) y las posibles diferencias en los
respectivos productos de hidrdlisis liberados por LytB, pueden contribuir a establecer el
origen de la especificidad que muestra la enzima por su sustrato. Como puede verse en
la figura 4.14, la complejidad estructural de los perfiles muropeptidicos obtenidos tras
la degradacion de las paredes celulares (LytB) o el PG (cellosyl) es elevada, con
diferencias notables segun la enzima y la procedencia del sustrato utilizado. Los picos
gue aparecen en el perfil de elucién se han numerado como en el trabajo de Bui et al.
2012, quienes caracterizaron la mayoria de los productos de degradacién de varias
cepas de S. pneumoniae tras la hidrdlisis por cellosyl. Las estructuras de los
muropéptidos identificados por HPLC se muestran en la Figura 4.15, y las masas
obtenidas por ESI-MS/MS o MALDI-TOF pueden verse en la Tabla 4.5. El porcentaje que
supone cada especie respecto al area total del perfil se muestra en la Tabla 4.6.

Los compuestos correspondientes a los picos comprendidos entre,
aproximadamente, los 8 y los 24 minutos (fracciones C'; a C’,) no se han podido
identificar debido, probablemente, a la presencia de una elevada concentracién de
sales en las primeras fracciones del eluido, pero podria tratarse de pequefias cadenas
glicanicas no sustituidas, es decir oligémeros de GIcNAc y MurNAc (Bui et al., 2012). En
la siguiente regidn del perfil, comprendida entre los minutos 24 y 42 aproximadamente,
eluyen muropéptidos monoméricos (fracciones 2 a 7/7’), en su mayoria con péptidos
no ramificados, siendo las especies mas abundantes el tripéptido y el pentapéptido
(fracciones 3/3’ y 7/7’). A continuacién, entre los minutos 42 y 60, aparecen
muropéptidos monoméricos ramificados (fracciones 10 a 16/16’) y a tiempos mas altos
especies diméricas y triméricas directamente enlazadas o, en menor proporcion, unidas
a través pequefios puentes peptidicos del tipo L-Ser-L-Ala, o L-Ala-L-Ala (fracciones 17 a
31).
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Figura 4.14. Comparacién de los perfiles muropeptidicos correspondientes a los fragmentos
liberados por la accion de LytB o cellosyl sobre paredes (CW) o el PG de distintas cepas de
neumococo, registrados mediante HPLC. Los picos obtenidos para cellosyl se han numerado como en
Bui et al., 2012. Los muropéptidos equivalentes liberados por LytB (marcados con apdstrofes) tienen
el mismo tiempo de retencidn pero difieren en el azdcar situado en la posicién del extremo reductor
(N-acetilglucosaminitol para LytB vs. N-acetilmuramitol para cellosyl). Las estructuras de los
muropéptidos se muestran en la Figura 4.15. Los nimeros en verde indican los picos analizados por
ESI-MS/MS o MALDI-TOF (Tabla 4.5) y en negro los identificados por comparacidn con los perfiles de
cellosyl y la asignacién realizada por Bui et al., (2012). Los asteriscos indican desacetilacion de los
anillos de azucar.
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Figura 4.15. Estructuras de los muropéptidos solubilizados por el tratamiento de paredes celulares

con LytB, o del PG con cellosyl, identificados por HPLC y espectrometria de masas. DS, disacarido (N-

acetilmuramico-N-acetilglucosaminitol

en los

productos

de LytB y N-acetiglucosamina-N-

acetilmuramitol en los de cellosyl), DS*, disacarido con un residuo de GIcN en vez de GIcNAc.
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Tabla 4.5. Muropéptidos reducidos aislados por HPLC tras la degradacién del PG
o las paredes celulares por cellosyl o LytB confirmados por espectrometria de
masas

Pico (n°)! Estructura propuesta’ Masa tedrica (Da) Masa medida (Da)

Tri[deAc] 783,386 783,44
Tri 825,397 825,45
3 Tri 825,397 825,41
7 Penta 967,471 967,50
10 Tetra(S)[Glu/deAc] 942,435 942,47
12° Tri(SA)[deAc] 941,455 941,46
12 Tri(SA) 983,466 983,48
12’ Tri(SA) 983,466 983,49
13 Tri(AA)[deAc] 925,460 925,36
14 Tri(AA) 967,471 967,48
14 Tri(AA) 967,471 967,59
15 Tetra(SA) 1054,503 1054,51
15’ Tetra(SA) 1054,503 1054,60
16’ Penta(SA) 1125,540 1125,60
19 TetraTri 1703,820 1703,96
19’ TetraTri 1703,820 1703,71
23 Tetra(SA)Tri 1861,889 1861,85
23’ Tetra(SA)Tri 1861,889 1861,70
29 TetraTri(SA), 2019,958 2019,94
31 TetraTri(AA)* (SA)? 2003,963 2003,97

'La numeracién de los picos corresponde a la asignada a en los perfiles de HPLC.
’Modificaciones: [Glu], presencia de acido glutamico en lugar de isoglutamina; [deAc],
desacetilacion del residuo GIcNAc; ¥, posicion desconocida de las modificaciones.

La primera diferencia entre los muropéptidos liberados por LytB y cellosyl estd en el
residuo de azucar situado en el extremo reductor del disacarido; identificado por ESI-
MS/MS como N-acetilglucosaminitol (LytB) y N-acetilmuramitol (cellosyl) tras la
reduccion con NaBH,, confirmandose asi que LytB es una glucosaminidasa (Figura 4.16).

La comparacion detallada de los distintos perfiles muropeptidicos muestra, ademas,
otras tres diferencias importantes entre los productos generados por ambas enzimas:

i. No aparecen especies desacetiladas en los productos de reaccion de LytB,
aunque si estan presentes, como era de esperar, en los de cellosyl, que libera Tri[deAc],
Tetra(S)[Glu/deAc], TetraTri[deAc]:c y TetraTetraTri[deAc],[-GM] (fracciones 2, 10, 17/18
y 29, respectivamente), entre otros fragmentos desacetilados, tras la digestién del PG
de la cepa R36A. En neumococo, la desacetilacion de la cadena glicanica afecta
fundamentalmente a los residuos de glucosamina y supone un mecanismo de defensa
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frente a la lisozima del hospedador (Ohno et al., 1982; Vollmer y Tomasz, 2000;
Vollmer, 2008).

ii. LytB corta preferentemente muropéptidos no entrecruzados (mondmeros)
(fracciones 3’-16’) y el dimero TetraTri (fraccion 19’), mientras que los dimeros
conectados a través de puentes peptidicos del tipo L-Ser-L-Ala o L-Ala-L-Ala, e incluso
los trimeros (fracciones 23, 25 y 31, y fracciéon 29, respectivamente) suponen un
porcentaje elevado (= 37%) de los productos de reaccién en la hidrdlisis con cellosyl
para la cepa R36A (Tabla 4.6).

iii. El material correspondiente a posibles cadenas glicdnicas no sustituidas
(fracciones C; a Cy) en los productos de LytB (17-26%) es aproximadamente 10 mayor
qgue en los de cellosyl (Tabla 4.6) y aumenta de forma perceptible para la cepa R6B (=
32%).

Tabla 4.6. Porcentajes de los diferentes tipos de productos solubilizados durante la
hidrélisis de la pared celular o el PG por LytB o cellosyl, respectivamente, determinados
por HPLC

Cepa de S. pneumoniae

Area relativa (%) R6B R36A R36A:pgdA Pen6 Pen6adr CS1
Posibles cadenas glicanicas

(8-24 min)

Cellosyl 8,4 4,1 5,3 2,6 3,1 14,5
LytB 31,6 25,9 16,9 17,0 23,5 26,5
Monémeros no ramificados

(24-42 min)

Cellosyl 34,1 25,7 26,0 4,5 10,9 29,7
LytB 33,5 29,1 29,4 22,5 22,6 38,7
Monémeros ramificados

(42-60 min)

Cellosyl 11,4 15,0 7,4 44,9 37,4 16,4
LytB 20,9 23,4 17,2 34,0 26,2 17,3
Dimeros directamente entrecruzados

(60-69 min)

Cellosyl 18,2 18,1 23,4 4,3 3,6 6,7
LytB 6,8 8,8 13,0 6,8 9,8 7,7

Dimeros con puentes peptidicos,
ramificados y con puentes y ramificados

(69-88 min)

Cellosyl 25,6 32,2 28,9 37,2 42,4 31,6
LytB 7,0 11,9 19,5 17,8 16,6 9,2
Trimeros

(88 min-final)

Cellosyl 2,3 4,8 8,9 6,4 2,7 1.1
LytB 0,5 1,0 3,1 1,9 2,1 0,7
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Figura 4.16. Analisis por ESI-MS/MS del muropéptido Tri(SA) aislado en las fracciones 12 (cellosyl) y 12’
(LytB) reducido con NaBH,. (A) Las especies con valores de m/z de 781, 576 y 504 obtenidas de la
fragmentacion del pico 12 son compatibles con la presencia de un residuo reducido de N-
acetilmuramitol (MurNAc(r)); GIcNAc(r)-D-Lac en cuadro gris del inserto. (B) LytB libera un fragmento
con idéntica masa pero diferente patrén de fragmentacion. Las especies de alta intensidad con m/z =
761 y m/z = 576 (lactoil-péptido), provenientes sélo de fragmentos con residuos no reducidos de
MurNAc (cuadro gris), son consistentes con la presencia de un residuo reducido de GIcNAc(r). Este
analisis muestra que LytB es una N-acetilglucosaminidasa y cellosyl una N-acetilmuramidasa.
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Debido a ello, la digestion de paredes celulares o el PG de la cepa R36A::pgdA, en la
que todos los residuos glucosamina estan acetilados debido a la inactivacién del gen de
la desacetilasa del PG (pgdA), da lugar a perfiles de elucion mas parecidos al aumentar
la contribucién relativa de los muropéptidos Tri, TetraTri y Tetra(SA)Tri (fracciones 3’,
19’ y 23’, respectivamente) en los productos generados por LytB y el material
solubilizado casi duplica el obtenido con la cepa R36A, lo que supone,
aproximadamente, un 66% del material hidrolizado por cellosyl para la cepa
R36A::pgdA.

