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ADN/DNA Acido desoxirribonucleico

anMan Anhidromanosa
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M Para las abreviaturas concretas utilizadas para cada enzima de las rutas metabdlicas de los
PG, consultar la Tabla 5, la Tabla 6, la Tabla 7, |a Tabla 8 y la Tabla 10.
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Capitulo 1: resumen del trabajo (en inglés)






Proteoglycans (PGs), including heparan sulfate (HS) forms, are important
regulators of tumor progression. In the PGs biosynthetic process, the core protein is
synthesized on a ribosomal template and the sugar chains are assembled post-
translationally, one sugar at a time, starting with the linkage of xylose to a serine
residue of the core protein and followed by galactosydation of the xylosylprotein (Esko
et al., 2009). This step is catalized by the xylosylprotein $-1,4-galactosyltransferase 7
(B4GALT7) (Almeida et al., 1999; Okajima et al., 1999a).

Hydrophobic xylopyranosides have been previously shown to prime
glycosaminoglycan (GAG) synthesis, including GAG-HS forms, acting as a “decoy
acceptors” of the B4AGALT7 (Kolset et al., 1990). The compound 2-(6-hydroxynaphthyl)
B-D-xylopyranoside was show to cause growth inhibition of tumor cells, acting as a
potent antiproliferative and anticarcinogen compound. This property was related to this
ability to prime the HS synthesis (Mani et al., 1998; 2004). So, the ability of the
xylosides to prime the assembly of HS chains —and hence their potential activity as

antitumor agents— must be related to their ability to act as acceptors of BAGALT?7.

To know if the antiproliferative activity of synthetic xylopyranosides is related to
their ability to act as "decoy acceptors" of BAGALT7, we have first heterologously

expressed the catalytic domain of the human protein in Escherichia coli in a soluble
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and stable form as a fusion protein with a polihistidine tag. The recombinant protein

was purified through homogenity an kinetically characterized.

After that we have studied the ability of a variety of synthetic xylopyranoside

derivatives to act as substrates or inhibitors of the recombinant enzyme.

The xylopiranosides were synthesized as 3-amidopropyl derivatives, containing a
common N-(O-xylopyranosyl)-hydoxylpropylamide moiety with a variable group that
was selected to compare the effect of their diferent functional groups on the activity of
the xyloside as decoy acceptor. The kinetic parameters for each single compound was
obtained, showing a range of catalitic eficiencies that could be related to the structure
of their aglycon moieties. Only the xylopyranosides with a voluminous aglicon groups

show activity as decoy acceptors.

To test if there is a relationship between the catalytic efficiency of the recombinant
B4GALT7 with the different xylopyranosides and their antiproliferative activity, we
assayed selected xylosides against the human lung carcinoma cell line A549. A
representative sample of different xylosides was chosen attending to both their
activities as decoy acceptors and their unique structural features. As expected, the
xylosides that could not act as acceptor of B4AGALT7 shows a lack of antiproliferative
activity. The rest of xylopyranosides tested showed ICso values lower than the
reference compound 2-(6-hydroxynaphthyl) B-D-xylopyranoside. A weak correlation
between the activity as acceptors of BAGALT7 and activity as antiproliferatives of the

xylopyranoside compounds was found.

In conclusion, we have shown that it is possible to heterologously express the
catalytic domain of the human B4GALT7, soluble and stable enough to undertake in
vitro studies with it. This achievement opens the possibility of developing an easy-to-
use method to test the activity as decoy acceptors of natural and synthetic
xylopyranosides. Since priming the synthesis of GAG is required but not enough for
the antiproliferative activity of the xylosides, it is not possible to establish a direct
strong correlation between the kinetic parameters of the recombinant B4GALT7 and
the antiproliferative activity of the different xylopyranosides tested. On the other hand,
preliminary results obtained in A549 cell line suggest that some xylopyranosides

exhibit a promising antiproliferative activity.
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Importancia biolégica de los proteoglicanos

Los proteoglicanos (PG) son estructuras biolégicas complejas e indispensables
para mediar los procesos de comunicacion de la célula con el medio en el que ésta se
encuentra inmersa (para revisiones, cf. Kjellén y Lindahl, 1991; Yanagishita y Hascall,
1992; Esko y Selleck, 2002; Whitelock e lozzo, 2005; Esko et al., 2009; Varki y Lowe,
2009) y son exclusivos de células animales, por tanto, ausentes en plantas, hongos y

protozoos (Wilson, 2004).

Entre los procesos celulares en los que median los PG, nos encontramos con
algunos tan importantes como la comunicacion célula-célula (Ruoslahti, 1989), la
especializacion, diferenciacién y desarrollo celulares (para una revisién del papel de
los PG en el desarrollo, cf. Hacker et al., 2005), la embriogéneis (French et al., 1999)
y un largo etcétera. A nivel tisular, los proteoglicanos son esenciales para el correcto
mantenimiento de la estructura, porosidad e integridad de los tejidos (Varki y Lowe,
2009).

Existen multiples sustancias que pueden interaccionar con los PG, entre las que

se encuentran citoquinas (Koopmann et al., 1999), selectinas (Norgard-Sumnicht y
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Varki, 1995), factores de crecimiento (Ruoslahti y Yamaguchi, 1991) y de coagulacion
(Liu y Pedersen, 2007) y, en general, proteinas de todo tipo (Rosenberg et al., 1997;
Raman et al., 2005). Ademas, los PG pueden estar implicados en el almacenamiento,
eliminacién y secrecién de algunas de estas sustancias con las que interaccionan,

como, por ejemplo, el factor plaquetario 4 (Périn et al., 1988).

Como consecuencia de su actividad bioldgica, los PG se encuentren involucrados
en el desarrollo de procesos patologicos como la enfermedad de Alzheimer
(Watanabe et al., 2004), la osteoartritis (Plaas et al., 1998) y la arteriosclerosis (para
una revision cf. Little et al., 2008), en las interacciones entre virus y células que
posibilitan el proceso infectivo (por ejemplo, la entrada del virus del herpes simple en
las células hospedadoras; Shukla y Spear, 2001) o en procesos relacionados con el
cancer, como son la tumorogénesis, el crecimiento tumoral y la metastasis (para una
revision sobre la implicacion de los PG en el cancer cf. Sasisekharan et al., 2002).
Estos procesos pueden ser el resultado de un mal funcionamiento del metabolismo de
los PG o pueden deberse al oportunismo de agentes patdégenos que hayan
desarrollado estructuras miméticas que les sirvan de ayuda en el desarrollo de la
enfermedad (Varki y Lowe, 2009). Por todo ello, los PG se encuentran entre las
dianas de la industria farmacéutica para el desarrollo de nuevos farmacos y agentes
bioactivos (Coombe y Kett, 2005; de Kort et al., 2005; Sakai et al., 2006).

Primera parte: visidn general de la estructura y metabolismo
de los PG

Estructura y funcion de los PG

Los proteoglicanos estan formados por la union covalente de una proteina
denominada proteina nucleo y un heteropolisacarido no ramificado denominado
glicosaminoglicano (GAG). Este ultimo esta formado a su vez por la repeticién de un

disacarido unidad (Figura 1). Todas las células de mamiferos y animales superiores
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Figura 1. Los proteoglicanos (PG) estan formados por la unién de una proteina
nucleo y cadenas de glicosaminoglicanos (GAG), pudiendo estar libres en la matriz
extracelular (MEC) o anclados a la superficie celular. Las proteinas son especificas
de cada tipo celular y su expresion esta relacionada con las respuestas fisiolégicas al
MEC (Hacker et al., 2005). Los GAG interaccionan con un gran numero de agentes
bioldgicos, ayudando asi a organizar la MEC, y estan formados por la repeticion de
un disacarido. La heparina y los heparanos sulfato (en verde) estan formados por la
repeticion del disacarido GlcA—£1,4-GIcNAc—a1,4—, mientras que las condroitinas y
dermatanos sulfato (en morado) estan constituidas por repeticiones de GIlcA—£1,3—
GalNAc—£1,4—. En ambos casos, los monosacaridos pueden estar modificados en
algunos residuos (indicados en rojo), donde X = H, SO37; Y = AcO™, SOg3". El C-5 del
residuo de GIcA puede epimerizar a IdoA. Modificacion de una figura de
Sasisekharan et al. (2002). Sobre todo ello se profundizara mas adelante.

son capaces de producir PG,? que funcionan a tres niveles: excretados a la matriz

extracelular (MEC), anclados en las membranas celulares o acumulados en granulos

para su posterior secrecion al medio.

Los PG de membrana y sus proteinas nucleo

Los PG de membrana interaccionan con moléculas especificas de la MEC y

actuan como receptores de ligandos que disparan determinados procesos celulares.

@ Tanto los invertebrados como los vertebrados producen los mismos tipos de PG, aunque con ligeras

diferencias en su estructura. Cf. Esko et al., 2009.
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Figura 2. Los PG pueden actuar como correceptores en algunas cascadas de
transduccion de senales. Los PG se unen a los morfégenos (Wnt, Hh o TGF-(3, entre
otros) y facilitan la interaccidon de éstos con sus receptores.
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Dominio
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Figura 3. Estructura de los proteoglicanos de membrana. Las proteinas nucleo de los
sindecanos tienen un topologia transmembranal de tipo |, esto es, con un dominio
hidréfobo que atraviesa la membrana celular y un tallo citoplasmatico en el C-t. El
dominio N-t se encuentra expuesto hacia el exterior celular. Los glipicanos se anclan
a la membrana mediante GPI en el extremo C-t. Las Cys conservadas a lo largo de
su secuencia forman puentes disulfuro (representados como rayas discontinuas
amarillas), lo que le confiere a la proteina nucleo su caracteristica forma globular. En
ambos casos, existen sitios de corte, bien por proteasas, bien por fosfolipasa C, que
permiten liberar los PG al MEC.
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Pueden, por ejemplo, regular la eliminaciéon de determinados ligandos del MEC (Fuki
et al., 1997; Poon y Gariépy, 2007), participar en los procesos de transduccion de
sefales, actuando como correceptores para varios factores de crecimiento (Figura 2)
(Miao et al., 1995) y cooperar con integrinas y otros receptores regulando la movilidad

de las células (Carey et al., 1990).

Tabla 1. Proteoglicanos de membrana: familia de los sindecanos, familia de los glipicanos y

otros.

[b]

Proteina ntcleo Gen® Localizacién Referencia
Sindecano SDC1 Higado, pulmén, rifidn y .
(Sindecano 1) (AJ551176) piel Mali et al., 1990
Fibroglicano SDC2 Higado, riidn, cerebro,
(Sindecano 2) (BC030133) musculo Marynen et al., 1989
. Cerebro, corazon
N-Sindecano SDC3 : ’ . ’
(Sindecano 3) (AF248634) sistema nervioso en Berndt et al., 2001
desarrollo
Riudocano o amfiglicano SDC4 Higado, rindn, pulmén,  David et al., 1992;
(Sindecano 4) (X67016) cerebro Kojima et al., 1992
- GPC1 Cerebro, rifion, .
Glipicano 1 (AK095397) pericondrio David et al., 1990
Cerebroglicano GPC2 . . . el
(Glipicano 2) (BX375153) Sistema nervioso Stipp et al., 1994
- GPC3 . .
Glipicano 3 (L47125) Intestino, mesodermo Lage y Dietel, 1997
K-glipicano GPC4 Vasos sanguineos,
(Glipicano 4) (AF030186) rifin, cerebro Watanabe et al. 1995
i GPC5 Cerebro, rifidn, limbo,
Glipicano 5 (AF001462) testiculos Veugelers et al., 1997
Glivicano 6 GPC6 Musculo, rifidn, pulmén,  Veugelers et al., 1999;
P (AF111178) dientes, génadas Paine-Saunders et al., 1999
CSPGH4
CD44 o
CD44 (NM_000610) Epitelio, piel Dougherty et al., 1991
PTPRZ1
Fosfacano (AK294062) SNC, cerebro Levy et al., 1993

! Se indica el nombre oficial del gen humano y el nimero de acceso al GenBank™ (entre paréntesis).

1| s niveles de expresion de los sindecanos cambian durante el desarrollo y diferenciacion celulares, reflejo del papel clave

que juegan en estos procesos (Kim et al., 1994). Los glipicanos se expresan generalmente durante el desarrollo. Los niveles

de expresion y localizacion cambian de forma especifica entre los distintos tipos celulares y los diferentes estadios del
desarrollo, lo que es un indicador del importante papel que juegan en la morfogénesis (Filmus y Selleck, 2001).

el Esta referencia corresponde a la clonacién de la proteina de rata. El ortdlogo humano no se encuentra clonado.

11
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Existen varios tipos de PG anclados a las membranas celulares, como NG2 (Lin
et al., 1996), la glicoproteina CD44 (Schmitz et al., 1995) o el fosfacano (Maurel et al.,
1994), pero los mas importantes son las familias de los sindecanos y los glipicanos
(Figura 3).

Las proteinas que forman los sindecanos tienen una topologia transmembranal de
tipo | (Mali et al., 1990) y se conocen cuatro tipos diferentes en mamiferos (Tabla 1).
Los glipicanos estan formados por proteinas de membrana ancladas a través de un
grupo de glicofosfatidil inositol (GPI) y existen seis clases conocidas en mamiferos
(Tabla 1). Ambas familias presentan poca homologia de secuencia entre sus
miembros (Yanagishita y Hascall, 1992; Esko et al., 2009; Fransson et al., 2000;
Filmus y Selleck, 2001).

Los PG de la MEC y sus proteinas nucleo

El componente principal de la MEC son proteinas fibrosas (como el colageno o la
elastina) y de adhesion (como la fibronectina o la laminina). Los proteoglicanos
presentes en la MEC interaccionan con ellas (Koda et al., 1985; Saunders y Bernfield,
1988; Ruoslahti, 1989), proporcionando al tejido las caracteristicas necesarias de
resistencia, elasticidad, etc. Ademas, pueden unir citoquinas, quimioquinas, factores
de crecimiento y morfégenos, formando asi un fondo de moléculas reguladoras que
pueden ser liberadas mediante la degradacion selectiva de la matriz (Saksela y Rifkin,
1990; Bame, 2001). Asi, protegen a estos compuestos de la degradacién y facilitan la
formacion de los gradientes necesarios para la especializacidon celular y el desarrollo
(Figura 4) (Ruoslahti y Yamauchi, 1991).

Factores libres en la MEC

 Morfogeno . ctor de

" coagulacion

“a

©
S, @
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Figura 4. Los PG de la MEC interaccionan con proteinas como el colageno,
diferentes compuestos bioactivos como factores de crecimiento, citoquinas, etc. La

X 2o — Colageno

¥ X X
A A

accion especifica de las heparanasas (representadas con unas tijeras) liberan de
manera selectiva estos factores de la MEC.
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Existen dos grandes tipos de PG que forman la MEC. Los PG intersticiales, que

forman parte del tejido conjuntivo, y los PG de la membrana basal. Ambos tipos de

PG estan formados por proteinas nucleo de estructura modular, esto es, estan

formadas por la union de diferentes dominios estructurales (Figura 5).

agrecano

=

N

w

versicano

(3]
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8
—
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Figura 5. PG de la matriz extracelular: PG intersticiales y de la membrana basal.
Ambos se sintetizan en el interior celular y se excretan directamente al medio, siendo
muy importantes para su estabilizacién. Las proteinas nucleo (en rojo) estan
formadas por médulos con diferentes dominios de plegamiento por los que pueden
interaccionar con carbohidratos y proteinas de la MEC (1, dominios de union a
proteinas; 2 EGF; 3, folistatina; 4, lectina; 5, laminina G; 6, inmunoglobulina;
7, modulos de union —protein link modules—; 8, unién a laminina). Las cadenas de
GAG pueden ser de heparanos sulfato (en verde), condroitinas sulfato (morado) y/o
keratanos sulfato (azul).
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Proteoglicanos intersticiales

Las dos familias que forman los PG intersticiales son los lecticanos (o la familia
del agrecano) y los proteoglicanos ricos en leucina o SLRPGP! (Tabla 2). Los
primeros, que incluyen al agrecano, al versicano, al brevicano y al neurocano son de
estructura modular y estan formados por dominios de plegamiento unidos alrededor

de un dominio central de uniéon a GAG (Zimmerman y Ruoslahti, 1989). Los SLRPG,

Tabla 2. Proteoglicanos intersticiales: las familias del agrecano y de los SLRPG.

Familia Proteina Gen® Localizacién Referencia
Agrecano /(4MC%I\1/72) Cartilago Doege et al., 1991
o . VCAN :
§ Versicano (X15998) Cerebro y plasma Krusius et al., 1987
(&)
< Brevicano (BB%/;I797 1) Cerebro Gary et al., 2000
Neurocano &?:1312\/6547) Cerebro Prange et al., 1998
777777777 . DCN Ubicuo, cerebro, piel, . .
o " Decorina (AF138300)  hueso Krusius y Ruosahti, 1986
ase
- BGN Ubicuo, hueso, vasos .
Biglicano (AK092954)  sanguineos Fisher et al., 1989
: ; FMOD Ubicuo: cornea,
Fibromodulina (U05291) tendon, piel, cartilago Antonson et al., 1993
. LUM Cérnea, musculo, piel, Chakravarti et al., 1995
Lumicano
(BT006707) intestino, ligamentos, Grover et al., 1995
)
% Clase I Queratocano 55:%’23301) Cérnea, traquea Tasheva et al., 1999
n
PRELP g%%%’; so5) Cartilago Bengtsson et al., 1995
Osteomodulina (C,)/-\Aégom 14) Hueso Sommarin et al., 1998
. OGN :
o e Mimecano (Al424992) Hueso Madisen et al., 1990
ase
Epificano EPYC Cartilago, ligamentos, Deere et al., 1996
(AF031658) placenta v

! Se indica el nombre oficial del gen humano y su nimero de acceso al GenBank™ (entre paréntesis).

| os SLRPGs se clasifican en tres tipos, dependiendo de varios factores como el numero de repeticiones de las secuencias
ricas en leucina, la organizacién genética y sus convergencias evolutivas. Los SLRPGs de clase | y Il tienen 10 repeticiones de
secuencias ricas en leucina, mientras que los de clase Il tienen siete repeticiones (lozzo, 1999).

B De Small Leucine-Rich Proteoglycans, en inglés.
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son una familia de nueve miembros que se caracterizan por la repeticion de
secuencias ricas en leucina, que constituyen la practica totalidad de la cadena de
aminoacidos (lozzo, 1999).

Proteoglicanos de la membrana basal

La membrana basal es una fina capa de material cartilaginoso que recubre el
endotelio (los vasos sanguineos) y el epitelio (la superficie de 6rganos y tejidos).
Actua como un filtro y ayuda a la compartimentacién tisular, regulando asi la
diferenciacién y organizacion celulares. Estos procesos estan controlados, en gran
parte, por los PG que la forman, que interaccionan con un gran numero de sustancias
en la MEC (Groffen et al., 1998; Farach-Carson y Carson, 2007), ademas de ser
vitales para el mantenimiento de la estructura de la membrana (Sertié et al., 2000).
Los PG mas importantes que forman parte de la membrana basal son el colageno Xl|
y XVII, el perlecano, la agrina y el leprecano (Tabla 3), algunos con marcadas

propiedades antitumorales (O’Reilly et al., 1997; Farach-Carson y Carson, 2007).

Tabla 3. Proteolicanos de la membrana basal.
[b]

Proteoglicano  Gen™ Localizacion Referencia
Perlecano HSPG2 Ubicuo: cartilago, hueso, Kallunki y Tryggvason, 1992;
(M85289) decidua uterina, placenta Murdoch et al., 1992
. AGRN Ubicuo: rifdn, pulmon,
Agrina (XM_372195)  higado Groffen et al., 1998
LEPRE1 SNC, testiculos, ovario,
Leprecano (AK027648) placenta Kaul et al., 2000
Musculo esquelético, rifidn,
Colageno XII COL72A1 intestino delgado, cérnea, Oh et al., 1992
(U73779) ) )
endotelio, pulmén, placenta
Corazon, rifién, pulmén
. COL18A1 . ' . ’
Colageno XVl (NM_030582) retlna,,ep|derm|s, vasos Oh et al., 1994
sanguineos

! Se indica el nombre oficial del gen humano y su nimero de acceso al GenBank™ (entre paréntesis).

®l Debido a la implicacion de los PG de la membrana basal en la morfogénesis, desarrollo y diferenciacion de las
células, sus patrones de expresion pueden variar dramaticamente en los diferentes estadios del tejido o la célula
(Farach-Carson y Carson, 2007)
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Figura 6. La serglicina, uno de los PG de los granulos de secrecidon mejor conocidos,
es capaz de unir el factor plaquetario 4, participando asi en su almacenaje y
secrecion al medio.

Los PG de los granulos de secrecion

Los granulos de secrecion se encuentran en el interior de células mamarias,
plaquetas, linfocitos T y otras células hematopoyéticas. Los PG de los granulos de
secrecion participan en el empaquetamiento intracelular de determinados compuestos
como proteasas, la heparina o el factor plaquetario 4 (Figura 6), regulando asi los
procesos biolégicos resultado de las secreciones, como son la coagulacion y la

reparacion de heridas (Humphries et al., 1999).

La serglicina es la mejor conocida. Su proteina nucleo esta codificada por el gen
SRGN (GenBank™ BCO015516) y se caracteriza por ser un péptido resistente a la
accion de proteasas con un dominio de anclaje de GAG. Este dominio, de 18 aas.,
consiste en una repeticion de residuos de Ser y Gly alternados (Périn et al., 1988;
Stevens et al., 1988; Humphries et al., 1992).

Glicosaminoglicanos, los «brazos» de los proteoglicanos

Los glicosaminoglicanos (GAG) son largas cadenas de polisacaridos que se unen
covalentemente a las proteinas nucleo (Esko et al., 2009). A través de ellos los PG
interaccionan con sus diferentes ligandos (Fondeur-Gelinotte et al., 2007; Linhardt y
Toida, 2004), aunque existen casos en los que la proteina nucleo también participa en

el proceso (Ruoslahti y Yamaguchi, 1991).
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Los GAG son polisacaridos lineales que estan constituidos por la repeticion de un
disacarido compuesto a su vez por un aminoazucar (N-acetil glucosamina o N-acetil
galactosamina) y un acido urénico (acido glucurénico y/o su epimero el acido

idurénico) (Figura 7).

Las condroitinas sulfato (CS) son galactosaminoglicanos formados por el
disacarido GlcA—B1,3—GalNAc—B1,4—, mientras que los dermatanos sulfato (DS) estan
formados también por IdoA—-a1,3—GalNAc—£1,4—. Los PG de CS presentan un amplio
rango de localizaciones en tejidos, aunque son especialmente importantes en el tejido

conectivo (cartilago, tendones...) y en el cerebro. EI DS es muy abundante en la piel.

La heparina y los heparanos sulfato (HS) son glucosaminoglicanos formados por
el disacarido GIlcA—p1,4—GIcNAc—-a1,4— o IdoA-a1,4-GIcNAc—a1,4—. La heparina se
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Dermatano sulfato

Keratano sulfato

OO ROpOROMOBOMORBOMOLS

Hialuronano
© Galactosa © GlcN N-sulfato
O Acido glucorénico © 2-Ossulfato
€@ Acido idurénico @ 3-O-sulfato
O N-Acetilglucosamina O 4-O-sulfato
@ N-Acetilgalactosamina ® 6-O-sulfato

Figura 7. Los GAG estan formados por unidades de un disacarido, el cual esta
formado a su vez por hexosaminas (N-acetiladas o N-sulfatadas) y un acido urénico
(glucurénico o idurdnico). Estos monosacaridos pueden sufrir sulfataciones en
algunas posiciones del anillo, excepto el hialuronano. Los DS se diferencian de los
CS por la presencia en los primeros de acido idurénico. Los KS son los unicos GAG
que carecen de acidos urénicos, ocupando su lugar residuos de galactosa.
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Tabla 4. Tipos de GAG que se unen a los PG. Los GAG no se unen de forma
promiscua a las proteinas nucleo, sino que cada una de ellas porta un tipo
especifico de GAG.

Tipo de PG Proteina nucleo Tipo de GAG®!  Referencia
Sindecanos HS, CS, DS Rapraeger et al., 1985
Glipicanos HS David et al., 1990
De membrana
HS, CS Brown et al., 1991
CDa4 KS Funderburgh, 2000
De grap’ulos de Serglicina Heparina, Stevens et al., 1988
secrecion CS
AQrecano Kimura et al., 1979
9 KS®! Funderburgh, 2000
Versicano CS Krusius et al., 1987
Intersticiales Brevicano CS Yamada et al., 1994
Neurocano CS Prange et al., 1998
SLRPG CS, DS, KS* lozzo, 1999
Kallunki et al., 1992;
Perlecano HS Murdoch et al., 1992
Agrina HS Tsen et al., 1995
De la membrana W H McCarth
basal assenhove-McCarthy y
Leprecano C/DS McCarthy, 1999
Colaaeno HS Halfter et al., 1998
9 cs® Esko et al., 2009

[l HS se refiere sélo a heparanos sulfato.

1| 6 normal es que el agrecano porte cadenas de CS vy el coldgeno de HS. En cartilago, no obstante, se han
encontrado especies de agrecano y de colageno XVIII con cadenas de KS y de CS, respectivamente
(Funderburgh, 2000; Esko et al., 2009).

I Dependiendo del tipo de SLRPG tendra unos GAG u otros. Los de clase | tienen C/DS, los de clase Il suelen
estar unidos a KS (en cérnea) y poli-N-acetil lactosamina (en resto de tejidos). EI mimecano y el epificano
(clase Ill) estan decorados con KS y C/DS respectivamente.

encuentra casi exclusivamente en el tejido conectivo y en las células mamarias,

mientras que los HS estan presentes en la practica totalidad de los tejidos.[‘”

Existen otros GAG como los queratanos sulfato (KS), formados por poli-N-acetil

lactosamina (Gal—-81,4—GIcNAc—81,3-), y el hialuronano,” formado por el disacarido

" La heparina es un derivado hipersulfatado de los HS. Presenta el mismo esqueleto que éstos,
diferenciandose en las modificaciones que sufren las cadenas y en la longitud de las mismas
(Yanagishita y Hascall, 1992; Esko et al., 2009). De aqui en adelante, cuando se mencione HS en el
texto debera entenderse como «heparina y heparanos sulfato», a no ser que se especifique lo

contrario.
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GlcA-B1,3—GIcNAc—£1,4— y que se mantiene libre en la MEC sin unirse a una
proteina nucleo. Estas dos ultimas familias de GAG quedan fuera del ambito de la

presente memoria, centrandose ésta en los PG de HS, CS y DS.

Los GAG no se unen indiscriminadamente a cualquier proteina nucleo (Tabla 4),
de lo que se deduce que debe existir un mecanismo biosintético que permita a las
células discriminar entre los diferentes tipos de GAG. El mecanismo exacto de control
permanece desconocido, aunque se sabe que la presencia aminoacidos aromaticos
y/o acidos alrededor del sitio de glicosilacion favorecen la union de HS frente a C/DS
(Zhang y Esko, 1994; Zhang et al. 1995). Sobre este aspecto se discutira en detalle

mas adelante.

Las modificaciones en los monosacaridos de los GAG son vitales para la union
entre los PG y las moléculas diana

Las cadenas de GAG presentan modificaciones quimicas en los monosacaridos
que son esenciales para su funcién biolégica (Yanagishita y Hascall, 1992). Estas
consisten en la sulfatacion de determinados residuos y en la epimerizacion de GIcA a

IdoA (Figura 8). Las modificaciones dependen del tipo de GAG que se esté

(A)
HO oX OH oX
OH 0
o PH o 0
I (I R ey ”ﬂoéow‘i%
o YHN] ox O- -
(B) (C)
OH [0)4 HO X0 OX
o X0 P OH
/O O O Ui O O O
" HO © o 0 NHAC
oX NHAC G

Figura 8. Modificaciones que pueden sufrir los monosacaridos que forman la
heparina y los HS (A), CS (B) y DS (C), donde X = H, SO37; Y = AcO7, SOg3 . Estas
modificaciones generan una amplia variedad de estructuras que pueden encontrarse
en los GAG.

Bl Se ha optado por hialuronano en vez de &cido hialurénico debido a que esta ultima denominacién es

antigua y se encuentra en desuso (Hascall y Esko, 2009).
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generando, son especificas de tejido (Kato et al., 1994; Aikawa et al., 2001; Ledin et
al., 2004) y permiten generar secuencias de reconocimiento especificas. Las
sulfataciones, ademas, proporcionan a los GAG su caracteristica carga negativa
(Ruoslahti y Yamaguchi, 1991).

La epimerizacion del C-5 de los residuos de GIcA, pasando de B-D-GICA a
a-L-IdoA, se da tanto en las cadenas de HS como en las de DS. Los residuos de IdoA
presentan tres conformaciones estructurales ('Cs, “Ci o 2S;) frente a la Unica
conformacion “C; del GlcA (Mulloy y Forster, 2000) (Figura 9). Asi, no sélo aportan
variabilidad estructural a las cadenas, sino que las dotan de mayor flexibilidad, algo

muy importante para las interacciones con los distintos ligandos (Ferro et al., 1990).

Las cadenas de CS pueden estar sulfatadas en el hidroxilo 4 del residuo de
GalNAc (condroitinas 4-sulfato, también llamadas CS A), en el hidroxilo 6
(condroitinas 6-sulfato o CS C) o en ambos a la vez (CS E). Cuando los GICA son
epimerizados, las cadenas son de DS (o CS B!®) (Figura 10). Otras modificaciones
menos habituales son: la 6-O-sulfatacidén de la GalNAc y la 2-O-sulfatacion de IdoA en
los DS (Cheng et al, 1994) y la 2-O-sulfatacion en los GIcA del CS C
(transformandose en CS D) (Kobayashi et al., 1999).

Mientras que en los C/DS las modificaciones se dan en una forma aparentemente
desordenada, en el caso de la heparina y los HS se pueden detectar zonas de la
cadena en las que determinadas modificaciones se dan con mayor proporcion que
otras, identificandose asi tres tipos de dominios (Figura 11). Los dominios NA son
zonas con alta concentracion del disacarido GIcA-GIcNAc. Los dominios NS o
N-sulfatados son ricos en |doA-GIcNS, donde el residuo de glucosamina sufre un
doble proceso de N-desacetilacion/N-sulfatacion. Finalmente, en los dominios NA/NS
se alternan GIcNAc y GIcNS (Maccarana et al., 1996). La composicion relativa de
dominios NA, NS y NA/NS depende del tipo celular (Esko y Selleck, 2002; Ledin et al.,

) OH O
- OH
~0 N O.
--0 HO HO O -

Figura 9. Equilibrio conformacional entre las formas de silla ('C4) y bote (3S,) del
acido idurdnico.

) E1 término de CS B para referirse al DS esta en desuso.
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Figura 10. Algunas modificaciones encontradas en C/DS. Estos galactosamino-
glicanos se clasifican atendiendo al tipo de disacarido que forman las cadenas.

2004), es independiente del tipo de proteina nucleo a la que se unen (Kato et al.,

1994) y puede cambiar durante el desarrollo celular (Fedarko y Conrad, 1986).

Las modificaciones mas habituales en los HS son la 6-O-sulfatacion de los
residuos de GIcNAc (concentradas en las zonas NS y NA/NS), la epimerizacién de
GIcA a IdoA (zonas NS y NA/NS) y la 2-O-sulfatacion de este ultimo (zona NS)
(Maccarana et al., 1996). Existen otras modificaciones menos habituales como la
2-O-sulfatacion del GIcA y la 3-O-sulfatacion de la GlcNAc, que son tan importantes

para la actividad biolégica como las primeras (Esko y Selleck, 2002).

La unién entre la proteina nucleo y los GAG se da a través de un tetrasacarido
conector unido a serina

La unién entre el GAG y la proteina se da a través de una estructura altamente
conservada de cuatro monosacaridos denominada tetrasacarido conector, que se une
covalentemente a la proteina mediante un enlace glucosidico con el grupo hidroxilo de
la cadena lateral de una serina. La secuencia del tetrasacarido conector es
GlcA-B1,3—-Gal-1,3-Gal-61,4—Xyl-B1,0-Ser (Figura 12). Esta estructura es la
misma para HS (Lindahl y Rodén, 1965) y C/DS (Lindahl y Rodén, 1966).
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Figura 11. Representacion de los diferentes dominios que presentan las cadenas de
HS, los dominios N-sulfatados (NS), N-acetilados (NA) y de sulfatacion variable
(NA/NS). Estos dominios contienen sitios especificos de unién, por ejemplo, a FGF!"!
y trombina. Puede apreciarse como el sitio de unidén a trombina presenta residuos
con modificaciones no habituales, como el GIcA 3-O-sulfato, que es indispensable
para que se de la unién a trombina/antitrombina (Petitou et al., 1999, 2001).
Adaptada de Esko et al. (2009).

0X OX ,
X0 HO HN
GAGWO O o \)\’//O
0
GlcA-4 Gal-3 Gal-2 XyI-1 ’

Figura 12. Estructura del tetrasacarido conector unido a la cadena lateral de una
serina. Los residuos se numeran por proximidad a la proteina nucleo. Al igual que en
los GAG, pueden encontrarse modificaciones en los azlcares que forman el
tetrasacarido conector. X = H, SO5: Y = H, PO,*".

Al igual que ocurre en los monosacaridos que forman los GAG, los azucares del
tetrasacarido conector pueden presentar una serie de modificaciones (Figura 12).
Para los C/DS se han encontrado sulfataciones en las Gal-2 y -3 (Sugahara et al.,
1988; Sugahara et al., 1992a; de Waard et al., 1992; Sugahara et al., 1995) y una
2-O-fosforilacion en Xyl-1 (Oegema et al., 1984; Sugahara et al., 1992a). Para los HS
no se han descrito modificaciones en los dos residuos de Gal (Sugahara et al.,
1992b), pero si la 2-O-fosforilacion de Xyl-1 (Fransson et al., 1985).

"} Factor de crecimiento de fibroblastos, de Fibroblast Grow Factor, en inglés.
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El papel de estas modificaciones permanece desconocido, aunque se sabe que
afectan a determinadas enzimas implicadas en la biosintesis (Kitagawa et al., 1995;
Lidholt et al., 1997; Gulberti et al., 2005; Tone et al., 2008) y degradacion (Takagaki et
al., 1992) de los PG, por lo que se ha propuesto un posible papel en la maduracion de
los GAG y la dicotomia HS vs C/DS (Sugahara y Kitagawa, 2000, 2002; Tone et al.,
2008). Este aspecto se discutird en detalle mas adelante.

Biosintesis de proteoglicanos

La biosintesis de proteoglicanos, tal y como aparece representada en la Figura
13, es un proceso secuencial y ordenado (Jacobsson y Lindahl, 1980; Habuchi, 2000)
gue se da en las cisternas del aparato de Golgi; todas las enzimas implicadas en la
biosintesis de los GAG son proteinas transmembranales de tipo Il localizadas en el

aparato de Golgi y la red de trans-Golgi (Esko et al., 2009).

Se podria decir, a grandes rasgos, que el proceso es realizado como en una
cadena de montaje, donde el producto resultante de cada reaccion enzimética sirve
de sustrato para el siguiente paso de biosintesis (Esko y Selleck, 2002; Whitelock e
lozzo, 2005).

Muchas de las enzimas implicadas pueden interaccionan entre ellas, por lo que se
ha propuesto que grandes complejos multiezimaticos (denominados «gagosomas»)
dirigen la biosintesis y son regulados de manera conjunta (Yanagishita y Hascall,
1992; Esko y Selleck, 2002; Pavao et al., 2006).

A pesar de la gran cantidad de enzimas necesarias y el elevado nimero de pasos
que se suceden, la biosintesis de un proteoglicano es un proceso muy rapido, con un
tiempo medio de 15-20 minutos (Campbell y Schwartz, 1988; Yanagishita y Hascall,
1992). Una vez sintetizados, los nuevos PG son rapidamente transportados a la

membrana plasmatica (Egeberg et al., 2001; Arneson y Miller, 2007).

Formacion del tetrasacarido conector

La biosintesis de los GAG cuenta con un primer paso comun en HS y C/DS: la
formacién del tetrasacarido conector. Todas las proteinas nucleo, por tanto, van a

pasar por la misma via biosintética y de regulaciéon, lo que implica que competiran

23



Capitulo 2

entre ellas por ser sustratos de las enzimas que formaran el tetrasacarido (Esko y
Selleck, 2002).

