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Microbiota intestinal

= Al voltant de 1000 especies microbianes colonitzen el tracte gastrointestinal = 1.5 kg
= Dotacio genica que excedeix la dotacid genica de I'hoste.

= Enorme capacitat metabolica.

= Es considerat un organ que contribueix a diferents processos de I'hoste

Stomach
107-103 cfu/ml
Duodenum
10'-10% cfu/ml
Colon Jejunum/ileum

10"-10"2 cfuw/ml 104-107 cfu/ml

O’Hara & Shanahan (2006) EMBO reports , 7:688-693
Jia et al (2008) Nature Rev, 7:123-129



Funcions de la microbiota

O’Hara & Shanahan (2006) EMBO reports , 7:688-693
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Recerca desenvolupada pel grup

Epiteli intestinal

- Superficie d’interaccié amb els bacteris

Muc2 -/-
wild-type Myd88~

I-E:D LU

DAPI

- Johansson et al. (2008) PNAS 105: 15064-9
- Vaishanava et al. (2011) Science 334:255-258
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Resposta del bacteri a I'adhesio

Resposta del
bacteri a
I'adhesio

11 - Estudis proteomics
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Estudis proteomics

pH

Estudi proteomic de I'adhesio d’EHEC a cél'lules Caco-2
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Identificacio de proteines per espectrometria de masses

MM
(kDa)
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Resposta del bacteri a I'adhesio

Estudi proteomic de I'adhesio d’EHEC a cél'lules Caco-2

EXPRESSIO Taca Proteina am. pl MM  Peptids/% Loc. Env.
(KDa)
A4 Serina hidroximetiltransferasa QB8XA55 6,46 4548 3/6% C
A6 | Gliceraldehid-3-P- POA9B4 5,73 3541 13/59% C +

deshidrogenasa
73 | Proteina periplasmatica d'uni6 a Q83R44 844 21,17 7145% P +

INCREMENTADA .

glutamina

88 | Factor reciclador ribosomic POABO7 5,75 20,58 5/35% C +

68 |Proteina periplasmatica d'unié a P37329 6,38 | 249 11/69% P -
molibdat

L2 Proteasa de membrana externa P58603 5,55 33,44 5/21% ME +
OmpT

L3 Peptidil-prolil cis-trans isomerasa P65765 839 472 5 5/19% P -

150 Piruvat quinasa POAD62 8,88 21,89 8/49% +

117 Enzim | del sistema PEP- Q7A974 473 | 554 11/41% (o +
fosfotransferasa

DISMINUIDA 86 | Superoxid dismutasa POAGD2 558 21,18 10/91% P +

309 Aspartat transcarbamoilasa Q47556 6,13 34,3 13/45% +

421 Tirosina t-RNA sintetasa POAGKO 5,59 47,76 10/40% C +

422 Adenil succinat liasa POAB89 5,68 51,65 10/30% +

L5 Proteina de control respiratori POA9Q3 521 27,39  5°%30% C +
aerobic ArcA

427 Proteina hipotética ECs3302 Q8XBI9 5,34 33,3 4/24% -

L4 Proteina hipotética ECs3375 Q7ABM9 5,07 22,18 9/57% -
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GAPDH proteina multifuncional en humans

Reparacio i replicacid
del DNA

Proteccio del Resposta a I'estrés

DNA telomeric oxidatiu
Ensamblatge de ADODLOS]
microtubuls Pop

Regulacié de
genes d’histones

Export de RNA

Regulacion post-transcripcional

Sirover, 2005. .J Cel Biochem. 95(1):45-52



Multifuncionalitat de proteines

Localitzacio subcel-lular

Estat d’oligomeritzacio

Concentracid intracel-lular de substrats,

cofactors o lligands

Interaccions amb altres proteines

Modificacions post-traduccionals

Estabilitza el DNA telomeéric

Regula els gens de les histones

Controla lI'activitat de I’endonucleasa APE1
Activitat Uracil-DNA glicosilasa

s Nucli

Citoplasma

S’acumula en el nucli quan la cel-lula
esta sotmesa a agents genotoxics

Forma part d’'un complex proteic que
reconeix molécules de DNA
modificades per la incorporacio de
tioguanosines, 5.fluorouridina

Meyer-Siegler et al., 1991. Proc Natl Acad Sci USA. 88(19):8460-4
Jeffery, 1999. Trends Biochem Sci. 24(1):8-11
Sirover, 2005. J Cel Biochem. 95(1):45-52