Por otro lado, LytB y cellosyl hidrolizan de forma similar los mondmeros ramificados
Tri(SA), Tri(AA) y Tetra(SA) (fracciones 12/12’-15/15’, respectivamente), que estan
enriguecidas en la cepas resistentes a la penicilina Pen6 y Pen6adr, pero LytB no es
capaz de hidrolizar de forma eficaz los dimeros ramificados o los trimeros (fracciones 29
y 31). Los muropéptidos entrecruzados a través de puentes peptidicos o ramificados
siguen siendo indetectables en los productos de LytB con la pared celular del mutante
CS1 enriquecida en el pentapéptido (Figura 4.14; Tabla 4.6), pero no en los de cellosyl, y
el mondmero con un pentapéptido (fraccion 7/7’) es en ambos casos la especie
predominante.

Todos estos resultados nos permiten concluir que LytB hidroliza el PG en sitios con
los residuos de glucosamina acetilados y tiene una clara preferencia por los
muropéptidos no entrecruzados (mondmeros con y sin ramificaciones), siendo mucho
menos activa sobre muropéptidos entrecruzados. De hecho, la degradacién de paredes
purificadas marcadas con [metil-H]colina muestra que el tratamiento previo de las
mismas con la amidasa LytA aumenta la actividad especifica de LytB del orden de 4
veces (de 600 + 60 U/mg a 2500 + 600 U/mg; promedio de cinco experimentos) (Figura
4.17), lo que confirma que la hidrdlisis de los segmentos peptidicos, o el aumento del
tamafio de los poros de la pared que ello conlleva, facilitan la actividad de LytB.

3000+
2000+

1000+

Actividad de LytB (U/mg)

(-LytA) (+LytA)

Figura 4.17. Actividad especifica de LytB sobre paredes de neumococo (cepa R6) marcadas con colina
tritiada tratadas (+LytA) y sin tratar (-LytA) previamente con LytA.
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4.3.2. Hidrdlisis de andlogos estructurales del PG

La complejidad de la hidrdlisis de las paredes celulares de neumococo con LytB dificulta
su uso en la investigacion del mecanismo de reaccion de la proteina. Con este objetivo
hemos examinado la capacidad de LytB para hidrolizar pequefios compuestos
relacionados estructuralmente con los componentes del PG (véase Figura 4.18).
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Figura 4.18. Representacion esquemadtica de los andlogos estructurales del PG de neumococo
ensayados como posibles sustratos de LytB: GMDP (GlcNAc-MurNAc-L-Ala-D-y-GIn), GMPP (GIcNAc-
MurNAc(OCH;)-L-Ala-D-y-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala), (GM), (GIcNAc-MurNAc-GIcNAc-MurNAc(OCH3) vy
oligdmeros de GIcNAc ((GIcNAc),).

4.3.2.1. Actividad quitinasa

En primer lugar, y debido a la relacién estructural entre LytB y las quitinasas de plantas
y estreptomicetos de la familia GH19 y lisozimas con actividad quitino-hidrolasa de las
familias GH22 y GH23 (Charlemagne vy Jollés, 1972), se emplearon como sustrato los
oligdmeros de N-acetylglucosamina (GIcNAc); y (GIcNAc)s. LytB degradé ambos
compuestos pero los productos sdlo se detectaron tras varias horas de incubacion
(Figuras 4.19 y 4.20), indicando que la formacién del complejo productivo requiere una
reorganizacion lenta ya sea de la proteina libre o de complejos no productivos
previamente formados (Hirakawa et al., 2008). Tras esa primera fase, la reaccion
avanza relativamente rapido y pueden observarse todos los productos de degradacion
posibles, que fueron identificados mediante HPLC y MALDI-TOF utilizando como
patrones oligdmeros de GIcNAc con 1 a 5 unidades (Figuras 4.19 y 4.20). El producto
final de la degradacidn es, en ambos casos, GIcNAc. A las 30-35 horas de incubacién los
principales productos de la hidrélisis fueron GIcNAc y (GlcNAc)s para (GIcNAc),y GIcNAc
y (GlcNAc),4 para (GlcNAc)s.
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Figura 4.19. Andlisis por HPLC y MALDI-TOF de los productos obtenidos tras la hidrdlisis de (GIcNAc),
con LytB. La reaccién tuvo lugar a 37°C en Pi, pH 7,0. Se tomaron alicuotas a diferentes tiempos de
incubacion y los productos se separaron por HPLC siguiendo la DO,gs. (A) Perfiles de HPLC de la
mezcla de reaccion de (GIcNAc), (84 uM) con LytB (4,2 uM) a distintos tiempos de incubacion. (B)
Deconvolucidon del perfil obtenido en (A) tras 30 h de incubacidn. (C) Deteccién de los productos de
transglicosilacion mediante HPLC y MALDI-TOF tras 30 h de incubacién de (GIcNAc), (1,5 mM) con
LytB (4 uM). Los productos de masas m/z se corresponden con las especies [M+Na]* de (GIcNAc)s y
(GlcNAc)g junto con los productos de la hidrdlisis y el sustrato. Las masas monoisotépicas [M+Na]*
estan representadas para cada uno de los compuestos detectados. Los trazos marcados como C
corresponden a los controles sin proteina. La asignacién de los picos de los cromatogramas se indica
mediante un nimero que indica el nimero de unidades de GIcNAc y una letra (a o B) para el
andmero, basdndose en los perfiles de elucién de los oligdmeros aislados y la mezcla de oligdmeros
de GIcNAc (n = 1-6; 300 uM cada uno) empleados como patrdn (perfil S).
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Figura 4.20. Andlisis por HPLC y MALDI-TOF de los productos obtenidos durante la hidrdlisis de
(GIcNACc)s por LytB. Las condiciones de la reaccidn y el posterior analisis fueron los mismos que en la
Figura 4.19. (A) Perfiles de HPLC de la mezcla de reaccién de (GIcNAc)s (1,5 mM) con LytB (8,4 uM) a
distintos tiempos de incubacién. (B) Deconvolucién del perfil de elucion obtenido en (A) tras 35 h de
incubacion con LytB. (C) Deteccién de los productos de transglicosilacién mediante HPLC y MALDI-
TOF tras 35 h de incubacién. Los productos de masas m/z se corresponden con las especies [M+Na]"
de (GIcNAc)s junto con los productos de hidrdlisis y el sustrato inicial. Las masas monoisotépicas
[M+Na]" de cada compuesto aparecen indicadas. El perfil C corresponde a los controles sin proteina.
Los picos se de los cromatogramas se etiquetan como en la Figura 4.19.
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Tras la deconvolucidn de los respectivos perfiles de HPLC en sus componentes
individuales (Figura 4.19 B y 4.20 B) se obtuvieron valores de = 1 para la relacién entre
los andmeros a y B de (GIcNAc); en los productos de (GlcNAc),, o para (GIcNAc), en los
de (GIcNAc)s, que estan por debajo de la proporcion en el equilibrio reportada para
oligdmeros de GIcNAc (= 1,5) (Terwisscha van Scheltinga et al., 1995) y de los valores
obtenidos para los correspondientes controles en las mismas condiciones
experimentales. La formacidn de GIcNAc y (GIcNAc)s a partir de (GIcNAc), puede tener
lugar a través de la hidrdlisis del residuo de GIcNAc situado tanto en extremo no
reductor de la cadena (via I) como en el reductor (via Il) (ver Esquema 4.1).

En el primero de los casos el (GIcNAc); formado incluiria el extremo reductor del
substrato inicial, por lo que la proporcion entre los andmeros a y B (GlcNAc); deberia
ser la existente en el equilibrio. Por el contrario, si la reaccién tiene lugar a través de la
via Il, se generaria la forma a o B de (GIcNAc)s, segun si la reaccidn tuviese lugar con
inversién o con retencidn de la configuracién del carbono anomérico, respectivamente,
y el producto formado evolucionaria, por mutarrotacidn, dando lugar al otro andmero,
pudiendo también ser degradado de nuevo por LytB, y lo mismo ocurriria con la
formacion de (GIcNAc), durante la hidrélisis de (GIcNAc)s.
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Esquema 4.1. Representacion de las dos posibles vias (1 y Il) a través de las que se podrian formar los
principales productos de la hidrdlisis de (GlcNAc), ((GICNAC); y GIcNAc) a las 30-35 horas de
incubacidn con LytB. A través de la via |, el sustrato se uniria a los subsitios -1 a +3 y los productos
resultantes serian las formas a y B de (GIcNAc)s, en la proporcidon correspondiente al equilibrio
anomérico, y el andmero a 6 B de GlcNAc, dependiendo de que la reaccion transcurra con inversion
o con retencidn de la configuracion, respectivamente. El andmero formado mutarrotaria hacia la
otra forma hasta alcanzar el equilibrio. Si la hidrdlisis transcurriese mediante la via Il, el sustrato se
uniria a los subsitios -3 a +1, liberando GIcNAc (formas a y B en equilibrio) junto con el andmero a 6
B de (GIcNAc);, dependiendo del mecanismo, que mutarrotaria como en la via | para formar el otro
andémero.
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Los resultados obtenidos para la hidrdlisis de (GIcNAc), y (GIcNAc)s parecen indicar,
por tanto, que la hidrdlisis tiene lugar con retencién de la configuracién B del carbono
anomérico, el cual mutarrotaria lentamente hacia el andmero a que es mas estable,
aproximandose de este modo la proporcion de ambas formas al valor en el equilibrio (=
1,5). Por el contrario, en un mecanismo de inversion, la proporcién entre los anémeros
o y B de (GIcNAc)s, o de (GIcNAc),, deberia ser siempre igual o mayor que la del
equilibrio, ya que la forma B sélo apareceria por interconversidon del producto de
hidrdlisis; el andmero a de (GIcNAc); o de (GIcNAC),.