HOE Proteina nucleo

l Xilosiltransferasa

it

l Galactosiltransferasa |

l Galactosiltransferasa Il

.

l Glucoroniltransferasa |
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Figura 13. Esquema de la biosintesis de proteoglicanos. El proceso no es lineal,
como se ha representado en la figura, pero si secuencial. Algunos pasos de
modificacion se dan a la vez que la polimerizaciéon, unos son dependientes de
modificaciones previas y otros son independientes del estado de la cadena. ChSy,
condroitina sintasa; HS-POL, heparano sulfato polimerasa; NDST, N-desacetilasa/
N-sulfotransferasa. Modificacion de una figura de Hacker et al. (2005).
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El tetrasacarido conector se forma por la accidn secuencial de cuatro
glicosiltransferasas, que aparecen recogidas en la Tabla 5: xilosiltransferasa (XT),
galactosiltransferasa | (GalT-I) o (-1,4-alactosiltransferasa 7 (B4GALT7),
galactosiltransferasa |l (GalT-ll) o pB-1,3-galactosiltransferasa 6 (B3GALT6) y
glucuroniltransferasa | (GIcAT-l) o 8-1,3-glucuronosiltransferasa 3 (B3GAT3). Dos de
ellas, GalT-1 y GIcAT-I son de velocidad limitante (Salimath et al, 1995; Bai et al, 1999;
Nakamura et al., 2002; Takemae et al., 2003). Las cuatro proteinas son unicas,
excepto la XT de la que se conocen dos isoformas, que se diferencian ligeramente en
sus patrones de expresion (Gotting et al., 2000) y en su especificidad de sustrato

(Carrera Casanova et al., 2008).

El paso clave es la formacién del enlace glucosidico entre la xilosa y la serina de
la proteina nucleo. La XT reconoce determinadas secuencias de la proteina, aunque
no existe una secuencia consenso propiamente dicha (Wilson, 2004). Pero si existen
determinados patrones que se repiten: una secuencia SGD a menudo flanqueada por
las «cajas acidas», que son secuencias ricas en aminoacidos acidos (Esko y Zhang,
1996; Wilson, 2004; Whitelock e lozzo, 2005).

Una vez anadido el primer residuo de Xyl, actuan las otras tres GT implicadas.

Estas tres proteinas muestran una especificidad de sustrato bastante restringida para

Tabla 5. Genes y proteinas implicados en la biosintesis de proteoglicanos (l). Enzimas
que intervienen en la formacién del tetrasacarido conector.

Proteina Gen™ Actividad biosintética Referencias
Xilosiltransferasa | XT-1 Anclaje de la Xyl a la cadena Gétting et al., 2000;
(XT-1) (AJ277441)"! |ateral de la Ser Kuhn et al., 2001
Xilosiltransferasa |l XTI Anclaje de la Xyl a la cadena -

(XT-2) (AJ277442)  lateral de la Ser Gotting et al., 2000
Galactosiltransferasa | B4GALT7 Adicion de Gal a XvI-Ser Almeida et al., 1999;
(GalT-I, B4GALT7) (BC007317) y Okajima et al., 1999a

Galactosiltransferasa Il B3GALT6
(GalT-Il, B3GALTS6) (AY050570)

Glucuroniltransferasal GLCAT-1 Adicion de GIcA a Gal-Gal- Kitagawa et al., 1998;
(GIcAT-I) (AB009598)  Xyl-Ser Wei et al., 1999

Pl Se indica el nombre oficial del gen humano y su nimero de acceso al GenBank™ (entre paréntesis).
®l para la XT-I se cloné primero el extremo catalitico, pero el extremo 5’ transmembranal ya esta descrito (nimero de
acceso en GenBank™ AJ539163).

Adiciéon de Gal a Gal-Xyl-Ser Bai et al., 2001

Il | a3 secuencia con niimero de acceso AY050570, correspondiente a GalT-II (Bai et al., 2001) fue asignada por error a
una B1,3-glucosaminiltransferasa (Zhou et al., 1999). Los nimeros de acceso para la 81,3-GIcNAcT son AF092050 y
AF092051 (ver correcciones a Zhou et al., 1999).
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los residuos aceptores, a pesar de que los otros miembros de sus respectivas familias
presentan especificidades muy distintas y de mas amplio espectro. Por ejemplo,
GalT-I muestra especificidad por la xilosa como sustrato aceptor, en vez de Glc o
GIcNAc, lo habitual en el resto de la familia de las 8-1,4-galactosiltransferasas (Helting
y Rodén, 1969; Almeida et al., 1999; Okajima et al., 1999a).

Los B-p-xilopirandsidos pueden iniciar artificialmente la biosintesis de GAG: los
xilopiranésidos como «aceptores trampa» de la enzima B4GALT7

Un aspecto en el que merece la pena detenerse un momento es el hecho de que
la xilosa y los xilopirandsidos con aglicones hidréfobos pueden cebar la biosintesis de
GAG en cultivos celulares (Helting y Rodén, 1969; Okayama et al., 1973; Schwartz et
al., 1974a).

Los xilopirandsidos pueden penetrar las membranas celulares y fluir hacia el
aparato de Golgi (Sarkar et al., 1995), donde se realiza la biosintesis de los GAG. Alli,
son capaces de secuestrar la actividad de la enzima B4GALT7 (GalT-l) actuando
como aceptores en el paso de galactosilacién y compitiendo asi con los productos
endogenos (Kolset et al., 1990). En una concentracion adecuada, estos compuestos
pueden llegar a interrumpir totalmente el metabolismo de los PG, bloqueando por
completo la galactosilacion de las proteinas nucleo (Helting y Rodén, 1969; Okayama
et al., 1973; Schwartz et al., 1974a; Sobue et al., 1987; Fransson et al., 1992) y
generando asi una gran cantidad de GAG «artificiales» que se excretan al medio
extracelular (Figura 14). Al contrario de lo que ocurre con los PG naturales, los GAG
generados artificialmente son excretados cuantitativamente a la matriz extracelular y
no se intercambian con los anclados a membrana (Johnston y Keller, 1979). Esto es
debido a que los aglicones no son lo suficientemente voluminosos como para

permanecer retenidos en la membrana celular (Lugemwa et al., 1996).

Polimerizaciéon del glicosaminoglicano

La polimerizacion de las cadenas de GAG es un proceso complicado en el que
actuan varias enzimas de forma coordinada, y que aparecen recogidas en la Tabla 6.
Se divide en dos pasos diferenciados, la iniciaciéon de la cadena de HS o C/DS (la
adicién del primer residuo de la cadena tras la formacion del tetrasacarido conector) y

la extension de la cadena de GAG anadiendo las unidades de disacarido hasta su
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(A) (B)

MEC

MEC

Gog .
Lumen del aparato de Lumen del aparato de Goig

Citoplasma Citoplasma

Figura 14. Sintesis de PG en ausencia y presencia de xilopirandsidos en el MEC. (A)
La enzima B4GALT7 (GalT-l) anade un residuo de Gal a la Xyl de la proteina nucleo
(1). Los PG continuan su proceso de biosintesis en otras zonas del aparato de Golgi
(2) y, una vez terminados, viajan mediante el sistema de vesiculas a la membrana (3)
o directamente a la MEC (4). Los PG de membrana pueden liberarse al medio (5)
mediante proteasas y fosfolipasas. (B) Los xilopiranésidos con aglicones hidréfobos
pueden penetrar a través de la membrana citoplasmatica al interior celular (1) y de
ahi moverse a otras zonas (2). En el aparato de Golgi son capaces de «secuestrar» a
B4GALT7 actuando como aceptores (3). Esto hace que las proteinas nucleo
xilosiladas no sean galactosiladas, abortandose asi la biosintesis de PG. Los
disacaridos generados actuan como aceptores del resto de la maquinaria biosintética
(4), generando GAG libres que son excretados al MEC (5).

terminacion y modificacion. En ambos casos existen varias actividades enzimaticas
repartidas en distintas proteinas. En el caso de las CS, la actividad B-GaINAcT-I se
encarga de iniciacion de la cadena afiadiendo un residuo de GalNAc al extremo no

reductor del tetrasacarido conector (Rohrmann et al., 1985). Después, las actividades
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B-GaINAcT-Il y B3-GIcAT-1I®! elongan la cadena afadiendo GalNAc y GIcA,
respectivamente (Silbert y Reppucci, 1976; Rohrmann et al., 1985). Para los HS, la

actividad a-GIcNAcT-I inicia la cadena afnadiendo un residuo de GIcNAc al extremo no
reductor del tetrasacarido conector (Fritz et al., 1994b), y a-GIcNAcT-Il y B3-GICAT-II

elongan la cadena afadiendo GIcNAc y GIcA, respectivamente (Silbert, 1963).

Tabla 6. Genes y proteinas implicados en la biosintesis de proteoglicanos (Il). Enzimas
implicadas en la polimerizacion y extension de las cadenas de HS y C/DS.

GAG Proteina Gen® Actividad biosintética Ref.
B;i;’g’;gfnei?]'i'ltransferasa . CGALNACTT -GalNACT-ly II:iniciacion Uyama et al,, 2002
?CSGaINAcT-1) (ABQ071403) y elongacion de la cadena  Gotoh et al., 2002b

o) .

E B-a1lé‘:::c,(:g2(r?riwi-ltransferasa , CSGALNACT2 B-GalNACT-ly Il: funcién in Uyama et al., 2003

7 ?CS GalNACT-2) (ABQ079252) vivo desconocida Sato et al., 2003

o)

S Condroitina sintasa 1 CHSY1 B-GaINAcT-1 y B-GICAT-II: .

©

§  (ChSy-1, CSS-1) (AB071402)  extension de lacadena  fitagawa etal., 2001

o . . Chaperona de ChSy-1y

T Cheys ceas (Bosgosz)  ChSy-3. con actividades  Yada et al, 2003b

= e B-GalNAcT-Il y B3-GIcAT-II

S Condroitina sintasa 3

T (ChSy-3, CSGICAT, CASB%é%\zg ﬁ_‘Ga'NA‘?,T'”dV f?"G'gAT' Gotoh et al., 2002a

S  ChPF-2) ( ) : extension de la cadena

(&)
Factor de .p_ol|mer|zaC|on CHPF Chaperona de QhSy-1 y Kitagawa et al., 2003
de condroitina (AB095813) ChSy-3, con actividades Yada et al.. 2003a
(ChPF, CSS-2) B-GalNAcT-Il y B3-GIcAT-II ”
a-1,4-N-acetil- EXTL2 B-GIcNACT-I: adicién de
glucosaminiltransferasa IA (AF000416) GIcNAc al tetrasacarido Kitagawa et al, 1999
(EXTL2) conector

g a-1,4-N-acetil-

S glucosaminiltransferasa IB EXTL3 B-GIcNACT-l y B-GIcNACT-

S  ya-1,4-N-acetil- II: iniciacién y elongacion Kim et al., 2001

2 A (AF001690)

S glucosaminiltransferasa 11B de la cadena

+ (EXTL3)

[T

S . EXT1 B-GIcNACT-Il y B4-GIcAT- .

g Copolimerasa EXT1 (S79639) II: Polimerizacién del HS Lind et al., 1998

c

©

G . EXT2 B-GIcNACT-Il y B4-GIcAT-

by Copolimerasa EXT2 (BCO10058) II: polimerizacién del HS ~ Senay et al., 2000
a-1,4-N-acetil-

’ o EXTL1 B-GIcNACT-II: .

glucosaminiltransferasa IIA (BC065528) polimerizacion del HS Kim et al., 2001

(EXTL1)

! Se indica el nombre oficial del gen humano y su nimero de acceso al Gen Bank™ (entre paréntesis).

B En Ia literatura, esta actividad es conocida normalmente como B-GIcAT-Il, pero aqui menos optado

por la forma B3-GIcAT-II para diferenciarla de la actividad B4-GIcAT-Il necesaria en la polimerizacion de

los HS.
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Iniciacion de las cadenas de HS y C/DS

Después de la formacion del tetrasacarido conector se produce la bifurcacion que
conducira por un lado a la biosintesis de HS y por otro a la formacion de C/DS. Si al
GIcA del tetrasacarido conector se afiade una GIcNAc mediante un enlace a(1->4) la
biosintesis se encaminara hacia la formacion de HS. Si por el contrario se forma un

enlace B(1->4) entre una GalNAc y el GIcA del tetrasacarido, se generaran C/DS.

En las condroitinas sulfato, el proceso de iniciacion corresponde a la enzima
CSGalNACcT-1 (Gotoh et al., 2002b; Uyama et al., 2002), que presenta una actividad
dual B-GalNAc-TI (iniciacion de la cadena) y B-GalNAcT-Il (elongacion). Existe una
segunda enzima conocida como CSGalNAcT-2 que también presenta ambas
actividades in vitro y con un 60 % de homologia de secuencia (Sato et al., 2003;
Uyama et al.,, 2003). CSGalNAcT-1 presenta mayor actividad iniciadora que
elongadora, todo lo contrario que CSGAINACT-2, que ademas muestra especial
predileccion por cadenas de CS ya sulfatadas (Sato et al., 2003). La existencia de
esta redundancia funcional podria implicar que ambas proteinas se alternan
dependiendo del tejido, vistos sus diferentes patrones de expresion (Uyama et al.,
2002; Gotoh et al., 2002b; Uyama et al., 2003; Sato et al., 2003), o que cada forma

puede reconocer diferentes secuencias de la proteina nucleo (Uyama et al., 2003).

En la heparina y los heparanos sulfato los genes implicados en la iniciacion de las
cadenas pertenecen a la familia EXT: EXTL1, EXTL2 y EXTL3® codifican tres
glicosiltransferasas. EXTL1 presenta actividad a-GIcNAcT-Il y podria participar en la
elongacion (Kim et al., 2001). EXTL2 posee una actividad dual a-GalNAcT/
a-GIcNACT-| y parece estar implicada en la iniciacién (Kitagawa et al., 1999). EXTL3
es una enzima con actividad dual a-GIcNAcT-I/a-GIcNAcT-Il y parece implicada en la
iniciacidon, elongacién e incluso terminacion (Kim et al., 2001; Busse et al., 2007).
Aunque existe una redundancia funcional, cada proteina presenta una mezcla de
actividades unica. Esta redundancia puede responder a que cada enzima reconozca

una secuencia diferente en la proteina nucleo (Esko y Zhang, 1996; Kim et al., 2001).

Bl EXTL proviene de «EXT Like genes», en inglés. Son genes similares a EXT1 y EXT2 (ver mas
adelante), los cuales estan implicados en la polimerizacion de la cadena de glucosaminoglicano
(Sugahara y Kitagawa, 2002).
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Polimerizacion de las cadenas de CS

Lejos de ser un proceso sencillo, la elongacién de las CS implica la actuaciéon de
varias enzimas de manera coordinada. Las identificadas a fecha de hoy con las
actividades B3-GIcAT-Il y B-GalNAcT-ll son la condroitina sintasa 1 (ChSy-1)
(Kitagawa et al., 2001), ChSy-2 (Yada et al., 2003b), ChSy-3 (Gotoh et al., 2002a), el
factor de polimerizacién de condroitina (ChPF) (Kitagawa et al., 2003; Yada et al.,
2003a) y la ya mencionada CSGalNAcT-2. Todas ellas se expresan de forma ubicua

en el organismo, aunque con ligeras diferencias (lzumikawa et al., 2008).

Excepto CSGalNAcT-2, que sélo posee la actividad B-GalNAcT-Il, el resto de
enzimas poseen una actividad dual B3-GIcAT-Il/B-GalNACT-II,""? pero para que se
manifieste las enzimas deben co-expresarse dos a dos (Izumikawa et al., 2007; 2008).
Por ejemplo ChSy-1 no muestra actividad polimerasa in vitro por si sola (Kitagawa et
al., 2003), pero si es co-expresada con ChPF, la actividad aumenta

considerablemente (Yada et al., 2003a; Kitagawa et al., 2003).

Se cree que las proteinas ChSy-1 y ChSy-3 actuan como polimerasas, mientras
que ChPF y ChSy-2 acttan como chaperonas. Ya que cada pareja
polimerasa/chaperona presenta una especificidad distinta que las otras por las
proteinas nucleo, cada combinacion jugaria un papel unico en la biosintesis de CS
(lzumikawa et al., 2008).

Polimerizacién de los HS

En la polimerizacion de las cadenas de HS participan las proteinas codificadas
por los genes EXT1, EXT2!'"'y los mencionados EXTL1y EXTLS3.

EXT1 (Lind et al., 1998; McCormick et al., 1998) y EXT2 (Senay et al., 2000) son
glicosiltransferasas con una actividad dual a-GIcNAcT-11/B4-GIcA-TIl, actuando como
polimerasas de las cadenas de HS de forma similar a las ChSy (Lind et al., 1993). Al
igual que estas, ni EXT1 ni EXT2 presentan actividad polimerasa in vitro (Lind et al.,

1998) a no ser que se expresen juntas (Duncan et al., 2001; Busse y Kusche-

ot ChSy-3 fue descrita como una glucoronosiltransferasa, por eso fue conocida durante muchos afios
como CSGIcAT (Gotoh et al., 2002a). Mas tarde se detectd que también poseia actividad GalNAcT-II,
renombrandose a ChSy-3 (Izumikawa et al., 2008).

M EXT1 y EXT2 son genes supresores de tumores y mutaciones en estos producen exostosis multiple

hereditaria de tipo I y Il, respectivamente (Duncan et al., 2001).
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Gullberg, 2003; Kim et al., 2003). EXT2 exhibe unas actividades muy débiles
(McCormick et al., 2000; Senay et al., 2000; Busse y Kusche-Gullberg, 2003), y se
cree que actua como una chaperona, de forma analoga a ChSy-2/ChPF, y que la

actividad polimerasa «real» reside en EXT1 (Busse et al., 2007; Presto et al., 2008).

El papel de EXTL1 y EXTL3 en el proceso de elongacidén no esta claro; aunque
poseen actividad elonadora a-GIcNAcT-II, no se conoce que formen ningun complejo
con EXT1 o EXT2 (McCormick et al., 2000). La hipotesis actual afirma que EXTL1
podria activarse selectivamente en tejidos especificos en fases concretas del
desarrollo (Kim et al., 2001) y que EXTL3 podria jugar un papel en la terminacién!'?
de las cadenas de HS (Busse et al., 2007).

Maduracion de los GAG: modificaciones del esqueleto de los
monosacaridos

El ultimo paso en la biosintesis de los GAG es el de las modificaciones en el
esqueleto de los monosacaridos. Aunque la biosintesis de PG se ha presentado
histéricamente como un proceso secuencial de iniciacidon-elongacion-modificacién
(Esko y Lindahl, 2001), los procesos de elongacion y maduracién se dan al mismo
tiempo, tanto en HS (Lidholt et al., 1989; Lidholt y Lindahl, 1992) como en C/DS
(Kitagawa et al., 1997; Gotoh et al., 2002b; Sato et al., 2003).

La biosintesis y modificacion de las cadenas la realiza un complejo multiproteico
denominado gagosoma, propuesto por Esko y Shelleck (2002). Este estaria formado
por la union de polimerasas y enzimas modificadoras, de manera que las diferentes
isoformas de cada una de estas definirian la longitud y tipo de modificaciones que
sufrird la cadena (Ledin et al., 2006; lzumikawa et al., 2008). En este contexto, la
chaperona EXT2 funcionaria como una proteina transportadora encargada de llevar

las enzimas biosintéticas del RE hacia el aparato de Golgi, donde van a actuar (Presto

(12 | a terminacion de las cadenas de HS y C/DS es un proceso muy poco conocido (Little et al., 2008).
Se sabe que las modificaciones afectan a la terminacién de las cadenas (Lidhot et al., 1989) y que la
sobreexpresion de la N-desacetilasa/N-sulfotransferasa (ver mas adelante) produce cadenas de HS
mas largas de lo habitual (Pikas et al., 2000). En cuanto a las CS, se sabe que las células deficientes
para la condroitina 4-sulfotransferasa 1 (C4ST-1), dan lugar a CS mas cortas (Uyama et al., 2006), lo
que implica que la 4-O-S favorece la elongacion de las cadenas de CS. Podria ser que las polimerasas

interaccionasen con C4ST-1 para determinar la longitud de la cadena (Izumikawa et al., 2008).
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et al., 2008). EI mismo papel podria aplicarse a ChSy-2 y ChPF en el caso de la

sintesis de C/DS, ya que presentan las mismas caracteristicas que EXT2.

Las modificaciones se dan de manera ordenada, afectando a la especificidad de
la enzima que da el siguiente paso (Kusche-Gullberg y Kjellén, 2003). La mayoria de
las enzimas humanas que realizan las modificaciones de las cadenas de HS y C/DS
estan identificadas y clonadas, mientras que las enzimas modificadoras del

tetrasacarido conector permanecen sin identificar.

Modificacion de las cadenas de CS y DS

Las enzimas encargadas de modificar las cadenas de C/DS aparecen recogidas
en la Tabla 7. Las isoformas de las enzimas se diferencian en los patrones de

expresion y sus especificidades de sustrato.

Los primeros pasos en la modificacion de las cadenas de C/DS son la
epimerizacion de GIcA a IdoA y las 4- y 6-sulfataciones de los residuos de GalNAc,
aunque no esta claro si son procesos concomitantes o no. La epimerizacion la realiza
la dermatano sulfato epimerasa o DSE (Nakao et al., 2000; Maccarana et al., 2006).
Las 4-O-S las realizan las condroitina 4-sulfotransferasas (C4ST), de las que se
conocen tres isoformas (Hiraoka et al., 2000; Kang et al., 2002) y una cuarta
especifica para las cadenas de DS, la dermatano 4-sulfotransferasa o D4ST (Evers et
al., 2001). De las 6-O-S se encargan las condroitina 6-sulfotransferasas (C6ST), de la

qgue existen dos isoformas en humanos (Mazany et al., 1998; Kitagawa et al., 2000).

Una vez las cadenas de C/DS estan 4- o 6-sulfatadas, se producen el resto de
modificaciones. Las 2-O-sulfataciones de los residuos de GIcA e IdoA se dan gracias
a la accion de una uronil 2-sulfotransferasa o U2ST (Kobayashi et al., 1999) y en
ultimo lugar se producen los 4,6-bisulfatos de GalNAc por accion de la GalNAc 4-
sulfato 6-O-sulfotransferasa (GALNAC4S-6ST) (Ohtake et al., 2001).

Modificacion de las cadenas de HS

La modificacién de los HS es un proceso aun mas complejo que la modificacion
de las cadenas de C/DS, debido principalmente a la cantidad de isoformas que hay
para cada una de las enzimas implicadas. Estas y los genes que las codifican
aparecen recogidos en la Tabla 8. Las isoformas se diferencian unas de otras en sus

patrones de expresion y sus especificidades de sustrato.
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El primer paso es la N-desacetilacion/N-sulfatacion de los residuos de GIcNAc y la
epimerizacion y 2-O-sulfatacion de los acidos hexuronicos, que se dan de forma casi
simultdnea y se regulan de manera conjunta (Esko y Selleck, 2002). La ND/NS se
produce gracias a la wuna proteina con actividad dual N-desacetilasa/
N-sulfotransferasa (NDST), de la que existen cuatro isoformas (Aikawa y Esko, 1999;

Aiwaka et al., 2001)."®! La epimerizacién y 2-O-sulfatacion de GIcA las realizan dos

Tabla 7. Genes y proteinas implicados en la biosintesis de proteoglicanos (lll).
Enzimas implicadas en la modificacién de las cadenas de CS y DS.

Proteina Gen® Actividad Ref.
biosintética
(DSE) (AF098066) IdOA. Maccarana et al., 2006
Condroitina CHST11 4-O-sulfatacion de
4-sulfotransferasa 1 (AB042326) GalNAc en GIcA- Hiraoka et al., 2000
(C4ST-1) GalNAc
Condroitina CHST12 4-O-sulfatacion de
4-sulfotransferasa 2 (AF239822) GalNAc en GIcA- Hiraoka et al., 2000
(C4ST-2) GalNAc
Condroitina CHST13 4-O-sulfatacion de
4-sulfotransferasa 3 (A120869) GalNAc en GIcA- Kang et al., 2002
(C4ST-3) GalNAc
Dermatano CHST14 4-O-sulfatacion de
4-sulfotransferasa (AF401222) GalNAc en IdoA- Evers et al., 2001;
(D4ST) GalNAc
Condroitina CHST3 6-O-sulfatacion de
6-sulfotransferasa 1 (UB5637) GalNAc en GIcA- Mazany et al., 1998
(C6ST-1) GalNAc
Condroitina CHST7 6-O-sulfatacion de
6-sulfotransferasa 2 (AB040711) GalNAc en GIcA- Kitagawa et al., 2000
(C6ST-2) GalNAc
Uronil .
UST 2-O-sulfatacion de .
(2032%1‘_?;ransferasa (AB020316) GICA e IdoA Kobayashi et al., 1999
GalNAc 4-sulfato CHST15 6-O-sulfatacion de

6-sulfotransferasa

GalNAc4S en

Ohtake et al., 2001

(NM_015892)

(GALNAC4S-6ST) cadenas de CS A

k1 Se indica el nombre oficial del gen humano y su niimero de acceso al GenBank™ (entre paréntesis).

31 El papel que presentan las isoformas in vivo no esta claro. Se cree que la NDST «principal» es
NDST1 (Fan et al., 2000; Ringvall et al., 2000; Ledin et al., 2004; Presto et al., 2008). NDST2 es la
encargada de sintetizar la heparina en los mastocitos (Forsberg et al., 1999; Humphries et al., 1999;
Ledin et al., 2004; Ledin et al., 2006) y NDST3 actuaria en el cerebro (Pallerla et al., 2008).
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Tabla 8. Genes y proteinas implicados en la biosintesis de proteoglicanos (IV). Enzimas
implicadas en la modificacion de las cadenas de HS.

Proteina Gen® Actividad biosintética Referencia
N-desacetilasa/ NDST1 N-desacetilacion y N-

N-sulfotransferasa 1 (U18918) sulfatacion de GIcNAc en Dixon et al., 1995
(NDST-1) los HS

N-desacetilasa/ NDST2 N-desacetilacion y N-

N-sulfotransferasa 2 (U36601) sulfatacion de GIcNAc en Humphries et al., 1998
(NDST-2) HS y heparina

N-desacetilasa/ NDST3 N-desacetilacion y N-

N-sulfotransferasa 3 (AF074924) sulfatacion de GIcNAcen  Aikawa y Esko, 1999
(NDST-3) los HS

N-desacetilasa/ NDST4 N-desacetilacion y N-

N-sulfotransferasa 4 (AB036429) sulfatacién de GIcNAc en  Aikawa et al., 2001
(NDST-4) los HS

HS GIcA epimerasa GLCE Epimerizacion de GIcAB3 a [b]
(GLCE) (AB020643) IdoAa3 Crawford et al., 2001
HS 2-sulfotransferasa 1 HS2S8T1 2-O-sulfatacién de GIcA e . [b]
(H20ST) (AB007917) IdoA Kobayashi et al., 1997
HS 6-sulfotransferasa 1 HS6ST1 6-O-sulfatacién de Habuchi et al. 1998
(HBOST-1) (AB006179) GlcNAC y GIcNS K

HS 6-sulfotransferasa 2 HS6ST2 6-O-sulfataciéon de .

(H60ST-2) (ABOB7776) GIcNAC y GIcNS Habuchi et al., 2003
HS 6-sulfotransferasa 3 HS6ST3 6-O-sulfataciéon de . [b]
(H6OST-3) (AF539426) GIcNAC®!y GIcNS Habuchi et al., 2000
HS 3-sulfotransferasa 1 HS3ST1 3-O-sulfatacion de GICNS y

(H30ST-1) (AF019386)  GICNS6S Shworak et al., 1997
HS 3-sulfotransferasa 2 HS3ST2 L

(H30ST-2) (AF105374) 3-O-sulfatacion de GIcNS ~ Shworak et al.,1999
HS 3-sulfotransferasa 3,  HS3ST3A17 3-O-sulfatacion de GIcN, Shworak ef al. 1999
(H3OST-3A1) (AF105376) GIcNS y GIcN6S ”

HS 3-sulfotransferasa 35 HS3ST3B171 3-O-sulfatacion de GIcN, Shworak ef al. 1999
(H30ST-3B1) (AF105377) GIcNS y GIcN6S ”

HS 3-sulfotransferasa 4 HS3ST4 3-O-sulfatacién de GIcNS y  Shworak et al.,1999;
(H30ST-4) (AF105378) GIcNS6S Lawrence et al., 2007
HS 3-sulfotransferasa 5 HS3ST5 3-O-sulfataciéon de GIcN, Xia et al. 2002
(H30ST-5) (AF503292) GIcNS GIcNS6S ”

HS 3-sulfotransferasa 6 HS3ST6 3-O-sulfatacion de GIcNS y

(H30ST-6)

(NM_001009606) GIcNS6S

Xu et al., 2005

! Se indica el nombre oficial del gen humano y su nimero de acceso en el GenBank™ (entre paréntesis).

Bl | as referencias citadas describen la clonacion de proteinas de ratéon. Para GLCE, H20ST y H60ST-3, los numeros de
acceso a las secuencias de ratéon son AF325532, AF060178 y NM_015820. Las proteinas humanas no se encuentran
clonadas, pero las secuencia estan descritas en Crawford et al., 2001 (basados en secuencias depositadas por Nagase et
al., 1998); Seki et al., 1997 y Bonner et al., 2002, respectivamente.

I | a actividad sulfotransferasa frente a residuos de GIcNAc solo estd demostrada en ratones (Zhang et al., 2001; Habuchi et
al., 2003). Para las proteinas humanas, esta actividad sélo se ha detectado al nivel de trazas (Habuchi et al., 2003).

Ul Bonner, T.1I.; Ferraren, D. O. y Detera-Wadleigh, S. (2002) «The coding sequence of HS6ST3 spans
an intron of 741 kb», articulo no publicado. Secuencia enviada directamente a GenBank™ el 19 de

agosto de 2002.
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enzimas diferentes, HS GIcA epimerasa (GLCE) y HS 2-sulfotransferasa (H20ST).
Para ambas proteinas las formas humanas no se encuentran clonadas, aunque si las
de raton (Kobayashi et al., 1997; Crawford et al., 2001).

Las ultimas modificaciones que se dan son las 3-O- y 6-O-sulfataciones de GIcN,
catalizadas por una HS 6-sulfotransferasa (H60OST) y una HS 3-sulfotransferasa
(H3OST), respectivamente. De ambas enzimas se conocen varias isoformas, tres
para H6OST (Habuchi et al., 1998, 2000, 2003) y siete para H3OST (Shworak et al.,
1997, 1999; Xia et al., 2002; Xu et al., 2005; Lawrence et al., 2007).

Las modificaciones en el tetrasacarido conector

No se conoce cdmo ni qué enzimas realizan las modificaciones del tetrasacarido
conector, aunque se ha sefalado que una condroitina 6-sulfotransferasa podria ser la

encargada de realizar la 6-O-sulfatacion en la Gal-2.!""

Se sabe que la fosforilacion de la Xyl se da después la primera reaccion de
galactosilacién y antes de la accion de GICAT-I; durante la glucuronizacion se produce
la desfosforilacién de forma masiva (Moses et al., 1997a, 1999), aunque no todos los
residuos se desfosforilan, ya que se han encontrado HS maduros con 2-O-P
(Sugahara et al., 1988; Moses et al., 1999).

No se conoce en qué momento se realizan las sulfataciones de los residuos de
Gal. En todo caso, debido a que la 6-O-S y 4-O-S de Gal-3 inhiben a GICAT-I (Gulberti
et al., 2005; Tone et al., 2008), y ya que se han encontrado estructuras GlcA—Gal6S—
Gal6S—Xyl-O-Ser en PG maduros (de Waard et al, 1992) deberian darse después de
la glucuronosilacion. Por otro lado, la 6-O-S de la Gal-2 podria darse antes, ya que
aumenta la afinidad de GICAT-I por el tetrasacarido conector (Gulberti et al., 2005;
Tone et al., 2008).

¢ Coémo discrimina la célula entre C/DS y HS?

El hecho de que las cadenas de HS y C/DS se encuentren unidas a las proteinas
nucleo mediante la misma estructura, el tetrasacarido conector, encierra una pregunta

que a dia de hoy permanece sin respuesta. ;Como es capaz de diferenciar la

1) Kitagawa, H.; Tsutsumi, K.; lkegami, A.; Goto, F.; Ogawa, T. y Sugahara, K.; datos sin publicar.
Citado en Tone et al. (2008).
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maquinaria biosintética sobre qué proteinas construir cadenas de HS y sobre cuales
C/DS?

Desde finales de los setenta se han sucedido una serie de hipotesis a este
respecto. Algunas, como la compartimentacion enzimatica (Uhlin-Hansen vy
Yanagishita, 1993) se encuentran desechadas en la actualidad (Kjellén y Lindahl,
1991; Fritz et al., 1997; Fransson et al., 2000). Otras, las que se explican a
continuacion, siguen siendo objeto de debate.

La proteina nucleo contiene secuencias que determinan la formacion de HS o
CS

Como se ha mencionado anteriormente, es conocido el hecho de que los
B-D-xilopirandsidos pueden ser utilizados como cebadores de la biosintesis de GAG al
actuar como sustratos de GalT-I. Normalmente estos xilopirandsidos dirigen la
biosintesis de GAG artificiales hacia la formacion de cadenas de C/DS y sélo de forma
marginal se produce la formacién de cadenas de HS (Johnston y Keller, 1979;
Robinson y Lindahl, 1981; Sobue et al.; 1987; Lugemwa y Esko, 1991; Fritz et al.,
1994a). Incluso en células que sélo producen cadenas HS de forma natural, el uso de
xilésidos induce la formacion preferencial de C/DS (Robinson y Lindahl, 1981;

Stevens y Austen, 1982; lozzo y Hassell, 1989).

No obstante, es posible favorecer la formacién de HS utilizando xilopirandsidos
con aglicones aroméaticos y heterociclicos (Figura 15), como el estradiol, el naftol o el
metilumbelifenol (Johnston y Keller, 1979; Lugemwa y Esko, 1991; Fritz et al., 1994a).
En la Tabla 9 se muestran algunos xilopirandsidos que han sido utilizados como
cebadores de la sintesis artificial de GAG. Si los compuestos pudieron cebar la
sintesis de HS, se indica su porcentaje en la cantidad total de GAG excretados al

medio extracelular. Aunque el porcentaje final de HS generados artificialmente

ACCRRCGhs

Figura 15. Algunos aglicones que dirigen la biosintesis de GAG hacia la
formacion de HS.

OH
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depende de varios factores como puede ser la concentracion de los xilopirandsidos en
el medio (Schwartz et al., 1974a) y el interior celular (Sobue et al., 1987), es

unicamente la estructura del aglicén la que determinara si se produciran, o no, HS.

También es conocido que determinadas estructuras de la proteina nucleo
favorecen la formacion de HS frente a C/DS. La presencia de aminoacidos
aromaticos, como Trp, Tyr y Phe, cercanos a la secuencia de glicosilacion SGD
favorece la formacion de HS en dichos sitios (Zhang y Esko, 1994; Zhang et al.,

1995). A este respecto, se piensa que los aglicones con estructuras aromaticas de los

Tabla 9. Algunos xilopirandsidos utilizados como cebadores de la biosintesis de

GAG.
Compuesto % HS®!  Tipo celular™ Referencia
B-D-Xyl n.d. - Helting y Rodén, 1969
Metil B-D-Xy! "7 oo pgSA-745 Efgé”rﬁv{a@"giﬂaf ?gg 1
4-Metilumbeliferil O-5-D-Xyl nij " CHO pgsA-745 alj(;granryvz 33// Il_zc;vlgct)r,]irés; 19 73
n.d - Okayama et al., 1973
p-Nitrofenil O-B-D-Xyl 13 SV3T3 Johnston y Keller, 1979
6 CHO pgsA-745  Lugemwa y Esko, 1991
Etil O-B-D-Xyl n.d. - Robinson et al., 1975
n-Butil O-B-D-Xyl n. d. - Robinson et al., 1975
n-Octil O--D-Xyl "o’ CHO pasAT45 fﬁi’:ﬁ@g 3?4,}’«1917 %01
Bencil O-B-D-Xyl n. d. - Robinson et al., 1975
Fenil O-B-D-Xyl n. d. - Robinson et al., 1975
Fenilamina N-G,a-D-Xyl n.d. - Sobue et al., 1987
p-Carboxifenil O-B-D-Xyl n. d. - Sobue et al., 1987
Alquil S-B-D-tio-Xyl'® n. d. - Sobue et al., 1987
B-Estradiol O-B-D-Xyl 45 CHO pgsA-745 Lugemwa y Esko, 1991
trans, trans Farnesil O-B-D-Xyl 0 CHO pgsA-745  Lugemwa y Esko, 1991
Colesteril O-B-D-Xyl CHO pgsA-745 Lugemwa y Esko, 1991
2-Naftil O-B-D-Xyl 32 CHO pgsA-745  Fritz et al., 1994a
5-Hidroxiindol O-B-D-Xyl 14 CHO pgsA-745  Fritz et al., 1994a
3-d-Equileninil O-B-D-Xyl 55 CHO pgsA-745  Fritz et al., 1994a
9-Fenantril O-B-D-Xyl 20 CHO pgsA-745  Fritz et al., 1994a

[l Se indica si el xilosido fue capaz de iniciar la sintesis de HS.

"I Indica el tipo celular utilizado en los ensayos de sintesis de GAG.

I Probaron diferentes longitudes de alquilo (Xyl-S-(CH,)s-CHs) desde n = 0 (metilo) hasta 10.
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xilopirandsidos que ceban la sintesis de HS, es debido a que pueden mimetizar estas

zonas de la proteina nucleo (Fritz et al., 1994a).

Las cajas &cidas son unas secuencias de la proteina nucleo ricas en residuos
acidos que flanquean la secuencia SGD (Esko y Zhang, 1996; Wilson, 2004;
Whitelock e lozzo, 2005). Estas secuencias amplifican la posibilidad de que se genere
una cadena de GAG en la secuencia SGD cercana. Algunas de estas secuencias
favorecen la formacién de cadenas de HS, mientras que otras favorecen la formacion
de C/DS (Zhang y Esko, 1994; Zhang et al., 1995).

Asi, tanto la formacion de CS como la de HS, se ve afectada por la
presencia/ausencia de determinadas secuencias y estructuras en la proteina nucleo
(Whitelock e lozzo, 2005). En el caso de los primeros el gagosoma necesita de menos
elementos estructurales para reconocer la secuencia consenso y poder polimerizar el
GAG (Nadanaka et al.,, 1999; Kim et al., 2003; Kitagawa et al., 2003), por eso la
sintesis de C/DS se ve favorecida «por defecto». Aunque estas secuencias
favorezcan la sintesis de cadenas de HS, su presencia no es una condicién sine qua
non. Muchos PG como la serglicina, el sindecano o el colageno XVIII pueden estar
decorados, en el mismo sitio, con CS o HS dependiendo del tipo celular y las
condiciones del cultivo (Yurt et al., 1977; Enerback et al., 1985; Seldin et al., 1985;
Rapraeger, 1989; Dong et al., 2003), lo que implica que la informacion de HS vs CS

no se encuentra exclusivamente en la proteina nucleo.

Las modificaciones del tetrasacarido conector

Como se ha comentado anteriormente, la sulfatacion en O-6 de Gal-2 y Gal-3, y
en O-4 de Gal-3 sélo se da en las cadenas de CS, mientras que la 2-O-fosforilacion
en la Xyl aparece en HS y CS (Sugahara et al., 1988, 1992a, 1992b, 1995; de Waard
et al.,, 1992). Debido a estas diferencias, muchos autores han propuesto que las
sulfataciones en los residuos de Gal podrian ser sefales que facilitasen la sintesis de
CS y/o bloqueasen la de HS (Salimath et al., 1995; Sugahara y Kitagawa, 2000, 2002;
Ueno et al., 2001).

Estas afirmaciones se basan en el hecho de que las modificaciones afectan a
algunas enzimas biosintéticas: GICAT-I aumenta su eficiencia catalitica frente a
estructuras que contienen grupos 2-O-P en la Xyl y 6-O-S en la Gal-2, mientras que

las 4-O-S y 6-O-S de la Gal-3 bloguean su actividad enzimatica (Gulberti et al., 2005;

38



Introduccion

Tone et al., 2008). La 2-O-P también inhibe a GalT-l (Gulberti et al., 2005). Podrian
ser, pues, mecanismos de control (Moses et al., 1997a, 1999) semejantes a los
existentes en otros puntos de la biosintesis: por ejemplo, la 4,6-bisulfatacién de las
CS supone de facto la terminacion de las cadenas, ya que dichas modificaciones
inhiben la actividad B-GalNAcT-Il de ChSy (Kitagawa et al., 1995; Fransson et al.,
2000), mientras que CSGalNAc-T2 se ve favorecida por la presencia de grupos
sulfato en las cadenas durante el proceso de elongacion (Sato et al., 2003).

Una modificacién inusual consiste en la adicion de un residuo de a-GalNAc unido
al GIcA del tetrasacarido conector (Salimath et al., 1995). Esta modificaciéon podria ser
un marcador para la sintesis de HS (Fransson et al., 2000). Como EXTL2 posee
actividad a-GalNAcT (Kitagawa et al., 1999), existe la posibilidad de que esta proteina
«marcase» los tetrasacaridos sobre los que se van a sintetizar cadenas de HS con el
residuo de a-GalNAc. Esta hipotesis concuerda con el hecho de que la actividad
a-GalNAcT se inhibe con la 4-O-S de Gal-3 (Kitagawa et al., 1995; Lidholt et al.,
1997).

Metabolismo y degradacién de los proteoglicanos

El metabolismo de los PG se encuentra, normalmente, en un estado estacionario;
la sintesis y la degradacion son procesos igual de rapidos que mantienen un fondo
constante de PG anclados a la superficie celular y en el MEC (Yanagishita y Hascall,
1992, Edgren et al., 1997), tal y como aparece ilustrado en la Figura 16. La vida
media del PG depende de su naturaleza y del tipo celular, pudiendo ser horas (Lark y
Culp, 1984; lozzo, 1987; Egeberg et al., 2001) o semanas (Rodriguez S. y Gémez T.,
2003).

La degradacién de los PG puede variar entre diferentes tipos celulares, especies
o, simplemente, entre distintos tipos de PG (Yanagishita, 1992) y comienza cuando
los PG son tomados del exterior e interiorizados por las células mediante endocitosis.
En los endosomas, las proteinas nucleo son degradadas por proteasas lisosomales,
mientras que las cadenas de GAG son parcialmente degradadas por
endo-B-glicosidasas especificas, dando lugar a aminoacidos y cadenas de GAG de
entre 5 y 10 kDa (Yanagishita y Hascall, 1992; Prabhakar y Sasisekharan, 2006). Las
enzimas humanas conocidas que participan en esta ruta aparecen recogidas en la
Tabla 10.
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Proteoglicano de la MEC

Membrana plasmérica

4. Endocitosis
2. Transporte a la
membrana o MEC
O Lisosoma 5. Digestion con
proteasas y
1 endoglicosidasas

2/,
4

%§,¥/O

eRegCAe 7. Digestién con

exoglicosidasas
y sulfatasas

O 44eraci()n de

monosacaridos y
grupos sulfato

Golgi

Figura 16. Esquema general del metabolismo de los proteoglicanos. Después de ser
sintetizados en el aparato de Golgi, los PG entran en el sistema vacuolar hasta su
destino (1). Los PG son transportados hacia la membrana plasmatica, donde
permanecen anclados (2) o son liberados a la MEC (3). Mediante endocitosis, la
célula capta los PG del exterior (4). En los endosomas se inicia su digestion: en un
primer paso actuan proteasas y endoglicosidasas, que digieren las proteinas nucleo
y cortan las cadenas de GAG, respectivamente (5). Parte de estos fragmentos
pueden ser redirigidos hacia Golgi, donde son reciclados en la sintesis de nuevos PG
(6). El endosoma evoluciona formandose el lisosoma, donde las cadenas de GAG
son degradadas mediante exoglicosidasas y sulfatasas a monosacaridos y grupos
fosfato (7). Estos compuestos basicos son finalmente liberados al citoplasma para su
uso en otras rutas metabdlicas (8).

En un paso posterior, ya en los lisosomas, los oligosacaridos que no hayan sido
reciclados (Takeuchi et al., 1990, Edgren et al., 1997) son degradados por sulfatasas

y exoglicosidasas especificas (Tabla 10) en un proceso secuencial y ordenado. Como
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Tabla 10. Genes y proteinas implicados en el catabolismo de proteoglicanos.

Proteina Gen® Actividad biosintética Referencias
HYAL2 Endo N-acetil-
Hialuronidasa 2 (AJ000099) galactosaminidasa: rotura Lepperdinger et al., 1998
de las cadenas de C/DS
HYAL4 Endo N-acetil-
Hialuronidasa 4 (AF009010) galactosaminidasa: rotura Csoka et al., 1999
de las cadenas de C/DS
IDS Hidrolisis del grupo sulfato .
Iduronato 2-sulfatasa (M58342) de IdoA2S en HS y DS Wilson et al., 1990
. IDUA Eliminacién del IdoA
a-L-lduronidasa (M74715) terminal en HS y DS Scott et al., 1991
N-sulfoglucosamina
sulfohidrolasa SGSH Hidrdlisis del grupo N-S de
(Heparano (BC047318)  GIcNS Scott et al., 1995
N-sulfatasa)
Acetil-CoA N- HGSNAT Acetilacion de GIcNH del Fan et al., 2006
acetiltransferasa (XM_372038) extremo no reductor Hrebicek et al., 2006
a-N-Acetil- NAGLU Hidrolisis de GalNAc del Webber et al., 1996

glucosaminidasa

GlcNAc 6-sulfatasa GNS

(NM_002076)

Arilsulfatasa B ARSB

(GalNAc-4-sulfatasa) (M32373)

GALNS
GalNAc 6-sulfatasa (D17629)

HEXA
B-N-Acetil- (S62076)
hexosaminidasa®™  HEXB

(BT009919)

. GUSB

B-Glucuronidasa (M15182)

(NM_000263)

extremo no reductor

Hidrdlisis del grupo sulfato
de GIcNAc6S en HS y KS

Hidrolisis del grupo sulfato
de GalNAc4S en CSy DS

Hidrolisis del grupo sulfato
de GalNAc6S en CS y KS

Eliminacién de GalNAc4S y
GalNAc del extremo no
reductor

Eliminaciéon de GIcA del
extremo no reductor en HS
y C/DS

Zhao et al., 1996
Robertson et al., 1992

Peters et al., 1990;
Schuchman et al., 1990

Tomatsu et al., 1991;
Morris et al., 1994

Korneluk et al., 1986;
Neote et al., 1988

Oshima et al., 1987

¥l Se indica el nombre oficial del gen humano y su numero de acceso al GenBank™ (entre paréntesis).

| as hexosaminidasas A y B estan formadas por dos subunidades, a y B, codificadas respectivamente por HEXA
(Korneluk et al., 1986) y HEXB (Neote et al., 1988).

las exoglicosidasas no pueden eliminar monosacaridos modificados, las sulfatasas
eliminan antes los grupos sulfato. Por ejemplo, la iduronato 2-sulfatasa (Wilson et al.,
1990) elimina el grupo 2-O-sulfato de los residuos de IdoA, que son posteriormente
hidrolizados por la a-L-iduronidasa (Scott et al., 1991). La unica excepcién es la
hexosaminidasa A, que puede hidrolizar directamente un residuo de GalNAc4S de las
cadenas de CS (Prabhakar y Sasisekharan, 2006). Para eliminar los residuos de GIcN
de las cadenas de HS es necesario un paso previo de N-acetilacion, que es realizada
por una AcCoA N-acetiltransferasa (Fan et al., 2006; HiebiCek et al, 2006). Después,
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Tabla 11. Enfermedades asociadas a deficiencias en las enzimas catabdlicas de HS y C/DS.

Enfermedad

Deficiencia enzimatica

Sintomas

MPS tipo |
(Sindrome de Hurler/Scheie)

MPS tipo Il
(Sindrome de Hunter)

MPS tipo IlIA
(Sindrome de Sanfilippo A)
MPS tipo 1lIB
(Sindrome de Sanfilippo B)
MPS tipo 1lIC
(Sindrome de Sanfilippo C)
MPS tipo 11ID

(Sindrome de Sanfilippo D)

MPS tipo IVA
(Sindrome de Morquio A)

MPS tipo VI
(Sindrome de Maroteaux-
Lamy)

MPS tipo VII
(Sindrome de Sly)

Gangliosidosis Gy,

DMS
(mucosulfatidosis)

a-L-lduronidasa

Iduronato 2-sulfatasa

Heparano N-sulfatasa

a-N-Acetilglucosaminidasa

Acetil CoA N-
acetiltransferasa

GIcNAc 6-sulfatasa

GalNAc 6-sulfatasa

GalNAc 4-sulfatasa

B-Glucuronidasa

B-Hexosaminidasa

Factor de modificacion de
sulfatasas 1

Organomegalia, cérneas opacas,
sordera, enfermedades coronarias,
retraso mental, muerte infantil.

Hiperactividad, conducta agresiva,
retraso mental, deterioro mental,
esplasticidad, muerte en la
adolescencia.

Deterioro mental profundo, retraso
mental, rigidez articular, problemas
de comportamiento.

Sintomas similares a IllA, pero
generalmente mas suaves.

Sintomas similares a llIA, pero
generalmente mas suaves.

Sintomas similares a llIA, pero
generalmente mas suaves.

Desarrollo éseo anormal,
articulaciones hipermoéviles,
cérneas opacas, macrocefalia,
baja estatura, dientes espaciados.

Corneas opacas, sordera,
endurecimiento de la dura mater.

Hydrops fetalis (retencién de
liquidos), retraso mental leve,
hidrocefalia, cérneas opacas.

Muerte infantil, atrofia muscular
neurodegeneracion, pérdida de
vision y audicion, retraso mental.

Degeneracion neuronal y nerviosa,
problemas de desarrollo, muerte
infantil.

la a-N-acetilglucosaminidasa hidroliza el monosacarido (Webber et al., 1996; Zhao et
al, 1996).

La mayoria de las sulfatasas y exo-glicosidasas se producen como pro-proteinas
que son procesadas en los lisosomas para generar las formas activas (Clements et
al., 1989; Bielicki et al., 1990; Taylor et al., 1991 Webber et al., 1996). Estan enzimas
se encuentran moduladas por la estructura de los grupos vecinos y sufren inhibicidon
por exceso de producto, por lo que se ha especulado que podrian formar un complejo

multienzimatico (Bielicki et al., 1990).
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Cuando el proceso se ha completado, los monosacaridos, los grupos sulfato, los
aminoacidos y los dipéptidos resultantes de la digestion de las proteinas nucleo son
liberados al citosol a través de transportadores especificos y/o por mecanismos de
difusiéon pasiva (Winchester, 2005; Freeze, 2009).

La importancia metabdlica de las rutas de degradacion de GAG se manifiesta con
la cantidad de enfermedades que estan ligadas al malfuncionamiento de las enzimas
propias de estas rutas (Tabla 11). La mas importante es la mucopolisacaridosis
(MPS), una enfermedad autosémica recesival'® caracterizada por la acumulacién de

GAG en los lisosomas (Neufeld y Muenzer, 1995).

Segunda parte: los B-D-xilopiranésidos pueden inhibir el
crecimiento celular: xilopiranésidos como anticancerigenos

Ya que una parte importante del control del crecimiento celular recae sobre los
PG (Esko et al, 2009), no es de extrafiar que el metabolismo de éstos sea
determinante para muchos procesos relacionados con el cancer, como son la
angiogénesis, la progresion tumoral y la metastasis (Sasisekharan et al., 2002),

algunos de los cuales aparecen recogidos en la Tabla 12.

Al interaccionar con factores de crecimiento y morfégenos de la MEC y controlar
el crecimiento celular, los PG son un buen blanco en estrategias antiproliferantes.
Ademas, en ocasiones se ha observado que los patrones de PG cambian entre las
células normales y las transformadas. En este sentido, los glipicanos estan muy
relacionados con el crecimiento tumoral; su expresidon ectopica esta relacionada con
comportamientos invasivos (Liu et al., 1998) al actuar como promotores de la
metastasis (Liu et al., 2002). Por tanto, la tumorogénesis puede reducirse al

transfectar las células con cDNA antisentido para el glipicano 1 (Kleeff et al., 1999).

El bloqueo de la accidén de las heparanasas, por ejemplo, es una aproximacion
utilizada en el tratamiento del cancer. El crecimiento de las lineas celulares
cancerigenas puede detenerse inhibiendo las heparanasas extra e intracelulares con
pequefos oligosacaridos sulfatados (Irimura et al., 1986; Saiki et al., 1990; Miao et al.,

1999; Parish et al., 1999; Liu et al., 2002) o con miméticos de la heparina (Takahashi

(1) | a unica excepcion es la MPS de tipo I, que esta ligada al cromosoma X (Neufeld y Muenzer, 1995)
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Tabla 12. Proteinas que interaccionan con GAG, los efectos biologicos resultado
de la interaccién y la relacion de estos con el cancer (tomada de Sasisekharan et

al., 2002)
;’fros:e_so Proteinalfactor Efecto biolégico Efecto sobre el cancer
iologico
. . Cambio Inhibicion de la formacion del
Antitrombina Ill . o
B conformacional esqueleto de fibrina
Coagulacién

Formacion del

Modulaciéon de la cascada de

Trombina . . g
complejo ternario coagulacion
FGF Oligomerizacion del Activacién autocrina del creci-
receptor miento
E:;ti?;?;n?s HGF Secuestro de factores Promueve el crecimiento del
morfégenosy de crecimiento tumor
WNT Formacion del Difusion de morfégenos vy
gradiente regulacion de la diferenciacion
Factores Endostatina Receptor Induccion de la angiogénesis
angiogénicos VEGF Senalizacion Induccion de la angiogénesis

Citoquinas y
quimioquinas

Interluquinas

Secuestro de FC

Formacion del

Modulacién de la respuesta
inmune antitumoral

Modulacién de la respuesta

MIP-18 gradiente de ; .
L inmune antitumoral
quimioquinas
iy Modulacién de .

Interaccion . ) g Mecanismo por el que los
. . Selectina P interacciones entre el ! .
célula-célula GAG promueven la metastasis

tumor y las plaquetas
Interacciones Laminina, . Inhibicion  del  crecimiento
célula-MEC fibronectina Adhesion a la MEC tumoral y diferenciacion
. Barrera antimetastatica, se-
. Degradacioén de la
Enzimas Heparanasa cuestro de factores que

MEC

promueven la invasividad

FC, factor de crecimiento; FGF, factor de crecimiento de fibroblastos; HGF, factor de crecimiento de hepatocitos;
MIP-18, proteina de macrdéfago inflamatorio 1B; VEGF, factor de crecimiento del endotelio vascular

et al., 2001; Ishida et al., 2004). La inhibicion de las heparanasas impide la rotura de
la pared de polisacaridos que precede a la metastasis y bloquea la liberacion de

factores proangiogénicos como FGF2 (Sasisekharan et al., 2002).

La interferencia en el metabolismo de los GAG se ha probado también en
estrategias combinadas con otros agentes antitumorales, como la a-difluorometil
ornitina (DFMO), que bloquea la captacién y sintesis de poliaminas. Se ha visto que
las células deficientes en la biosintesis de PGHS son mas sensibles al tratamiento
con DFMO como antitumorales. Asi mismo, en ratones tratados con DMFO y un
xilopirandsido que bloquea la biosintesis de HS enddgenos, la tumorogenia es menor

que en ratones tratados solamente con DMFO (Belting et al., 2002).
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Estos xilopirandsidos pueden actuar, ademas, como anticancerigenos y/o
antiproliferantes por si mismos. El uso de xilopiranésidos como herramientas en el
estudio de los PG ha sido muy comun (Gibson et al., 1978; Kinoshita y Saiga, 1979;
Spooncer et al., 1983; Sobue et al., 1987; Kolset et al., 1990; Gulberti et al., 2005),
pero ademas, estos compuestos han permitido el desarrollo de compuestos bioactivos
que han demostrado su utilidad como activadores de FGF (Miao et al., 1995),
antitrombdticos (Martin et al., 1996; Kisilevsky et al., 2004) e inhibidores del
crecimiento de células transformadas, esto es, anticancerigenos (Mani et al., 1998,
Belting et al., 2002; Mani et al., 2004).

Johnston y Keller observaron que al tratar con B-D-xilopirandsidos células
transformadas (SV3T3), disminuia su tasa de proliferacion. Los autores establecieron
la hipotesis de que, ya que las células transformadas y las normales presentaban
diferentes patrones en los HS de sus superficies celulares, la modificacién del
metabolismo de estos compuestos podria tener efectos diferentes en segun qué
lineas celulares (Johnston y Keller, 1979). Muchas de las funciones celulares
dependen de la correcta interaccion entre los PG de la superficie y las moléculas del
entorno celular, como factores de crecimiento y poliamidas (Belting et al., 2002). Esto
provoca que cualquier mal funcionamiento en el metabolismo de los PG pueda llevar
a alteraciones graves en el desarrollo celular e incluso a la muerte (Kolset et al.,
1990).

En la misma linea, Kolset et al. (1990) observaron que se podia inhibir la
proliferacion celular en presencia de p-nitrofenil B-D-xilopirandsido y hexil
B-D-tioxilopirandsido. Esta  actividad  antiproliferante  se asocid6 con el
malfuncionamiento que los xilésidos causaban en el metabolismo de PGCS, aunque
otros compuestos que eran capaces de interferir en la biosintesis de PG (Robinson y

Robinson, 1981) se mostraron inactivos como antiproliferantes.

Mani et al. encontraron que el 2-(6-hidroxinaftil) B-D-xilopirandsido era un potente
antitumoral (Mani et al., 1998) y el tratamiento con ese xilésido de ratones con
tumores inducidos artificialmente reducia la carga tumoral entre el 70-97 % (Mani et
al., 2004). Este efecto antiproliferante variaba dramaticamente dependiendo de la
estructura fina del aglicon (Mani et al., 1998; Mani et al., 2004; Jacobson et al., 2006;
Johnsson et al., 2007) y no estaba causado por el xilésido en si, sino por los HS cuya

sintesis habia cebado.
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La capacidad de los xilopirandsidos para cebar la biosintesis de cadenas de HS
(y, por tanto, para actuar como posibles anticancerigenos) podria estar relacionada
con su capacidad para actuar como aceptores de B4GALT7. En este sentido, el
desarrollar nuevos xilopiranésidos con aglicones hidréfobos puede conducir a una
nueva familia de agentes antitumorales que actuaria como «aceptores trampa» de la
B4GALT7, de tal suerte que puedan modificar el metabolismo de los PG de las células
tumorales. En este contexto es en el que se articula el trabajo realizado en la presente

memoria.
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Los objetivos del trabajo que recoge esta memoria pueden resumirse en:

1.

Disefio y optimizacion de un método sencillo de subclonacion, sobreexpresion y

purificacion de la enzima humana -1,4-galactosiltransferasa 7 en Escherichia coli.

Caracterizacién cinética y estructural de la enzima B4GALT7 recombinante,

obtenida como proteina de fusion a una cola de polihistidinas.

Desarrollo de una estrategia sintética eficaz de 3-amidopropil xilopirandsidos, de
forma que un esquema de sintesis general permita la obtencion de una amplia

bateria de estructuras en los aglicones de los xilopirandsidos.

Sintesis, purificacion y caracterizacion estructural del glicoaminoacido

O-xilopiranosil-L-serina.

Estudio de la actividad de los xilopirandsidos sintetizados frente a la B4AGALT7

recombinante y su caracterizacion como «aceptores trampa» de la enzima.

Estudio de la capacidad antiproliferante de los xilopirandsidos sintetizados en

cultivos celulares.
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Primera Parte: obtencién y caracterizacién de la enzima
B-1,4-galactosiltransferasa 7 humana

Materiales

En la realizacion del trabajo presentado en esta memoria se han utilizado las
siguientes cepas de Escherichia coli: BL21 (DE3) (Promega), DH5a (Promega), K12
(ATCC 86984) e IRALp962B203Q2 (RZPD Clone Library).

El plasmido pET-28b(+) fue adquirido a Novagen (Figura 17).

La T4-DNA polimerasa, las enzimas de restriccion EcoRlI, Hindlll, Nhel, Pstl y los

patrones de peso molecular 7 kb DNA Ladder fueron adquiridos a MBI Fermentas.

Los fragmentos de ADN fueron analizados mediante electroforesis en geles de
agarosa D1-Medium EEO (Pronadisa). Los geles fueron resueltos utilizando una

cubeta Run One™ Eectrophoreis Cell de EmbiTec.
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Figura 17. Esquema del plasmido pET-28b(+) (izqda.) y del pOTB7 (dcha.). El
plasmido pEB203Q2, suministrado por RZPD Clone Library, esta construido
clonando el cDNA codificante para B4GALT7 entre las dianas de EcoRl y Xhol del
sitio de policlonaje (MCS) del vector pOTB?Y.

Para la purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se utilizo
el kit Perfectorep® Gel Cleanup de Eppendorf. Para la purificacion de plasmidos a

partir de cultivos bacterianos se utilizé el kit Genelute™ Plasmid Miniprep de Sigma.

Para el analisis de proteinas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
con SDS (SDS-PAGE) se utilizé el sistema MiniProtean® 3 de Bio-Rad. Los geles se
prepararon utilizando una disolucién comercial (Bio-Rad) de acrilamida/bis-acrilamida
al 30% (29:1) y se les anadié 2,2,2-tricloro-etanol para su visualizacion mediante
radiacion UV (Ladner et al., 2004). Ademas, se tifieron utilizando los procedimientos
estandar (Sambrook et al., 1989). El patron de pesos moleculares Low Molecular

Weight Calibration Kit se obtuvo en GE Healthcare.

Los analisis densitoméricos de los geles de agarosa y acrilamida/bisacrilamida se
realizaron utilizando un fotodocumentador Gene Flash Blo Imaging de Syngene Ltd.

con el software Gene Tools 3.07.

Las enzimas PK y LDH fueron adquiridas en Sigma-Aldrich. La lisozima fue
suministrada por USB Corporation y la DNasa | por Roche. El IPTG y el imidazol
fueron adquiridos en Acros Organics. El sulfato de estreptomicina, el sulfato de

kanamicina, el cloranfenicol, el ATP, el NADH y el resto de reactivos de rutina
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utilizados en el trabajo de la presente memoria fueron adquiridos en Sigma-Aldrich y

Scarlab.

Los componentes para la preparacion de medio de cultivo Luria-Bertani (extracto
de levadura y triptona) fueron suministrados por Pronadisa. Los cultivos celulares se

incubaron en un agitador orbital termostatizado Lab-Shaker de Adolf Kiihner AG.

Para obtencion de extractos libres de células (CFE) se utilizé una prensa francesa
de Thermo Electron Corp.

La resina de Ni**-IDA-agarosa (35-40 ymol Ni**/mL de resina) fue suministrada
por Agarose Bed Technologies (ABT). Las columnas cromatograficas Glass Econo-

Column (d=2,5 cm) para la purificacion de proteinas se adquirieron a Bio-Rad.

Se utilizaron membranas de dialisis Spectra/Por® de Spectrum con un tamafio de

poro adecuado para proteinas de peso molecular superiores a 12000-14000 Da.

El espectrofotbmetro utilizado para medidas de absorbancia y ensayos
enzimaticos fue un UV-Vis SPECTRAmax-384 Plus de Molecular Devices con el
software SofTMax-Pro 5.1.

Para los ensayos en HPLC se utilizaron dos equipos, un HPLC Dionex con un
detector de fotodiodo Array PDA-100 (utilizando el software Chromaleon v 6.60) y un
HPLC Jasco Pu-2089 Plus con un detector de ultravioleta Jasco UV-2075 Plus
(utilizando el software Jasco ChromPass v 1.8.6.1). Se utilizaron dos columnas C18
de 5pum de diametro y 20 cm de longitud, una Lichrosorb RP18 (G. L. Science)
suministrada por Analisis Vinicos y una mediterranean seaj;g suministrada por

Teknokroma.

Metodologias generales

Las técnicas basicas de manipulacion de ADN (PCR, clonacion, digestion con
endonucleasas, transformacion, etc.) se realizaron segun se describen en Sambrook
et. al. (1989).

Los fragmentos de ADN se analizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 0,8% en TAE (Tris-acetato 40 mm, EDTA 1 mm, pH 8,0) con bromuro de
etidio (0,4 pg/mL).
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La secuenciacion de fragmentos de ADN se realizd en el Centro de
Secuenciacion de la Facultad de Biologia de la Universidad Complutense de Madrid,

usando como cebadores los promotores T7 y SP6.

El anadlisis de las secuencias clonadas se realizd con los programas FASTA
(Pearson y Lipman, 1988) y CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Para el analisis de
los fragmentos transmembranal de las proteinas se ha utilizado el programa GREASE
(Kyte y Doolittle, 1982).

El andlisis de la huella peptidica se realizé en la Unidad de Proteémica del Centro

Nacional de Biotecnologia del CSIC.
Los cultivos de cepas de E. coli se realizaron en medio LB.

Las disoluciones stock de los diferentes xilopirandsidos para los ensayos en
células fueron realizadas en H,O a concentraciones de 50 mm, excepto para 15y 17

gue se realizaron a la misma concentracion en una mezcla DMSO-H,0 (1:1, v/v).

Los ensayos de los xilopiranésidos como agentes antiproliferantes se realizaron
en el laboratorio de la Dra. Josefina Casas en el Departamento de Quimica Bioldgica

y Modelizacion Molecular del Instituto de Quimica Avanzada de Catalufia del CSIC.

Subclonacién del gen B4GALT7 en el vector pET 28-b(+)

Para obtener el fragmento de cDNA del gen B4GALT7 se cultivd el clon
IRALp962B203Q2 a 30 °C en medio LB con cloranfenicol (34 ug/mL). De los cultivos
se purificé el plasmido p962, el cual se digiri6 con EcoRl y con Pstl para su

caracterizacion.

El plasmido anterior se digiri6 con EcoRI y Xhol en volumen de reaccion de 50 L,
siguiendo las instrucciones del fabricante. La mezcla de fragmentos se analizé en un
gel de agarosa al 0,8% en TAE. La mezcla de dos fragmentos (indistinguibles uno del
otro por electroforesis) se clon6 en el vector pET 28-b(+) (5,4 kb), con una relacion
vector:inserto de 1:3 en un volumen final de 10 pL, utilizando la T4 DNA ligasa y
siguiendo instrucciones del fabricante (O/N a 4 °C). La mezcla se utilizé para la
transformacion de E. coli DH5a. Para diferenciar los clones con el plasmido pEcDNA
de los que contenian el plasmido pEp962 se realiz6 una estrategia de doble siembra,

en placas con LB-agar con kanamicina (26,3 pg/mL) y con kanamicina-cloranfenicol
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(34 pg/mL). Diez clones seleccionados con el plasmido pEcDNA se crecieron en 5 mL
de LB para purificar el plasmido y se preservaron a —80°C. El plasmido fue

chequeado mediante analisis de restriccion (con EcoRl) y por secuenciacion.

Para eliminar el fragmento transmembranal, el plasmido pEcDNA se digirié con
Nhel y Pstl y se traté posteriormente con T4 DNA polimerasa: primero se realizo la
digestion en un volumen total de 50 pL y se tuvo 2 h a 37 °C. La reaccién se par6 por
calentamiento durante 20 min a 80 °C. La mezcla se tratd directamente con T4 DNA
polimerasa y dTTP (90 pm) en un volumen final de 55 pL. Tras 5 min a t. a., se afnadio
una mezcla de dATP, dGTP, dCTP y dTTP (90 um). Tras otros 5 min a t. a. se paré la

reaccion mediante calentamiento a 70 °C durante 10 min.

El plasmido resultante, previa purificacion en gel de agarosa, fue tratado con T4
DNA ligasa, afiadiendo al medio de reaccion PEG 5000, que favorece la union de los
extremos romos (Pheiffer y Zimmerman, 1983). La reaccion, con un volumen final de
50 uL, se incubd durante 1 h a 22 °C. Pasado el tiempo, se inactivé la T4 DNA ligasa

calentando a 65 °C durante 10 min.

Con la mezcla de ligacion se transformo E. coli BL21 (DE3), obteniendo asi el clon
BL/pEb4g7. Cinco de estos clones se crecieron en 5 mL de LB con kanamicina para
purificar el plasmido y se preservaron a —80°C. Los plasmidos se chequearon
mediante analisis de restriccion con Xhol y con Xhol + Ncol (dos reacciones diferentes

en un volumen final de 10 pL) y por secuenciacion.

Sobreexpresion y purificacion de B4GALT7

Sobreexpresién de BAGALT7

El cultivo de los clones BL/pEb4g7 se realizd en medio LB con kanamicina
(26,3 pg/mL), incubando a 37 °C con agitacién. Cuando el cultivo alcanzé una
D.O0.600~0,5 UA se afiadi6 isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG) a una

concentracion final de 1 mm. El cultivo se dejé con agitacion O/N a 30 °C.

Para obtener un extracto libre de células (CFE), el cultivo bacteriano se centrifugo
(10000 x g, 10 min, 4 °C), y el residuo de células fue resuspendido en una mezcla de
Tris-HCI 50 mm, pH 8,0 (8 mL/g células) con EDTA 50 mm, pH 8,2 (2 mL/g células). El

protocolo se realiz6 segun se describe en Bastida et. al. (2001) con algunas
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modificaciones. Las células se rompieron utilizando una prensa francesa a una
presion de 1.100 psi. Después se anadi6 DNasal (10 pg/g células) y MgCl
(0,95 pg/mL de disolucién) y la mezcla se agité a 4 °C durante 20 min. La mezcla se
centrifugd (13000 x g, 30 min, 4 °C) para separar la fraccién soluble de proteinas
(sobrenadante) de los cuerpos de inclusion (precipitado). Para eliminar los acidos
nucleicos, al sobrenadante se le afadid sulfato de estreptomicina (a una
concentracion final del 1 %, p/v) y se agité durante 20 min. Se volvié a centrifugar

(13000 x g, 30 min, 4 °C) y se recogio el sobrenadante como CFE.

Purificacion de BAGALT7

La proteina se purific6 por cromatografia de afinidad a iones metalicos
inmovilizados (IMAC) utilizando una columna de niquel-agarosa. Un volumen de
resina se lavé con 25 volumenes de Tris-HCI (50 mm; pH 8,0). Se cargd con 10
volumenes de CFE y posteriormente se lavd con 10 volumenes de Tris-HCI (50 mwm;
pH 8,0) y otros 10 volumenes de Tris-HCI (50 mm; pH 8,0) con imidazol (10 mm). Una
vez lavada la columna se procedid a la elucion de la proteina pasando 10 volumenes
de Tris-HCI (50 mm; pH 8,0) con imidazol (0,25 M) y otros 10 volumenes de Tris-HCI
(50 mm; pH 8,0) con imidazol (0,5 m). Para eliminar el imidazol, las fracciones puras
de B4GALT7 se sometieron a dialisis frente a H,O mili-Q realizando un total de 3

cambios cada 2 h.

Las fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE en geles al 13% en la zona de

separacion.

Caracterizacion bioquimica de B4GALT7

Los ensayos de actividad enzimatica se realizaron mediante HPLC o bien por un
método multienzimatico monitorizado espectrofotométricamente, dependiendo del tipo

de compuesto utilizado como sustrato.
Los datos obtenidos, utilizado en uno u otro ensayo, fueron tratados con el

modulo SigmaPlot Enzyme Kinetics 1.1 del programa SigmaPlot 8.0.

Andlisis por HPLC de la actividad galactosiltransferasa

Para medir la actividad galactosiltransferasa de la proteina se realizé6 un ensayo

segun se describe en Higuchi et al. (1994) con algunas modificaciones. El medio
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estandar de reaccion contenia tampdn acetato (20 mm; pH 5,0), KCI (50 mm) y MnCl;
(20 mm), ademas de un sustrato aceptor y uno dador de grupos galactosilo (UDP-
Gal). El aceptor de referencia utilizado fue el p-nitrofenil B-D-xilopirandsido
(p-Nph-B-D-xyl, 1). La reaccion se disparé afadiendo UDP-Gal al medio de reaccion,
se tomaron alicuotas a diferentes tiempos, parando la reaccién por calentamiento a
100 °C durante 5 min. Las muestras se centrifugaron a 16000 x g durante 10 min,

recogiendo el sobrenadante libre de proteina.