A tiempos largos de reaccidn cabe destacar la aparicidn de varios picos con tiempos
de retencion superiores a los del sustrato original, cuyas masas moleculares son
consistentes con la incorporacién de una o dos unidades de GIcNAc al sustrato inicial
(Figuras. 4.19 Cy 4.20 C). La interpretacion mas sencilla de estos resultados es que LytB
puede también catalizar una reaccién de tipo glicosil transferasa, aunque de manera
menos eficiente que la de hidrdlisis teniendo en cuenta la intensidad relativa de los
respectivos productos. Esta actividad, también observada en ciertas variantes de las
lisozimas HEWL y T4 (Rupley et al., 1967; Kuroki et al., 1999), sdlo se ha identificado en
enzimas que actuan con retencién de la configuracion (Fukamizo, 2000), lo que
apoyaria el mecanismo inferido a partir de la relacién entre los anémeros de los

productos de hidrdlisis durante las primeras etapas de la reaccion.

4.3.2.2. Actividad sobre compuestos miméticos del PG bacteriano

La hidrélisis de pequefios compuestos relacionados estructuralmente con los
componentes del PG se analizé también utilizando como sustrato GIcNAc-MurNAc-L-
Ala-D-y-GIn (GMDP), GlcNAc-MurNAc(OCHj;)-L-Ala-D-y-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala (GMPP) vy
GlcNAc-MurNAc-GIcNAc-MurNAc(OCHs) (GM), (Figura 4.18).

El analisis cromatografico y por espectrometria de masas de las mezclas de reaccién
reveld que sdlo el tetrasacarido (GM), es reconocido como sustrato por LytB (Figuras
4.21y 4.22), obteniéndose como Unicos productos de la reaccion el trisacarido GIcNAc-
MurNAc-GlcNAc y el monosacarido MurNAc(OCHs), segin muestran los resultados de
UPLC/MS y UPLC/MS/MS (Figura 4.21 F y G). Esto indica que de las tres posibles rutas
(a, b y a/b) mostradas en la Figura 4.21 A, la hidrdlisis mediada por LytB tiene lugar
Unicamente a través de la ruta b. La conversién es muy lenta (= 10% en 48 h) pero
muestra claramente i) que (GM), es el fragmento de menor tamafio perteneciente a la
cadena glicosidica del PG que es reconocido como sustrato (el trisacarido formado no
es hidrolizado), ii) que el sustrato ocupa los subsitios -3 a +1 del centro activo (el corte
tiene lugar entre los residuos unidos a los subsitios -1 y +1), y iii) que LytB es,
efectivamente, una glucosaminidasa (Figura 4.21), tal y como demostraba el analisis
por ESI-MS/MS de los fragmentos de pared liberados por LytB.
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Figura 4.21. Anadlisis mediante UPLC/MS y UPLC/MS/MS de la actividad de LytB sobre (GM),. La
incubacién se llevé a acabo a 37°C en tampdn Pi (pH 7,0) y se tomaron alicuotas a diferentes tiempos
para ser analizadas por UPLC. (A) Posibles productos formados tras la hidrdlisis de (GM),. Entre las
tres posibles rutas (a, b o a/b), la reaccién tiene lugar segun la ruta b. (B) y (C) Cromatogramas de la
hidrdlisis de (GM), (1,5 mM) por LytB (4 uM) a las 0 h y 48 h, respectivamente, seguida por UPLC/MS.
(D) Cromatograma correspondiente a la traza del ion (UPLC/MS EICs) con m/z = 700,3 (Producto 1) y
(E) con m/z = 308,1 (Producto 2). (F) Espectrometria de masas en tandem (MS/MS) del Producto 1y
(G) Producto 2.
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Figura 4.22. Analisis por HPLC de la actividad de LytB sobre GMDP y GMPP. La reaccion se llevé a
acabo a 37°C en Pi (pH 7,0) y se tomaron alicuotas a diferentes tiempos de reaccién. Los perfiles con
linea continua y los simbolos se corresponden a los controles y las muestras tras 48 h de incubacion,
respectivamente. (A) Incubaciéon de GMDP (106 uM) con LytB (5,3 uM); a y B hacen referencia a los
andmeros a y B de GMDP. (B) Incubaciéon de GMPP (200 uM) con LytB (5,6 uM).

4.4. Identificacion de los residuos implicados en la catalisis enzimatica

Con el objetivo de profundizar en el mecanismo catalitico e identificar los residuos
amino acidicos de LytB implicados en la catélisis se construyé un modelo estructural del
modulo glucosaminidasa de LytB (LytBgn73), ya que la estructura de la region catalitica
no se habia resuelto cuando se llevod a cabo esta parte del trabajo.

La busqueda de proteinas de estructura conocida que pudieran servir como molde
estructural para la construccién del modelo proporciond dos posibles patrones: el
dominio C-terminal de SPH1045 (SPH1045-C), la proteina flagelar bacteriana Flg) de la
cepa Al de la bacteria Gram-negativa Sphingomonas sp. (cédigo PDB 2ZYC; Maruyama
et al., 2010), y el dominio N-terminal de la autolisina Auto (Lmo1076) codificada por el
patégeno Gram-positivo L. monocytogenes (cédigo PDB 3FI7; Bublitz et al., 2009),
ambos pertenecientes a la familia GH73 de las glicosil hidrolasas. La estructura 2zyc de
SPH1045-C fue identificada como primera opcidn por los servidores FUGUE, |I-TASSER y
SPARK-X y como segunda opcién por Phyre, que seleccionéd como primer candidato la
estructura 3fi7 del dominio Lmo1076 (Auto), identificada a su vez, como segunda
opcion, por FUGUE y SPARK-X. El modelo con mejor valoracién energética vy
estereoquimica se generd utilizando como molde la estructura de SPH1045-C y se
construyd con SWISS-MODEL (Figura 4.23 A) empleando el alineamiento de secuencias
gue se muestra en la Figura 4.23 D.
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Figura 4.23. (A) Modelo estructural del moédulo LytBgy;; obtenido mediante el programa SWISS-
MODEL, utilizando como molde la estructura de SPH1045-C (PDB 2ZYC), el médulo C-terminal de la
proteina flagelar de Sphingomonas sp. Al. (B) Representacion de Ramachandran del modelo

estructural de LytBgyz3, en la que los triangulos representan las glicinas y los cuadrados el resto de
los residuos. (C) Evaluacidn energética del modelo con Verify 3D de la energia promedio por residuo.
(D) Alineamiento de secuencia de LytBgyss (cepa R6 de S. pneumoniae; residuos 556-679) y el
dominio SPH1045-C (cepa Al de Sphingomonas sp.; residuos 156-313), utilizado como molde en la
construccidn del modelo estructural. Los rectangulos (hélices a) y las flechas (hebras ) muestran la
estructura secundaria de SPH1045-C y la prediccién obtenida en modelo de SWISS-MODEL para

LytBgh7s.
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Como puede verse en la Figura 4.23 A, el modelo de LytBghs3 constaria de dos
I6bulos o regiones, el mayor de ellos formado por cinco hélices a (al a aV), mientras
que el menor lo constituye una pequeia horquilla B (hebras Bl y Bll) que se extiende a
partir de la hélice all creando un sitio extenso de unién para el sustrato en la interfaz
de los dos lébulos. La estereoquimica del modelo segin PROCHECK es buena, con un
86,2% de los residuos en regiones favorables, un 9,2% en las permitidas de manera
adicional y un 2,8% en las generosamente permitidas (Figura 4.23 B). De los dos
residuos situados en regiones no permitidas, Asp607 y Thr641 (Asp52 y Thr86 en la
representacién de Ramachandran), el primero estaria situado en el posible I6bulo beta,
una regién flexible y mucho mas corta en LytBg73 que en el molde utilizado, lo que
podria explicar su mala estereoquimica. Los resultados de la evaluacién energética,
realizada con Verify 3D, muestran valoraciones promedio por residuo que van desde
-0,17 a 0,52 (Figura 4.23 C), correspondiendo de nuevo la zona peor evaluada al posible
[6bulo beta.

La estructura del modelo de LytBgy73 se superpone bien con las de SPH1045-C y
Lmo1076 (Figura 4.24 A y B), aunque la horquilla B y el lazo que conecta ambas
regiones es mucho mayor en estas ultimas, al igual que sucede en otras glicosil
hidrolasas de la familia GH73 (Bublitz et al., 2009).

Figura 4.24. Superposicion del modelo generado con SWISS-MODEL para LytBg,7;3 (verde) con las
estructuras de los mddulos (A) SPH1045-C (PDB 2ZYC) (gris claro) y (B) Lmo1076 (PDB 3FI7) (gris
oscuro).

Como se indicé anteriormente la familia GH73 esta relacionada estructuralmente
con las quitinasas de plantas y estreptomicetos de la familia GH19 y con las lisozimas de
las familias GH22 y GH23 (Bublitz et al., 2009; Hashimoto et al., 2009). Todas ellas
comparten una organizacion del médulo catalitico en dos I6bulos, un nucleo estructural
de naturaleza helicoidal y un glutamato conservado (enmarcado en color rojo en el
alineamiento de la Figura 4.25), que ha sido propuesto como el catalizador acido que
inicia la rotura del enlace glicosidico, y que se localiza cerca del extremo C-terminal de
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la hélice all (nomenclatura del modelo de LytBgu73). Asi, en la cavidad catalitica de
SPH1045-C y de Lmo1076, los residuos Glu185 y Glul22 ocupan, respectivamente, una
posicion analoga a la del Glu35 de la lisozima de huevo HEWL (familia GH22) y el Glu73
de la lisozima de ganso GEWL (familia GH22) (Malcolm et al., 1989; Weaver et al.,
1995), y lo mismo ocurre con el Glu34 de la glucosaminidasa TM0633 de T. maritima
(Lipski et al., 2015), perteneciente también a la familia GH73. Este glutdmico catalitico
que actla como 4acido general durante la catdlisis se encuentra localizado en un
entorno hidrofébico debido a la presencia de dos residuos aromaticos cercanos
altamente conservados, Tyr281 y Tyr287 en SPH1045-C, Tyr220 y Tyr226 en Lmo1076 y
Tyrl18 y Tyr124 en TM0633 (enmarcados en color morado en el alineamiento de la
Figura 4.25), que contribuyen a facilitar la protonacién del grupo carboxilo en las
condiciones en que tiene lugar la catalisis (Maruyama et al., 2010; Bublitz et al., 2009;
Lipski et al., 2015).

KG-ATFKEAEEHYHINALYLLAHSAI{ESNWGRSK---—-———-——————
-TWPQAAKAAQSLGVPAHFLVAQAALETGWGKSQIR---—-—-—-—--
IS-TQAMDILCKKYNLYPSVMIAQAALESNWGRSE-———————————-
QG-AAFSQAAKQYGLNEIYLISHALIETGNGQSQLAKGANITNGVVN
FS-ESAFLLERLTGIDGKILLAQSALETGWGRHT --—---—-————-—

LYTB_STRR6

B7XH69 9SPHN
Q8Y842 LISMO
Q5NTY7 STAWA
Q9WZA1l THEMA

--~IAKDKN-NFFGITA-—=-—=-========—=———— YDTTPYLSAKT

LYTB_STRR6
NKDGTPSY—NLFNIKAGSNWTGKVVEART@EN—GQRKVRVERFRA

B7XH69 9SPHN

08Y842 LISMO --LGKAPNYNLFGIKGS--YNGKSVTMKT SDSKGWYQINANFAK

Q5NTY7 STAWA TRSTTKYH-NVFGIAA-----—-——————— FDYNA-LGEGVKFAKASG
Q9WZAl THEMA -—---- VGN—NLFGIKKLS—WLEGGVRAETKEFDG————VKTIDTFQS
LYTB_ STRR6 FDDVDKGILGATKWIKEN------- YIDRGRTFL----GNKASGM--
B7XH69 9SPHN YDSYEQAFQDYADLVGNSPR----- Y----AKVAG---KTDGHAFAR
Q8Y842 LISMO YPSHKESLEDNAKKLRNGPSWDSSYY----KGAWR-ENAKTYKDATA
Q9WZA1l THEMA FVSPENSMIAYLILIKEC------- Y----NRAWECRK--EPEKYFR
Q5NTY7 STAWA WNSVSKAIIGGAKFIGNS------- Y----VKAGQ-NT--LYKMR-W
LYTB_STRR6 --NVE----YASDP EKIASVMMKIN-E---
B7XH69 9SPHN ALQEGG---YATDP KLARVINGN--AL--
08Y842 LISMO WLQGR----YATDN SKLNTLISSYNL----
Q5NTY7 STAWA NPENPGTHQYATDI SNAQVLK----GLYD
Q9WZA1l THEMA LLQRYG---YATDP! KCLDVYN----CVE-

Figura 4.25. Alineamiento de secuencia de los mddulos GH73 de las glucosaminidasas LytB
(LYTB_STRR6; cepa R6 de S. pneumoniae; residuos 583-696), SPH1045-C (B7XH69_9SPHN; cepa Al
de Sphingomonas sp.; residuos 160-300), Lmol076 (Q8Y842 LISMO; autolisina de Listeria
monocytogenes; residuos 97-239), Atlyy (QSNTY7_STAWA,; autolisina de Staphylococcus warneri M;
residuos 1213-1351) y TM0633 (QO9WZA1_THEMA; Thermotoga maritima; residuos 9-136). El residuo
glutamico que actia como el catalizador acido en la reaccién de hidrélisis (conservado en la familia)
aparece recuadrado en rojo. El recuadro gris indica el segundo residuo catalitico identificado en
SPH1045-C, Lmo1076 y TMO0633. En morado se destacan los residuos aromaticos que podrian
participar en la configuracién del sitio catalitico. EIl motivo YATD, altamente conservado en la familia
GH73, se recuadra en verde.
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En el modelo de LytBgh73, la cadena lateral del residuo Glu585, asi como la de la
Tyr654 y la del Trp660, se superponen con las de las triadas conservadas de SPH1045-C
(Glu185, Tyr281 y Tyr287), Lmol1076 (Glul22, Tyr220 y Tyr226) y TM0633 (Glu34,
Tyrl18 y Tyrl24), y el grupo hidroxilo de la Tyr654 se sitla a distancia de enlace de
hidrégeno (= 3,5 A) de la cadena lateral del Glu585 (Figuras 4.25 y 4.26). Todo esto
sefiala al Glu585 como el residuo catalitico que, al actuar como 4cido general, protona
al oxigeno del enlace glicosidico que va a ser hidrolizado durante la catdlisis.

Figura 4.26. Ampliacidn de la regién del centro activo mostrando la triada de residuos conservados,
integrada por los residuos Glu585, Tyr654 y Trp660 en LytB (verde), Glul85, Tyr281 y Tyr286 en
SPH1045-C (gris claro), Glu122, Tyr220 y Tyr226 en Lmo1076 (gris oscuro) y Glu34, Tyr118 y Tyr124
en TM0633 (naranja).

Como se indicdé en la introduccion, el mecanismo de hidrélisis de las glicosil
hidrolasas transcurre generalmente mediante una reaccion general acido/base, en la
gue suelen estar implicados dos residuos cataliticos de caracter acido. Uno de ellos
actla como donador/aceptor de protones (acido general) y el otro como nucledfilo
(mecanismo de retencion de la configuracidn) o base general (mecanismo de inversién
de la configuracidn), y la distancia entre ambos determina si la reaccién tiene lugar con
retencidén o inversion de la configuracion. Sin embargo, en algunas glicosil hidrolasas
que actuan con retencidn de la configuracion la reaccién de hidrélisis es asistida por el
grupo acetoamido de la posicién C2 del anillo de azlcar unido en posicidén -1, el cual
actla como residuo nucledfilo. En este caso sélo hay un grupo acido de la enzima
implicado en la catdlisis (acido general). Los residuos Glu224 (SPH1045-C), Glul56
(Lmo1076) y Glue5 (TM0633) han sido identificados como el posible segundo residuo
catalitico a partir de ensayos de mutagénesis (Maruyama et al., 2010; Bublitz et al.,
2009; Lipski et al., 2015). Estos residuos se localizan en una regién flexible del 16bulo B y
sus grupos carboxilato se encuentran a unos 13 A del carboxilato del catalizador acido
(Figura 4.27 A), de modo que su accion requeriria un cambio de conformacion tras la
union del sustrato para acercarse al glutamato que actia como 4acido general
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(Maruyama et al., 2010; Bublitz et al., 2009), ya que la distancia entre ambos grupos en
enzimas que actian con inversidn de la configuracion es del orden de 9-11 A (Wang et
al., 1994). Como ya se ha mencionado antes, la regién del mddulo catalitico que
comprende la horquilla B y el lazo que une los dos I6bulos es muy variable entre los
miembros de la familia GH73, lo que podria explicar que la posicién del segundo
aminodcido catalitico no esté conservada en la familia (Maruyama et al., 2010). Por
ejemplo, en la autolisina Atlyy, la sustitucion del Asp1275, equivalente al Glu224 de
SPH1045-C y al Glul56 de Lmo1076, por alanina o asparagina produce mutantes que
mantienen casi intacta su actividad (Yokoi et al., 2008). En LytB, la asignacion del
segundo residuo catalitico es también incierta, ya que la region donde éste se localiza
en las glucosaminidasas SPH1045, Lmo1076 y TM0633 es mucho mas corta en la
secuencia de la glucosaminidasa de neumococo, aunque el Asp607, situado en el
modelo de LytBgyss en la region flexible y a unos 14,6 A del Glu585, podria ser el
residuo equivalente al Glu224 de SPH1045-C o el Glu156 de Lmo1076 (Figura 4.27 A).

D596
E619E618, fae /

Figura 4.27. (A) Superposicién del modelo para LytBgys; (verde) con las estructuras de los mdodulos
SPH1045-C (gris claro) y Lmo1076 (gris oscuro), donde se indica la distancia (13 A) entre el residuo
catalitico donador de protones (Glul185 y Glu122 en SPH1045-C y Lmo1076, respectivamente) y el
que actua como base general (Glul56 en Lmo1076; el Glu224 de SPH1045-C no aparece en la
estructura). El residuo Glu607 de LytB, que ocupa una posicién analoga a la de la base general de
SPH1045-C y Lmo1076 se localiza a unos 14,6 A del Glu585. (B) Modelo estructural de LytBgys3 en el
que se muestran los diecisiete residuos acidos que contiene el mddulo; en color purpura se indican
los residuos no mutados (E558, E566, E568, E569 y D679) y en verde los doce mutados (Glu585,
Asp596, Asp607, Asp618, Asp619, Asp621, Glu633, Asp637, Glu653, Asp657, Glu662 y Glu673).