Los productos de la reaccion se separaron mediante HPLC, utilizando una
columna C18 (Lichrosorb RP18) y una fase movil de agua con TFA (0,1%; v/v)-
acetonitrilo en relacién 17:3 (v/v). La carrera se realizé a una temperatura controlada

de 25 °C con un flujo constante de 1 mL/min.

Analisis espectrofotométrico de la actividad galactosiltransferasa

Para algunos compuestos se utiliz6 un método indirecto para la determinacién de
actividades enzimaticas. Como se puede apreciar en el Esquema 1, este método se
basa en un ensayo multienzimatico en el que, concomitantemente a la liberacion de
UDP por parte de B4GALT7 se produce la reaccién de oxidacion de NADH a NADY, lo
que produce una disminucion en la absorbancia a 340 nm (¢**° = 6.220 cm™"-mM™")
(Bastida et al., 2001). Esta disminucién de absorbancia se monitorizé durante 30 min
a 25 °C, en un medio de reaccion conteniendo tampén acetato (20 mm; pH 5,0), KCI
(50 mm), MnCl;, (20 mm), PEP (0,7 mm), NADH (0,2 mm), piruvato quinasa (PK, 6 U) y
lactato deshidrogenasa (LDH, 6 U).

Célculo de las constantes cinéticas para p-Nph-B-bD-xyl y UDP-Gal

La medida de los parametros cinéticos se realizé6 mediante HPLC.

Para p-Nph-B-D-xyl ello se prepar6 una tanda de reacciones, cada una
conteniendo una concentracion de p-Nph-B-D-xyl entre 10 um y 10 mMm. A 1 mL de

mezcla de reaccidon —descrito anteriormente— se le anadieron cantidades de

B4GALT7 entre 4 y 8 ug/mL y concentracion saturante de UDP-Gal (1 mm).

Se realizé de forma analoga, pero en este caso la concentracion de UDP-Gal se

vario 10 uMm y 20 mMm y la de p-Nph-B-D-xyl se mantuvo saturante (10 mm).
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Esquema 1. El sistema multienzimatico para la detecciéon de actividad GalT esta
basado en la oxidacion concomitante de NADH+H" con la aparicion del nucleotido
difosfato (en nuestro caso, UDP) gracias a la accion de PK'y LDH. En un primer paso
el NDP resultante se convierte en NTP por accién de la piruvato quinasa (PK),
utilizando el fosfo-enol-piruvato (PEP) como donador de grupos fosfato. El piruvato
formado por la PK es reducido a lactato por accién de la lactato deshidrogenasa
(LDH), que oxida el NADH a NAD+. Esta desaparicion de NADH puede
monitorizarse.

Estudios de cofactores enzimaticos

Se testaron los iones Mn?* y Mg?* como posibles cofactores para B4GALT7. Los
ensayos se analizaron utilizando el HPLC. Las reacciones contenian el medio de
reaccion estandar con concentraciones saturantes de UDP-Gal (500 um) y p-Nph-gB-D-
xyl (6 mm) y MnCl, o MgCl, (20 mm) en un volumen final de 1 mL. Después se
optimizo la cantidad de Mn?* realizando una tanda de reacciones conteniendo cada
una diferentes cantidades de MnCl; (entre 10 y 400 mm) en las mismas condiciones

anteriores.

Estudios de pH 6ptimo

Se realizé una curva de pH para determinar el pH 6ptimo de B4GALT7. Los
medios de reaccidn se prepararon como se ha descrito previamente pero utilizando
distintos tampones para los diferentes pH y manteniendo constante la fuerza i6nica
con NaCl (I = 154 mm). Para el entorno de pH 4,0-6,0 se utilizé tampdn
acético/acetato (10 mm); para el entorno 5,0-7,5 se us6 tampédn fosfato (10 mm) y para
el entorno 7,5-9,0 se utiliz6 tampon Tris-HCI (10 mMm). En todas las reacciones se

utilizaron concentraciones saturantes de UDP-Gal (1 mM) y p-Nph-B-D-xyl (5 mm) y
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cantidades de B4GALT7 entre 36 y 53 pg/mL. Las reacciones se valoraron mediante
HPLC.

Estudios de especificidad de sustrato

Para estudiar la especificidad de la enzima se realizaron ensayos con diferentes
aceptores y dadores en reacciones de 1 mL y una cantidad de proteina entre 29 y
56 ug/mL, dependiendo del ensayo. La actividad con los diferentes sustratos se midio

utilizando el ensayo espectrofotométrico.

Para la especificidad frente a distintos aceptores, se probaron los azucares
nucledtido UDP-Glc, GDP-Fuc y CMP-NeuAc a una concentracion de 500 um vy

utilizando como sustrato aceptor p-Nph-£-D-xyl a una concentracién de 5 mwm.

En cuanto a los aceptores, se probaron p-nitrofenil B-D-fucopirandsido,
p-nitrofenil ~ B-D-galactopirandsido, p-nitrofenil  B-D-manopirandsido,  p-nitrofenil
B-D-glucopirandsido, p-nitrofenil B-D-fucopirandsido y p-nitrofenil a-D-glucopirandsido a
una concentracién de 5 mm y utilizando UDP-Gal como donador a una concentraciéon
de 600 pm.

Estudio de diferentes xilopiran6sidos como «aceptores trampa»

Calculo de las constantes cinéticas para los xilopirandsidos

La determinaciéon de los parametros cinéticos se valor6 mediante HPLC para los
xilopiranosidos 12 y 18, y por el método espectrofotométrico para los compuestos 9,
10, 11, 13, 16, 21, 22 y 23 (para la numeracion, ver mas adelante). Se utilizé el medio
de reaccion previamente descrito, conteniendo una concentracion saturante de UDP-
Gal (600 pm) y con diferentes concentraciones de cada xilopirandsido (entre 10 pm y
20 mM) en un volumen final de reaccion de 1 mL. Las cantidades de proteina

utilizadas oscilaron entre 11y 137 ug/mL.

Ensayos de ICso

En un medio de reaccion estandar conteniendo UDP-Gal (1 mm) y 1 (10 mm), se

anadieron diferentes cantidades de los xilopirandsido (entre 10 um y 20 mmMm) en un
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volumen final de 1 mL. Las cantidades de B4GALT7 utilizadas oscilaron entre 5 y
20 pg/mL.

La cantidad de disacarido Gal-Xyl-O-p-Nph formado por la unioén de la galactosa a
1 se determiné mediante HPLC. Para todos los xilopirandsidos excepto para 18 y 22
se utilizé una columna C18 (Lichrosorb RP18) y una fase movil de TFA (0,1 % en
H20)-CH3CN 17:3 (v/v). Para los xilopirandsidos 18 y 22 se utilizé una columna C18

(mediterranean seayg) con una fase mévil de TFA (0,1 % en H2O)-CH3CN 87:13 (v/v).

Calculo de la ki del 2-(6-hidroxinaftil) B-D-xilopiranésido frente a
p-nitrofenil B-D-xilopiranésido

Para calcular la k; del compuesto 2-(6-hidroxinaftil) B-D-xilopirandsido (17) frente a
p-Nph-B-D-xyl (1) se realizaron estudios de inhibicion de la actividad de B4GALT7
frente a 1 (entre 0,1 y 10 mM) en presencia de concentraciones crecientes del
«inhibidor» 18 (0, 250 y 500 um). En estos ensayos no fue posible utilizar
concentraciones de 17 por encima de 1mMm debido a que a partir de esa
concentracion B4GALT7 sufre una fuerte inhibicién por exceso de sustrato. Todas las
reacciones se realizaron con concentracion saturante de UDP-Gal (600 um) en un
volumen final de 1 mL y con cantidades de proteina entre 12 y 27 pg/mL,

dependiendo de cada reaccion.

La cantidad de disacarido formada se analiz6 mediante HPLC, utilizando para ello
una columna C18 (mediterranean seass) con una fase movil de TFA (0,1 % en Hy0)-
CH3CN en relacion 87:13 (v/v).

Ensayos de los xilopiranosidos como agentes antiproliferantes

Para la determinacion de la actividad antiproliferante de los xilopirandsidos, las
células A549 fueron sembradas a una concentracion de 3.000 células/pocillo en
placas de 96 pocillos en un medio de cultivo que contenia un 10 % de suero bovino
fetal (FBS). Pasadas 4 h tras la siembra de cultivo, las células fueron privadas de
suero durante 24 h. Después se afiadid medio sin FBS con 25 ng/ml de factor de
crecimiento epidérmico (EGF) en presencia de diferentes concentraciones de los
xilopirandsidos 9, 10, 15, 16, 18 y 22. Cuatro dias después, se determin6 el numero de

células viables con un test de MTT.
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Segunda parte: sintesis de xilopiranésidos con aglicones
hidréfobos

Procedimientos generales

Todos los disolventes fueron adquiridos a Scharlab. Los disolventes anhidros se
prepararon mediante las técnicas habituales de secado (Perrin et al., 1980) segun se
indica a continuacién y siempre inmediatamente antes de su utilizacion: el tolueno se
destilo sobre Na y benzofenona bajo atmdsfera de argdn y el diclorometano y el

acetonitrilo se destilaron sobre CaH, bajo atmdésfera de argon.
Los reactivos utilizados fueron obtenidos en Sigma-Aldrich y Acros Organics.

El seguimiento de las reacciones se realiz6 mediante cromatografia en capa fina
(TLC) utilizando placas de gel de silice tipo 60 F2s4 de 0,2 mm de espesor (Merk). El
analisis de las placas se llevd a cabo en una lampara de UV de 254/365 nm y por
revelado con reactivo de Mostain (molibdato amonico-Ce(SO4),-H,O: 50 g de
molibdato amoénico, 1 g de sulfato cérico (IV), 50 mL de H,SO,4 concentrado y H,O

hasta 1 L), con H,SO4 concentrado en etanol al 5 % y con permanganato en agua.

En la mayoria de las reacciones la separacion y purificacion de los productos
obtenidos se realiz6 mediante cromatografia flash en columna de gel de silice con un
tamano de particula de 230-400 mesh (Merk). Los eluyentes empleados se indican en

cada caso y las proporciones indican la relacién volumen:volumen.

Todos los experimentos de resonancia magnética nuclear (RMN) se realizaron a
20 °C en diferentes disolventes deuterados (Merk) y con volumenes de muestra entre
0,6-0,7 mL, en tubos de 5 mm.

La espectroscopia por resonancia magnética nuclear de protén ("H-RMN) se
realizd en espectrometros Varian, modelos Gemini-200 (200 MHz), Inova-300
(300 MHz), Inova-400 (400 MHz) y Bruker-300 (300 MHz). En cada caso, junto al
disolvente deuterado, esta indicada la frecuencia en la que se ha registrado el mismo.
También se indican los desplazamientos quimicos en la escala & (ppm), la
multiplicidad de las sefales (s, singlete; d, doblete; t, triplete; c, cuartete; q,

quintuplete; m, multiplete; dd; doble doblete; dt, doble triplete), el numero de protones
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Figura 18. Numeracion de los atomos de carbono en los xilopirandsidos sintetizados.
(A) En los amido-xilopirandsidos, (B) en la xilopiranosil serina.

(deducidos por integracion), el valor de las constantes de acoplamiento J (Hz) y la
asignacion estructural, designando los atomos de carbono e hidrégeno como se

muestra en la Figura 18.

Todos los espectros de RMN de carbono (*C-RMN) se realizaron en
espectrometros Varian, en los modelos Gemini-200 (50 MHz), Inova-300 (75 MHz) e
Inova-400 (100 MHz). En cada caso se indican los desplazamientos quimicos de las

senales en la escala de 6 (ppm) y la asignacion estructural.

La espectroscopia de RMN bidimensional (COSY, HSQC, HMBC y NOESY) se ha
realizado en espectrémetros Varian, modelos Inova-300 e Inova-400, empleando la

secuencia de pulsos estandar.

Para la espectrometria de masas se utiliz6 un espectrometro de baja resolucion
VG 12-1250, mediante inyeccion directa de la muestra, usando la técnica de impacto
electrénico con una energia de 70 eV y mediante lonizacién por electroespray (IES-
EM) en un equipo Hewlett Packard-110 MSD. Los datos obtenidos estan expresados

en unidades de masa/carga (m/z).

Las medidas de rotacion éptica fueron realizadas en un polarimetro Perkin-Elmer
241 MC, en células de cuarzo de 1dm, utilizando luz amarilla de sodio, a la
temperatura de 25 °C y en los disolventes y concentraciones (g/100 mL) indicados en

cada caso.

Los analisis elementales han sido realizados en el servicio de analisis del Centro
de Quimica Organica Manuel Lora-Tamayo con un analizador Heraus CHN-O Rapid,

y se expresan en tanto por ciento.
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Sintesis de xilopiranésidos con grupos amido en el aglicéon

Preparacion del 1,2,3,4-tetra-O-acetil B-D-xilopiranosa (2)

AcO Q
AcO OAc
OAc

Se calenté una mezcla de D-xilosa (40,0 g), acetato sédico (10,0 g) y anhidrido acético
(160 mL) a 90 °C hasta que se disolvid todo el solido. La mezcla se enfrid, se vertio
sobre agua-hielo (aprox. 1 L) y se agité vigorosamente durante 2 h para desmenuzar
el precipitado formado. El sélido se filtré y se lavé con abundante agua fria. Después
se cristalizé con EtOH para obtener un sdélido blanco (48 g, 57%). El analisis del

producto resulté en concordancia con los datos experimentales conocidos.

Preparacion del 2-cianoetil 2,3,4-tri-O-acetil B-D-xilopiranésido (3)

A 0]

OAc

2 (5,0g; 152mmol) se disolvio en CHCIl, seco (125mL) y se afiadieron
3-hidroxi-propionitrilo (1,3 mL; 1,2 eq) y BF3-OEt (1,86 mL; 1 eq.). La mezcla se agito
durante 1 h a t. a. bajo atmésfera de argén. Después se diluyé con CH,Cl, (50 mL) y
se lavé con NaHCO3; y H,O. La fase organica se concentré in vacuo y el residuo
resultante se cristalizé6 en MeOH, obteniendo el producto 3 (4,3 g; 12,9 mmol; 82%)
como un sdlido blanco. P. f.: 161-165°C. [a]p®: -57,1° (c 1,49; CH.Cl);
'H RMN (300 MHz, CDCls): & 5,17 (t; 1H; J = 8,4 Hz; H-3); 4,98-4,88 (m, 2H, H-2,
H-4); 4,56 (d, J = 6,6 Hz; H-1p); 4,15 (dd, Js56c = 4,8 HZ; Jsax 56c = 12,0 Hz; H-5¢¢); 4,00
(dt; 1H; Jra2 = 5,7 Hz; Jyarp = 9,9 Hz; H-17,); 3,72 (dt; Jyp2 = 6,3 HZ; Jra1p = 9,9 Hz;
H-1’p); 3,40 (dd; 1H; Jssax = 8,4 Hz; Jsec5ax = 12,0 Hz; H-54); 2,63 (t, 2H, J = 6,0 Hz,
H-25, H-2%p); 2,09 (s, 3H, CH3;-COO); 2,06 (s, 3H, CH3;—COO); 2,05 (s, 3H,
CH3—CO0O0). "*C RMN (75 MHz, CDCl3): 5 170,0 (CO); 169,8 (CO); 169,6 (CO); 117,2
(C-N); 100,75 (C-1);70,8 (C-3); 70,0; 68,5 (C-2, C-4); 63,8 (C-1’); 61,9 (C-5); 20,7
(CHs—COO0); 19,0 (C-2’). MS (ES) m/z (calcdo. 329,1): 352,0 (M+23). A. E. Calcdo.
para C14H19NOg: C 51,06; H 5,82; N 4,25. Exp.: C 50,86; H 5,78; N 4,16.
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Preparacion de 3-acetamido-propil -D-xilopirandsido (9)

Haomoo\/\/m\n/cw,
OH o

Se disolvid 3 (100 mg; 0,3 mmol) en de una mezcla AcOEt-MeOH (2:1, v/v, 9 mL) y se
afiadieron Pd/C (50 mg) y acido trifluoro acético (34 pL; 1,5 eq). La mezcla se agit6
durante 18 h a t. a. bajo atmdsfera de hidrogeno. Después, la mezcla se filtré sobre
Celite®, se lavd con una disolucion de AcOEt-MeOH (2:1, v/v) y se concentrd para
obtener la amina I. '"H RMN (400 MHz, CDsOD): & 5,23 (t; 1H, J= 9,2 Hz; H-3);
4,98-482 (m, 2H, H-2, H-4); 461 (d; 1H; J= 7,3Hz; H-1g); 4,08 (dd; 1H;
Jasec = 5,5 HzZ; Jsax5ec = 11,7 Hz, H-5¢¢); 3,94 (m, 1H, H-1’3), 3,69 (m, 1H, H-1,); 3,47
(dd; 1H; Jasax = 9,7 HZ; Jsec5ax = 11,7 Hz; H-54); 3,02 (t; 2H; J = 7,1 Hz; H-3’5; H-3,);
2,02 (s, 3H, CH3-COO); 2,01 (s, 3H, CH;—COO); 2,00 (s, 3H, CH;—COO); 1,98-1,88
(m, 2H, H-2’,, H-2,). *C RMN (100 MHz, CDsOD): & 171,5 (CO); 102,1 (C-1); 73,2
(C-3); 72,7 (C-2); 70,4 (C-4); 68,0 (C-1’); 63,3 (C5); 38,9 (C-3’); 28,6 (C-2’), 20,5
(CH;—COO0).

Se disolvié la amina | (137 mg; 0,30 mmol) en piridina seca (2 mL) y se afiadio
anhidrido acético (2 mL). La mezcla se agitdé a t. a. durante 18 h, después se
concentrd y se purificd por cromatografia en columna de gel de silice (AcOEt-MeOH
20:0>20:1), obteniendo asi el 3-acetamido-propil 2,3,4-tri-O-acetil B-D-xilopirandsido
(4) puro (130 mg; 0,30 mmol; 100 %). '"H RMN (200 MHz, CDsOD): & 5,25 (t; 1H;
J = 9,0 Hz, H-3); 5,05-4,79 (m, 2H, H-2, H-4); 4,60 (d, J = 7,3 Hz; H-1); 4,10 (dd; 1H;
Jasec = 5,1 HZ; Usecsax = 11,7 Hz; H-5¢¢); 3,88 (m, 1H, H-1",); 3,66-3,39 (m, 2H, H-1’y,
H-5x); 3,31-3,19 (m; 2H, H-3’;; H-3%); 2,07 (s, 3H, CH;-COO); 2,05 (s, 3H,
CH3-COO0); 2,04 (s, 3H, CH3—COO); 1,95 (s, 3H, N-CO-CHg); 1,88-1,70 (m, 2H,
H-2’5, H-2’p). MS (ES) m/z (calcdo. 375,4): 376,3 (M+1); 398,0 (M+23). A. E. Calcdo.
para Cq6H25NOg: C 51,20; H 6,71; N 3,73. Exp.: C 51,09; H 6,63; N 3,69.

4 (100 mg; 0,27 mmol) fue disuelto en metanol (15 mL) y se tratado con MeONa 0,5 m
(5mL). La mezcla se agit6 durante 1h a t. a. y después fue neutralizada con
Amberlita IR-120 (H+) y filtrada. El disolvente fue evaporado en rotavapor para dar 9
(67,3 mg; 0,26 mmol; 98 %). [a]po®®> —41.6° (¢ 1,25; H,0). '"H RMN (400 Mz, CDs0D):
6 4,20 (d; 1H; J = 7,4 Hz; H-1); 3,92-3,82 (m, 2H, H-5¢¢; H-13); 3,57 (m, 1H, H-1'b);
3,47 (m, 1H, H-4); 3,36-3,12 (m, 5H, H-3, H-2, H-5,, H-3,, H-3%); 1,92 (s, 3H,
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CHs—CO), 1,78 (m, 2H, H-2', H-2%). *C RMN (100 MHz, CDsOD): & 172,1 (CO);
103,9 (C-1); 76,3 (C-3); 73,7 (C-2); 70,0 (C-4); 67,2 (C-1°); 65,8 (C-5); 36,6 (C-3); 29,1
(C-2)); 21,4 (CHs~CO).  MS (ES) m/z (calcdo. 249,1): 250,1 (M+1); 272,0 (M+23).
A. E. calcdo. para C1oH1sNOg: C 48,19; H 7,68; N 5,62. Exp.: C 47,99; H 7,88; N 5,57.

Preparacion de 3-hexanamido-propil B-D-xilopiranésido (10)

HO Q o N CH

HO%OH e \é(\/v 3
Se disolvid la amina | (274 mg; 0,61 mmol), preparada como se ha descrito
anteriormente, en piridina seca (2 mL) y se afiadid anhidrido hexanoico (278 pL,
2 eq.). La mezcla se agité durante 3 h a t. a. y después se concentro y el residuo se
cromatografié en columna de gel de silice (Hex-AcOEt 1:1) para dar el 3-hexanamido-
propil 2,3,4-tri-O-acetil-B-D-xilopiranésido (5) puro (129 mg; 0,30 mmol; 50 %).
'H RMN (300 MHz, CDCI3): & 5,95 (Sancho» 1H, H-N); 2,15 (t; J= 9,0 Hz; H-3);
5,02-482 (m, 2H, H-2, H-4); 442 (d; 1H; J= 7,2Hz, H-1g); 4,10 (dd; 1H;
Jasec = 5,4 Hz; Jsaxsec = 11,7 Hz; H-5¢¢); 3,89 (m, 1H, H-13); 3,53 (m, 1H, H-1);
3,45-3,18 (m, 3H, H-5,, H-3'5, H-3%,); 2,14 (t; 2H; J= 7,5 Hz; H-1"5; H-1"); 2,05 (s,
3H, CH;—-COO0); 2,03 (s, 6H, CH3—COO); 1,82-1,68 (m, 2H, H-2';, H-2,); 1,66-1,52 (m,
2H, H-2",, H-2"); 1,37-1,21 (m, 4H, H-3",, H-3",, H-4”,, H-4"}); 0,88 (t; J= 6,6 Hz,
CO—(CH2)s—CHs). A. E. Calcdo. para CyH33sNOq: C 55,67; H 7,71; N 3,25. Exp.:
C 55,39; H7,59; N 3,22.

5 (100 mg; 0,23 mmol) fue desacetilado en condiciones similares a las descritas para
4, obteniéndose el producto 10 (64,2 mg; 0,21 mmol; 91 %). [o]o® —40,4° (c 1,53;
H,0). 'H RMN (400 MHz, CD30D): & 4,19 (d; J= 7,6 Hz; H-1p); 3,91-3,81 (m, 2H,
H-5¢c; H-1"2); 3,56 (m, 1H, H-4); 3,36-3,12 (m, 5H, H-2, H-3, H-5,, H-3'5, H-3',); 2,16
(t, J= 7,2Hz; H-1"5 H-1"); 1,78 (m, 2H, H-2';, H-2%,); 1,60 (m, 2H, H-2",, H-2");
1,40-1,24 (m, 4H, H-3",, H-3"y, H-4",, H-4",); 0,91 (t, 3H; J = 7,2 Hz; —CH3). *C RMN
(100 MHz, CDs0D): 6 175,5 (CO); 103,9 (C-1); 76,7 (C-3); 73,7 (C-2); 70,0 (C-4); 67,2
(C-1"); 65,8 (C-5); 36,4 (C-3%); 36,0 (C-17); 31,3 (C-3”); 29,1 (C-2’); 25,6 (C-27), 22,3
(C-4"); 13,1 (CH3). MS (ES) m/z (calcdo. 305,2): 306,3 (M+1); 328,3 (M+23).
A. E. Calcdo. para C14H27NOeg: C 55,06; H 8,91; N 4,59. Exp.: C 54,78; H 9,06; N 4,52.
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Preparacion de N-[O-(B-D-xilopiranosil)-3-hidroxipropil]-succinamato de
sodio (11)

H(ﬁ()t%ﬁo\/\/HNONa
La amina | (274 mg; 0,61 mmol) en piridina seca (2 mL) y se anadié anhidrido
succinico (60 mg, 2 eq). La mezcla se agitd durante 2 h a t. a., después se concentrd
y el residuo se purificé en columna cromatografica de gel de silice (AcOEt-MeOH
10:0-10:1) para obtener el N-[O-(2,3,4-triacetil [B-D-xilopiranosil)-3-hidroxipropil]-
succinamato de piridinio (5) puro (387 mg; 0,46 mmol; 75 %). 'H RMN (300 MHz,
CDCI3): 6 6,49 (s, 1H, H-N); 5,21 (t; 1H; J = 9,0 Hz; H-3); 5,02-4,86 (m, 2H, H-2, H-4);
4,42 (d; 1H; J = 7,3 Hz; H-1p); 4,11 (dd; 1H; Jasec = 5,1 HZ; Jsaxsec = 12,0 Hz; H-5¢¢);
3,91 (m, 1H, H-1’,); 3,56 (m, 1H, H-1",); 3,42-3,26 (m, 3H, H-5, H-3'5, H-3,); 2,66 (m,
2H, H-1";, H-1%); 2,56 (m, 2H, H-2";, H-2"); 2,06 (s, 6H, CH3—COOQ); 2,03 (s, 6H,
CH3-COO0); 1,78 (m, 2H, H-2’5, H-2’y). A. E. Calcdo. para Cz3H23N2044: C 53,90; H
6,29; N 5,47. Exp.: C 53,14; H 6,27; N 5,42.

El producto 6 (160 mg; 0,19 mmol) fue desacetilado en condiciones similares a las
descritas para 4, obteniéndose el producto 11 (62,0 mg; 0,19 mmol; 98 %).
[a]p®® —31,9° (¢ 1,65; H20). '"H RMN (400 MHz, CD30D): & 4.20 (d, J = 7.8 Hz, H-1p),
3.92-3.82 (m, 2H, H-5¢¢, H-1’3), 3.57 (m, 1H, H-1",), 3.48 (m, 1H, H-4), 3.37-3.14 (m,
5H, H-3, H-3’5, H-3, H-2, H-5,), 2.63-2.55 (m, 2H, H-2";, H-2",), 2.51-2.43 (m, 2H,
H-17,, H-17), 1.78 (m, 2H, H-2’,, H-2’;). *C RMN (100 MHz, CD;OD): & 175,1
(CO-ONa); 173,4 (NH-CO); 103,8 (C-1); 76,6 (C-3); 73,7 (C-2); 70,0 (C-4); 67,2
(C-1’); 657 (C-5); 36,5 (C-3"); 304; 291 (C-1", C-27); 28,6 (C-2).
MS (ES) m/z (calcdo. 329,1): 330,1 (M+1). A. E. Calcdo. para C12H20NNaO: C 43,77;
H6,12; N 4,25. Exp.: C 43,08; H 6,12; N 3,90.
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Preparacion de 3-benzamido-propil B-D-xilopiranésido (12)

H
HO Q . /( j
Hmo\/\/’\‘

OH

@)

La amina | (274 mg; 0,61 mmol) fue disuelta de piridina seca (2 mL) y se anadio
cloruro de benzoilo (215 pL, 3 eq). La mezcla de agitdé durante 18 h a t. a. y se
concentr6. El residuo se extrajo con AcOEt, se concentr6 y se sometid a
cromatografia en columna de gel de silice (Hex-AcOEt 3:1>1:1), obteniendo asi el
3-benzamido-propil 2,3,4-tri-O-acetil-B-D-xilopiranésido (7), puro (54 mg; 0,12 mmol;
20%). "H NMR (300 MHz, CDCls): 6 7,77 (m, 2H, H-0); 7,53-7,38 (m, 3H, H-m, H-p);
6,69 (s, 1H, H-N); 5,18 (t; 1H; J = 9,0 Hz; H-3); 5,01-4,84 (m, 2H, H-2, H-4); 4,48 (d;
1H; J = 6,9 Hz; H-1p); 4,08 (dd; 1H; Jssax = 5,1 HZ; Jsecsax = 11,7 Hz; H-5¢¢); 3,93 (m,
1H, H-1’3); 3,71-3,39 (m, 3H, H-1’p, H-3’a, H-3%); 3,34 (dd; 1H; Jssax = 9,3 Hz;
Jsec5ax = 11,7 Hz; H-54); 2,03 (s, 3H, CH3—COO); 2,02 (s, 3H, CH3—COO); 2,01 (s, 3H,
CH3-COO0); 1,89 (m, 2H, H-2’5, H-2’y). A. E. calcdo. para C,1H27NOg: C 57,66; H 6,22;
N 3,20. Exp.: C 57,37; H6,11; N 3,18.

7 (54 mg; 0,12 mmol) fue desacetilado en condiciones similares a las descritas para 4,
obteniéndose el producto 12 (37 mg; 0,12 mmol; 98 %). [a]o® —34,4° (c 1,42; H,0); 'H
NMR (400 MHz, CDs;0OD): 6 7,82-7,78 (m, 2H, H-0); 7,52 (m, 1H, H-p); 7,45 (m, 2H,
H-m); 4,22 (d; 1H; J = 7,4 Hz; H-1g); 3,92 (m, 1H, H-1’5); 3,85 (dd; 1H; Jas5ec = 5,5 Hz;
Jsaxsec = 12,3 Hz; H-5¢¢); 3,64 (m, 1H, H-1); 3,57-3,42 (m, 3H, H-3',, H-3’y, H-4); 3,31
(m, 1H, H-3); 3,24-3,15 (m, 2H, H-2, H-5); 1,91 (m, 2H, H-2’,, H-2).
3C NMR (100 MHz, CD30D) & 169,0 (CO-Ph); 134,6 (aromatico cuaternario); 131,4
(C-p); 128,4 (C-m); 127,0 (C-0); 104,0 (C-1); 76,7 (C-3); 73,8 (C-2); 70,0 (C-4); 67,4
(C-1); 65,8 (C-5); 37,1 (C-3’); 29,2 (C-2’). MS (ES) m/z (calc. 311.1): 312.0 (M+1),
334.1 (M+23). A. E. Calcdo. para C1sH21NOg: C 57,87; H 6,80; N 4,50. Exp.: C 57,58;
H 6,78; N 4,76.
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Preparacion de N-[O-(B-D-xilopiranosil)-3-hidroxipropil]-ftalamato de sodio
(13)

0] H
HO
Hgm/o\/\/'\l
OH o

Se disolvié la amina | (274 mg; 0,61 mmol) en piridina seca (2 mL) y se afiadi6 a la
disolucién anhidrido ftalico (221 mg; 2,5 eq). La mezcla de agité durante 2h at. a.y
se concentré. El residuo se extrajo con AcOEt, se concentr6 en rotavapor y se
sometid a cromatografia en columna de gel de silice (AcOEt:MeOH 10:0->10:1),
obteniendo asi el N-[O-(2,3,4-triacetil B-D-xilopiranosil)-3-hidroxipropil]-ftalamato de
piridinio (8) puro (360 mg; 0,49 mmol; 80 %). *H RMN (300 MHz, CDCls): 6 5,14 (t, 1H,
J = 8,8 Hz, H-3); 4,95-5,75 (m, 2H, H-2, H-4); 4,43 (d, 1H, J = 7,1 Hz, H-1p); 4,02 (dd,
1H, Jssec = 5,4 HZ; Jsaxsec = 11,7 Hz, H-5¢¢); 3,89 (m, 1H, H-1',); 3,67-3,38 (m, 3H,
H-1'y, H-3'5, H-3p); 3,30 (dd, 1H, Jssax = 9,5 HZ; Jsecsax = 11,7 Hz, H-54); 2,01 (s, 3H,
CH3-COO0); 1,99 (s, 3H, CH3;—COO); 1,98 (s, 3H, CH3;—COO); 1,87 (m, 2H, H-2'5,
H-2'y). A. E. Calcdo. para C,1H26N20g: C 58,06; H 6,03; N 6,45. Exp: C 57,83; H 5,97,
N 6,34.

El producto 8 (280 mg; 0,64 mmol) fue desacetilado en condiciones similares a las
descritas para 4, obteniéndose el producto 13 (229 mg; 0,61 mmol; 95 %).
[a]o® —24,3° (¢ 1,50; H,0); *H NMR (300 MHz, CDs0D) & 7,96 (m, 1H); 7,68-7,48 (m,
2H); 7,43 (m, 1H); 4,23 (d; 1H; J= 7,6 Hz; H-1); 3,94 (m, 1H, H-1'y); 3,83 (dd; 1H;
Jasec = 5,4; Jsecsax = 11,5 Hz; H-5¢c); 3,67 (m, 1H, H-1%); 3,52-3,40 (m, 3H, H-3'5,
H-3'p, H-4); 3,34-3,12 (m, 2H, H-2, H-5,); 1,98-1,84 (m, 2H, H-2’5, H-2',).;
13C NMR (100 MHz, CD30D) 6 172,4 (NH-CO); 170,6 (COONa); 135,4; 131,9; 129,6
(aromaticos); 104,0 (C-1); 77,7 (C-3); 74,8 (C-2); 71,2 (C-4); 68,8 (C-1"); 67,0 (C-5);
39,5 (C-3’); 28,4 (C-2"). MS (ES) m/z (calcdo. 354,3): 356,0 (M+2). A. E. Calcdo. para
CisH20NNaOg: C 50,93; H 5,34; N 3,71. Exp.: C 51,03; H 5,61; N 3,54.
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Preparacion de O -xilopiranosil-L-serina

Preparacion de O,-(2,3,4-tri-O-acetil B-D-xilopiranosil)-N-Cbz-L-serina-metil
éster (15)

(0]
A%%ES::§A/O
OAc o
HN “CHgj

BnO (@] ©

A una disolucién de L-serina-metil éster (0,5 g, 4,20 mmol) en piridina (10 mL) se
adicioné bencil-cloroformiato (Cbz, 0,7 mL; 1,5eq.) a 0°C (en bano de hielo). La
mezcla se agitd durante 1 h en hielo. Después, se afiadieron AcOEt (20 mL) y CuSOq4
(10 mL). La fase organica se apartd y la fase acuosa se lavo con AcOEt (2 x 10 mL),
anadiendo los lavados a la fase organica apartada. La fase organica resultante se
lavd con BRINE (15 mL), se sec6 con Na,SOy, se filtré y se concentré en rotavapor. El
residuo se purificé en columna de gel de silice (Hex-AcOEt 3:1>1:1) para obtener el
producto 14 (570 mg; 2,25 mmol; 54 %) como un sélido blanco. '"H RMN (300 MHz,
CDCls): 6 7,35 (s, 5H, aromaticos); 5,68 (Sancho, 1H, H-N); 5,14 (s, 2H, CH.—Ph);
4,54-4,40 (m, 1H, N-CH-CO); 4,08-3,87 (m, 2H, —-CH,—OH); 3,80 (s, 3H, CO—-O—CH3);
2,22-2,02 (m, 1H, H-0).