Con el fin de confirmar el papel del Glu585 en la catalisis enzimatica e identificar el
residuo acido que podria actuar como nucledfilo o base general en la reaccién de
hidrodlisis, se remplazaron por alanina todos los residuos acidos del médulo LytBgh73
situados en la cavidad catalitica o en las proximidades de la misma (Glu585, Asp596,
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Asp607, Asp618, Asp619, Asp621, Glu633, Asp637, Glub53, Asp657, Glub62 y Glu673),
lo que supuso modificar doce de los diecisiete residuos acidos que contiene el médulo
(Figura 4.27 B). Todos los mutantes se sobre-expresaron y purificaron a homogeneidad
y su capacidad para dispersar las células hijas se examind sobre la cepa R6B de
neumococo (Figura 4.28).
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Figura 4.28. Andlisis de la capacidad para dispersar células de los mutantes de LytB sobre cultivos de
la cepa R6B de S. pneumoniae. (A) Diagrama de barras en el que se muestra el nimero promedio de
células que componen las cadenas bacterianas, tras 0,5, 2,5 y 4,5 horas desde la adicidn a los cultivos
de LytB silvestre (barras blancas), el mutante E585A (barras gris claro con rayas diagonales) y el
mutante D657A (barras gris oscuro con rayas verticales); los controles sin proteina se muestran en
negro. Las imagenes tomadas por mircroscopia de contraste de fase muestran cémo LytB reduce a
diplococos o pequefias cadenas el cultivo, tras 0,5 h de reaccion (C), mientras que el mutante
catalitico E585A ha perdido su capacidad dispersora (D y E); D657A apenas modifica la longitud de
las cadenas a los 30 minutos de incubacién (G) pero tras 4,5 horas de incubacion diplococos y
pequefas cadenas son las especies predominantes (H); el resto de los mutantes mantienen su
actividad sin alterar, como se ilustra en (F) para el mutante D619A.
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Tras la adicidn de LytB silvestre a los cultivos, sélo se observaron diplococos o
cadenas muy cortas tras 30 minutos de incubacién en presencia de la enzima (Figura
4.28 A-C). Por el contrario, la longitud de las cadenas permanecié inalterada tras 5 h de
incubacién con el mutante E585A (Figura 4.28 D-E), confirmandose asi su funcion
esencial en la catdlisis mediada por LytB. Todos los otros mutantes, a excepcién de
D657A, no mostraron diferencias en su actividad con respecto a la de la proteina
silvestre, como se muestra en la Figura 4.28 F para el mutante D619A, ya que a los 30
min de su adicion al cultivo sélo aparecen pequenas cadenas celulares o diplococos, lo
gue permite descartar su participacién en la catdlisis, incluido el Unico residuo acido
(Glue07) que podria estar localizado en el posible l6bulo B. Por el contrario, la
sustitucién del Asp657 por alanina reduce la actividad de LytB, pues la adicidn del
mutante D657A al cultivo de R6B resulta en una disminucién significativa de la
velocidad de dispersion. Durante los primeros 30 minutos de incubacién apenas se
producen cambios en la longitud media de las cadenas (Figura 4.28 A y G), pero tras 4,5
h de reaccidn las especies predominantes son, como en el caso de LytB silvestre,
diplococos y pequenas cadenas (Figura 4.28 H).

El residuo Asp657 se localiza a 8,7 A del GIu585 en el modelo estructural del médulo
LytBgyzz ¥y forma parte del motivo conservado Tyr/Phe-Ala-Thr/Asn-Asp (ver el
alineamiento de la Figura 4.25) situado en la region C-terminal de los miembros de las
familias GH73 y GH23 (Yokoi et al., 2008), lo que lo podria hacer de él un buen
candidato como nucledéfilo o base general que asista en la catdlisis del enlace
glicosidico. Sin embargo, la distancia al residuo Glu585 es netamente superior a la
existente entre los dos residuos acidos implicados en catalisis de enzimas que actuan
con retencidn de la configuracion (4-5 A; Wang et al., 1994), como parece ser el caso de
LytB. Estos resultados, unidos a la especificidad que muestra LytB por regiones del PG
con los residuos de glucosamina completamente acetilados, parecen indicar que la
hidrélisis mediada por LytB podria estar asistida por el grupo N-acetilo del residuo de
GIcNAc situado en posicidn -1 (asistencia anquimérica).

La actividad de los mutantes de LytB E585A y D657A se estudid, asi mismo,
utilizando como sustrato (GIcNAc)s. Como ya se ha visto LytB presenta actividad
quitinasa, baja pero detectable, y seria ldgico esperar que los mutantes viesen alterada
dicha actividad in vitro. La incubacidn de los mutantes con el sustrato se realizé en las
mismas condiciones que para la proteina silvestre (tampén Pi, pH 7,0 y 37°C) vy los
productos de reaccién se analizaron por HPLC y espectrometria de masas (MALDI-TOF).
Como muestran los cromatogramas de HPLC de la Figura 4.29, ambos mutantes
presentan actividad sobre (GIcNAc), pero existe una clara diferencia en la velocidad de
reaccion con respecto a la proteina silvestre. Asi, mientras que LytB degrada por
completo el sustrato en 48 horas y sélo podemos ver en esas condiciones el monémero
de GIcNAg, en el perfil de los mutantes todavia aparecen (GIcNAc); y (GIcNAc),.
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Figura 4.29. Seguimiento por HPLC de la degradacion de GIcNAc, por (A) E585A, (B) D657A y (C) LytB
silvestre. Cromatogramas obtenidos con alicuotas tomadas a los tiempos de reaccion indicados en
las figuras ([proteina] = 4 uM; [GIcNAc,] = 1,5 mM; 20 mM Pi, pH 7,0; 37°C).

Con el objetivo de descartar que la ausencia de actividad del mutante E585A de
LytB sobre los cultivos de la cepa R6B de neumococo, o la disminucién de la velocidad
de hidrélisis en el mutante D657A sea debida a cambios estructurales en la proteina
derivados de la mutacion, se compararon los espectros de DC de ambos mutantes con
los obtenidos para la proteina silvestre. Como puede verse en la Figura 4.30, los
espectros registrados en la regién del UV lejano son muy similares entre si, tanto en
ausencia como en presencia de colina, lo que demuestra que la estructura secundaria
de la proteina y la contribucion de los aminodcidos aromaticos en esta region del
espectro permanece intacta en ambos casos.

90



RESULTADOS

A B
8 i
5 4
S
9
5 0
o
=
= 4]
<
@
-8 e LytBwt _g e LytB wt 140 mM colina
e ES85A e [E585A 140 mM colina
o  D657A o D657A 140 mM colina

T T T T

200 210 220 230 240 250 200 210 220 230 240 250
A (nm) A (nm)

Figura 4.30. Comparacion de los espectros de DC en el UV lejano de la proteina LytB silvestre (LytB
wt) y los mutantes E585A y D657A en ausencia (A) y presencia (B) de colina a una concentracion de
140 mM (medidas realizadas a 20°C en tampdn Pi, pH 8,0 y 2 uM de proteina).

En la Figura 4.31 se comparan los perfiles de desnaturalizacién térmica de LytB
silvestre y los mutantes E585A y D657A, registrados por DC a 225 nm y una velocidad

de calentamiento constante de 45°C/h.
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Figura 4.31. Comparacion de los perfiles de desnaturalizacion térmica obtenidos por DC para la
proteina silvestre (LytB wt) y los mutantes E585A y D657A en ausencia (A) y presencia (B) de colina a
una concentracién de 140 mM. La concentracidn de proteina empleada fue de 2 uM y las medidas se
realizaron a 225 nm en tampén Pi pH 8,0 a una velocidad constante de barrido de 45°C/h. La pérdida
de seiial que se produce a altas temperaturas al aumentar la concentracion de colina o P-colina es

debida a la agregacién parcial de la proteina desnaturalizada.
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En ausencia de colina, la Ty, asociada a la desnaturalizacion de la proteina silvestre
apenas sufre variaciones en los mutantes, observdndose no obstante una cierta
desestabilizacién en el mutante D657A (AT, = -2,4°C) y una pequefia estabilizacion en
E585A (AT = 0,8°C).

Los perfiles de O,,5,m de los mutantes en presencia de colina, a una concentracion
de 140 mM, muestran el mismo caracter bifasico que el de la proteina silvestre, asi
como una agregacion parcial de la proteina durante la desnaturalizacién que
distorsiona las curvas, aunque las diferencias entre la proteina y los mutantes son mas
marcadas. Mientras que el mutante E585A sufre una considerable estabilizacién de la
primera etapa (AT, = 5,2°C), atribuida mediante DSC a la transicion de la region
catalitica, en el mutante D657A se produce el efecto contrario (ATy = -6,4°C). Sin
embargo, los valores estimados para T, de la segunda etapa son similares al de la
proteina silvestre (Ty = 59,2, 58,2 y 58,6°C para LytB silvestre y los mutantes E585A y
D657A, respectivamente). Estos resultados apoyan la observacién realizada
anteriormente acerca de la posibilidad de un acoplamiento entre la desnaturalizacién
de LytBev v la pérdida de estructura secundaria de la regién catalitica, dado el efecto
de las mutaciones de los residuos Glu585 y Asp657, situados en el centro activo, sobre
la Ty, de la primera fase del perfil de desnaturalizacién.
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5. DISCUSION

La caracterizacion estructural y funcional de diversas CBPs ha puesto de manifiesto la
gran versatilidad de estas proteinas y el complejo papel que juegan, a nivel funcional,
tanto las repeticiones de unién a colina como la estructura global de las mismas. LytB
consta, en su extremo N-terminal, de un péptido sefial y un médulo de unién a colina
(LytBcgm), constituido este ultimo, en la cepa R6 de neumococo, por 18 repeticiones de
secuencia que unen la proteina a los motivos de fosforilcolina presentes en los acidos
teicoicos de la envuelta bacteriana. Ademas, presenta un moddulo catalitico
perteneciente a la familia GH73 de las glicosil hidrolasas (LytBgn73), situado en el
extremo C-terminal, responsable de su actividad glucosaminidasa. Entre estos dos
modulos se encuentra una regién que ha sido recientemente identificada como dos
nuevos modulos, uno de tipo SH3b (LytBsus,) Yy otro de tipo WW (LytBww), ambos
importantes para el reconocimiento del sustrato y la adhesién y la colonizacién del
epitelio pulmonar (Bai et al., 2014).

La funcidén principal de LytB es la separacién de las células hijas de S. pneumoniae,
un patégeno humano que crece formando diplococos o pequeias cadenas de células.
De este modo, la cepa R6B, en la que se ha inactivado el gen que codifica para LytB
(IytB’), forma largas cadenas de células (de las Rivas et al., 2006), ademas de verse
alteradas otras funciones como la formacion de biofilms (Moscoso et al., 2006), la
colonizacidon e infeccion de la nasofaringe y la evasidn del sistema inmune del
hospedador (Gosink et al., 2000; Ramos-Sevillano et al., 2011; Bai et al., 2014). La
optimizacion de las condiciones de purificacién de la proteina recombinante, a través
de un segundo paso de purificacion mediante cromatografia de exclusion molecular, ha
permitido aislar las formas monoméricas de LytB de las agregadas, caracterizar la
enzima utilizando muestras estructuralmente homogéneas y demostrar Ia
funcionalidad de los oligdmeros o su capacidad para evolucionar hacia la forma activa
de la enzima.

5.1. Estabilidad, organizacion modular y reconocimiento de ligandos

LytB muestra la organizacion modular mas compleja de todas las PG hidrolasas de
neumococo. En la enzima de la cepa R6, utilizada en este trabajo, el médulo LytBcsm
excede ademads en tamafio al de cualquier otra CBP. En ausencia de ligandos, el perfil
de DSC de LytB pone de manifiesto una estructura moderadamente estable, al mostrar
un Unico pico centrado en torno a los 39°C y una entalpia de desnaturalizacion de 260
kcal/mol, relativamente baja para la masa molecular que tiene la enzima. La unién de
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colina y G-P-colina conlleva una notable estabilizacion de la estructura, que se extiende
no sélo al médulo LytBcgy, sino a una region de la proteina que posiblemente engloba
los tres mddulos que conforman LytBcar, poniendo asi de manifiesto Ia
interdependencia de las estructuras de ambas regiones de la proteina. Hay que
destacar sin embargo, que la unién de colina introduce cambios muy pequefios en la
regién del UV-lejano del espectro de DC de LytB, un comportamiento que sélo se ha
observado anteriormente en la fosforilcolin esterasa Pce (Hermoso et al., 2005).

Por otro lado, el andlisis de la estabilidad térmica de LytB en presencia de colina, P-
colina y G-P-colina, tres ligandos que pueden considerarse andlogos estructurales de los
motivos de P-col de los acidos teicoicos que reconoce la proteina, junto con la
determinacién de la afinidad de LytB por los mismos, ha permitido evaluar el papel que
desempefia el grupo fosfato en el reconocimiento del aminoalcohol. Su presencia en la
molécula de P-colina disminuye diez veces la afinidad que presenta LytB por colina,
mientras que la incorporacién del grupo glicerol y la consiguiente disminucion de la
carga negativa en la molécula de G-P-colina, reducen a la mitad esta caida. Estos
resultados sugieren que la desestabilizacion introducida por el grupo fosfato es de
caracter fundamentalmente electrostatico y podria explicarse por la elevada carga
negativa el médulo LytBcey (= -14,71 a pH 8,0). Esta hipdtesis se ve apoyada por los
resultados obtenidos al estudiar la estabilidad térmica de LytB en presencia de GalNAc
y Gal-6-sulfato. De estos experimentos se deduce que LytBcsy no parece reconocer el
anillo de GalNAc, portador de la P-col en los acidos teicoicos, dada la incapacidad de
ambos compuestos para estabilizar la proteina. Por otro lado, aunque no se ha podido
establecer la estequiometria de los complejos formados, la elevada estabilizacion de
LytBcgwm inducida por la unidn de colina o G-P-colina sélo puede explicarse asumiendo la
existencia de un nimero elevado de sitios de unién, dada la baja afinidad que éstos
tienen por ambos ligandos. Esta conclusién se ve apoyada por la conservacion de los
residuos implicados en la formacidn de los sitios candnicos de unién a colina en 15 de
las 18 CBRs de LytB (cepa R6) y la existencia del motivo “GYMA”, ligado en LytC a la
existencia de sitios de unién a colina formados por mas de tres residuos aromaticos
(Pérez-Dorado et al., 2010; Figura 1.11 D), en 7 de las repeticiones (Figura 1.16). El
andlisis comparativo de las secuencias muestra, ademas, que la ausencia de alguno de
los residuos aromaticos implicados en el reconocimiento de colina en las tres
repeticiones mas cortas de LytB (12, 52 y 82) podria verse compensada, como en LytC,
por la presencia de residuos aromaticos adicionales localizados en los lazos que
conectan las dos hebras [3 de la repeticién (n+1) o dos repeticiones sucesivas (n+1 a n+2
y n+2 a n+3). La presencia de estos residuos aromaticos adicionales en los sitios no
candnicos de LytC en los que participan los motivos GYMA aumenta el tamafio de la
cavidad de unién a colina, habiéndose propuesto, en base a estudios de “docking”, la
participacién de los mismos en la unién a las cadenas de acidos teicoicos mediante la
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creacion de nuevos contactos mediados por el grupo fosfato y el anillo del residuo de
GalNAc-6-P-colina (Pérez-Dorado et al., 2010). Esta hipétesis no parece, sin embargo,
verse apoyada por los datos de ITC, dada la pérdida de afinidad que conlleva la
presencia del grupo fosfato de la P-colina o la G-P-colina en comparacion a la unién de
colina a LytB. Por ultimo, el hecho de que LytB no reconozca la etanolamina, ni la
glucosa, el ribitol o GalNAc como ligandos abre la posibilidad a que su localizacién en
los polos de la célula venga determinada por la interaccion de la proteina con
elementos del PG, o bien con proteinas de la superficie de la bacteria, y no con los
acidos teicoicos.

5.2. Identificacion de los residuos cataliticos

La estructura del mddulo LytBgys3 de la enzima codificada por la cepa R6 de S.
pneumoniae se modeld utilizando como molde el médulo glucosaminidasa (SPH1045-C)
de la proteina Flg) de Sphingomonas sp. Al. La evaluacion energética y estereoquimica
del modelo generado, junto con la conservacién estructural de residuos funcionales,
indica que la estructura obtenida constituye una aproximacion razonable a la estructura
real del modulo GH73, como pudo confirmarse tras la resolucién de la estructura del
fragmento LytBcar, que incluye los médulos LytBsys,, LytBww Y LytBgr7s de la proteina
aislada de la cepa TIGR4 de neumococo (codigo PDB 4Q2W; Bai et al., 2014). Segun el
modelo, el médulo LytBgy;3 estaria organizado en dos Iébulos formados por cinco
hélices alfa (seis a-hélices y una hélice 315 (77-2) en la estructura cristalografica de Baiy
colaboradores) y una horquilla B, situada en una regidn flexible cuya densidad
electrénica no es visible en la estructura cristalografica, ambos conectados por lazos
cuya longitud es claramente menor en LytB que en las estructuras de las otras tres
glucosaminidasas de la familia GH73 de estructura conocida (SPH1045-C, Lm01076 vy
TMO063). Debido a ello, esta es la zona peor evaluada del modelo. Como puede verse en
la Figura 5.1, existe una buena correlacion entre el modelo y la estructura
cristolografica LytBgu73, incluido el posicionamiento relativo de los residuos aromaticos
conservados y de los grupos de cardcter acido, con excepcién, en este Ultimo caso, de
los residuos localizados en la zona flexible de la estructura o en el extremo C-terminal
de la cadena, y los cinco aminodacidos acidos no mutados se sitlan, segun indicaba el
modelo, en la superficie opuesta a la de la cavidad del centro activo.

El sitio catalitico queda situado en la interfaz que forman ambos |ébulos y en él se
localiza el Glu585 (Glu564 en Bai et al., 2014), cuya implicacion en la catalisis hemos
demostrado por mutagénesis. Este residuo se encuentra conservado secuencial y
estructuralmente en toda la familia GH73 (se corresponde con el Glu185 de SPH1045-C,
el Glu122 de Lm01076, el Glu1238 de Atlywm, el Glu34 de TM0633 y el Glu184 de FlgJ de
S. enterica) y ha sido propuesto como el catalizador acido que inicia la rotura del enlace
glicosidico. Ademas, también estd conservado en otras familias estructuralmente
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relacionadas como la GH19, la GH22 o la GH23 (Bublitz et al., 2009; Maruyama et al.,
2010). Sin embargo, el segundo residuo 4cido, que si ha sido identificado en el I6bulo B
de Lm01076 (Glu156), SPH1045-C (Glu224) y TM0633 (Glu65), no se ha encontrado ni
en LytB, ni en Atlyw. Solo el Asp657, localizado a 7,9 A del Glus85 en el cristal, hace
disminuir la velocidad con que LytB dispersa las células hijas o la hidrélisis de (GIcNAc),.
Sin embargo, la sustitucidon del residuo Asp1335 de Atlyy, equivalente al Asp657 de
LytB, por alanina o asparagina apenas modifica la actividad catalitica. Estos resultados
apoyan la hipdtesis de que las glicosil hidrolasas de la familia GH73 no comparten un
Unico mecanismo catalitico, como se discutird mas adelante.