Se disolvieron N-Cbz-L-serina-metil éster 14 (200 mg; 0,79 mmol) y xilosa peracetilada
(500 mg, 2 eq) en CH,Cl, anhidro (15 mL). Se afadié tamiz molecular (4 A; 45 gy
trimetilsilil-trifluorometanosulfonato (78 pL; 0,5 eq). La reaccion se tuvo en agitacion a
t. a. durante 2 h bajo atmésfera de argon. La mezcla de reaccién se diluyd con de
CH,Cl; (20 mL) y se adicionaron unas gotas de trietil amina. Tras la evaporacion del
disolvente y purificacién por columna cromatografica (Hex-AcOEt 3:1>1:1) se obtuvo
un residuo (340 mg) que fue purificado mediante una segunda columna
cromatografica (CH,Cl,-AcOEt 9:1), obteniéndose el producto 15 (303 mg; 0,59 mmol;
75 %) como un sdlido blanco. P. f.. 102-104 °C. [a]p®®: —29.4° (c 1.03, CH.Cl,).
'"H RMN (400 MHz, CDCls): & 7,42-7,23 (m, 5H, aromaticos); 5,56 (d; 1H; J = 8,2 Hz;
H-N); 5,12 (s, 2H, CH,—Ph); 5,09 (t; 1H; J = 7,8 Hz; H-3); 4,90-4,81 (m, 2H, H-2, H-4);
4,51 (m, 1H, H-2'); 448 (d; J= 6,5Hz;, H-1g); 4,22 (dd; 1H; Jraz = 2,7 Hz;
Jrarp = 10,1 Hz; H-1"2); 4,03 (dd, 1H; Jasec = 4,7 HZ; Jsaxsec = 12,1 Hz; H-5¢¢); 3,79
(dd; 1H; Jip2 = 3,1 Hz; Jra1p = 10,1 Hz; H-1',); 3.76 (s, 3H, CH3—0-CO); 3,34 (dd;
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1H; Jasax = 7,8 HZ; Jsaxsec = 12,1 Hz; H-54), 2,04 (m, 3H, CHs—COO); 2,03 (m, 3H,
CHs—COO); 2,02 (m, 3H, CHs—COO). *C RMN (100 MHz, CDCls): & 170.3, 170.2,
170.1, 169.6 (CHs—CO-0, C-3'), 156.1 (C-4’), 136.3 (C-6'), 128.8, 128.5, 128.4 (C-7,
C-8', C-9', C-10’, C-11"), 100.7 (C-1), 70.7 (C-3), 70.2 (C-4), 69.2 (C-1'), 68.6 (C-2),
67.4 (C-5'), 61.7 (C-5), 54.4 (C-2'), 53.0 (CHs—0O—CO), 21.0, 20.9, 20.8 (CHs~CO-0).
MS (ES) m/z (calcdo. 511,2): 534,2 (M+23). A. E. Calcdo. para Ca3HzNO12: C 54,01;
H5,71; N 2,74. Exp.: C 53,88; H 5,71; N 2,74.

Preparacion de O-B-D-xilopiranosil-N-Cbz-L-serina-metil éster (16)

0
Hﬂ%o
HNj\WO\CH3

BnO OO

A una mezcla de KCN (6,5 mg; 0,09 mmol) y metanol (10 mL) se afiadio 15 (100 mg;
0,19 mmol). La mezcla se agito a t. a. hasta la completa conversién en el
xilopirandsido desacetilado (1h). Una vez terminada, se afiadi® una cantidad
equimolar de Dowex® 50X4 (Na*) y Dowex® 1X8 (HCO3"). La mezcla se agité unos
minutos, se filtro y se concentro a vacio. El residuo se purificé mediante cromatografia
en columna (AcOEt-MeOH 25:0->25:1), obteniéndose el producto puro 16 (49,8 mg;
0,13 mmol; 70 %) como un sdlido blanco. P. f.. 42-46 °C. [a]p®: -23.4° (c 1.13,
MeOH). 'H RMN (400 MHz, CDsOD): & 7,40-7,23 (m, 5H, aromaticos); 5,09 (s, 2H,
Ph—CHy); 4,44 (m, 1H, H-2’); 4,26 (dd; 1H; J2,1a = 3,7 Hz; Jya1b = 10,1 Hz; H-1'5); 4,16
(d; 1H; J= 7,7 Hz; H-1g); 3,81 (dd; 1H; Jasec = 5,3 HZ; Jsaxsec = 11,3 Hz; H-5¢¢);
3,74-3,67 (m, 4H, H-1",, O-CHj3); 3,43 (m, 1H, H-4); 3,27 (t; 1H; J= 8,8 Hz; H-3);
3,19-3,09 (m, 2H, H-2, H-5,). "*C RMN (100 MHz, CDsOD): & 172,2 (CO-O); 158,7
(N-CO-0); 138,1 (C-6’); 129,5; 129,0; 128,9 (aromaticos); 105,1 (C-1); 77,6 (C-3);
74,8 (C-2); 71,0(C-4); 70,5 (C-1’); 67,8 (C-5'); 67,0 (C-5); 55,7 (C-2’); 53,0 (O—CHj3).
MS (ES) m/z (calc. 385.1): 408.0 (M+23). A. E. calcdo. para C17H23NOg: C 52,98;
H 6,02; N 3,63; O 37,37; exp.: C 54,03; H 5,96; N 3,56.
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Materiales y métodos

Sintesis de 2-(6-hidroxi-naftil) B-D-xilopiranésido (18)

OH

Se disolvio 2,6-dihidroxinaftaleno (200 mg, 1,24 mmol) en dioxano anhidro (2 mL) y se
calent6é a 100 °C durante 30 min. A la disolucion se le afiadio piridina (88 L) y cloruro
de benzoilo (400 uL; 2,3 eq.). La mezcla se mantuvo a reflujo durante 4 h y después
se vertié en una mezcla de agua-hielo (25 mL). El sélido se filtré a vacio para dar una
mezcla de 2,6-dihidroxinaftaleno mono y dibenzoilado (198 mg). El sdlido se disolvid
en CH)Cl, anhidro (2 mL) y se afadieron 1,2,34-tetra-O-acetil [B-D-xilopiranosa
(143,2 mg; 0,46 mmol) y tamiz molecular (4 A:; 200 mg) dejandose con agitacion
durante 20 min a t. a. Después se anadio BF3-OEt (170 pL; 4,5 eq.) y se mantuvo a t.
a. durante 45 min. La mezcla se lavo con una disolucion saturada de NaHCO; vy
después con agua. La fase organica se sec6 sobre Na;SO4, se concentré a vacio y se
purificd por cromatografia en gel de silice (Hex-AcOEt 10:1>4:1), obteniéndose el
sélido 17 (198,6 mg; 0,38 mmol; 35 %).

El compuesto 17 se disolvié (100 mg; 0,19 mmol) en 10 mL de MeOH y se afadio
MeONa 0,5 M (5 mL). La reaccion se dejé con agitacion durante 2 h a t. a. Una vez
terminada, la mezcla se neutralizd con Amberlite IR-120 (H"), se filtr6 y se concentro.
El residuo se pasd por una columna de gel de silice (CH,Cl,-MeOH 20:1-20:4)
obteniéndose asi el producto puro 18 (55,5 mg; 0,19 mmol; 100 %). El analisis del
producto resultd en concordancia con los datos publicados previamente (Mani et al.,
1998).
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Primera parte: expresion heteréloga de una versién
truncada de la proteina humana B-1,4-galactosil-transferasa
7 (B4GALT7) y su caracterizaciéon bioquimica

La proteina galactosiltransferasa | o B4GALT7 (B-1,4-galactosiltransferasa 7;
UDP-galactosa: O-B-D-xilosilproteina 4-3-D-galactosiltransferasa, EC 2.4.1.133) es,
como ya se ha comentado, la GalT implicada en la biosintesis del tetrasacarido
conector de los glicosaminoglicanos, que cataliza la adicion del primer residuo de
galactosa a la xilosa. Es una proteina conocida y que ha sido previamente clonada en
células de insecto (Almeida et al., 1999) y de ratén (Okajima et al., 1999a), lo que
permiti6 su caracterizaciéon cinética parcial con extractos de proteina semipura
(Almeida et al., 1999) o como una enzima fusionada a la proteina A (Okajima et al.,
1999a).

Nuestro propdsito ha sido desarrollar un sistema de expresion y purificacion mas
sencillo, basado en la sobre expresion en células bacterianas y purificacién en un
unico paso por cromatografia de afinidad a iones metalicos inmovilizados (IMAC), una

metodologia que hemos utilizado en nuestro laboratorio en anteriores ocasiones y que
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nos ha reportado fracciones de alta pureza de las enzimas recombinantes en cada
caso (Bastida et al., 2003; Sanchez-Moreno et al., 2004; Latorre, 2008).

Para ello procedimos a clonar el cDNA del gen B4GALT7 en el vector de
expresion pET-28b(+) (5,4 kb). Este plasmido posee varias caracteristicas que lo
hacen idoneo para obtener los objetivos propuestos. Es un plasmido de alto numero
de copia, con un sistema sencillo de seleccion por resistencia al antibidtico
kanamicina, su promotor proporciona altos niveles de expresidén de proteina con una
fina regulacion y su expresion se dispara por adicion de IPTG al medio de cultivo.
Ademas permite obtener una proteina recombinante con un pequefio fragmento
fusionado al extremo N-t que codifica para una cola de seis histidinas. Esta cola de
histidinas presenta una alta afinidad por los cationes divalentes, lo que permitira, en

un paso posterior, la purificacion de la enzima mediante IMAC (Peti y Page, 2007).

Durante la escritura de esta tesis doctoral, han aparecido dos articulos
describiendo la clonacion de B4GALT7 en E. coli siguiendo un enfoque similar al
utilizado en nuestro grupo de investigacion: la glicosiltransferasa se obtuvo como una
proteina de fusién. En ambos trabajos se fusion6 B4GALT7 a una proteina de gran
tamano, la proteina de union a maltosa (MBP) y a la galectina-1, lo que permitié su
posterior purificacion mediante columnas de afinidad (Daligault et al., 2009; Pasek et
al., 2010).

Clonacion

El clon IRALp962B203Q2 de la coleccion RZPD se creci6 en medio LB con
cloranfenicol y se purificd el plasmido p962B203Q2 (~3,5 kb) . Para comprobar el
plasmido se procedié a digerirlo con EcoRI (resultando un unico fragmento de
~3,5kb) y con Pstl (resultando dos fragmentos de de ~1,7 y ~1,8 kb). Ambos

resultados coinciden con lo esperado (Figura 19A y B).

Para clonar el fragmento conteniendo el cDNA de B4GALT7 el plasmido se digirio
con EcoRl y Xhol. El resultado fue una mezcla con dos fragmentos con un tamaro
aproximado alrededor de las 1.700 pb. Ante la imposibilidad de separar los dos

fragmentos por electroforesis, se optd por ligar la mezcla de dos fragmentos con el

78



Resultados
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Figura 19. Electroforesis con p962B203Q2 digerido con diferentes enzimas de
restriccion. (A) EcoRI (3,5kb). (B) Pstl (1,7 + 1,8 kb). (C) Los dos fragmentos
resultantes de la digestion de p962B203Q2 con EcoRI y Xhol no pudieron separarse
por electroforesis, apareciendo como una unica banda (carril 2). La mezcla se ligd
con el vector pET-28b(+) (5,4 kb) digerido con las mismas enzimas (carril 1).

vector de expresion pET-28b(+), previamente digerido con las mismas enzimas
(Figura 19C).

Como puede verse en la Figura 20, pueden darse tres construcciones distintas.
En la primera el fragmento conteniendo el cDNA de B4GALT?7 liga con el pET digerido
(pEcDNA). La segunda posibilidad era que el fragmento que ligase con el pET fuese
el que contiene el gen de resistencia a cloranfenicol (pEp962). Por ultimo, podria

darse que los dos fragmentos de p962B203Q2 volviesen a ligar entre ellos.

Con esta mezcla heterogénea se transformé E. coli DH5a. Los transformantes
tenian diferentes fenotipos de resistencia dependiendo de la construccion que
hubiesen captado. Las primeras (DH/pEcDNA) presentaban resistencia a kanamicina,
las segundas (DH/pEp962) poseian una doble resistencia a kanamicina y
cloranfenicol, mientras que las terceras poseian resistencia a cloranfenicol
(DH/p962B203Q2). Durante la trasformacién se sembro en placas con kanamicina,

por lo que solo se seleccionaron las cepas DH/pEcDNA y DH/pEp962.

Para discriminar entre estos dos tipos se procedié a su seleccion mediante una
siembra cruzada en placas con kanamicina y kanamicina/cloranfenicol, se sembraron
un total de 25 colonias resultantes de la transformacion, recogiendo las que crecieron
en presencia de kanamicina pero no en presencia de kanamicina/cloranfenicol

(Figura 20). De los clones seleccionados se purificé y se secuencio el plasmido
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EcoRl Xhol
p9628203Q2 pET 28b(+
3,6 kb 54 kb
Digestion con EcoRly Xhol
Ligamiento
Kan Kan
pECDNA pEp962 p9628203Q2
T kb 7.1kb

Transformacion de E. coli DH5¢

Q’-

Kan Kan +
iy
Kan
pEcDNA

Figura 20. Esquema seguido para la clonacion del cDNA del gen B4AGALT7 en el
vector pET-28b(+). El resultado de ligar los fragmentos de la digestion con EcoRI y
Xhol era de tres posibilidades: pEcDNA (resistente a kanamicina), pEp962 (resistente
a kanamicina y cloranfenicol) y p962 (resistente a cloranfenicol). Este ultimo se
elimind en el proceso de transformacidén, ya que se sembrd en placas con
kanamicina. Para seleccionar los clones con la construccién pEcDNA se realiz6
posteriormente una siembra cruzada en placas con kanamicina 'y
kanaminica/cloranfenicol. Las colonias que crecian en la placa con kanamicina pero
no en la placa con kanamicina y cloranfenicol (representadas en azul) eran las que
contenian la construccion pEcDNA (cDNA: cDNA de B4GALT7, 6xH: cola de
polihistidinas de pET-28b(+), Kan: gen de resistencia a kanamicina, Cm: gen de
resistencia a cloranfenicol).

pECDNA. Ademas, se digiri6 con EcoRIl para comprobar que el tamafo era el

esperado (7 kb, Figura 21).

Un analisis de la secuencia del gen B4GALT7!""! nos revel6 la existencia de varios

dominios de interés (Figura 22). Es conocido que las glicosiltransferasas de

07 |a secuencia puede consultarse en el Gen Bank. El numero de entrada es BC007317.2
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/33873618) y corresponde al mRNA clonado en Strausberg et al.
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Figura 21. El plasmido pEcDNa se digirié con EcoRI para comprobar que el tamafo
coincidia con lo esperado (~7 kb)

mamiferos en general, y BAGALT7 en particular, son proteinas de membrana de tipo
II (Amado et al., 1999), esto es, que se anclan a la membrana celular mediante un
fragmento formado por aminoacidos lipéfilos. En este caso se pueden diferenciar tres
dominios basicos; el dominio N-t con un pequefio tallo citosdlico, el fragmento
transmembranal y el dominio C-t, formado por un gran dominio globular con la funcion

catalitica mas un pequefio tallo de unién no catalitico (Joziasse, 1992).

El expresar este tipo de proteinas en E. coli presenta serias dificultades, ya que los
fragmentos lipdfilos suelen interaccionar entre ellos formando agregados insolubles
conocidos como cuerpos de inclusién o pueden dar lugar a plegamientos incorrectos
de la proteina durante la fase de traduccién (Fahnert y Neubauer, 2004). Debido a la
dificultad intrinseca para expresar proteinas de membrana en E. coli, se siguid una
estrategia, frecuente en estos casos, que consiste en eliminar el extremo N-t para
obtener dominios solubles y activos de la proteina aprovechando que la actividad
catalitica reside en el dominio C-t (Amado et al., 1999). Gracias al programa GREASE
(Kyte y Doolittle, 1982) consiguio localizar el fragmento transmembranal entre los aas.
31y 51, ambos inclusive. Afortunadamente, aguas abajo de la secuencia codificadora
del dominio transmembranal existe una diana unica de restriccion para Pstl entre los

aas. 49 y 50 (Figura 22) que permitié obtener una versién truncada de la enzima.

El primer paso para ello fue realizar una digestion del plasmido pEcDNA
(purificado de los clones DH/pEcDNA) con Nhel y Pstl. En ausencia de dNTPs, la
enzima T4 DNA polimerasa tiene un indice de recambio mayor para su actividad

exonucleasa 3'>%5 que para la actividad polimerasa. En presencia de dNTPs,

(2002), «Generation and initial analysis of more than 15,000 full-length human and mouse cDNA
sequencesy, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 99: 16899-16903.
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Dominio C-t
(276 aas.)

Tallo de union

Lumen de Golgi

Fragmento ‘

Marbiard de Gl transmembrana (21 aés.)

Citosol Tallo

citoplasmatico (30 as.)

NH>

ATG TTC CCC TCG CGG AGG AAA GCG GCG CAG CTG CCC TGG GAG GAC GGC AGG TCC GGG TTG
M F P S R R K A A Q L P W E D G R S G L

CTC TCC GEC GEC CTC CCT CGG AAG TGT TCC GTC TTC CAC CTG TTC GIG GCC TGC CTC TCG
L P R K C s V F H L F v A C L s
v
CTG GGC TTC TTC TCC CTA CTC TGG CTG CAG CTC AGC TGC TCT GGG GAC GIG GCC CGG GCA
L G F F s L L w L Q L s C s G

D V
GTC AGG GGA CAA GGG CAG GAG ACC TCG GGC CCT CCC CGC GCC TGC CCC CCA GAG CCG ccc
vV R G G Q E T . G P P R A C P P

GAC GCA TCC TGG GEC CCC CAC CGC CTG GCA GIG CTG GIG CcC
A S W G P H R L L

w D
TTC CGC GAA CGC TTC GAG GAG CTC CTG GIC TTC GIG CCC CAC ATG CGC CGC TTC CTG AGC
R F L L VvV F VvV P H M R R F L S

E E
AGG AAG AAG ATC CGG CAC CAC ATC TAC GIG CTC AAC CAG GIG GAC CAC TTC AGG TTC AAC
R K K 1 R H H | Y V L N Q VvV D H F R F N

CGG GCA GCG CTC ATC AAC GIG GGC TTC CTG GAG AGC AGC AAC AGC ACG GAC TAC ATT GCC
R L | N V G F L E S S N s T D Y |1 A

A A
ATG CAC GAC GIT GAC CTG CTC CCT CTC AAC GAG GAG CTG GAC TAT GGC TTT CCT GAG GCT
M H D V D L L P L N E E L b Yy G F P E A

GGG CCC TTC CAC GIG GCC TCC CCG GAG CTC CAC CCT CTC TAC CAC TAC AAG ACC TAT GIC
G P F H V A S P E L H P L Y H Y K T Y V

GGC GGC ATC CTG CTG CTC TCC AAG CAG CAC TAC CGG CTG TGC AAT GGG ATG TCC AAC CGC

G G I L L L S K Q H Y R L C N G M S N R

TTC TGG GGC TGG GGC CGC GAG GAC GAC GAG TTC TAC CGG CGC ATT AAG GGA GCT GGG CTC
F W G W G R E D D E F Y R R I K G A G L

CAG CTT TTC CGC CCC TCG GGA ATC ACA ACT GGG TAC AAG ACA TTT CGC CAC CTG CAT GAC
Q L F R P S G I T T G Y K T F R H L H D

CCA GCC TGG CGG AAG AGG GAC CAG AAG CGC ATC GCA GCT CAA AAA CAG GAG CAG TTC AAG
P AAWUR K R D Q K R I A A Q K Q E Q F K

GTG GAC AGG GAG GGA GGC CTG AAC ACT GTG AAG TAC CAT GIG GCT TCC CGC ACT GCC CTG
V D R E G G L N T V K Y H V A S R T A L

TCT GTG GGC GGG GOC CCC TGC ACT GTC CTC AAC ATC ATG TTG GAC TGT GAC AAG ACC GCC
S VvV 6 G AP C T V L NI ML D C D K T A

ACA CCC TGG TGC ACA TTC AGC TGA

T P W C T F S

Figura 22. Arriba: representacion esquematica de la topologia de B4AGALT7. Debajo:
secuencia del gen y de la proteina B4GALT7. El dominio transmembranal aparece en
amarillo. El dominio citosdlico se encuentra en el extremo N-t, aguas arriba del
fragmento transmembranal. Subrayada en azul aparece la secuencia de
reconocimiento de Pstl, indicando la flecha el punto exacto de corte.
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5 CAT ATG CCT AGC - - - -- CTG CAG CTC ACC 3'
ST GTA TAC CA TQG «++ - GAC GIC GAG TOG 5,
Hs Mt Ala Ser --- - Leu A n Leu Ser

Di gesti 6n con Nnhel y Pstl

CAT ATG G 3’ 5" G CTC AGC

[ GTA TAC CGA TC 5’ 3" AC GIC GAG TCG ]

T4 DNA pol i nmerasa J + dTTP

CAT ATG G 3’ 5" G CTC AGC

[ GTA TAC CGA TC 5’ 3" TCG ]

T4 DNA pol i nmerasa J + dNTPs

CAT ATG GCT AG 3’

3 5’
[ GTA TAC CGA TC 5’ 3

T4DNAIigasal

CAT ATG GCT AGG CTC AGC
GTA TAC CGA TCC GAG TCG
Hs Met Ala Arg Leu Ser

pEb4g7

Figura 23. Esquema seguido para la obtencion de la version truncada de la proteina
B4GALT7. En un primer paso se digirié el plasmido con Pstl y Nhel, para después
tratarlo con T4 DNA polimerasa en presencia de dTTP. Después, se anadieron el
resto de desoxinucledtidos para obtener un plasmido con los extremos romos, que se
ligaron con T4 DNA ligasa. Nétese que tras el ligamiento se recuperd la fase de
lectura de la proteina.

en cambio, la actividad polimerasa se encuentra favorecida frente a la exonucleasa
(Sambrook et al., 1989). Teniendo esto en cuenta el fragmento resultante de la
digestion con Nhel y Pstl se tratdé posteriormente con T4 DNA polimerasa en
presencia de dTTP, asi, se favorece la actividad exonucleasa hasta que la DNA
polimerasa se encuentra con una adenina en la cadena complementaria, en ese
momento, debido a la presencia de dTTP en el medio, la actividad polimerasa gana
frente a la exonucleasa. Como consecuencia, se pudo generar un extremo 3’OH
susceptible de ser utilizado por la DNA polimerasa como iniciador en el extremo
cortado con Pstl, quedando un plasmido con extremos cohesivos no complementarios

(Figura 23). Para conseguir un plasmido con extremos romos se procedio a tratar con
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110 120 130
GGCAGCCATATGGC TAG.C TCAGC TGCTC T

Figura 24. Secuenciacion de pEb4g7. En amarillo aparecen los restos de la diana
para Nhel y en rojo los de Pstl, después de la digestion y el tratamiento con la T4
DNA Polimerasa.

T4 DNA polimerasa pero esta vez en presencia de los cuatro dNTPs. El Ultimo paso
consistié en incubar el plasmido con T4 DNA ligasa. Asi se ligaron ambos extremos
para obtener la construccion pEb4g7 (6,7 kb) (Figura 23).

El vector pEb4g7 se utilizé para transformar la cepa BL21 (DE3) de E. coli
obteniendo asi los clones BL/pEb4g7. Los clones se crecieron en medio LB con
kanamicina y los pladsmidos se purificaron mediante miniprep. Para llevar a cabo el
analisis de restricciéon se digirieron con Xhol y Xhol + Ncol. El primer caso nos dio un
fragmento de aproximadamente 6,5 kb. En el segundo caso aparecieron dos
fragmentos, uno de alrededor de 1.500 pb y otro de 5 kb. Los resultados coincidieron
con lo esperado. Ademas el plasmido se secuencié utilizando el promotor T7 para
comprobar que la fase de lectura era correcta (Figura 24).

La secuencia de la nueva proteina generada se cargd en el programa GREASE
(Kyte y Doolittle, 1982), obteniéndose un perfil de hidrofobia que concuerda con el de
una proteina soluble. En la Figura 25 aparecen comparados los perfiles de hidrofobia
de las dos construcciones, antes y después de eliminar el fragmento transmembranal.
Puede observarse como la zona hidréfoba del extremo N-t desaparece de la nueva

proteina.

Sobreexpresion y purificacion

Una vez seguros de que se disponia de la secuencia correcta, se procedié a la
sobreexpresion de la proteina BAGALT7, utilizando el promotor de expresion T7
inducible mediante IPTG, tal y como aparece recogido en la parte experimental. La
proteina se purificé en un solo paso mediante IMAC, obteniéndose en un alto grado

de pureza (>98 %). En la Figura 26 se muestra un gel de electroforesis con el CFE

84



Resultados

CH3 %
4.0 Window: 19 L
(A) 3.0
CF
2.0 M
1.0
0.0 f/p\\ /\ l-—'\._'ln\uwx\wf\v/\ Nf{\\,
1.0 N \\/\_\/JW W\WJ W %W
-2.0
-3.0
Henezo
39 R
2I0 ' ' ' ' ' ' " ' ' ' ' ' ' ' 3I20
B4GAL7
CH3 s
(B) 4.0 Window: 19 E
3.0 oF
2.0 LAM
1.0
0.0 . /\ MAwﬂanvn NIH\\’
VAN
-2.0J i
9 HBENEZ
4.0l -E ©
H20 R

20 ' ' ' 280
htB4GAL7

Figura 25. Comparacién entre los perfiles de hidrofobia calculados con el programa

GREASE para las proteinas nativa (A) y modificada (B).
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Figura 26. Purificacion por IMAC de B4GALT7 humana expresada en E coli. Los
carriles 1 y 2 corresponden con el CFE antes y después, respectivamente, de pasar
por la columna. El carril 3 corresponde con la resina cargada con el CFE. Los carriles
4 y 5 corresponden a diferentes fracciones de proteina pura (puede verse alguna
impureza en el carril 4). EIl monémero recombinante tiene un peso molecular de
34,3 kDa.
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(carril 1) y muestras purificadas tras su paso por la columna de niquel-agarosa
(carriles 4-5). Aunque el grado de expresion que muestra el CFE no es muy alto (en
torno al 10 % del total de la proteina soluble) se consiguié concentrar la proteina
(>90 %) tras pasar el extracto por la resina de niquel (carril 3). Eluyendo con
concentraciones de imidazol entre 250 y 500 mm se consiguieron extractos muy puros
de proteina (carriles 4 y 5, respectivamente). Para eliminar el imidazol se sometié a
las muestras a dialisis frente a H,O mili-Q. Las muestras se congelaron en N, liquido y
se guardaron a —80 °C. El rendimiento global fue de 5 mg de proteina recombinante/L

de cultivo.

Para comprobar la identidad de la proteina se determind su huella peptidica en la
Unidad de Proteémica del Centro Nacional de Biotecnologia del CSIC. Para ello se
realiz6 una electroforesis de una muestra de proteina purificada por IMAC. La banda
correspondiente a la proteina fue cortada del gel y digerida con tripsina a 37 °C O/N.
La huella peptidica se generé mediante MALDI-TOF en el rango m/z = 800-3600 de
los péptidos generados tras la digestion con el enzima. La comparacion de la
secuencia de estos péptidos con las bases de datos fue realizada con el programa
MASCOT (Perkins et al., 1999).

La huella peptidica de la proteina recombinante permitio la identificaciéon de nueve
péptidos correspondientes a la secuencia de la BAGALT7 presente en las bases de
datos (Figura 27), quedando, no obstante, un numero de péptidos sin asignar.
Decidimos enfrentar las masas sin asignar a la secuencia conocida de B4GALT7

utilizando la herramienta FindMod de Expasy,®

gue permite comparar las masas de
los péptidos obtenidas experimentalmente con las masas de los péptidos calculados
por el programa para una secuencia teorica introducida. Asi, se pudo comprobar que
uno de esos péptidos (de m/z 1800,9094) correspondia con la secuencia
ERFEELLVFVPHMR de B4GALT7. Por otro lado, aunque la huella peptidica no
reconoce la secuencia inicial de la cola de poli histidinas, ésta se ha comprobado

mediante secuenciacion de DNA, como se describe mas arriba en esta memoria.

'8 Disponible en el acceso en linea http://www.expasy.ch/tools/findmod.
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Figura 27. Huella peptidica de la B4GALT7. (A) Cromatograma de la huella
peptidica. (B) Secuencia de la B4GALT7, en la que se muestran sombreados los
péptidos identificados en el analisis. ElI péptido de m/z 1800,9094 (que solapa
parcialmente con el de m/z 914,6206) fue identificado mediante la herramienta
FindMod de Expasy.

Caracterizacion bioquimica de la enzima B4GALT7

Con las fracciones de proteina pura se procedid a realizar su caracterizacion
cinética. El esquema de reaccion se muestra en la Figura 28: como puede apreciarse,
se utilizo la UDP-Gal como sustrato donador de grupos glicosilo, que es el sustrato
natural para todas las GalT humanas descritas (Amado et al., 1999; Hennet, 2002).
Como sustrato aceptor se utilizé el p-Nph-B-D-Xyl (1), que ha sido descrito como tal en
la bibliografia (Schwartz et al., 1974b; Almeida et al., 1999; Okajima et al., 1999a).
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Figura 28. Reaccion catalizada in vitro por la B4AGALTY7.
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Figura 29. (A) Cromatograma correspondiente a diferentes tiempos de reaccion. Al
tiempo de reaccion de 1 h (azul) se observa la apariciéon de un pico a 10,2 min (pico
1), que no aparece a tiempos iniciales de reaccién (negro). (B) Los espectros de
emision del pico 1 (10,2 min) y del pico 2 (p-Nph-B-D-Xyl; 16,1 min) son idénticos,
observandose su maximo de absorcién en el rango visible a 300 nm.

Ademas, este compuesto contiene un croméforo con un maximo de absorbancia a

300 nm, lo que facilita el seguimiento de la reaccién por HPLC (Figura 29B).

Se realizé una primera prueba de reaccion con 500 uym de 1y 200 um de UDP-Gal,
concentraciones similares a las recogidas en la literatura (Lugemwa et al., 1996;
Almeida et al., 1999). Mediante HPLC (tal y como se ha descrito en el capitulo de
«materiales y métodos») se detectd la aparicion de un nuevo pico con tiempo de

retencién de 10,2 min y que aumentaba con el tiempo de reaccion (Figura 29A).

El pico resultante se analiz6 mediante HPLC-masas, confirmandose una masa de
m/z 432,1 (M-H"), que se corresponde con la del disacarido p-Gal-8(1,4)-D-Xyl—
B(1,0)—-p-Nph esperado (Figura 30).

Estos resultados indican que la proteina expresada y purificada en E. coli es
funcionalmente activa. Como ya se ha comentado, durante la escritura de esta tesis,

se han publicado dos articulos describiendo la clonacién de B4GALT7 en E. coli
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Figura 30. Espectros de HPLC-masas para los picos 1 (arriba) y 2 (abajo). Las
masas observadas coinciden con los resultados esperados para el disacarido (m/z
432,1; M=H") y el p-Nph-B-D-Xyl (m/z 270,1; M=H"), respectivamente.
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(Daligault et al., 2009; Pasek et al., 2010), pero hasta ese momento, la enzima sélo
se habia clonado en células de insecto (Almeida et al., 1999), de raton (Okajima et al.,
1999a, 1999b) o levaduras (Gulberti et al., 2005), Al fusionar BAGALT7 a una proteina
de gran tamafio como MBP (Daligault et al., 2009; Parsek et al., 2010) o galectina-1
(Parsek et al., 2010) se consigue aumentar la solubilidad de la proteina de fusién
aumentando las posibilidades de que esta se pliegue de forma activa (Bach et al.,
2001; Esposito y Chatterjee, 2006). Los resultados descritos en esta memoria
muestran que la proteina se expres6 en E. coli de forma activa sin necesidad de

fusionarla a grandes proteinas.

Medida de los parametros cinéticos para p-Nph-g-D-xyl (1) y UDP-Gal

Comprobada ya la identidad de la enzima, el siguiente paso fue su caracterizacion
cinética. Para la determinacion de las constantes cinéticas aparentes se utilizo la
ecuacion de Michaelis-Menten (ec. 1) y sus derivaciones para la representacion lineal
de los datos de velocidad.

_ Vmax : [S]

Uy = KM + [S] [1]

Los experimentos se realizaron variando un unico sustrato (aceptor o donador) y

manteniendo el otro a concentracion constante y saturante.
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Figura 31. Cinéticas de la proteina B4GALT7 respecto a p-Nph-B-D-Xyl (1) (A):
representacion de Michaelis-Menten, obtenida con un ajuste no lineal. (B):
representacion de Hanes-Woolf, obtenida mediante un ajuste lineal. Se utilizaron los
ajustes no lineales frente a los lineales.
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Los datos para el aceptor 1 se ajustaron a la ec. 1 mediante un ajuste no lineal
con el médulo SigmaPlot Enzyme Kinetics 1.1 del programa SigmaPlot 8.0. Los
parametros cinéticos muestran un comportamiento de Michaelis-Menten con una Ku
aparente de 0,59 mM y una ke de 49,78 s™', obteniéndose una eficiencia catalitica de
8,5x 10* s™"-m™" (Figura 31).

En el caso de la UDP-Gal los resultados no se ajustaron a una cinética
michaeliana, observandose un fendémeno de inhibicién por exceso de sustrato cuando
la concentracion de éste era superior a 1,25 mm (Figura 32). Para el ajuste de estos

datos se aplicé la ecuacion 2 (ec. 2):

Vinax [S ]

K+ 151 (1+5])

VU =

2]

donde [S] corresponde a la concentracién de UDP-Gal y K es la constante aparente

de inhibicion por exceso de sustrato.

Los valores cinéticos calculados fueron Kv aparente de 92 uMm, una kca: de 51,36 s~
' (kear/Km de 5,6 x 10°s7-M™") y una K; de 21,1 mm. Este efecto de inhibicién por
exceso de sustrato de la UDP-Gal ha sido descrito también para la proteina de fusion
galectina 1-B4GALT7 (Parsek et al., 2010), aunque la inhibicion en este caso fue

mucho menor (K; de 5,6 mm frente a 21,1 mm).
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Figura 32. Cinéticas de la proteina B4GALT7 respecto a UDP-Gal. (A):
representacion de Michaelis-Menten, en la que se observa que la grafica se desvia
de la forma hiperbdlica estandar mostrando un efecto de inhibiciéon por exceso de
sustrato. (B): representacion de Hanes-Woolf, donde se observa el ajuste parabdlico
correspondiente a una inhibicién por exceso de sustrato.
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Tabla 13. Comparacion de los valores cinéticos obtenidos en la literatura para
B4GALT7 humana. Se indica si la proteina recombinante fue obtenida como
proteina de fusién y si ha sido o no purificada.

Proteina de Kw, A Ko™ Kea . :

fusion (mm) (mm) (5_1) Purif. Referencia

Cola de histidinas 0,59 (1) 0,09 49,78 si esta memoria
1,27 (1) 1,5 . .

MBP 0.27  (MU-Xyl) 0,23 12 si Daligault et al., 2009
Galectina 1 16 (Xyl) 0,52 0,62 si Parsek et al., 2010

. 0,85 (1) :
No (silvestre) 0.16  (MU-Xyl) 0,31 n. d. no  Daligault et al., 2009
No (silvestre) 0,89 (MU-Xyl) 0,06 n. d. no  Almeida et al., 1999
Proteina A n.d. (1) n. d. n. d. no  Okajima et al., 1999
No (silvestre) 3,4 (Xyl-Ser) 0,17 n. d. no  Quentin et al., 1990
No (silvestre) n.d. (Xyl) 0,05 n. d. no  Schwartz y Rodén, 1975

. n.d. (Xyl) 0,1 . .
No (silvestre) n.d. (SE) 02 n. d. no  Helting y Rodén, 1969

) Ky, a1 Ku para el sustrato aceptor. Se indica entre paréntesis el sustrato aceptor utilizado en cada caso (MU-Xyl,
metil-umbelifenil B-D-xilopiranésido; S.E., sustrato endégeno —PG parcialmente degradado—).
1 Ky, p: Ku para el sustrato donador (UDP-Gal).

Los valores de Ku obtenidos para el sustrato aceptor (0,59 mMm) y donador
(0,09 mm) son comparables a los descritos previamente, que aparecen recogidos en
la Tabla 13. Daligault et al. (2009) dan unos valores de 0,23 mm (UDP-Gal) y 1,27 mm
(1) para la enzima de fusiéon MBP-B4GALT7 y de 0,31 y 0,85 mm para extractos
homogeneizados de la enzima silvestre expresada en células HelLa. Otros valores
publicados para UDP-Gal son de 0,52 mm (Parker et al., 2010); 0,05 mm (Schwartz y
Rodén, 1975) y 0,1 mm (Helting y Rodén, 1969) utilizando xilosa como aceptor y
0,2 mm utilizando como sustrato aceptor un PG enddgeno degradado parcialmente
(Helting y Rodén, 1969). En el caso de la ket si que aparecen diferencias
significativas: la constante calculada es 30 veces mayor que la descrita por Daligault
et al. (2009) para el mismo par de compuestos (1,5s ' frente a 50s™'). Estas
diferencias podrian deberse a una pérdida entrépica en el centro activo de la
construccion MBP-B4GALT7, aunque no deberia descartarse que, siendo constantes
aparentes, las diferencias se debiesen a las distintas condiciones de reaccion
utilizadas en los ensayos enzimaticos. Por ejemplo, mientras que nuestros ensayos se

realizaron a pH 5,0 y t. a., Daligault et al. (2009) los realizaron a pH 7,0 y 37 °C.
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Tabla 14. Calculos de las constantes cinéticas para los
aceptores y dadores testados con B4GALT?7.