B [DﬁDSQS

al

D679 <o D618 4 D596
i "sgs D62 n,- /,‘,\4,
3 —(S rr

573 E556/~ 7Y
tE al = pI
N ES69% <o
oV v N\
'}““’?' BiI
ES68 alll

W660 () ves54

E633

D679 § E637 D607

Figura 5.1. Comparacién del modelo obtenido para el mddulo LytBgy;z con la estructura
cristalografica de Bai et al. 2014. (A) Superposicién de los elementos de estructura secundaria, en
verde para el modelo y en violeta para la estructura de rayos-X. (B) Localizacién de las cadenas
laterales de los residuos acidos y los aromaticos conservados; en negro se identifican los residuos
acidos mutados (Glu585, Asp596, Asp607, Asp618, Asp619, Asp621, Glu633, Asp637, Glu653,
Asp657, Glu662 y Glu673) y los aromaticos conservados (Tyr654 y Trp660), y en granate los residuos
acidos no mutados (Glu558, Glu566, Glu568, Glu569 y Asp679).

5.3. Selectividad de sustrato

La identificacion de los productos solubles liberados por la digestién de las paredes
celulares de neumococo con LytB ha permitido demostrar la actividad glucosaminidasa
de la enzima. Estos resultados, unidos a los obtenidos para la hidrélisis del PG con la
lisozima cellosyl, han mostrado también que LytB no es activa sobre sustratos
desacetilados. En concordancia con estos resultados, la digestion con LytB de las
paredes procedentes de la cepa R36A::pgdA, en la que los residuos de GIcNAc estan
acetilados debido a la inactivacién de la desacetilasa pgdA, aumenté casi al doble la
cantidad de material liberado en la hidrdlisis, en comparacién con el obtenido tras la
degradacion de las paredes de la cepa R36A, con un claro aumento, como cabria
esperar, en la proporcién de las formas acetiladas de los muropéptidos TetraTri y
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Tetra(SA)Tri (fracciones 19' y 23'). A diferencia de TM0633 (Lipski et al., 2015), LytB
hidroliza eficientemente cadenas glicanicas sin sustituir y, al igual que AltA (Eckert et
al., 2015), actua preferentemente sobre muropéptidos no entrecruzados (con y sin
ramificaciones dipeptidicas) y dimeros directamente entrelazados (TetraTri). Segun los
resultados de Bui y colaboradores (2012), la distribucion de los residuos de GlcN en el
PG de neumococo varia con el grado de entrecruzamiento (45,1% en muropéptidos
diméricos frente al 18,5% en mondmeros y el 14,2% en trimeros), lo que podria
explicar, en parte, la mayor resistencia de los dimeros a la hidrdlisis por LytB en cepas
parcialmente desacetiladas. No explicaria sin embargo la escasa liberacion de dimeros
ramificados y trimeros, casi indetectables entre los productos de reaccién de todas las
paredes de neumococo tras la degradacion por LytB pero visibles en los productos de
cellosyl. Una posible explicacién de la baja o nula eficacia de LytB sobre este tipo de
muropéptidos podria recaer sobre la regidn flexible de LytBgyss (no visible en la
estructura cristalina), o bien en el mddulo LytBcgm (cuya posicion en la estructura global
de la proteina sigue siendo desconocida), ya que ambos podrian obstaculizar la unién
LytB a este tipo de muropéptidos. Todas las estructuras por las que LytB muestra
preferencia podrian ser mayoritarias en los finos filamentos de pared que mantienen
unidas las células hijas, ya que es donde la enzima actua in vivo, tanto endégena como
exdgenamente. De hecho la densidad electrénica observada en las polos de las células
de neumococo difiere de la de las paredes laterales, lo que sugiere que son estructural
y/o quimicamente diferentes (De Las Rivas et al., 2002).

A nivel molecular, la resistencia que muestran los sustratos desacetilados a ser
degradados por LytB podria explicarse en base a dos mecanismos distintos, aunque no
excluyentes: i) la implicacion del grupo N-acetilo de los residuos de GIcNAc en el
reconocimiento del sustrato por el centro activo vy ii) la participacion directa del grupo
N-acetilo del residuo de GIcNAc unido en posicién -1 en la catélisis, actuando como
nucledfilo en la reaccion de hidrdlisis a través de un mecanismo asistido por el sustrato,
en el que la reaccioén tiene lugar con retencidén de la configuracion (Terwisscha van
Scheltinga et al., 1995). La observacién de que en LytB sélo hay un residuo acido
esencial para la catalisis supone un importante argumento a favor de que la hidrdlisis
mediada por LytB tenga lugar a través de este tipo de mecanismo, justificando asi el
papel fundamental de la acetilacién para la catélisis y, por tanto, en la regulacién de la
actividad de LytB.

Ademads de actuar como una glucosaminidasa, se ha probado que LytB es capaz de
hidrolizar oligdmeros solubles de GIcNAc (actividad quitinasa) y el analisis de la
proporcién de anémeros a y § en los primeros productos obtenidos tras la degradacién
de (GIcNAc),; v (GIcNAc)s es consistente con que la reaccidn tenga lugar a través de un
mecanismo con retencion de la configuracidon. Esta observacién es coherente con la
hipotesis de que la reaccidn de hidrdlisis tenga lugar a través de un mecanismo asistido

97



DISCUSION

por el sustrato. La lenta aparicién de los productos de hidrélisis podria deberse a la
formacién previa de un complejo no productivo, siendo necesaria su reconversién a
una forma competente para la catalisis (Hirakawa et al., 2008), o a la necesidad de que
la proteina modifique su conformacién para poder unir el sustrato. Ademads, LytB
muestra actividad glicosil transferasa baja, pero detectable, observada también en
otras enzimas que presentan mecanismos cataliticos con retencidn de la configuraciéon
como, por ejemplo, la lisozima de huevo de gallina HEWL (Rupley y Gates, 1967) o el
mutante T26H de la lisozima T4L (Kuroki et al., 1999). Estas dos actividades, quitinasa y
glicosil transferasa, podrian estar relacionadas, al menos en parte, con el papel que
desempeiia LytB en la formacion de biofilms y su capacidad para desintegrar este tipo
de estructuras, ya que la matriz del biofilm neumocécico contiene un polisacarido con
unidades de B-(1->4)GIcNAc muy sensible a la accién de las quitinasas (Domenech et
al., 2013). Ademas, la existencia en los biofilms de S. pneumoniae de complejos
formados por LytB y DNA extracelular ha sido descrita recientemente (Domenech et al.,
2015). LytB es sin embargo incapaz de hidrolizar GMDP o GMPP, lo que pone de
manifiesto la importancia de cada uno de los posibles subsitios de unién del centro
activo para el reconocimiento del PG y, en consecuencia, para la formacion de
complejos cataliticamente productivos. El hecho de que el tetrasacarido (GM), sea el
fragmento mas pequefio hidrolizable del PG y que el patron de corte sélo sea
compatible con su unién a las posiciones -3 a +1 revela la importancia de la ocupacion
de estos subsitios para la formaciéon de complejos competentes para la catalisis. Al
mismo tiempo, la comparacién con la hidrolisis de (GlcNAc); o (GIcNAc)s, muestra
claramente que los grupos lactilo de los residuos de MurNAc son los que determinan
los posibles modos de unidn de (GM); al sitio activo. Que LytB no hidrolice el trisacarido
formado por GIcNAc-MurNAc-GlcNAc (GMG) ni GMDP o GMPP podria reflejar por tanto
modos de unién no productivos (Hirakawa et al., 2008).

5.4. Similitudes y diferencias con otras glucosaminidasas de la familia GH73

La selectividad de LytB por sustratos completamente acetilados no parece inherente a
todas las glucosaminidasas de la familia GH73. Aunque en baja proporcidn, la autolisina
Auto (Lmol1076) y la glucosaminidasa IspC de L. monocitogenes también degradan
muropéptidos desacetilados (Bublitz et al, 2009; Ronholm et al., 2012). Esta posibilidad
permite descartar, en principio, un mecanismo de reaccién asistido por el sustrato en
ambas enzimas, lo que concuerda con la identificacién de dos grupos acidos esenciales
para la actividad en Auto (Glul22 y Glu156). Aunque no hay datos sobre su capacidad
para actuar sobre sustratos desacetilados, también se han identificados dos residuos
acidos esenciales para la actividad en los médulos glucosaminidasa de las proteinas
flagelares de Sphingomonas sp. A1 (SPH1045-C) y S. enterica, o la proteina TM0633 de
T. maritima (Maruyama et al., 2010; Herlihey et al., 2014; Lipski et al., 2015).
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Los residuos Glul56 (Lmo1076) y Glu224 (SPH1045-C), situados cerca del extremo
C-terminal de la primera hebra del I6bulo 3, estan a 13,3 A de distancia del carboxilato
del residuo que actia como donador de protones (acido general) vy, tras la unién al
sustrato, se deberia producir un cambio estructural en la cavidad catalitica (gracias a la
flexibilidad del lazo situado entre los l6bulos a y B), facilitando el acercamiento entre
los dos residuos cataliticos, hasta situarlos a la distancia necesaria (9-11 A; Wang et al.,
1994) para que la hidrdlisis del sustrato tenga lugar mediante un mecanismo con
inversién de la configuracidon del carbono anomérico (Bublitz et al., 2009). Segun el
modelo construido para la glucosaminidasa Flg) de S. enterica, la distancia entre los dos
residuos cataliticos (Glu184 y Glu223) seria de 11 A, un valor que esta en el limite
superior de los observados en enzimas inversoras (Herlihey et al., 2014). Debido a ello,
Herlihey y colaboradores han planteado la posibilidad de que el lazo flexible del I6bulo
B, en lugar de acercar los dos grupos carboxilato implicados en la catalisis, pueda estar
posicionando al Glu223 para permitirle que facilite la formaciéon del intermedio de la
reaccién (un catién oxazolinio) en un modo de accién anquimérico, dando lugar a la
retencion de la configuracién anomérica del producto de la hidrélisis.

Como se detalla en el apartado 5.3, los resultados obtenidos en este trabajo
sugieren que la hidrélisis mediada por LytB, al igual que podria suceder en Atlywm,
tendria lugar a través de un mecanismo catalitico con retencién de la configuracién
asistido por el sustrato, con el Glu585 actuando como 4acido general y como nucledfilo
el oxigeno carbonilo del N-acetilo del residuo de GIcNAc unido en la posicion -1 del
centro activo. En este contexto, el Asp657, situado a 7,9 A del Glu585 y conservado en
la familia GH73, podria participar en el reconocimiento del sustrato, lo que explicaria la
caida en la velocidad de dispersidon observada para el mutante D657A.

Asi pues, nuestros resultados apoyan la hipdtesis de que las glicosil hidrolasas de la
familia GH73 no comparten un Unico mecanismo catalitico, un fenémeno que podria
estar relacionado con el tamafio y/o la estructura del I6bulo B, que contribuye a
modelar la forma de la cavidad catalitica (Lipski et al., 2015). La evolucién hacia enzimas
inversoras (con dos residuos acidos esenciales para la actividad) o enzimas cuya
actividad murolitica es asistida por el sustrato (un solo residuo acido esencial para la
actividad y conservacién de la esteroquimica) podria constituir un mecanismo de ajuste
fino de la especificidad de sustrato.

5.5. Factores que determinan la actividad de LytB in vivo

In vivo LytB actua exclusivamente sobre los filamentos celulares que conectan las
células hijas. En concordancia con estudios anteriores (De Las Rivas et al., 2002),
nuestros resultados muestran que LytB puede solubilizar hasta un 36% del PG cuando
se utilizan como sustrato fragmentos de paredes de la cepa R36A, cuyos residuos de
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GlcN estan parcialmente desacetilados, y hasta un 66%, aproximadamente, cuando las
paredes estdn completamente acetiladas, como ocurre en la cepa R36::pgdA. Todo ello
lleva a pensar que LytB podria ser, potencialmente, una enzima autolitica, cuya
actividad debe estar altamente regulada para prevenir la lisis celular. De hecho, la
imposibilidad de clonar el fragmento de DNA que codifica para la forma inmadura de la
proteina (portadora del péptido sefal) en E. coli es consistente con la idea de que la
enzima, cuando es procesada y transportada al exterior de la membrana
citoplasmatica, puede degradar el PG y ocasionar la lisis del cultivo cuando su actividad
no estd regulada, como también sucede con las endolisinas de los bacteriéfagos de
neumococo EJ-1y Cpl-1 (De Las Rivas et al., 2002). En este sentido, nuestros resultados
sugieren que la actividad de LytB podria estar controlada, al menos, por tres
mecanismos distintos como son: i) el confinamiento en los polos de la célula
(independiente de la presencia de colina), ii) la unidn a los residuos de colina de los
acidos teicoicos (esencial para la actividad in vivo) mediada por el médulo LytBcgy, V iii)
la composicion del PG (seleccion de los enlaces potencialmente hidrolizables mediante
desacetilacién de los residuos de GIcNAc de las cadenas glicanicas y el
entrecruzamiento del PG).

Como ya se ha indicado, las paredes laterales de neumococo podrian diferir
estructural y/o quimicamente de las de los polos de la célula y la acumulacion de LytB
en los mismos podria deberse al reconocimiento especifico de un receptor/es, por el
momento desconocido/s, con una distribucidn o accesibilidad desigual sobre la
envuelta de la bacteria. Por otro lado, el propio PG podria actuar como una entidad,
irregular y selectiva, en la que diferencias en las dimensiones de los poros, vinculadas al
entrecruzamiento del PG, podrian determinar tanto la localizacion de LytB como su
acceso a un posible receptor, considerando el tamafio de la enzima y la notable
asimetria que presentan habitualmente las estructural completas de las CBPs (Hermoso
et al.,, 2003; Hermoso et al., 2005; Pérez-Dorado et al., 2010). En relacién con ello,
hemos observado que la hidrdlisis de los segmentos peptidicos por la amidasa LytA
potencia notablemente la actividad especifica de LytB, lo que es consistente con los
resultados de los ensayos de degradacion de las paredes celulares que indican que LytB
prefiere regiones del PG pobres en entrecruzamientos. Por otro lado, las diferencias
observadas entre los perfiles muropeptidicos obtenidos tras la digestion de paredes
celulares o el PG de la cepa R6B por cellosyl parecen indicar que también los acidos
teicoicos podrian contribuir a la selectividad de LytB ocultando, al menos parcialmente,
los posibles enlaces hidrolizables. Finalmente, el elevado numero de CBRs que
componen el médulo LytBcgy también posibilita una fuerte fijacion a la envuelta celular
de bacteria mediante la creacidon de multiples interacciones no covalentes con los
acidos teicoicos, dificultando asi el desplazamiento de la enzima a través del PG para
alcanzar nuevos enlaces hidrolizables.
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- La proteina LytB recombinante aislada por cromatografia de afinidad en DEAE-
celulosa es molecularmente heterogénea, coexistiendo mondmeros y formas agregadas
separables por cromatografia de exclusién molecular. Ambas formas mantienen su
capacidad dispersora de células sobre cultivos de neumococo pero se han observado
diferencias en la estructura, por lo que los estudios llevados a cabo en esta tesis se han
realizado con muestras monoméricas.

- La moderada estabilidad estructural que presenta LytB se ve
extraordinariamente incrementada en presencia de ligandos que simulan su interaccion
con los residuos de fosforilcolina de los acidos teicoicos, colina, P-col y G-P-col. La
estabilizacién del CBM es transmitida al resto de la estructura, posiblemente a través
de las interacciones establecidas entre ambas regiones de la proteina, efecto que es
sensible a la presencia y carga del grupo fosfato.

- La desestabilizacion de la interacciéon con el CBM introducida por la presencia
del grupo fosfato en los residuos de P-col y G-P-colina parece estar relacionada con su
carga y podria tener su origen en la elevada carga negativa del médulo, estimada en
-14,71 a pH 8,0. Considerando la baja afinidad de LytB por las moléculas de colina en
solucién, la fuerte estabilizacion por la unidn del aminoalcohol debe reflejar una
elevada estequiometria de unidn, apoyada también por la conservacién de los residuos

implicados en la formacidn de los sitios de unién.

- El modelo construido por homologia para el médulo GH73 de LytB nos ha
permitido ubicar los residuos acidos dentro de la estructura del mdédulo e identificar al
residuo Glu585 como el catalizador acido en el proceso de hidrdlisis del enlace
glicosidico entre los anillos de GIcNAc y MurNAc, cuya implicacidn en la catdlisis se ha
demostrado por mutagénesis. La mutacidn a alanina de los otros 11 residuos
localizados en la cara en que se encuentra la cavidad catalitica ha demostrado que sélo
el Asp657, situado a 8,7 A del Glu585 en el modelo, contribuye a la eficacia del proceso
catalitico.

- El analisis de los productos obtenidos tras la degradacién de las paredes
celulares de diferentes cepas de neumococo por LytB, nos ha permitido demostrar que
la enzima es una N-acetilglucosaminidasa que hidroliza, preferentemente, regiones del
PG con bajo nivel de entrecruzamiento y cadenas glicanicas sin sustituir. Estos
resultados concuerdan con su capacidad para hidrolizar oligdmeros de GIcNAc y (GM),.
Ademas, a diferencia de otras enzimas también pertenecientes a la familia GH73, LytB
no es capaz de liberar muropéptidos desacetilados, por lo que el grado de
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desacetilacién de los residuos de GIcNAc en las paredes de neumococo y la desigual
distribucién de esta modificacion, podria ser un mecanismo de regulaciéon de la
actividad de LytB y contribuir a explicar, junto con otros factores, su cardcter no litico.

- LytB presenta actividad quitinasa y glicosil transferasa, como han mostrado los
resultados obtenidos tras la hidrélisis de oligdmeros de GIcNAc. La actividad catalitica
de la enzima sobre estos compuestos tiene lugar con retencién de la configuracion.

- La identificacion de un solo residuo acido esencial para la catalisis junto con la
incapacidad de LytB para hidrolizar muropéptidos que contengan GIcN en vez de
GIcNAc y el hecho de que la degradacién de oligédmeros de GIcNAc tenga lugar con
retenciéon de la configuracién, indica que la enzima podria actuar a través de un
mecanismo catalitico asistido por el sustrato donde el residuo Glu585 actuaria como
acido general y el oxigeno carbonilo del grupo N-acetilo de la GIcNAc como nucledfilo.
La posible participacion del Asp657 en el reconocimiento del sustrato natural podria
explicar el efecto de su mutacidn a alanina sobre la actividad.

- La incapacidad de LytB para hidrolizar los compuestos GMDP y GMPP, pero si
(GM), o los oligémeros de GIcNAc, pone de manifiesto la importancia de cada uno de
los posibles subsitios de unién del centro activo para el reconocimiento del PG y, en
consecuencia, para la formacién de complejos cataliticamente productivos.
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