Vrel KM kcat kcat/KM
(%)  (mm) (s")  (s"m)

p-Nph-B-D-Xyl 100 059 49,78 85x10°

Compuesto

p-Nph-a-D-Xyl 5 n. d. n. d. n. d.
@ p-Nph-B-L-Fuc 0 n.d. n.d. n.d.
*a% p-Nph-B-D-Gal 0 n.d. n.d. n.d.
& p-Nph-B-D-Glc 0 n.d. n.d. n.d.
p-Nph-a-D-Glc 0 n.d n. d. n.d.
p-Nph-B-D-Man 0 n.d. n. d. n.d.
UDP-Gal™ 100 0,09 51,36 56x10°
g UDP-Glc 32 018 159 88x10°
§ GDP-Fuc 0 nd nd n.d.
CMP-NeuAc 0 n.d. n. d. n.d.

Bl para UDP-Gal existe inhibicién por exceso de sustrato, con una Kis de
21,1 mm.

Estudios de especificidad de sustrato

Una de las caracteristicas de las glicosiltransferasas de la ruta de Leloir, esto es,
las que utilizan azucares nucledtido como sustratos donadores (Leloir, 1972), es su
alta especificidad de sustrato, tanto para el dador como para el aceptor, lo que llevé a
formular el paradigma «un enzima, un enlace»: aun en ausencia de moldes, la estéreo
y regioespecificidad de los enlaces formados aseguraba la fidelidad de las estructuras
sintetizadas in vivo por estas glicosiltransferasas (Hagopian y Eylar, 1968). Este
paradigma cambid con el paso de los afnos; entre otros aspectos, la investigacion en
glicosiltransferasas puso de manifiesto que las especificidades in vifro de estas
proteinas no eran tan rigidas como se creyd en un principio. En general, la
especificidad por los sustratos dadores (el azucar nucleétido) es bastante restringida,
pero la especificidad por los aceptores es mas laxa (Wong y Whitesides, 1994). Para
determinar la especificidad de sustrato de B4GALT7 se utilizaron diferentes

compuestos, tanto aceptores como donadores (Tabla 14).

Como sustratos donadores, se probaron los azucares nucleétidos UDP-glucosa
(UDP-Glc), GDP-fucosa (GDP-Fuc) y CMP-acido N-acetil-neuraminico (CMP-NeuAc).
Solo la UDP-Glc mostro una actividad relativa del 3,2 % frente a UDP-Gal (Tabla 14).
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Los datos coinciden con lo publicado previamente para B4GALT7 (Daligault et al.,
2009) y coinciden con la especificidad mostrada por otras 3-1,4-galactosiltransferasas,
que pueden utilizar diferentes UDP-azucares como donadores a bajas velocidades
(Wong y Whitesides, 1994).

En cuanto al aceptor, se probaron diferentes configuraciones en el anillo de
azucar (p-nitrofenil a-D-xilopirandsido, p-nitrofenil B-L-fucopirandsido, p-nitrofenil
B-D-galactopirandsido,  p-nitrofenil  S-D-manopirandsido,  p-nitrofenil  B-D-gluco-
pirandsido y p-nitrofenil a-D-glucopirandsido). De todos ellos, sélo el p-Nph-a-D-Xyl
mostré actividad frente a la enzima con una velocidad relativa del 5 % frente a p-Nph-
B-D-Xyl. Ningun otro aceptor mostré actividad con la proteina (Tabla 14). Estos datos
concuerdan con lo publicado en la literatura, en los que se describe que B4GALT7
puede actuar pobremente sobre a-xilopirandsidos y no reconoce configuraciones de
B-GIcNAc, B-Glc, B-Gal o B-GalNAc en el anillo aceptor (Freeze et al., 1993; Almeida
et al., 1999; Okajima et al., 1999a). La falta de actividad sobre residuos de Glc (en su
configuracion anomeérica tanto a como B) nos muestra que la enzima no acepta este
tipo de sustituyente en el C-5 del anillo de azucar, ya que la secuencia configuracional
del anillo es igual a la de la xilosa, diferenciandose unicamente de la sustitucion en
C-5 con un hidroximetilo (-CH,OH), lo que explica la falta de resultados positivos con
Fuc o Gal. Para estos ultimos, ademas, la configuracion axial del hidroxilo-4 impide la
accion enzimatica; es indispensable que el OH se encuentre ecuatorial en el anillo
(Lugemwa et al., 1996). Esta ausencia de actividad sobre residuos de Glc o GIcNAc
contrasta con el resto de miembros de la familia de las -1,4-galactosiltransferasas.
Los otros seis miembros (B4GALT1-6) presentan actividad frente a diferentes N- y
O-glicanos que poseen grupos de GIcNAc y, ademas, al interaccionar con la
a-lactalbumina B4GALT1, 2, 5 y 6 reconocen residuos de Glc (Amado et al., 1999;
Hennet, 2002). Ademas, B4GALT1, el miembro mejor estudiado de la familia, puede
actuar in vitro sobre a NeuAc y derivados de GIcNAc y Xyl (Wong y Whitesides, 1994)

e in vivo es capaz de utilizar Fuc como aceptor en algunos O-glicanos (Hennet, 2002).

Estudio del efecto de diferentes cationes divalentes en la actividad de la
enzima B4GALT7 recombinante

Las glicosiltransferasas de tipo Leloir son enzimas dependientes de cationes

divalentes (Powell y Brew, 1976). Estos cationes participan estabilizando la unién del

94



Resultados

azucar nucleotido al centro activo del enzima durante la transferencia del grupo

glicosilo (Rini et al., 2009). Son, por tanto, esenciales para la actividad enzimatica.

Entre los cationes divalentes mas habituales se encuentran el Mn** y el Mg**. Se
hicieron pruebas de actividad, a concentraciéon saturante de UDP-Gal y 1, con estos
dos iones a una concentracion final de 20 mM y se analizé la cantidad de disacarido
Gal-Xyl-O—p-Nph formado a distintos tiempos de reaccidn. Se comprobd que, a la
concentracion indicada, el Mn?* conferia 2,4 veces mas actividad a BAGALT7 que el
Mg?* (Figura 33A), lo que coincide con lo publicado en la literatura (Robinson et al.,
1966).

Después se realizdé un ensayo para optimizar la concentracién de Mn?*. Para ello
se midié la actividad de la enzima a varias concentraciones de Mn?*. Al igual que en
los experimentos anteriores, las reacciones se hicieron con concentracion saturante
de los sustratos UDP-Gal y 1. Los mejores resultados se dieron a una concentracion
de Mn?* de 20 mM. A concentraciones superiores se produjo una pérdida dramatica de
actividad, llegando a perder hasta el 98 % a la concentracion de 400 mm (Figura
33B). Los datos coinciden con lo publicado en la literatura, donde se utilizan
concentraciones de Mn?* entre 15 y 20 mM y el aumento de la concentracion de Mn?*
por encima de estos valores se relaciona con la caida de actividad enzimatica
(Robinson et al., 1966) y la formacion de subproductos de reaccion no identificados
(Helting y Rodén, 1969).

-
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- -
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-
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Disacarido (uM)
Disacarido (uM)

Figura 33. (A) Comparacion de la producciéon de Gal-Xyl-O-p-Nph en presencia de
Mn?* (®) y Mg? (0). (B) Optimizacién de la cantidad de Mn*. Se realizaron pruebas
de produccion del disacarido Gal-Xyl-O-p-Nph a diferentes concentraciones de
MnCl,: 10 (®), 20 (©), 50 ('¥), 100 (A) y 400 mm (m).
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Estudios para el calculo del pH 6ptimo

Para calcular el pH 6ptimo de actuacion de la BAGALT7 se realizaron reacciones
a diferentes pH. Para cada rango de pH se eligieron diferentes tampones, utilizandose
el acético/acetato para pH entre 4 y 6, el fosfato en el entorno 5y 7,5 y Tris/HCI para
pH de 7,5-8,5. Las reacciones se realizaron con concentracién saturante de p-Nph-3-
D-Xyl y UDP-Gal. Para mantener una fuerza idnica constante de 154 mwm, se
adicionaron diferentes cantidades de NaCl al medio de reaccion. El resultado se
observa en la Figura 34, apreciandose un maximo en actividad a pH 5,0 con tampdn
fosfato 20 mm. El pico coincide con otro maximo relativo al mismo pH utilizando el

tampon acético/acetato 20 mwm.

Respecto al pH 6ptimo de B4GALT7 en la literatura, existen ciertas discrepancias que
podrian deberse a las diferencias metodoldgicas empleadas en cada caso. Al estudiar
la actividad B4GALT7 en extractos de cartilago y cerebro de embridn de pollo, el pH
Optimo para la reaccion se cifré en 5,3 (Helting y Rodén, 1969), en concordancia con
el valor de 5,5 obtenido previamente (Robinson et al., 1966) y que encaja con el pH
obtenido en esta memoria. Con la proteina humana se han obtenido valores de 6,5
midiendo la actividad en extractos de membrana con B4GALT7, el mismo valor que
para la enzima homéloga de D. melanogaster (Nakamura et al., 2002), y de 6,0
midiendo en extractos celulares de B4GALT7 soluble (Quentin et al., 1990). En todo
caso, el pH 6ptimo esta siempre comprendido entre 5,0 y 6,5 lo que concuerda con la
localizacion de B4GALT7 en el aparato de Golgi (Sugumaran y Silbert, 1991; Vadaie
et al., 2002), donde el pH medio es de 5,9-6,45 (Llopis et al., 1998).

0,10
o)

0,08 o
= Q
IO')
€ 0,06 0
= //'\\V
g 0,04 | v ©
£
=2
> 0,02

0,00 1

4 5 6 7 8 9

pH

Figura 34. Perfil de actividad de B4GALT7 a diferentes valores de pH y con distintos
tampones, acético/acetato (e), fosfato (o) y Tris-HCI ().
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Segunda parte: sintesis de diferentes xilopiranosidos

Las células inician la biosintesis de GAG transfiriendo un residuo de xilosa a una
serina de la proteina que formara los PG. Como ya se ha comentado en la
introduccién, las células son capaces de iniciar el proceso de sintesis de GAG sin
necesidad de este paso previo utilizando B-D-xilésidos sintéticos con aglicones
hidrofobos (como por ejemplo grupos bencilo, p-nitrofenilo, naftilo, etc.) que permiten
al carbohidrato entrar en las células por un mecanismo de difusion pasiva (Fritz et al.,
1994a; Sarkar et al., 1995). Asi, afiadiendo estos compuestos a un medio de cultivo,
las células pueden sintetizar GAGs artificiales utilizando los xilopiranésidos como
iniciadores, resultando en la secrecion al medio de los GAG formados (Johnston y
Meller, 1979).

En base a esto, uno de los objetivos de esta tesis doctoral ha sido el disefio
nuevos Xxilopirandsidos con aglicones hidr6fobos que sirvan como aceptores para la
BAGALT7, de forma que mas adelante puedan ser testados como agentes

anticancerigenos (Mani et al., 2004).

Sintesis de xilopirandsidos con grupo amido en el aglicon

Se ha desarrollado un método eficiente para la obtencion de 3-amidopropil
xilopirandsidos con distintos sustituyentes R en el aglicon (Figura 35A), mediante la
formacién de un enlace amido entre el sustituyente y el fragmento aglicénico de

3-aminopropanol. En estos xilopirandsidos, el grupo funcional amido podria mimetizar

(A) clo__R R._O.__R
: RIS
HO .
Hgy?H/O\/\/ e HSM/O\/\/NWR
OH

(B)

NH,

(0] (0]
HSMOWOH HSMO\NNYR

OH Fo)

Figura 35. (A) Método general para la obtencion de 3-amidopropil xilopiranésidos.
(B) Comparacion entre la estructura de la xilosil-serina (izgda.) con los compuestos
sintetizados (dcha.).
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la naturaleza del enlace peptidico, segun se muestra en la Figura 35B.

Este tipo de estructuras permite ademas disefar estrategias de sintesis que
posibilitan el acceso a un alto numero de compuestos estructuralmente relacionados,
de tal modo que de los futuros ensayos bioldgicos pueda obtenerse informacion sobre
la relacion estructura-actividad. Ademas, la sintesis debe tener lugar en un numero
reducido de etapas, de manera que pueda ser llevada a cabo, de ser necesario, en

escala de gramos.

El proceso seguido se muestra en el Esquema 2. El 1,2,3,4-tetra-O-acetil B-D-

xilopirandsido (2) se hizo reaccionar con 3-hidroxi-propionitrilo para obtener 2-cianoetil

CN
(A) HO >
CHZC|2 H2
BF3-OEt o Pd/C o
t.a,1h .a. AcO
) a Aﬁmo\/\CN t.a.,18h ACM/O\/\/NHZ
82 % OAc 100 % OAc
3 |
(B) | . y __ y
| AcO I HO (0]
I Acmo\/\/N\H/R Hmo\/\/N\H/R
OAc o) OH 0
4-8 9-13
i
4,9R =CHj3 Anhidrido acético, py
t.a.,18h

100 %
510R= ~ >">CHs  Anhidrido hexanoico, py

t.a,3h
50 %
O
6, 11R = /\)J\ Anhidrido succinico, py
OH
t.a,2h
75 %
7,12R = /© Cloruro de benzoilo, py
t.a,18h
20 %
8, 13R = Anhidrido ftalico, py
t.a,2h
COOH 80 %

Esquema 2. Método de sintesis seguido para la obtencidon de los xilopirandsidos 9-
13. (A) Obtencién de la amina intermedia |. (B) Reaccién de la amina | con diferentes
derivados de acido para la obtencion de los xilopirandsidos. (i) Ver la tabla para las
condiciones y rendimientos segun el grupo R. Puede verse que este es un método
eficaz para generar aglicones con el grupo amido y diferentes grupos R. (ii)
MeONa/MeOH, t. a., 1 h. Todas con un rendimiento entre 91-98 %.
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2,3,4-tri-O-acetil B-D-xilopirandsido (3) con un 82 % de rendimiento. Mediante la
posterior hidrogenacion de 3 sobre Pd/C se obtuvo la amina intermedia |. Esta se hizo
reaccionar in situ con diferentes haluros o anhidridos de acido, obteniéndose asi los
xilopiranosidos 4-8, con rendimientos entre el 20 y el 100 %. Estos compuestos se

desacetilaron utilizando NaOMe/MeOH, obteniendo asi los productos 9-13.

El producto de partida 2 se obtuvo haciendo reaccionar D-xilosa con acetato
sédico en anhidrido acético como disolvente. Tras disolver la mezcla a alta
temperatura se procedid a la cristalizacion de la xilosa peracetilada por enfriamiento,
obteniendo el compuesto puro con rendimientos del 50 %. Mediante RMN de protén
se comprobd que el producto se encontraba completamente acetilado, detectandose
ademas que el compuesto se mantiene estable con una configuracién B en el carbono

anomeérico.

Sintesis de xilopiranosil-serina

Ademas de sintetizar 3-amidopropil xilopirandsidos se optd por sintetizar un
xilopirandsido con aglicon de serina siguiendo el procedimiento descrito por Paulsen y
Brenken (1988).

El metil éster de L-serina se hizo reaccionar con cloroformiato de bencilo (Cbz) para
obtener una serina protegida (14) en el extremo C-t por un éster de metilo y en el
extremo N-t con un grupo benciloxicarbonilo. La serina 14 se obtuvo con un
rendimiento del 65 %. El compuesto 14 se glicosilé en el grupo hidroxilo libre de la
cadena lateral de la serina utilizando 2 eq de xilosa peracetilada (Paulsen y Brenken,
1988). El intermedio acetilado 15 se obtuvo con un rendimiento del 75 %. En un primer
intento se desacetild el compuesto 16 utilizando NaOMe/MeOH, pero se comprobd
que se eliminaba el grupo benciloxicarbonilo de la serina. Como nos interesaba
mantener este grupo funcional, se realiz6 una desprotecciéon en condiciones mas
suaves con KCN (Herzig et al., 1986), obteniéndose el compuesto deseado 16 con un

70 % de rendimiento, un 52 % desde el compuesto de partida (Esquema 3).
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OH OH 2, TMSOTf
Cbz, py 0 CHyCl, Ar AcO Q
Log, S0 R Ly, tezh  TRASD
H,N “CHs vy BnO~ “HN “CH,4 o~ o.
5 ) o 0 HN CHj
14 BnO O
15
KCN o
MeOH H
ta, 1h %%0
70% HN O\CH
3
BnO Oo
16

Esquema 3. Secuencia de sintesis utilizada para obtener xilopiranosil-8-D-L-serina

partiendo de serina-metil éstery 2.

BzCl
Dioxano, py

L
OH

MeONa
MeOH
t.a,2h

100°C, 4 h HO
OBz

(@)
Hﬂmo
on
OH
18

2

CH,Cl,
BF5-OEt

t. a., 45 min

(@)
Aol o
OAc
OBz
17

Esquema 4. Sintesis del 2-(6-hidroxinaftil) B-D-xilopiranésido a partir de 2 y

6-benzoiloxi-naftaleno (Mani et al., 2004).

Sintesis del 2-(6-hidroxinaftil) B-D-xilopiranésido (18)

El compuesto 2-(6-hidroxinaftil) B-D-xilopirandsido (18) se prepard siguiendo el

método descrito por Mani et al. (2004). En un primer paso se protegid parcialmente el

2,6-dihidroxinaftaleno con cloruro de benzoilo para dar lugar a una mezcla del

producto mono- y di-O-benzoilado. Sobre esta mezcla se procedié a la glicosilacion

del producto mono-O-benzoilado con 1,2,3,4-tetra-O-acetil B-D-xilopiranosa, para

obtener el 2-(6-benzoiloxi-naftil) 2,3,4-tri-O-acetil B-D-xilopirandsido (17), que fue
desprotegido utilizando NaOMe/MeOH. El producto final 2-(6-hidroxinaftil) B-D-

xilopiranodsido (18) se obtuvo con un rendimiento aproximado del 30 % (Esquema 4).
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Tercera parte: actividad biolégica de los xilopiranésidos
como sustratos y aceptores trampa de B4GALT7 y actividad
antiproliferante frente a cultivos celulares

Ademas de los xilopirandsidos sintetizados en la presente memoria se estudiaron
otros xilésidos que aparecen en la Figura 36. Algunos de ellos son comerciales (19,
20) y otros (21-23) habian sido previamente sintetizados en nuestro grupo de trabajo

(Lépez y Fernandez-Mayoralas, 1994).

Haas:;éi/o\//\\/njrCH3 HﬂSSCiéi/o\«/\x/er”\v/\\/CH3
0 OH 0
9 10

13 16

HO 0 HO 0}
HMO\CH;; Hij/o\/\/\/\/CH3

OH OH
20 21

HO O

Hms HO Q O\/©

OH Hm

OH
22 23

Figura 36. Xilopirandsidos utilizados en el presente estudio.
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Primero se prob6é su habilidad para actuar como aceptores en la reaccion
catalizada por la B4GALT7 recombinante. Para los que dieron un resultado positivo se

pasd a medir sus constantes cinéticas.

Ademas, se comprobd su capacidad para «secuestrar» la actividad de la enzima y
actuar como aceptor trampa. Para ello nos valimos de la medida de las ICso de todos

los xilopiranésidos frente a 1.

Estudio de xilopiranésidos como aceptores

Se realizaron reacciones a una concentracion inicial de 500 ym para cada uno de
los compuestos, con UDP-Gal a concentracion saturante (1 mm). Las velocidades de

reaccion se midieron utilizando el ensayo espectrofotométrico.

Los xilopirandsidos utilizados provenian de disoluciones de stock en H,O, excepto
los xilopirandsidos 16 y 18, que estaban en una disolucién de DMSO-H,O 1:1 (v/v).
Estos dos compuestos se compararon frente a la velocidad de reaccion de B4AGALT7
con 1 como aceptor y DMSO (0,5 %) en el medio de reaccion. Ademas se comprobo
el efecto del DMSO en el medio de reaccion sobre la actividad B4GALT7. Para ello se
realiz6 un ensayo estandar, con 1 (10 mm) y UDP-Gal (1 mM) como sustratos vy
anadiendo DMSO (10 %) al medio. Se midio la velocidad de reaccion de B4GALT7 en
ausencia y presencia de DMSO. Las velocidades relativas resultaron casi idénticas,
100 y 99,4 % respectivamente, indicando que la presencia de un 10 % de DMSO no
afecta a la actividad de B4GALT?7.

A una concentracion de 500 pm los xilopirandsidos mostraron un amplio rango de
velocidades relativas (comparadas con la velocidad de 1 a la misma concentracion),
que se resumen en la Tabla 15. Los unicos compuestos que no mostraron actividad
detectable frente a B4GALT7 en las condiciones del ensayo fueron D-xilosa (19) y
metil B-D-xilopiranosido (20), lo que contrasta con la literatura, donde se describe que
ambos son sustratos de B4GALT7 (Helting y Rodén, 1969; Parsek et al., 2010) y que,
ademas, son capaces de cebar la biosintesis de GAG artificiales, aunque menos
eficientemente que otros xilopirandsidos con aglicones mas voluminosos (Levitt y

Dorfman, 1973; Schwartz et al., 1974a). El hecho de que no hayamos detectado
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Tabla 15. Velocidades de reaccion frente a
diferentes xilopirandsidos (500 um)

Entrada Aglicon® Vel (%)
_0O
1 TL 100,0
H
9 /O\/\/NTO(CH3 57,5
O H CH
10 AN s 88,8
E(W
H o}
11 oAy, 80,3
(0]
H
12 /O\/\/NT(© 157,2
(0]
H
13 /O\/\/N@ 2496
© (0] ONa
_O
16[b] HNjﬁfo\CH3 314 1
SAR
0.
gt 31,9
OH
19 —~OH 0
20 —O-CH;, 0
21 SO~~~ CHs 144,0
_S
22 T 142,4
23 /Ov© 153,0

ol Todos los aglicones estan en conformacion 8, excepto 19,
que presenta una mezcla anomérica a 'y .

I Con DMSO (0,5 %) en el medio de reaccion.

actividad podria deberse a limitaciones de la metodologia utilizada, pero parece claro

que el no haber detectado actividad podria deberse a que son los dos unicos

compuestos que o0 no poseen aglicon o este no es lo suficientemente voluminoso

como para que la enzima lo reconozca de forma eficiente. Por otra parte, son

especialmente resefables los resultados obtenidos con los compuestos 13 y 16, ya
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Tabla 16. Constantes cinéticas obtenidas para los xilopiranésidos

KM kcat kcat/KM Ki

Entrada Aglicon (M) D (sTMY (M)

H
9 OO 075 410 54x10° -

10 AN 075 64,3 8,6x10°

H
1 /O\/\/NNONa 056 47,2 85x10° —

H
12 /o\/\/NY© 053 78,7 15x10° -
H
13 O 0,40 106,3 2,6x10° -
(@]

ON
16 HN]W( CHa 053 1520 29x10° -

(o)
18 / 058 302 52x10° 0,38
OH

21 O~ ~~_CHy 0,37 60,7 16x10° -

_S
22 T 075 874 12x10° -

23 /0v© 029 576 20x10° -

@ Con DMSO (10 %) en el medio de reaccién.

gue con ellos la velocidad de reaccién fue 2,5y 3 veces superior a la alcanzada con el

sustrato de referencia.

Medida de los parametros cinéticos

Para los xilopiranésidos que habian mostrado actividad, se pas6 a determinar las
constantes cinéticas. Los ensayos se realizaron como se describe en «materiales y
métodos». Las constantes calculadas se recogen en la Tabla 16.Para la practica
totalidad de los compuestos se obtuvieron cinéticas hiperbdlicas que se ajustan a un
comportamiento de Michaelis-Menten y se describen perfectamente con la ec. 1.

El compuesto 18 presentd un comportamiento que se desvia de la cinética

hiperbdlica michaeliana (Figura 37). Al igual que para UDP-Gal, este comportamiento
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3,5e+6 -
3,0e+6 -
FI" 2,5e+6
2,0e+6 -

1,5e+6 -
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Figura 37. Cinéticas de la proteina B4GALT7 respecto al compuesto 18. (A): Al igual
que con UDP-Gal, la representacion de Michaelis-Menten muestra un efecto de
inhibicion por exceso de sustrato. (B): representacion de Hanes-Woolf, donde se
observa el ajuste parabdlico correspondiente a una inhibicion por exceso de sustrato.

se puede explicar con el uso de la ec. 2 que describe la inhibicion por exceso de

sustrato. Utilizando la ec. 2 se calculd una K; de 0,38 mm.

Los resultados obtenidos se muestran en concordancia con los valores obtenidos
para el sustrato de referencia (1). Comparando los valores de los xilopiranésidos 9-11
puede verse como al aumentar la cadena hidrocarbonada aumenta la eficacia
catalitica. La introduccion de una carga en el compuesto 11 no modifica la eficacia
catalitica respecto al compuesto alifatico 10. Aunque no se puede encontrar una
correlacion clara entre la naturaleza de los aglicones y las constantes cinéticas, es de
resefiar que los compuestos con mayores eficacias cataliticas son aquellos que

poseen grupos aromaticos en el aglicon (13, 16, 23).

Pruebas como aceptores trampa

Mani et al. (1998) describieron que el 2-(6-hidroxinaftil) B-D-xilopiranésido (18) era un
eficaz agente anticancerigeno. Mas tarde ligaron esta capacidad antiproliferante con
la habilidad del compuesto para interferir en el metabolismo de los HS de las células
transformadas (Mani et al., 2004). Es decir, el efecto anticancerigeno dependia de la
habilidad de este compuesto para entorpecer el normal funcionamiento de la
maquinaria biosintética «secuestrando» las enzimas encargadas de la biosintesis de
PGHS. ElI compuesto 18 se comporta, por tanto, como un «aceptor trampa»

(Okayama et al., 1973) frente a esta enzima.
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(A)
SR
(B)

S < 919

i)
(C)
i‘;ﬂmwg

Figura 38. (A) La enzima (E) se une a su sustrato natural (S) liberando los productos
de reaccion. (B) El «aceptor trampa» (A) es capaz de actuar como sustrato

compitiendo con S por el sitio activo, pudiendo secuestrar a la enzima para que
sintetice un producto «no natural». (C) El proceso se puede comparar con la uniéon de
un inhibidor competitivo (1) al centro activo de una proteina. Si A e | son lo bastante
potentes, pueden llegar a impedir que S se una a la enzima.

Si medimos en una reaccidn la formacion de un «producto trampa» frente a un
«producto natural», podemos medir la capacidad de los putativos aceptores trampa de

afectar al funcionamiento de la proteina frente a un sustrato dado (Figura 38).

Por lo tanto, una forma de determinar lo buen o mal sustrato trampa que es un
determinado compuesto frente a B4GALT7 seria medir su capacidad de inhibir la
actividad de esta enzima con un sustrato de referencia. En nuestro caso el sustrato de
referencia fue el p-Nph-B-D-xyl (1). Se procedié a medir la capacidad de los diferentes
xilopiranosidos sintetizados para interferir en la formacion del disacarido D-Gal-
B(1,4)-D-Xyl-B(1,0)—-p-Nph (Figura 39).

Para calcular la ICso se utilizé el modelo de Hill-Slope, que se ajusta a la siguiente

ecuacion:

106



Resultados

ﬁw

HQ 0 ‘/UDP Gal
Hm
o U,
o N -Gal

é»vm

T,

2

Figura 39. El xilopirandsido que funciona como «aceptor trampa» (2) de B4GALT7,
es capaz de secuestrar su actividad enzimatica de forma que esta enzima sintetizara
el disacarido 4 en lugar del 3. Como sustrato de referencia se utilizd el
xilopiranésido 1.

(max — min)
1+ (1)

donde y representa la relacion entre la velocidad de reaccion en presencia de una

y =min +

[3]

concentracion de sustrato inhibidor [I] y la velocidad de reaccion en ausencia de ese
inhibidor, min y max representan los limites superior (maxima velocidad) e inferior

(maxima inhibicién), respectivamente, y ¢ es el coeficiente de Hill.['"!

Se realizaron reacciones con concentracion saturante de 1 y concentraciones
variables de cada uno de los xilopirandsidos estudiados. Todas las reacciones se
analizaron en HPLC utilizando una columna Lichrosorb RP18 (C18) y una fase mouvil
de TFA al 0,1 % en H,O-CH3CN 17:3 (v/v). En esas condiciones, los picos de los
xilopirandsidos 18 y 22 solapaban con el pico del disacarido D-Gal-8(1,4)-D-Xyl—
B(1,0)—p-Nph. Para estos dos casos se utilizé una columna mediterranean seass
(C18) con una fase movil de TFA al 0,1 % en H,O-CH3CN 87:13 (v/v).

19 Cf. Assay Guidance Manual Version 5.0, 2008, Eli Lilly and Company y NIH Chemical Genomics
Center. Disponible en linea en: http.//www.ncgc.nih.qov/quidance/manual toc.html (ultimo acceso el 16
de agosto de 2010).
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Tabla 17. Xilopirandsidos como aceptores trampa.
Medida de las ICso.

Entrada Aglicon® ICso (mM)  Error (%)
H
9 /O\/V'HO(C”S 3,69 707
(e} H CH
10 TN TN 2,46 452
(6]
H (e}
1 /O\/\/NNONEI 3,96 751
(0]
H
12 /O\/\/NT(© 1,04 19,9
O
H
13 ON 0,61 27,8
OO ONa
/O
[b] HNjﬁ(O\CH
3
16 " 2,39 165

(o)
gh 7 0,30 5,8
OH

19[‘:] _OH >20 n. d.
2011 —o-cH, >20 n.d.
21 O~~~ CHs 0,95 9,8

_S
22 T 0,52 323
23 /0v© 1,26 52,0

Bl Todos los aglicones estan en conformacion B, excepto 19, que presenta
una mezcla anomérica a'y .

®l Con DMSO (10 %) en el medio de reaccion.

I Aunque los compuestos no mostraron actividad detectable como sustrato
de B4GALT7 se midid su ICso.

En la Tabla 17 se muestran las ICso calculadas para los diferentes xilopirandsidos.

En general, los datos se ajustaron bien al modelo Hill-Slope, pero en algunos casos

(xilopirandsidos 9, 10, 11, 16, 22 y 23) el % de error de ajuste supero el 40 %, valor que

se considera limite para un ajuste aceptable a la curva. Esto es debido a que la

asindota inferior (min) no pudo definirse de manera satisfactoria.
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Tabla 18. Xilopirandsidos como aceptores trampa. Medida de las ICso. Los
datos se ajustaron al modelo de Hill-Slope (ec. 3) y a la ec. 4. En negro se
encuentran los valores considerados como definitivos.

Hill-Slope (ec. 3) min =0 (ec. 4)

Entrada Aglicon®
ICso (mM) % error ICso (mM) % error
H
9 OO 3,69 707 3,69 28,8
(0]
H
10 ANy 2,46 452 2,46 30,2
O
H o}
I T 3,96 751 3,96 7.1
(0]
H
12 /O\/\/NY© 1,04 19,9 1,3 14,8
(0]
H
13 AN 0,61 27,8 0,61 20,7
OO ONa
_0O
b jﬁ(O\c
16! [’L Hs 2,39 165 2,39 26,9

0.
O 0,30 5,8 0,36 51,3
OH

19 oM >20 n. d. >20 . d.

20  -o-ch, >20 n. d. >20 . d.

21 O 0,95 9,8 1,06 5,43
_S

22 T 0,52 323 0,52 26,5

23 /0\/© 1,26 52,0 2,62 26,9

ol Todos los aglicones estan en conformacion 8, excepto 19, que presenta una mezcla anomérica a'y .

I Con DMSO (10 %) en el medio de reaccion.

Para estos casos se utilizé un modelo alternativo, ajustando la ec. 3 para que el

valor de min tienda a cero, con lo que ésta quedaria como:

max

— [4]
1+ (1)

y:
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Si se observa una reduccién significativa en el porcentaje del error de ajuste al
utilizar la ec. 4 en vez de la ec. 3, podremos concluir que se ajustan mejor a ese
modelo que al de Hill-Slope.?® La Tabla 18 muestra los resultados comparados al
utilizar ambos ajustes. Puede observarse una disminucién significativa en los
porcentajes de error de ajuste en los xilopiranésidos 9, 10, 11, 16, 22 y 23 (bajan hasta
valores entre 7 y 30 % dependiendo del compuesto). Ademas, para el resto de
xilopiranosidos los valores de ICso se mantienen iguales para el resto de
xilopirandsidos, aunque en el caso de 12, 21 y 23 se producen pequefias variaciones

gue no parecen significativas.

Caracterizacion de la inhibicibn de BAGALT7 producida por los
«aceptores trampa»: calculo de la Kk de 2-(6-hidroxinaftil)
B-D-xilopiranodsido frente a p-nitrofenil B-D-xilopiranésido

La constante de inhibicion aparente, ki, del compuesto 2-(6-hidroxinaftil)  B-D-
xilopirandsido (18) frente a 1 se calculé tal y como aparece reflejado en «materiales y
métodos». Los datos de velocidad inicial obtenidos en los diferentes estudios cinéticos
de inhibicién, fueron tratados con las ecuaciones que describen la inhibicién
competitiva, acompetitiva y mixta (ecs. 5, 6 y 7 respectivamente):

v = Vinax * [S] [5]
Ky (1 + 1%1) + [S]
Vmax : [S]
v; = [6]
K + 151+ (1 +,£L])
v, = Vmax : [S] [7]

_KM-(1+I%C)+[S]-<1+%>

donde [I] representa la concentracion de inhibidor (18), kic es la constante aparente de
inhibicion competitiva y ki, es la constante aparente de inhibicion acompetitiva.

Los datos obtenidos se representaron utilizando la aproximacion lineal de Hanes-
Woolf ([1)/V vs [1]) y Lineweaver-Burk (1/V vs 1/[1]). Las representaciones lineales

mostraron, respectivamente, un patron de lineas paralelas con una mayor ordenada

20 | pig,
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Figura 40. Representaciones de los datos de actividad de BAGALT7 frente a 1 en
presencia de concentraciones crecientes de 18: 0 (e), 250 (©) y 500 um (v). (A)
Representaciéon de Michaelis-Menten. (B) Representacion de Hanes-Woolf (arriba) y
Lineweaver-Burk (abajo). Las curvas muestran el tipico patrén de inhibicion

competitiva.

en el origen segun aumentaba la concentracion de 18 y una serie de rectas que se
cortan en el eje de ordenadas con menor pendiente segun aumentaba la

concentracion de 18 (Figura 40). Este patrén es el tipico de un inhibidor competitivo

(Cornish-Bowden, 2004).

Partiendo de la ec. 5, puede definirse K, como:

i =t (144 8
M M ki

donde kic es la constante de inhibicion competitiva de 18 e [I] su concentracion,

quedando la ec. 5 como:

v, = Vmax ' [S] [9]
Ky +[S]
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Figura 41. Representacion de K;, frente a la concentracion de 18 para obtener la ki.

La constante de inhibicion aparente para 18 se calcul6 representando los valores
de K,, obtenidos frente a la concentracion del inhibidor a la cual se realizaron cada

uno de los ensayos cinéticos (Figura 41). El valor calculado para ki fue de 0,14 mwm.

Pruebas como agentes antiproliferantes

2-(6-Hidroxinaftil) B-p-xilopirandsido (18) es un potente anticancerigeno y es capaz
de arrestar el crecimiento en varias lineas tumorales (Mani et al., 1998). Uno de sus
objetivos de esta tesis doctoral es comprobar si existe alguna relacion entre la eficacia
catalitica de BAGALT7 frente a los xilopiranésidos y la capacidad antiproliferante de
éstos frente a la linea celular A549 de carcinoma pulmonar. Los Xxilopiranésidos
seleccionados para este estudio fueron 9, 10, 16, 20, 22. Esta serie presenta un amplia
diferencia estructural en los aglicones ademas de una alta variabilidad en las ICso
frente a la enzima (entre 0,52 y 3,69 mm). Ademas, se incluyo el xilopiranosido 18
como control positivo, ya que su capacidad antiproliferante frente a esta linea celular
ha sido ya demostrada (Mani et al., 1998) y los derivados acetilados 15 y metil 3-D-
2,3,4-tri-O-acetil-xilopiranésido (24), ya que esta descrito que los glicosidos
peracetilados pueden penetrar mejor hacia el interior celular, donde luego son
desacetilados por las carboxilesterasas endogenas (Sarkar et al., 1995, 1997, 2000).

Se crecieron células tal y como se describe en los procedimientos experimentales

con 25 ng/mL de EGF y concentraciones variables de cada xilopirandsido. Como
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Figura 42. Efecto de los xilopirandsidos 9 (@), 10 (©O),16 (), 18 (¥), 20 () y 22 (A)
y de los derivados acetilados 15 (H), y 24 (<), en el crecimiento de las células A549
en presencia de 25 ng/mL de EGF. C1 (—) es el control positivo de proliferacion y
C2 (— —) el negativo. Los valores por debajo de C2 indican muerte celular por la
citotoxicidad del compuesto.
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Figura 43. Representacion del tanto por ciento de proliferacion, frente a la
concentracion de xilopiranésido 9 (@), 10 (O),15 (M), 16 (), 18 (V¥), 20 (®), 22 (A) y
24 (). Para el calculo de la ICsy so6lo se tuvieron en cuenta los resultados positivos
(derecha); por debajo de 0 implica citotoxicidad.

controles se cultivaron células con EGF y sin xilopiranésidos (C1) y en ausencia tanto
de EGF como de xilopiranésidos (C2). Como se puede observar en la Figura 42, a
partir de 100-150 uM los compuestos presentan cierta citotoxicidad, manifestada como

los valores de absorbancia que se encuentran por debajo de la linea del control C2.
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Tabla 19. Xilopiranésidos como antiproliferantes:

calculo de las ICso frente al crecimiento de células en

cultivo.
Entrada Estructura ICs0 (M)
HO Q ¥
9 HMOWNYCHS 68
OH o)
HO S o N CH
HO ~ 3
10 N 120
0
Ao o
OAc
15 HNjﬁ(O‘CH3 54
BnO O ©
Q
Pol— 0
OH
16 HNjﬁ(o‘cm 88
BnO/gO ©
HO Q 0.
18 Fos—r 150
OH
(e}
20 HSEY//?H/OY;% >330
HO 0 S
22 ”ﬁﬁj j@ >330
(e}
24 AR Oy >330

OAc

Con estos datos se pudo calcular el tanto por ciento de proliferacién p con la ec.

10, teniendo en cuenta que, en ausencia de suero, practicamente no hay

proliferacion:

donde Ay es la absorbancia (a 570 nm) en presencia del xilopiranésido x, Ac: es la
absorbancia del control C1 (con EGF) y Acz es la absorbancia del control C2 (sin

EGF). Se represento p frente a la concentracion de cada xilopirandsido (Figura 43)

p=100-<

Ax - ACZ )
AC1 _ACZ

para calcular las ICso de proliferacion, que se recogen en la Tabla 19.
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Como puede verse a tenor de estos resultados, no existe una correlacion clara
entre las ICso de los xilopirandsidos frente a B4GALT7 (Tabla 18) y sus ICso de
proliferacion (Tabla 19). Los unicos xilopirandsidos que no mostraron actividad
antiproliferante fueron 20, 22 y 24. En cuanto a 20 y su derivado peracetilado 24, la
ausencia de antiproliferacién podria relacionarse con que sea un mal sustrato de
B4GALT7: en nuestras condiciones de reaccion y analisis no se ha detectado
actividad significativa de la enzima sobre el producto (Tabla 15). En cuanto al
compuesto 7, aunque comparativamente presenta la ICso mas baja y una constante
catalitica relativamente alta (Tabla 16 y Tabla 17), la falta de actividad antiproliferante
coincide con lo observado al utilizar 2-(6-hidroxinaftil) tio-B-D-xilopirandsido y otros tio-
B-D-xilopirandsidos como antiproliferantes: sus ICso de proliferacion son mas altas que
las de los correspondientes O-glicésidos (Mani et al., 1998, Jacobsson et al., 2007). El
resto de los xilopirandsidos testados mostraron ICso de proliferacion menores que el 2-
(6-hidroxinaftil) B-D-xilopirandsido (18) y se mostraron citotdxicos a altas
concentraciones, como indican los resultados negativos de proliferacion celular. De
todos los compuestos ensayados los xilopiranédsidos 9, 10, 15 y 16 son los que

presentan una actividad antiproliferante prometedora.
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Como ya se ha comentado a lo largo de esta memoria, se ha descrito que
utilizando xilopirandsidos con aglicones hidrofobos, el crecimiento de células
tumorales puede ralentizarse (Johnston y Keller, 1979) o inhibirse completamente
(Kolset et al., 1990; Mani et al., 1998, 2004). Esta capacidad antiproliferante depende
de que los xilopirandsidos ceben la biosintesis de GAG al actuar como aceptores
trampa de B4GALT7. Los GAG generados son degradados por las células y como
resultado aparecen fragmentos en el nucleo celular que inducen la apoptosis
(Jacobsson et al., 2006).

Debido a esto y a que B4GALT7 es una de las enzimas de velocidad limitante en
el proceso biosintético (Robinson y Robinson, 1981; Nakamura et al., 2002; Takemae
et al., 2003), seria interesante comprobar si existe alguna relacién entre la capacidad
antiproliferante de los xilopiranésidos y su capacidad como aceptores y/o aceptores

trampa de la enzima.

Desarrollo del sistema de expresion

Los estudios de una proteina deben hacerse con fracciones puras y homogéneas

de los preparados enzimaticos. Para estudiar el efecto de los xilopirandsidos en
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B4GALT7 era necesario, por tanto, desarrollar un sistema de expresidon que
permitiese la obtencion de la enzima en cantidades necesarias para los ensayos y con
alta pureza. La proteina B4GALT7 ha sido clonada por otros grupos de investigacion
utilizando aproximaciones diferentes a las utilizadas en esta memoria. Almeida et al.
(1999) obtuvieron una forma truncada de la proteina clonandola en células de insecto
pero el proceso de purificacion rindié preparados semi puros. Por otro lado, Okajima
et al. (1999b) clonaron la enzima fusionada a la proteina A y la obtuvieron en células
de ratén. Oftros intentos de sobreexpresion y purificacion fueron realizados
expresando B4GALT7 como una proteina de membrana en levaduras, pero era
imposible cuantificar la cantidad de proteina utilizada en cada ensayo (Gulberti et al.,
2005). Con vistas de (a) simplificar el sistema de expresion-purificacién y (b) obtener
una proteina con un mayor grado de pureza y lo mas cercana posible de la forma
original, disefiamos un sistema basado en la sobreexpresién en Escherichia coli y en
la purificacion en un paso por cromatografia de afinidad a iones metalicos
inmovilizados (IMAC). Esta metodologia de expresion heterdloga la hemos utilizado
en nuestro laboratorio en anteriores ocasiones con resultados satisfactorios (Bastida
et al., 2003; Sanchez-Moreno et al., 2004; Latorre, 2008).

Las principales desventajas de trabajar con E. coli como sistema de expresion
heteréloga son la formacion de cuerpos de inclusion, la ausencia de modificaciones
postraduccionales (incluyendo glicosilacién y formacién de puentes di sulfuro) y la
presencia de codones no habituales en la secuencia a expresar (Segrensen y
Mortensen, 2005; Peti y Page, 2007; Yin et al., 2007). No obstante, desde la
expresion de la somatostatina bovina en E. coli (Itakura et al., 1977), el numero de
proteinas de mamiferos clonadas y expresadas en este microorganismo no ha dejado
de crecer, siendo el sistema hospedador mas utilizado en biotecnologia (Yin et al.,
2007).

La prevencion de los cuerpos de inclusion puede hacerse utilizando diferentes
estrategias, entre las mas usadas se encuentra el uso de colas (fags) fusionadas a la
proteina de interés. Ademas de facilitar plegamiento e incrementar la solubilidad, el
uso de estas colas supone mejoras en el rendimiento de purificacién y la prevencién
de la protedlisis (Arnau et al., 2006). Con motivo de aumentar la solubilidad y facilitar
el proceso de purificaciéon, la enzima B4GALT7 se obtuvo eliminando el fragmento

transmembranal (aumentando asi la hidrofilia) y fusionando la proteina a una cola de
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histidinas. Se sabe que las colas pueden afectar al plegamiento de la proteina
resultando en la alteracion de la actividad enzimatica (Arnau et al., 2006). En lo
relativo a las colas de histidina, se ha descrito que pueden afectar a la estabilidad
térmica de la proteinas fusionadas, pero en general las proteinas mantienen los
valores de eficacia catalitica (Latorre, 2008), por lo que son aptas para ser utilizadas

en estudios enzimaticos.

Las glicosilaciones que se dan en las proteinas son claves para diferentes
aspectos, desde hacer que la proteina sea mas soluble, hasta facilitar el plegamiento
correcto o estar implicadas en la actividad funcional (Dwek, 1996). En la familia de
B4GALT, todas las isoenzimas tienen sitios de N-glicosilacion en el C-t, y B4GALT2-6,
ademas, en el N-t (Amado et al., 1999), algunos de los cuales parecen encontrarse
glicosilados (Nomura et al., 1998). Estos sitios estan conservados en la familia
excepto en el caso de B4GALT?7. Utilizando el programa NetNGlyc 1.0 se encontré
una secuencia consenso de N-glicosilacion: Asn'?’-Ser'-Thr'* y con el programa
YingOYang 1.2 (Gupta y Brunak, 2002)? se encontraron dos posibles sitios de O-
glicosilacién en los residuos Ser*? y Thr*® (Figura 44). No obstante, parece que la
proteina obtenida en células de raton no se encuentra glicosilada (Okajima et al.,
1999b), por lo que este aspecto no deberia presentar un problema al utilizar E. coli

como hospedador.

La construccion de B4GALT7 fusionada a una cola de histidinas (ht-B4GALT7) se
expreso en la cepa BL21 (DE3), evitando asi problemas de protedlisis enddégena (Peti
y Page, 2007), y se purificd en un unico paso mediante IMAC en resinas de agarosa-
IDA-Ni**, obteniendo fracciones muy puras (>98%) con una cantidad de proteina de
5mg por litro de cultivo. La identidad de la proteina se confirmdé positivamente
mediante MALDI-TOFF vy la caracterizacion cinética, dependiente de Mn?*, arrojé
resultados que concuerdan con lo publicado en la literatura: especificidad de sustrato
restringida por residuos de xilosa como aceptores y UDP-Gal como donador,
obteniéndose valores de Ku en el mismo orden que los que se han publicado hasta la
fecha (Helting y Rodén, 1969; Schwartz y Rodén, 1975; Daligault et al., 2009; Pasek
et al., 2010). El pH éptimo (5,0) es coherente con la localizacion de la proteina en el
aparato de Golgi (Suguraman y Silbert, 1991; Vadaie et al., 2002).

& Disponible en el acceso en linea http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/

22 pisponible en el acceso en linea http:// www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/
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Figura 44. Secuencia del gen y de la proteina quimérica ht-B4GALT7. ElI dominio
correspondiente a la cola de histidinas aparece en amarillo. Sombreados en gris se
muestran los codones no habituales. Los sitios tedricos de glicosilacién aparecen en
color negro (/s/: codon de terminacion).

Por tanto, como se demuestra en esta memoria, es posible expresar en E. coli
el dominio soluble de la BAGALT7 humana fusionado a una cola de histidinas. De
hecho, durante la escritura de esta memoria han aparecido varios trabajos en los que
se obtuvo al enzima utilizando una aproximacion similar a la nuestra (Daligault et al.,
2009; Pasek et al., 2010; Talhaoui et al., 2010). En estos trabajos se utilizd E. coli
como sistema de expresion y la proteina se obtuvo como una forma soluble
eliminando el fragmento transmembranal y fusionandola a una proteina, la proteina de
unién a maltosa (MBP), la galectina 1 (gal-1) y la glutation sulfotransferasa (GST), lo
que permitid su posterior purificacion mediante columnas de afinidad. En estos

sistemas, los rendimientos fueron de 23 mg/l de cultivo en el caso de la unién a la
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MBP (Daligault et al., 2009), 15 mg/l de cultivo en el caso de la unién a la gal-1 (Pasek
et al.,, 2010) y 2,5 mg mg/l de cultivo en el caso de la union a la GST (Talhaoui et al.,
2010). Estos valores son similares al obtenido en nuestro laboratorio teniendo en
cuenta que B4GALTY7 se encuentra unida a proteinas de mayor tamafio que la cola de
His. Atendiendo a los rendimientos se puede afirmar que los sistemas son
relativamente eficientes, aunque son modestos comparados con la obtencion de la
fosfatasa alcalina (5,4 g/L de cultivo) o el factor de crecimiento de la insulina (8,5 g/L
de cultivo), que son de los mas eficientes conocidos en el campo de la expresion
heterdloga (Yin et al., 2007). Esta diferencia podria deberse, entre otros factores, a la
presencia de codones no habituales en la secuencia de B4GALT7 humana. La
presencia de estos codones suele traducirse en una pobre expresiéon en E. coli
(Sgrensen y Mortensen, 2005; Yin et al., 2007), que se acentua mas en el caso de
abundancia de AAG y AGG vy si éstos aparecen agrupados en clusters de mas de tres
(Segrensen y Mortensen, 2005). En el caso de B4GALT7 existen un total de 36
codones inusuales (de los cuales 6 son de AGG y 11 de AAG, Figura 44), aunque se
encuentran espaciados, excepto los codones 94-96 (AGG-AAG-AAG) y 237-239
(CGG-AAG-AGG).

Xilopirandsidos como sustratos, aceptores trampa y

antiproliferantes

Una vez optimizado el sistema de expresion y de actividad enzimatica in vitro,
pasamos a estudiar la relacién entre la actividad de los xilopirandsidos como sustratos

de la enzima y como antiproliferantes.

Existe una fuerte relacion entre la actividad antiproliferante de los xilopiranésidos
y su capacidad de interferir en la ruta de biosintesis de los GAG. Asi, se ha descrito
que los xilopirandsidos capaces de bloquear totalmente la biosintesis de PG
endogenos son los que muestran mayor actividad antiproliferante como en el caso del
hexil xilopiranésido. Por el contrario, el C-etil xilopiranésido, que no bloquea la
biosintesis de PG enddgenos, no muestra actividad antiproliferante (Kolset et al.,
1990). Los xilopirandsidos con actividad antiproliferante pueden, incluso, interrumpir el

crecimiento in ovo de embriones de pollo, dandose el caso de que los xilopiranésidos
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Tabla 20. Relacién de resultados para los xilopiranésidos frente a B4AGALT7 y
cultivos celulares. Se muestran las constantes cinéticas (Kv Yy kcat) ¥ las 1Cso in
vitro frente a B4GALT7 e in vitro frente al crecimiento celular de la linea A549.

ICs0 (MM) ICs0 (UM)

[a] [P )| —1
Entrada Aglicén Kvu(mM) ket (s7) vs BAGALT? vs A549
H
9 AN ACHs 0,75 41,0 3,69 68
(e]
H
10 AOANy g 75 64,3 2,46 120
O
H O
R 0,56 47,2 3,96 n. d.
O
H
12 /O\/\/NY© 0,53 78,7 1,04 n. d.
O
H
13 A0 AN 0,40 106,3 0,61 n. d.
oO ONa

e
HNjﬁ(O‘CH
15 8 n. d. n. d. n. d. 54

O.
16" HN]Y CHs 0,53 152,0 2,39 88

(0]
- 0,58 30,2 0,30 150
OH

19 -OH n. d. n. d. >20 n.d.

20 -o-cH, n. d. n. d. >20 >330

21 O~~~ CHs 0,37 60,7 0,95 n. d.
_S

22 \® 075 874 0,52 >330

23 0\/© 0,29 57,6 2,62 n. d.
e

24 ~O-CHs n.d. n.d. n.d. >330

Bl Todos los compuestos se probaron como xilopiranésidos desacetilados, excepto los compuestos 15y 24,
cuya xilosa se encontraba peracetilada.

®l Todos los aglicones estan en conformacion 8, excepto 19, que presenta una mezcla anomérica a 'y 8.

I Con DMSO (10 %) en el medio de reaccion.
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que mostraron mejores actividad in vitro fueron los mas eficaces in ovo (Sobue et al.,
1987).

La capacidad de los xilopirandsidos de iniciar la sintesis de GAG artificiales,
inhibiendo por tanto la biosintesis de PG naturales, debe depender de la capacidad de
los xilopiranésidos de secuestrar la actividad de la enzima B4GALT7. Teniendo esto
en cuenta, nos propusimos estudiar si existia una relacion entre el comportamiento de

los xilopirandsidos como aceptores de B4AGALT7 y su capacidad antiproliferante.

Los xilopiranésidos se han probado como sustratos in vitro de BAGALT7 a la vez
que se ha medido la capacidad para desplazar a un sustrato modelo (1) del centro
activo. Se han medido las constantes cinéticas de los sustratos en solitario (Kv, kcat) Y
la ICso frente a 1 (el resumen de los datos puede verse en la Tabla 20). El tipo de
competicion entre 1 y los xilopirandsidos se comprobé utilizando el compuesto 18,
obteniendo una grafica de inhibicion competitiva (Figura 37), que se corresponde con

lo publicado previamente (Robinson y Robinson, 1981).

La capacidad de un determinado sustrato para actuar como un aceptor trampa in vitro
(ICs0), guarda cierta relacion con la velocidad de transformacion (kc.:) y la eficiencia
catalitica (kcar/Kum) de la enzima B4GALT7. Para ambos parametros se observa que a
mayores valores la ICso disminuye (Figura 45). Un caso especial es el del compuesto
18, que con menores ket Y keat/Km presenta una ICso excepcionalmente baja, debido
probablemente al efecto adicional de inhibicion por exceso de sustrato que presenta

frente a B4GALT7 (Figura 37A). Aunque para la xilosa y el metil xilopiranésido no se

160

350
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Figura 45. Relacién entre k. (dcha.) y kee/Ku (izqda.) de los xilopirandsidos
frente a B4GALT7 y su ICso frente a 1.
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detectd actividad frente a la enzima, las altas 1Cso detectadas indicarian que estos dos
compuestos son, efectivamente, sustratos de B4GALT7, como aparece recogido en la
bibliografia (Helting y Rodén, 1969; Pasek et al., 2010), pero que no eran detectables

como tal bajo nuestras condiciones experimentales.

En cuanto a la actividad antiproliferante de los xilopirandsidos (determinadas con
las ICso frente al crecimiento de células A549) no parece existir ninguna relacién entre
éstas y sus actividades frente a B4GALT7 (kcat ¥ Kkecat/Kv). De nuevo, el metil
xilopirandsido (20) y su derivado peracetilado (24) no mostraron ninguna actividad
antiproliferante, lo que podria estar relacionado con el hecho de que son malos
sustratos de B4GALT7. Por otro lado, el bencil tio-B-D-xilopirandsido (7) mostré una
alta ICso en cultivos celulares cuando es uno de los mejores sustratos de B4GALT7,

con una de las ICso frente a 1 mas bajas y una eficacia catalitica relativamente alta.

En este caso, existen otra serie de factores que han de tenerse en cuenta a la
hora de evaluar las actividades antiproliferantes de los xilopiranésidos. Uno de ellos
es la capacidad de la célula para internalizar el compuesto mediante un mecanismo
de difusién pasiva (Sarkar et al., 1995). En este sentido es muy sintomatico el que el
compuesto acetilado 15 presente una ICso frente a la linea celular A549 de 54 um
frente al 88 um del compuesto sin acetilar (16). Los peracetatos son compuestos mas
hidrofobos y atraviesan mejor las membranas celulares, por lo que son internalizados
mas facilmente (Sarkar et al., 1995, 2000). El compuesto biolégicamente activo en el
caso de 15 y 16 es el mismo, ya en el interior celular los peracetatos son
desacetilados por lipasas endogenas (Sarkar et al., 2000), por tanto, sus diferencias

en ICso pueden explicarse por la mejor internalizacion en la célula de 15.

Ademas, la biosintesis de PG es un proceso muy complejo y que implica la
interaccidon de un conjunto de enzimas en un entramado macromolecular denominado
gagosoma (Ledin et al., 2006; Izumikawa et al., 2008; Presto et al., 2008). En muchos
casos, las enzimas biosintéticas modifican su actividad de forma drastica al
interaccionar con otras proteinas de la ruta, como es el caso de las HS-POL (Kim et
al., 2003) o las ChSy (lzumikawa et al., 2007). En el caso de las enzimas que forman
el tetrasacarido conector, se han descrito interacciones entre GalT-I, GalT-Il y XT
(habiéndose propuesto que forman, como en el caso del gagosoma, un complejo
multienzimatico), a la vez que una variacion drastica en el entorno lipidico del C-t de

GalT-I afecta a su estabilidad y actividad enzimatica (Schwartz et al., 1974b; Quentin
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et al., 1990). Por ejemplo, en pacientes con el sindrome de Ehlers-Danlos se ha
observado que, aunque GalT-ll es una enzima perfectamente funcional, se observa
cierta deficiencia en su accién, debido probablemente a una mala interaccion con la
forma mutante de GalT-lI (Quentin et al., 1990). De esta forma, podria ser que las
actividades in vitrolin vivo se viesen alteradas una respecto de otra en el contexto de
un complejo multienzimatico de membrana (Schwartz, 1976; Robinson y Robinson,
1981; Quentin et al., 1990).

Una explicacion alternativa a la falta de relacion entre actividad como
sustrato/aceptor trampa/antiproliferante es que fuese otra galactosiltransferasa distinta
de B4GALT7 la que actuase sobre los xilopirandsidos. A este respecto, existe la
hipotesis de que puedan existir otras GalT encargadas de la galactosilacion de la
xilosa o que la galactosilacion de xilopirandsidos y proteinas nucleo siguen rutas
distintas que convergen en la glucuronosilacion del tetrasacarido conector (Moses et
al., 1997a, 1997b, 1999).

Aunque no puede descartarse que la galactosilacion de los xilopirandsidos y las
proteinas nucleo se den en sitios distintos, la existencia de otras enzimas, aun no
descubiertas, que galactosilen la xilosa es bastante improbable con los datos de los
se cuenta hoy en dia. Aunque la enzima B4GALT1 (lactosa sintasa) puede actuar,
aun de forma bastante ineficaz, sobre residuos de xilosa y xilopiranosidos (Berliner et
al., 1984), los estudios in vitro con células deficientes en B4AGALT7 y de actividad
B4GALT7 con enzimas aislados de dichas lineas celulares no respaldan la existencia
de otras glicosiltransferasas implicadas en la biosintesis de GAG (Quentin et al.,
1990). Ademas, la especificidad de sustrato obtenida para B4GALT7 se corresponde
con la especificidad de la enzima encargada de actuar sobre los xilopirandsidos
(Lugenwa et al., 1996). Por ejemplo, BAGALT7 no puede actuar sobre Glc o Gal,
debido a que la existencia del grupo —CH,OH en C-5 y de un grupo axial en C-4
impiden que la enzima reconozca al sustrato. De la misma forma, los analogos de
xilosa con grupos voluminosos en C-5 o los epimeros en C-4 son incapaces de iniciar
la biosintesis de GAG.

Ademas, el descifrado del genoma humano no sugiere la existencia de genes
adicionales que puedan pertenecer a la familia de la B4GALT (Amado et al., 1999;
Hennet, 2002; Talhaouie et al., 2010). De hecho, las nuevas B4GALT que se han

postulado a lo largo de estos afos han resultado ser miembros ya conocidos de la
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familia. Por ejemplo al identificar la actividad frente a GIcNAc-6S, inicialmente se
descartd que fuese ninguna de las B4GALT conocidas (Seko et al., 1998), y mas
tarde se vio que era en realidad especifica de B4GALT4 (Seko et al., 2003). En el
caso de la BGICNACT se penso6 que podria tener un homélogo humano no descubierto
(Van den Nieuwenhof et al., 1999), hoy se sabe que es B4AGALT2 (Hennet, 2002). Es
dificil, por tanto, que exista una enzima con la misma especificidad de sustrato que

B4GALT7 y que no se haya detectado.
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1. Se ha desarrollado un sistema sencillo para la sobreexpresidn heterdloga y
purificacion de la enzima humana B4GALT7 utilizando E. coli como organismo
hospedador. La enzima recombinante se ha obtenido como una versién truncada
en la que se ha eliminado el dominio transmembranal y el extremo N-t y fusionada
a una cola de polihistidinas que ha permitido un método sencillo de purificacion. La
proteina se ha obtenido purificada a homogeneidad, con purezas siempre

superiores al 98 %.

2. La enzima recombinante se ha identificado correctamente como B4GALT7
mediante huella peptidica. Se ha comprobado que la actividad enzimatica que
posee la proteina es correspondiente a una UPP-galactosa: O-B-D-xilopiranosil
4-B-D-galactosiltransferasa, y los parametros cinéticos obtenidos han sido: Ku
aparente de 0,59 mM y ke.: de 49,78 s™' para el sustrato aceptor (p-Nph-B-D-xyl) y
Kwv aparente de 92 uM, ke de 51,36 s™' y Ki de 21,1 mMm para el sustrato donador
(UDP-Gal).

3. Se ha desarrollado un sistema sintético para la obtencion de 3-amidopropil
xilopirandésidos mediante la formacion de un enlace amido entre un

haluro/anhidrido de acido y el fragmento agliconico de 3-aminopropanol del
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3-aminopropil B-D-xilopirandsido. Se consiguieron rendimientos de entre el 20 y el

100 %, dependiendo del derivado de acido utilizado.

4. Se ha obtenido el glico-aminoacido O,-B-D-xilopiranosil-N-Cbz-L-serina-metil éster
mediante xilosilacion del metil éster de N-Cbz-L-serina en el grupo hidroxilo en la

posicion y del aminoacido. El rendimiento total fue del 52 %.

5. Se ha estudiado la habilidad como sustratos de la BAGALT7 recombinante. Los
valores cinéticos obtenidos estan en consonancia con lo publicado en la literatura
previa. Se ha visto al comparar los xilopirandsidos alifaticos que un aumento de la
cadena carbonada se relaciona con una mayor eficacia catalitica. Se ha
encontrado un indicio de relacion entre la presencia de grupos aromaticos en el

aglicdn y el aumento de la eficacia catalitica.

6. La capacidad de un xilopirandsido de interferir en la accion de B4GALT7 frente a
un sustrato de referencia guarda una cierta relacion con la velocidad de
transformacion del xilopirandsido frente a B4GALT7. El tipo de competicion que se

da entre los dos productos corresponde a un modelo de inhibicion competitiva.

7. Se ha comprobado la actividad antiproliferante de varios de los xilopiranésidos
sintetizados frente a la linea celular A 549 de carcinoma pulmonar, midiendo la ICso
frente al crecimiento celular. La mayoria de los compuestos mostraron una
capacidad antiproliferante similar a la del 2-(6-hidroxinaftil) 8-D-xilopiranésido. Por
otro lado, no parece existir ninguna relacion entre éstas y sus actividades frente a
B4GALT7. Si se encontré6 que los xilopirandsidos que no mostraron actividad

antiproliferante son malos sustratos de B4GALT?7.
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Proteoglycans (PGs), including heparan sulfate forms, are important regulators of tumor
progression. In the PGs biosynthetic process, the core protein is synthesized on a ribosomal
template and the sugar chains are assembled post-translationally, one sugar at a time, starting
with the linkage of xylose to a serine residue of the core protein and followed by galactosidation
of the xylosylprotein. Hydrophobic xylopyranosides have been previously shown to prime
heparan sulfate synthesis, a property that was required to cause growth inhibition of tumor cells.

To know if the antiproliferative activity of synthetic xylopyranosides is related to their ability

to act as “decoy acceptors” of xylosylprotein 4-f-galactosyltransferase, we have heterologously
expressed the catalytic domain of the human B-1,4-GalT 7 and studied the ability of a variety of
synthetic xylopyranoside derivatives to act as substrates or inhibitors of the recombinant enzyme.

Introduction

Proteoglycans are highly active and complex biomolecules
involved in a wide range of physiological and pathological
processes through their interactions with several proteins.'
They are composed of a core protein usually attached to the
cell membrane and one or more glycosaminoglycan (GAG)
chains attached at specific Ser residues of the core protein.
GAGs are linear polysaccharides composed of alternating
N-acetylated or N-sulfated glucosamine units and either
glucoronic or iduronic acid. The GAG chains are linked to
the protein core by a tetrasaccharide linker that is shared by all
proteoglycans. The assembly of this tetrasaccharide is carried
out in the Golgi and began with the transfer of a xylose residue
to a specific Ser of the protein chain, catalysed by a xylosyl-
transferase and is continued by the sequential action of specific
glycosyltransferases (Scheme 1).

It is known for more than 30 years that B-p-xylopyranoside
with hydrophobic aglycones can act as primers for GAG
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vatives 4, 7, 8, 9, 13, 14 and peracetates 24 and 25. See DOI: 10.1039/
c0mb00206b
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Scheme 1 Biosynthesis of the proteoglycan tetrasaccharide primer.

biosynthesis and thereby inhibit the assembly of glycos-
aminoglycan chains on endogenous proteoglycan core proteins.’
Okayama ef al.* named these compounds, that being sub-
strates for a particular enzyme are able to inhibit a metabolic
pathway, ‘“‘decoy acceptors” to distinguish them from
inhibitors, which are compounds that block the enzyme with-
out being modified by it. This concept has been also applied to
suppress the synthesis of the mucin chain in mucoproteins,* to
down-regulate the expression of sLex ligands® or to restore
the streptomycin antibiotic activity against aminoglycoside
resistant Escherichia coli strains.®

Synthesis of GAG chain can be initiated by B-p-xylosides by
joining the intracellular enzyme machinery at the second
glycosyltransferase step (galactosyltransferase I, Scheme 1)
and their ability to prime the assembly of GAG chains and
their composition depends on the structure of the aglycone
moiety.” In most cases, xylosides prime chondroitin sulfate/
dermatan sulfate (CS/DS) efficiently and heparan sulfate (HS)
only weakly.”” Xylosides containing polycyclic structures,
such as naphthol-derivatives, will prime a mixture of both
HS and CS/DS chains.””® The xyloside-primed GAG chains
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can be retained inside the cells but in general are secreted into
the medium in a nearly quantitative way, since the small
hydrophobic aglycones are not able to tie the chains to cell
membranes.

Therefore, xylopyranoside derivatives may be used to inter-
fere with the proteoglycans biosynthesis and thus modulate
various cellular activities, such as cell growth. In this sense,
Esko and co-workers have shown that GAG-priming
xylosides render tumor cells more sensitive to the cytostatic
effects of a-difluoromethylornithine (DFMO), an inhibitor of
de novo polyamine biosynthesis.” Mani and co-workers, in a
series of elegant papers,®!® have shown that 2-(6-hydroxy-
naphthyl) B-p-xylopyranoside (14) selectively inhibits the
proliferation of transformed or tumor-derived cells both
in vitro and in vivo. Also, treatment with this xyloside reduced
the average tumor load by 70-97% in a SCID mice model.

The ability of the xylosides to prime the assembly of GAG
chains—and hence their potential activity as antitumor
agents—must be related to their ability to act as acceptors of
the xylosylprotein 4-B-galactosyltransferase (p-1,4-GalT 7 in
Scheme 1). Herein, we describe the heterologous expression in
E. coli of a truncated form of the human B-1,4-GalT 7 and its
biochemical characterization. Also, we report the synthesis of
a family of xylopyranoside derivatives and the study of their
ability to act as substrates or inhibitors of the recombinant
B-1,4-GalT 7.

Results and discussion

Heterologous expression of a soluble form of human g-1,4-GalT
7 and its biochemical characterization

Galactosyltransferase I or B-1,4-GalT 7 (UDP-galactose:O-f3-
D-xylosylprotein 4-f-p-galactosyltransferase, EC 2.4.1.133) is
involved in the synthesis of the common glycosaminoglycan-
protein linkage region. In particular, it catalyzes the first
galactosylation step of the xylose bound to the core protein
of proteoglycans (Scheme 1). The gene codifying for this
enzyme in humans was identified almost simultaneously by
Almeida ez al.'! and Okajima et al.'> Human B-1,4-GalT 7 is a
Type II membrane protein. These proteins share a common
structure comprised of a short N-terminal cytoplasmic tail, a
membrane spanning region followed by a luminal stem region
and a large C-terminal catalytic domain (Fig. 1).'3

To facilitate general studies on enzymes, large-scale produc-
tion systems are needed.'® Prokaryotic expression systems,
and in particular E. coli, are the most attractive ones for large
scale production of recombinant proteins because of their
ability to grow rapidly and at high density on inexpensive
substrates.'> However, when a heterologous protein is over-
expressed in E. coli misfolding and aggregation happen
frequently, driving the recombinant protein into inactive
aggregates known as inclusion bodies. These limitations are
especially important for eukaryotic proteins that require post-
translational modifications such as glycosylation. A myriad of
strategies have been developed in the last several years to
increase the yield of soluble mammalian recombinant protein
using E. coli as an expression host. Some of these strategies
are: reduction of the recombinant protein production rate;'®

Lumenal Domain
(52-327 aa)

Stem Region

T:‘ansmembr:;ne u;
Region (31-5] aa) I?

Cytoplasmic
Tail (1-30 aa)

Golgi lumen

2999
SOAO

Cytoplasm

NHo

Fig. 1 Schematic representation of the human B-1,4-GalT 7 topology.

increasing the cellular levels of molecular chaperones;'” to fuse
the recombinant protein to a soluble fusion tag.'®

Using the latter approach, soluble human B-1,4-GalT 7 has
been lately expressed in E. coli. Lattard and co-workers
expressed a truncated form of the enzyme—Ilacking the first
81 N-terminal amino acids that include the transmembrane
and stem regions—fused with the MBP.'® On the other hand,
Qasba and co-workers expressed the human B-1,4-GalT 7
using as fusion partner the human lectin galectin-1.2° Very
recently, Fournel-Gigleux and co-workers have reported the
production of the wild-type $-1,4-GalT 7 and some mutants as
truncated fusion proteins (lacking the 60 N-terminal amino
acids) linked to GST.*® These authors also have identified two
functional regions critical for the organization of UDP-Gal
binding. They also demonstrated the central role of Trp224 in
governing interactions with both donor and acceptor substrates.

Several examples in the literature reported the soluble
expression of the catalytic domain of glycosyltransferases
(GT’s).?! Since the human B-1,4-GalT 7 presents only one
potential glycosylation site (Asn154), we decided to express the
soluble domain of the protein (Fig. 1) in E. coli fused to a six
His tag to allow its purification by immobilized metal affinity
chromatography (IMAC). We took advantage of the presence
of a unique recognition sequence for the endonuclease Pstl
that allowed to cut between the aminoacids 49-50 of the
enzyme and therefore to remove the transmembrane region
and the cytoplasmic tail (for experimental details see ESIY).

Comparison of the graphic plots of Kyte—Doolittle hydro-
pathicity profiles of wild-type and truncated B-1,4-GalT 7
clearly shows that the transmembrane region had been
eliminated (Fig. 2). Peptide mass fingerprinting from the
SDS-PAGE band verified that the purified protein had the
B-1,4-GalT 7 expected features. Nine peptides covering
the major part of the amino acid sequence of the soluble
domain were identified (Fig. 3). Almost all the predicted
tryptic peptides with molecular masses falling in the analyzed
m/z range were found in the peptide mass fingerprint of the
B-1,4-GalT 7 soluble domain. Other unassigned peptides were
identified using the FindMod tool.?? Thus, the peptide with
m/z = 1800.9094 (dark gray in Fig. 3) was assigned to the
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B-1,4-GalT 7 and (B) the truncated form of the enzyme.
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Fig. 3 Peptide mass fingerprint of B-1,4-GalT 7 soluble domain
incorporating a N-t His tag. The sequences of the identified peptides
are shaded and underlined. Molecular mass of each peptide is indi-
cated in Da.

peptide ERFEELLVFVPHMR included in the sequence of
the soluble domain.

The activity of the B-1,4-GalT 7 soluble domain was
initially assayed using UDP-Gal as the glycosyl donor and
p-nitrophenyl-B-p-xylopyranoside (p-NO,Ph-B-p-Xyl; 1) as
the acceptor (Scheme 2). The time course of the reaction was
followed by HPLC. The formation of a new peak with a
retention time of 10.2 min was observed. This peak
showed a m/z of 432.1 (M — H™), matching the mass of
disaccharide 2

The recombinant B-1,4-GalT 7 soluble domain showed a
Michaelis—Menten kinetic for p-NO,Ph-B-p-xyl. The apparent
Ky value (at saturating concentration of UDP-Gal) was
0.59 mM with an apparent kg, of 49.8 s~! (Table 1).

The behavior observed towards UDP-Gal was more
complex since the soluble domain of the B-1,4-GalT 7 showed
excess-substrate inhibition from a donor concentration of
1.25 mM (Fig. 4). This excess-substrate inhibition has been
also described by Qasba and co-workers for the galectinl-
B4GalT7 fusion protein.”° The calculated ki for UDP-Gal was
21.1 mM.

/ES/ \Q B1,4CALT 7 &v /ES/ \@\

OUDF'

UDP-Gal

Scheme 2

Table 1 Summary of the kinetic constants of the recombinant
B-1,4-GalT 7 soluble domain

Substrate Ky/mM keat)s™' kea/Km s MY ky/mM
p-NO,Ph- ’B-D -Xyl (1)* 0.59 49.8 8.5 x 10*
UDP-Gal’ 0.1 51.4 55.6 x 10* 21.1

“ Kinetic parameters obtained from fits to Michaelis—-Menten eqn (1).
b Kinetic parameters obtained from fits to eqn (2).

v (Wmol/min/mg)

0.02

0 5 10 15 20 25
[UDP-Gal] (mM)
Fig. 4 Michaelis—Menten representation of the pB-1,4-GalT 7 soluble

domain activity (V) as a function of the UDP-Gal concentration,
where the inhibition by substrate excess can be observed.

The Ky value obtained towards UDP-Gal for the soluble
domain of the B-1,4-GalT 7, was comparable, although some-
what lower, to the data reported by Lattard and co-workers'
for the MBP-B4GalT7 fusion protein (0.23 mM) and by
Fournel-Gigleux and co-workers®® for the GST-B-1,4-GalT7
(0.28 mM). However, the k., value obtained for the soluble
domain was about 30-fold higher than that reported by Lattard
and co-workers (Fournel-Gigleux et al. used 4-methylumbelliferyl-
B-p-xylopyranoside as acceptor). These differences observed in
the Ky and the k., values could be due to an entropy loss of
the active site in the fused MBP-B4GalT7 enzyme. Besides, it is
necessary to have in mind that the reported data are apparent
constants and it cannot be discarded that the differences
observed may be due to the different conditions in which these
values have been calculated in both works.

Synthesis of xylopyranoside derivatives

In Chart 1 the different xylose derivatives 3—14 used for the
enzymatic study are shown.

A group of compounds containing a common
N-(O-xylopyranosyl)-hydoxylpropylamide moiety with a
variable acyl group (compounds 8-12) was selected to
compare the effect of aliphatic or aromatic groups on the
activity of the xyloside as decoy acceptor. Acyl groups
containing a carboxyl (10 and 12) were also included, since
it is known that acidic amino acid residues are usually present
near the glycosylation site of both HS and CS/DS.>*

Compounds 5-7 were obtained as previously described by
one of us** and compound 14 was obtained following the
procedure described by Mani et al.®
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The synthesis of amides 812 was carried out from a
common amine intermediate 17, which was prepared by
glycosidation of xylose tetracetate 15 with 3-hydroxy-
propionitrile followed by hydrogenation of the nitrile group
(Scheme 3).

The reaction of 17 with different acylating reagents gave
the corresponding amides 18-22 that were subsequently
O-deacetylated to afford the targets 8-12. For the synthesis
of glycosyl amino acid 13, xylose peracetate 15 was reacted
with protected L-serine derivative 23 in the presence of
TMSOTHT, to give stereoselectively the B-glycoside 24 in 75%
yield (Scheme 3). Subsequent O-deacetylation under mild
conditions (KCN/MeOH) furnished 13.

Study of the activity of the xylopyranoside derivatives as decoy
acceptors of the recombinant soluble domain of the p-1,4-GalT 7

The activity as decoy acceptors of the xylopyranoside
derivatives was evaluated by comparison of the catalytic
efficiency (kca/Kv) showed by the recombinant soluble
domain of the B-1,4-GalT 7 towards the different xylosides.
Since these xylopyranosides mimic the natural acceptor of the
B-1,4-GalT 7, they may compete with it and act also as
inhibitors of the enzyme. Therefore, another way to evaluate
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the activity of these compounds as decoy acceptors is to measure
their ability to inhibit the formation of the natural reaction
product. In our case, we evaluated their ability to inhibit (ICsg)
the formation of 2 by the recombinant enzyme (Fig. 5).

The 2-(6-hydroxynaphthyl) B-p-xylopyranoside (14) was
included in this study for comparative purposes. The results
are summarized in Table 2.

As it has been commented above, Mani and co-workers®
have demonstrated that compound 14 is able to prime glycos-
aminoglycan synthesis. As expected, 14 was the substrate of
the recombinant enzyme. However, like in the case of the
UDP-Gal, 14 showed a strong inhibition by substrate excess
(kis = 0.38 mM). Therefore, the kinetic parameters were
obtained from fit data to eqn (2) (see Experimental). The
calculated catalytic efficiency was slightly lower than with
acceptor 1. This difference can be attributed to the lower k¢u
showed by 14. According to the proposed hypothesis, since

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011

Mol. BioSyst., 2011, 7,1312-1321 | 1315



m{.
0 - Q
e, QO
oA @\
OH O

HO.
_,—f"'_“‘
=

2 WOy

hig, M
~ G
T nn&’&(‘?.c%}ﬂ\g

OH
satda
Fig. 5 If the xylopyranoside derivative is a good substrate for the
enzyme, then it can act as a decoy acceptor sequestering the enzyme
activity and thus preventing the formation of the natural product. In
this study, we have evaluated the ability of the xylosides 3-14 to
prevent the formation of 2.

Table 2 Evaluation of xylosides 3-14 as decoy acceptors of the
recombinant human f-1,4-GalT 7¢

KM/mM kcat/sil kcut/KM/sil mel ICSO/mM
14" 0.58 30.2 52.1 0.30
3 N.D N.D N.D >20
4 N.D N.D N.D >20
5 0.37 60.7 164.0 0.95
6 0.28 57.6 205.7 1.26
7 0.74 87.4 118.1 0.52
8 0.75 41.0 54.7 3.69
9 0.75 64.3 85.7 2.46
10 0.56 47.2 84.3 3.96
11 0.53 78.7 148.5 1.04
12 0.40 106.3 265.7 0.61
13¢ 0.53 152.0 286.8 2.39

“ All xylopyranosides have B configuration except for compound 3,
which was an o and P anomeric mixture. ” Kinetic parameters
obtained from fits to eqn (2). ¢ Reaction contains 10% of DMSO.

xylopyranoside 14 is a good substrate for the enzyme, it can
act as a decoy acceptor sequestering the enzyme activity and
thus preventing the formation of 2. In fact, 14 was able to
inhibit the formation of 2 with an ICsy of 0.3 mM (Table 2).
Although the ICs, value does not indicate the type of inhibi-
tion promoted by 14, it seems clear that in this context the
inhibition must be competitive. To substantiate this fact, we
calculated the k; for 14. As expected, the data fit to eqn (3) that
describes the competitive inhibition. The calculated k; value
(0.14 mM) was significantly lower than the ICso value.

With respect to xylopyranosides 3-13, only those lacking
hydrophobic aglycone (compounds 3 and 4) showed no
activity with the soluble domain of the B-1,4-GalT 7. Their
kinetic parameters were not calculated since the transglyco-
silation rates were in both cases lower than the 5% of the
reaction rate of the recombinant enzyme with p-NO,Ph-3-p-
Xyl (1) as acceptor. Moreover, they showed no inhibition even
at concentration as high as 20 mM. All other xylosides were
both substrates and inhibitors of the recombinant enzyme. The
xyloside that showed the highest catalytic efficiency was the
xylopyranosyl-serine derivative 13. This result was not
surprising since 13 was designed to mimic the natural acceptor
of the enzyme, that is, a xylose bound to a serine of the protein
core. Thus, the k., /Kym value for 13 was more than 5-folds
higher than the k., /Ky for xyloside 14, which showed the
lowest value. Interestingly, the S-glycoside 7, in which a sulfur
atom has replaced the glycosidic oxygen atom, was a good

substrate for the recombinant enzyme with a k., /Ky of
118.1 s mM~!. This result is in agreement with earlier
observations by Sobue ef al. on the ability of phenyl
B-p-thioxylopyranoside (7) to prime the synthesis of
chondroitin sulfate chains.® S-Glycosides are interesting
compounds since they are more stable against enzymatic
cleavage than their O-glycoside counterparts®® and, therefore,
their bioavailability must be also higher.

Study of the antiproliferative activity of the xylopyranoside
derivatives

To test if there is a relationship between the catalytic efficiency
of the recombinant B-1,4-GalT 7 with the different xylo-
pyranosides and their antiproliferative activity, we assayed
selected xylosides against the human lung carcinoma cell line
A 549. Xyloside 7 was chosen for its characteristic S-glycoside
group, aliphatic xylosides 8 and 9 were selected as representa-
tives of amide containing compounds, and, finally, the high
kear/Kn value calculated for xyloside 13 prompted us to also
test it. Xyloside 14 was included in the study as a positive
control since its antiproliferative activity against this cell line
has been already demonstrated.®* Methyl p-xylopyranoside 4
was used as negative control since this compound was not the
substrate for the recombinant enzyme (Table 2). Finally, the
peracetylated derivatives of 4 (compound 25) and 13
(compound 24) were also included in the study since it has
been described that peracetylated glycosides can penetrate
more efficiently into the cells and once inside they can be
deacetylated by endogenous carboxylesterases leading to the
bioactive compound.’

As expected, xylosides 4 and its peracetylated derivative 25
were unable to inhibit the cell proliferation (Fig. 6 and Table
S1 (ESIY)). This lack of antiproliferative activity may be
related to the inefficacy of 4 to be a substrate of the human
B-1,4-GalT 7 and therefore to prime the synthesis of GAG.
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Fig. 6 Effect of xylopyranoside derivatives 7 (@), 13 (H), 14 (O)
and peracetate 24 ([J) on the proliferation of human lung carcinoma
cells A549. Values correspond to the mean of 3 different experiments
performed in triplicate. For the sake of clarity only results from 4
compounds are shown. See Table S1 (ESIt) for antiproliferative values
of xylosides 4, 8, 9, and peracetate 25 (mean + SD).
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The only other tested xyloside that did not present anti-
proliferative activity was the S-glycoside 7. This result is in
agreement with Mani’s findings which showed that 2-naphthyl
S-B-p-xylopyranoside was also unable to inhibit the growth
of lung fibroblasts, lung carcinoma cells, or transformed
endothelial cells.®* The rest of xylopyranosides tested showed
ICs¢ values than 2-(6-hydroxynaphthyl) B-p-xylopyranoside
(14). The xyloside that showed the lowest ICsq (54 tM) was the
peracetate 24. This value was lower than the ICsq calculated
for deacetylated 13 (88 puM) and this difference may be
explained because of a higher uptake of the peracetylated
compound by the cell. Compounds 8 showed an ICs, of
68 puM, substantially lower than the ICs, showed by xyloside
9, in which the only difference is that the alkyl chain is four
carbons longer. Finally, it is interesting to note that all the
xylopyranosides that showed antiproliferative activity were
cytotoxic at high concentrations. Xylosides 8 and 13 and
peracetate 24 were cytotoxic at concentrations higher than
100 uM, xylosides 9 and 14 exhibited cytotoxic effect at
concentrations higher than 150 and 250 pM, respectively,
whereas xylosides 4, 7 and peracetate 25 were not cytotoxic
(Table S1, ESI¥).

Experimental

Materials and general procedures

The clone IRAUp969H0626D containing the cDNA sequence
of the human UDP-galactose:O-B-p-xylosylprotein 4-3-p-
galactosyltransferase was purchased from imaGenes. The
E. coli strain BL21(DE3) (Stratagene) was used as expression
hosts and E. coli DH5a (Promega) served as a host for plasmid
maintenance. Restriction enzymes and T4-DNA ligase were
purchased from MBI Fermentas AB and the pET-28b(+)
expression vector was purchased from Novagen. DNase I was
from Roche and lysozyme was from USB. Pyruvate kinase
(PK) and lactate dehydrogenase (LDH) were purchased from
Sigma-Aldrich. Isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG)
was purchased from Applichem GmBH. A plasmid purifica-
tion kit was from Sigma and DNA purification kit from
agarose gels was from Eppendorf. All other chemicals were
purchased from commercial sources as reagent grade.

UV/Visible spectra were recorded on a Spectra Max Plus
384 spectrophotometer at 25 °C. HPLC analyses were carried
out on a chromatograph Dionex, Dual Gradient Pump, with a
detector Diodo Array UV/VIS PDA-3000 (Dionex Co.).
SDS-PAGE was performed in a Mini-Protean 3 Cell Electro-
phoresis Unit (BioRad) using 10% and 5% acrylamide in the
separating and stacking gels, respectively. Gels were stained
with Coomassie brilliant blue R-250 (Applichem GmBH).
Electrophoresis was always run under reducing conditions,
in the presence of 5% B-mercaptoethanol. Protein and DNA
gels were quantified by densitometry using a GeneGenius Gel
Documentation and Analysis System (Syngene). Nickel-
iminodiacetic acid (Ni**-IDA) agarose was supplied by
Agarose Bead Technologies.

Optical rotations were determined on a Perkin Elmer 241
Polarimeter (1 = 589 nm, 1 dm cell). "H NMR spectra were
registered at 500, 400 or 300 MHz, and 13C NMR were

obtained at 125 or 100 MHz using CDCl; or CD3;0D as a
solvent at room temperature. Chemical shift values are
reported in parts per million (6). Coupling constant values
(/) are reported in hertz (Hz), and spin multiplicities are
indicated by the following symbol: s (singlet), d (doublet),
t (triplet), q (quartet), m (multiplet). Mass spectroscopy
spectra were registered on a hp series 1100 MSD spectrometer.

Peptide mass fingerprint analysis

Peptide mass fingerprint analysis from the SDS-PAGE
band corresponding to the recombinant B-1,4-GalT 7 was
performed at the Proteomic Unit of the Spanish National
Center of Biotechnology (CNB-CSIC). Samples were digested
with sequencing grade trypsin O/N at 37 °C. The analysis by
MALDI-TOF mass spectrometry produces peptide mass
fingerprints and the peptides observed can be collated and
represented as a list of monoisotopic molecular weights. Data
were collected in the m/z range of 800-3600.

Synthesis of xylopyranose derivatives

2-Cyanoethyl B-p-2,3,4-tri-O-acetyl-xylopyranoside (16). To
a solution of tetra-O-acetyl-xylopyranose (15, 5.0 g,
15.7 mmol) in CH,Cl, (125 mL), 3-hydroxypropionitrile
(1.3 mL, 18.8 mmol, 1.2 eq.) and BF;3-OEt, (1.86 ml,
15.7 mmol, 1 eq.) were added. The mixture was stirred for
1 h at room temperature under an argon atmosphere, then
diluted with CH,Cl, (50 mL) and washed with NaHCO; and
H,0. The organic layer was concentrated in vacuo and the
resulting residue was crystallized from methanol to give 16
(4.3 g, 82%) as a solid. Mp: 161-165 °C. [o]p>: —57.1 (c 1.49,
CH.CL,). 'H NMR (300 MHz, CDCly): 6 5.17 (t, 1H, J =
8.4 Hz), 4.98-4.88 (m, 2H), 4.56 (d, J = 6,6 Hz),4.15(dd, J =
4.8,12.0 Hz), 4.00 (dt, 1H, J = 5.7,9.9 Hz), 3.72 (dt, J = 6.3,
9.9 Hz), 3.40 (dd, 1H, J = 8.4, 12.0 Hz), 2.63 (t, 2H, J =
6.0 Hz), 2.09 (s, 3H), 2.06 (s, 6H). '>*C NMR (133 MHz,
CDCl3): 6 170.0, 169.8, 169.6, 117.2, 100.75, 70.8, 70.0, 68.5,
63.8, 61.9, 20.7, 19.0. Anal. calc. for C4;H;oNOg: C 51.06,
H 5.82, N 4.25. Found: C 50.86, H 5.78, N 4.16%.

3-Acetamido-propyl p-p-xylopyranoside (8). 16 (100 mg,
0.3 mmol) was dissolved in a EtOAc-MeOH solution (2 : 1,
v/v, 9 mL) and Pd/C (50 mg) and trifluoroacetic acid (34 mL,
1.5 eq.) were added. The mixture was stirred for 18 h at room
temperature under an H, atmosphere. After this time, the
reaction mixture was filtered through Celite® and the solids
were washed with a EtOAc—MeOH solution (2 : 1, v/v). The
combined filtrate and washing were concentrated to give
amine 17. '"H NMR (400 MHz, CD;0D): § 5.23 (t, IH, J =
9.2 Hz), 4.98-4.82 (m, 2H), 4.61 (d, 1H, J = 7.3 Hz), 4.08
(dd, 1H, J = 5.5, 11.7 Hz), 3.94 (m, 1H), 3.69 (m, 1H), 3.47
(dd, 1H, J = 9.7, 11.7 Hz), 3.02 (t, 2H, J = 7.1 Hz), 2.02
(s, 3H,), 2.01 (s, 3H,), 2.00 (s, 3H), 1.98-1.88 (m, 2H). '*C
NMR (100 MHz, CD;0OD): § 171.5, 102.1, 73.2, 72.7, 70.4,
68.0, 63.3, 38.9, 28.6, 20.5.

17 (137 mg, 0.3 mmol) was dissolved in dry pyridine (2 mL)
and acetic anhydride (2 mL) was added. The mixture was
stirred for 18 h at room temperature, then concentrated and
the residue was purified by column chromatography
(EtOAc-MeOH, 20 : 0 — 20 : 1) to give 18 (130 mg, 100%).
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'"H NMR (300 MHz, CD50D): § 5.25 (t, 1H, J = 9.0 Hz),
5.05-4.79 (m, 2H), 4.60 (d, J = 7.3 Hz), 4.10 (dd, 1H, J = 5.1,
11.7 Hz), 3.88 (m, 1H), 3.66-3.39 (m, 2H), 3.31-3.19 (m, 2H),
2.07 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 1.95 (s, 3H), 1.88-1.70
(m, 2H).

18 (100 mg, 0.27 mmol) was dissolved in methanol (15 mL)
and treated with 0.5 M NaOMe (5 mL) for 1 h at room
temperature, then neutralized with Amberlite IR-120 (H™)
resin, and filtered. The solvent was evaporated to give 8
(67.3 mg, 98%). [o]p>: —41.6 (¢ 1.25, H,0). 'H NMR
(400 Mz, CD3;OD): ¢ 4.20 (d, IH, J = 7.4 Hz), 3.92-3.82
(m, 2H), 3.57 (m, 1H), 3.47 (m, 1H), 3.36-3.12 (m, 5H), 1.92
(s, 3H), 1.78 (m, 2H). '*C NMR (100 MHz, CD;OD): § 172.1,
103.9, 76.3, 73.7, 70.0, 67.2, 65.8, 36.6, 29.1, 21.4. MS (ES) m/z
(calc. 249.1): 250.1 (M + 1), 272.0 (M + 23). Anal. calc. for
CoH19NOg¢: C 48.19, H 7.68, N 5.62. Found: C 47.99, H 7.88,
N 5.57%.

3-Hexanamido-propyl p-bp-xylopyranoside (9). Amine 17
(274 mg, 0.6 mmol), obtained as described above, was
dissolved in dry pyridine (2 mL) and hexanoic anhydride
(278 pL, 2 eq.) was added. The reaction was stirred for 3 h
at room temperature, then concentrated and the residue was
purified by column chromatography (hexane-EtOAc 1 : 1) to
give 19 (129 mg, 50%). '"H NMR (300 MHz, CDCI3): § 5.95
(s, 1H), 2.15 (t, J = 9.0 Hz), 5.02-4.82 (m, 2H), 4.42 (d, 1H,
J = 7.2 Hz), 4.10 (dd, 1H, J = 5.4, 11.7 Hz), 3.89 (m, 1H),
3.53 (m, 1H), 3.45-3.18 (m, 3H), 2.15 (t, 2H, J = 7.5 Hz), 2.05
(s, 3H), 2.03 (s, 6H), 1.82-1.68 (m, 2H), 1.59 (m, 2H),
1.37-1.21 (m, 4H), 0.88 (t, J = 6.6 Hz).

19 (100 mg, 0.23 mmol) was deacetylated under similar
conditions as described for 18 to give 9 (64.2 mg, 91%).
[oa]p?: —40.4 (¢ 1.53, H,0). '"H NMR (400 MHz, CD;0D):
0419 (d, J = 7.6 Hz), 3.91-3.81 (m, 2H), 3.56 (m, 1H),
3.36-3.12 (m, 5H), 2.16 (t, J = 7.2 Hz), 1.78 (m, 2H), 1.60
(m, 2H), 1.40-1.24 (m, 4H), 0.91 (t, 3H, J = 7.2 Hz). "*C
NMR (100 MHz, CD;0D): § 175.5, 103.9, 76.7, 73.7, 70.0,
67.2,65.8,36.4,36.0,31.3,29.1, 25.6, 22.3, 13.1. Anal. calc. for
C14H,7NOg: C 55.06, H 8.91, N 4.59. Found: C 54.78, H 9.06,
N 4.52%.

Sodium N-|O-(B-p-xylopyranosyl)-3-hydroxypropyl]-succinamate
(10). Amine 17 (274 mg, 0.61 mmol), obtained as described
above, was dissolved in dry pyridine (2 mL) and succinic
anhydride (60 mg, 2 eq.) was added. The mixture was stirred
for 2 h at room temperature, then concentrated and the
residue purified by column chromatography (AcOEt-MeOH,
10:0 - 10:1) to give 20 (387 mg, 75%). 'H NMR
(300 MHz, CDCly): 6 6.49 (s, 1H), 5.21 (t, 1H, J = 9.0 Hz),
5.02-4.86 (m, 2H), 4.42 (d, 1H, J = 7.3 Hz),4.11 (dd, IH, J =
5.1, 12.0 Hz), 3.91 (m, 1H), 3.56 (m, 1H), 3.42-3.26 (m, 3H),
2.66 (m, 2H), 2.56 (m, 2H), 2.06 (s, 3H), 2.03 (s, 6H), 1.78
(m, 2H).

20 (160 mg, 0.19 mmol) was deacetylated under similar
conditions as described for 18 to give 10 (62 mg, 98%).
[a]p>>: —31.9 (¢ 1.65, H,0). 'H NMR (400 MHz, CD;0D):
04.20(d, J = 7.8 Hz), 3.92-3.82 (m, 2H), 3.57 (m, 1H), 3.48
(m, 1H), 3.37-3.14 (m, SH), 2.63-2.55 (m, 3H), 2.51-2.43
(m, 2H), 1.78 (m, 2H). '*C NMR (100 MHz, CD;OD):

o 175.1, 173.4, 103.8, 76.6, 73.7, 70.0, 67.2, 65.7, 36.5, 30.4,
29.1, 28.6. Anal. calc. for C;,H,,NNaOg: C 43.77, H 6.12,
N 4.25, Na 6.98. Found: C 43.08, H 6.12, N 3.90%.

3-Benzamido-propyl p-p-xylopyranoside (11). Amine 17
(274 mg, 0.6 mmol), obtained as described above, was
dissolved in dry pyridine (2 mL) and benzoyl chloride
(215 pL, 3 eq.) was added. The mixture was stirred for 18 h
at room temperature, then washed with AcOEt and concen-
trated. The residue was purified by column chromatography
(hexane-AcOEt 3 : 1 — 1:1) to give 21 (54 mg, 20%). 'H
NMR (300 MHz, CDCl;): 6 7.77 (m, 2H), 7.53-7.38 (m, 3H),
6.69 (s, 1H), 5.18 (t, 1H, J = 9.0 Hz), 5.01-4.84 (m, 2H), 4.48
(d, 1H, J = 6.9 Hz), 4.08 (dd, 1H, J = 6.6, 5.1 Hz), 3.93
(m, 1H), 3.71-3.39 (m, 3H), 3.34 (dd, 1H, J 9.3, 2.4 Hz), 2.03
(s, 3H), 2.02 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 1.89 (m, 2H).

21 (54 mg, 0.12 mmol) was deacetylated under similar
conditions as described for 18 to give 11 (37 mg, 99%).
[oa]p?: —34.4 (c 1.42, H,0); '"H NMR (400 MHz, CD;0D):
0 7.82-7.78 (m, 2H), 7.52 (m, 1H), 7.45 (m, 2H), 4.22 (d, 1H,
J = 7.4 Hz), 3.92 (m, 1H), 3.85 (dd, 1H, J = 5.5, 12.3 Hz),
3.64 (m, 1H), 3.57-3.42 (m, 3H), 3.31 (m, 1H), 3.24-3.15
(m, 2H), 1.91 (m, 2H). *C NMR (100 MHz, CD;0D):
J 169.0, 134.6, 131.4, 128.4, 127.0, 104.0, 76.7, 73.8, 70.0,
67.4, 65.8, 37.1, 29.2. Anal. calc. for C;sH, NOg4: C 57.87,
H 6.80, N 4.50. Found: C 57.58, H 6.78, N 4.76%.

Sodium N-{O-(B-p-xylopyranosyl)-3-hydroxypropyl]-phthalamate
(12). Amine 17 (274 mg, 0.6 mmol), obtained as described
above, was dissolved in dry pyridine (2 mL) and phthalic
anhydride (221 mg, 2 eq.) was added. The mixture was
stirred for 2 h at room temperature, then concentrated
and the residue was purified by column chromatography
(AcOEt-MeOH 10: 0 — 10 : 1) to give 22 (360 mg, 80%).
'"H NMR (300 MHz, CDCl;): 6 5.14 (t, 1H, J = 8.8 Hz),
4.95-5.75 (m, 2H),4.43 (d, 1H, J = 7.1 Hz), 4.02 (dd, 1H, J =
5.4 Hz, J = 11.7 Hz), 3.95-3.83 (m, 3H), 3.67-3.38 (m, 3H),
3.30 (dd, 1H, J = 9.5, 11.7 Hz), 2.01 (s, 3H), 1.99 (s, 3H), 1.98
(s, 3H), 1.87 (m, 2H).

22 (280 mg, 0.64 mmol) was deacetylated under similar
conditions as described for 18 to give 12 (229 mg, 95%).
[a]p>: —24.3 (¢ 1.50, H,O) '"H NMR (300 MHz, CD;0D):
6 7.96 (m, 1H), 7.68-7.48 (m, 2H), 7.43 (m, 1H), 4.23 (d, 1H,
J = 7.6 Hz), 3.94 (m, 1H), 3.83 (dd, 1H, J = 5.4, 11.5 Hz),
3.67 (m, 1H), 3.52-3.12 (m, 11H), 1.98-1.84 (m, 2H). Anal.
cale. for C;¢H»0NNaOg: C 50.93, H 5.34, N 3.71, Na 6.09.
Found: C 51.03, H 5.61, N 3.54%.

0,-(2,3,4-tri-O-acetyl-B-p-xylopyranosyl)-/N-Cbz-L-serine-
methyl-ester (24). N-Cbz-L-serine methyl-ester (23, 200 mg,
0.79 mmol) and tetra-O-acetyl-B-p-xylopyranose (15, 500 mg,
2 eq.) were dissolved in dry CH,ClI, (15 mL), then molecular
sieve (4 A, 45 g) and TMSOTT (78 pL, 0.5 eq.) were added.
The mixture was stirred for 2 h at room temperature under an
argon atmosphere. The reaction mixture was further diluted
with CH,Cl, (20 mL) and neutralized with triethylamine.
Evaporation of the solvent and purification by column
chromatography (hexane—AcOEt3 : 1 — 1 : 1) gave a residue
fraction (340 mg) which was further purified by column
chromatography (CH,Cl,-AcOEt 9 : 1) to give 24 as a solid
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(303 mg, 75%). Mp: 102-104 °C. [o]p®: —29.4 (¢ 1.03,
CH,Cl,). '"H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 7.42-7.23 (m, 5H),
5.56(d, 1H, J = 8.2 Hz), 5.12 (s, 2H), 5.09 (t, 1H, J = 7.8 Hz),
4.90-4.81 (m, 2H), 4.51 (m, 1H), 4.48 (d, 1H,J = 6.5 Hz), 4.22
(dd, 1H, J = 2.7, 10.1 Hz), 4.03 (dd, IH, J = 4.7, 12.1 Hz),
3.79 (dd, 1H, J = 3.1, 10.1 Hz), 3.76 (s, 3H), 3.34 (dd, 1H, J =
7.8, 12.1 Hz,), 2.04 (s, 3H), 2.03 (s, 3H) 2.02 (s, 3H). '*C NMR
(100 MHz, CDCls): ¢ 170.3, 170.2, 170.1, 169.6, 156.1, 136.3,
128.8, 128.5, 128.4, 100.7, 70.7, 70.2, 69.2, 68.6, 67.4, 61.7,
54.4, 53.0, 21.0, 20.9, 20.8. MS (ES) m/z (calc. 511.2): 534.2
(M + 23). Anal. calc. for C3Hy9NO;,: C 54.01, H 5.71,
N 2.74. Found: C 53.88, H 5.71, N 2.74%.

O,-B-p-Xylopyranosyl-/V-Cbz-L-serine-methyl-ester (13). To
a mixture of KCN (6.5 mg, 0.09 mmol) and MeOH (10 mL)
was added 24 (100 mg, 0.19 mmol). The mixture was stirred at
room temperature until complete conversion into deacetylated
xylopyranoside 13 (1 h), as indicated by TLC (AcOEt-MeOH
25 : 1, v/v). After this time an equimolar quantity of mixed
Dowex®™ 50X4 (Na ™) and Dowex®™ 1X8 (HCO;") resins were
added, then the mixture was filtered and concentrated. The
colorless residue was purified by column chromatography
(AcOEt-MeOH 25:0 — 25:1) to give 13 (49.8 mg, 70%)
as a solid. Mp: 42-46 °C. [o]p>: —23.4 (¢ 1.13, MeOH). 'H
NMR (400 MHz, CD3;0D): ¢ 7.40-7.23 (m, 5H), 5.09 (s, 2H),
4.44 (m, 1H), 4.26 (dd, 1H, J = 3.7 Hz, J = 10.1 Hz), 4.16
(d, 1H, J = 7.7 Hz), 3.81 (dd, IH, J = 5.3 Hz, J = 11.3 Hz),
3.74-3.67 (m, 4H), 3.43 (m, 1H), 3.27 (t, IH, J = 8.8 Hz),
3.19-3.09 (m, 2H). '*C NMR (100 MHz, CD;0D): § 172.2,
158.7, 138.1, 129.47, 129.0, 128.9, 105.1, 77.6, 74.8, 71.0, 70.5,
67.8, 67.0, 55.7, 53.0. Anal. calc. for C;7;H»3NOg: C 52.98,
H 6.02, N 3.63. Found: C 53.03, H 5.96, N 3.56%.

Enzyme activity assays

Galactosyltransferase activity of the recombinant B-1,4-GalT
7 was determined following the method previously described
by Higuchi er al. with minor modifications.?” Formation of
disaccharide 2 was followed by HPLC with A3p9,, monitoring
in reaction mixtures of 1 ml containing sodium acetate buffer
(25 mM, pH 5.0), MnCl, (20 mM), KCl (50 mM), UDP-Gal
(50 uM), and 1 (0.5 mM). Aliquots were taken each 5 min and
analyzed by HPLC using a Lichrosorb RP18 column. The
mobile phase employed was TFA (0.1% in H,O)-CH;CN
17 : 3 (v : v) and the chromatography was run under isocratic
conditions at 1 ml min~! flow rate. Measurements of kinetic
parameters for UDP-Gal were performed with 11-14 pg of
purified protein at fifteen different UDP-Gal concentrations in
the range 0.025-20 mM and with a fixed concentration of 1 of
10 mM. Assays to determine the Kkinetic parameters for
p-Nph-B-p-Xyl 1 were performed with 7-8 pg of purified
B-1,4-GalT 7 at 10 concentrations of the substrate
(0.01-10 mM) under saturating concentrations of UDP-Gal
(0.6 mM).

Activity of the recombinant B-1,4-GalT 7 with xylopyrano-
sides derivatives 11 and 14 and their kinetic parameters were
determined by HPLC as described previously. Activity with
compounds 5-10, 12 and 13 was measured spectrophoto-
metrically in a coupled enzymatic assay, where the decrease
of NADH absorbance at 340 nm is directly proportional to the

release of UDP during the galactosyltransferase-catalyzed
reaction.”® In these cases, activity assays were run at 25 °C
following the decrease of absorbance at 340 nm (enapn =
6220 M~ cm™!) for 30 minutes in a 1 mL reaction mixture
containing sodium acetate buffer (25 mM, pH 5.0), NADH
(0.2 mM), PEP (0.7 mM), KCI (50 mM), MnCl, (20 mM), PK
(6 U) and LDH (6 U). Substrate concentrations were varied
between 0.01 and 10 mM. Activity with p-NO,Ph-B-p-Xyl (1)
was also measured by this method and the obtained results
were consistent with those obtained by HPLC.

Inhibition of galactosyltransferase activity by the different
xylopyranoside derivatives was analyzed in a 1 mL reaction
mixture containing sodium acetate buffer (25 mM, pH 5.0),
KCl (50 mM), MnCl, (20 mM), UDP-gal (50 mM), 1 (10 mM)
and increasing concentrations of inhibitor. Accumulation of
disaccharides was monitored by HPLC as described above.

Analysis of kinetic data

Kinetic constants were obtained using the built-in nonlinear
regression tools in SigmaPlot 8.0. For the determination of
apparent kinetic constants (variation of only one substrate),
initial velocities (V;) were fitted to the Michaelis—Menten
equation (eqn (1)):

yar . [s]
V[ — max 1
K+ [5] M

Due to substrate inhibition, the apparent kinetic constants for
UDP-Gal and xylopyranoside 14 were determined using the
Michaelis—Menten equation for a mechanism that involves
substrate inhibition (eqn (2)):
aj
KPS + (] + o

where K is the excess substrate apparent inhibition
constant.

ICsq for the different xylopyranosides was calculated from
the four-parameter logistic regression model, which assumes
symmetry around the inflection point of the standard curve.
To calculate k; for 14, data were fitted to eqn (3) that describe
the competitive inhibition:

yap . [S]

V. = max
=

Kys(1+ [1/KEP) + [S]

3)

where [/] denoted concentration of inhibitor and k;. the
competitive inhibition.

Antiproliferative activity studies

For the determination of the antiproliferative activity, A549
cells were seeded at 3000 cells per well in 96-well plates in
media containing 10% of fetal bovine serum (FBS). After 4 h
of plating, the cells were serum-starved for 24 h. Cells were
then allowed to proliferate in media without FBS, containing
25 ng ml~" of epidermal growth factor (EGF), in the presence
of different concentrations of xylosides (330, 220, 147, 98, 65,
43, 29, 19 uM). Four days later, the number of viable cells was
determined with the MTT test.”

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011

Mol. BioSyst., 2011, 7,1312-1321 | 1319



Conclusions

In conclusion, we have shown that it is possible to hetero-
logously express the catalytic domain of the human
B-1,4-GalT 7, soluble and stable enough to undertake
in vitro studies with it. This achievement opens the possibility
of developing an easy-to-use method to test the activity as
decoy acceptors of natural and synthetic xylopyranosides.
Since priming the synthesis of GAG is required but not
enough for the antiproliferative activity of the xylosides, %%
it is not possible to establish a direct correlation between the
kinetic parameters of the recombinant -1,4-GalT 7 and the
antiproliferative activity of the different xylopyranosides
tested. On the other hand, preliminary results obtained in
A549 cell line suggest that xylopyranosides 8, 9, 13 and 14
exhibit a promising antiproliferative activity.
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