Funcions extracel-lulars de GAPDH en microorganismes

e MICRORGANISMES PATOGENS

v’ Participa en processos d’adhesid i virulencia
v’ Interacciona amb proteines de I’hoste:

- Fibrinogen

- Plasminogen

- Proteines del citoesquelet
- Proteines del sistema immune (C5a)

e PROBIOTICS

v" Interacciona amb la mucina del colon

v" Facilita la colonizacié

Pancholi y Chhatwal, 2003. IntJ Med Microbiol . 293(6):391-401; Terao et al., 2006. J Biol Chem. 281(20):14215-23;
Egea et al., 2007 IntJ Biochem Cell Biol .39(6):1190-203 ; Kinoshita et al., 2008. J App! Microbiol. 104(6):1667-74 .



Localitzacio de GAPDH a la superficie de EHEC i EPEC

sImmunodeteccio per microscopia de transmissio electronica després d’incubar bacteris
sencers amb anticossos anti-GAPDH seguit d’anticos secundari marcat amb or col-loidal

-

EHEC EPEC

DMEM

SM-Glu

Egea et al. (2007). Internacional Journal of Biochemistry & Cell Biology, 39:1190-1203



Secrecio de GAPDH a E.coli

Cultiu bacteria

Centrifugacio
Filtracio

Sobrenedant lliure de cél.lules EHEC EPEC
37°C
TCA 37°C
1 2 3 4 CE 1 2 3 4 CE
Fraccio precipitada e - - 9 |« cappH - oo @ W | GapDH

GAPDH secretada
Immunodeteccio
(anti-GAPDH)

< H-NS “€H-NS

pH 48 87 7.4 6.4 pH 47 86 7.6 6.6

302C 30°C

1 2 3 4 CE 1 2 3 4 CE

< GAPDH

Medi de cultiu s |« GAPDH ~
1. DMEM

2 Ham’s F-12
3. LB
4. SM-Glu

Egea et al. (2007). Internacional Journal of Biochemistry & Cell Biology, 39:1190-1203



Interaccio de GAPDH amb proteines de |'hoste

La GAPDH interacciona amb proteines de la matriu extracel*lular plasminogen i fibrinogen

kPa G A PIL FFhn G A PILFFn G A Pl F Fn
115.5—

82.2— e
64.2— - - -

48.8— =z
37.1— ww

- , -
259 g

19.4—

Comassie® anti-GAPDH Control sense GAPDH

FAR-WESTERN i
Tincio plata

-“." %t e 'l-- -

Anti-plasminogen
F ¥
d‘ -

Control sense plasminogen

5 pH 8

Egea et al. (2007). Internacional Journal of Biochemistry & Cell Biology, 39:1190-1203



Sistemes de secrecio de proteines

GAPDH es secretada a través del T3SS en EPEC

T1SS T4S§ T3SS T5SS T2SS

Membrana cél*lula eucariota  |{i}

CE FT W E
g === o-GAPDH
t a2 £3 Interaccio
o i amb CesT:
e
— Experiments
Pull-down
Hisg-CesT
Patogens .
(EHEC, EPEC) e

La secrecié de proteines a través del T3SS depén de  xaperones

CesT: xaperona que interacciona amb multiples efect  ors del T3SS i els dirigeix cap al aparell

de secrecio Aguilera et al., 2009. Int Microbiol. 12(3):187-92

Aguilera et al., 2012. Int J Biochem Cell Biol 44(6):955-62.



Interaccio de GAPDH amb CesT

(C)
GAPDH
monomer

(B)

* + *
YopE 28 GREVSOOTSDOYANNLAGRTESPQGSSLASRITERL
TEEEEEE HHHHHHHT STTS EEE
* + * *
SptP 47 SEVLIWLEKMPL FANTEVVOKHTEN TRVODOKILOTFLHALTEKYGETAVNDALLMSRINMNKPLTQRLAVOT
TB EEEEE 7T HHHEHEAHEAS 8§ HHHHHHHHHHHHHTTSHHHHHHHHHHHHH GGGS EEE
* + + *
GapA 23 KRSDIEIVAINDLLDADYMAYMLKYDSTHGRFDGTVEVK

SSEEEEEEESSS HHHHHHHHH TTT S SS EEES - -
L'extrem N-terminal de GAPDH presenta els determinatns

estructurals d'interaccio amb les chaperones de classe I

Col.laboracié amb C. Vega (CIB-CSIC)

Aguilera et al. (2012). Int. J. Biochem. & Cell Biol. 44(6):955-962



Funcions de GAPDH intracel-lular

e Streptococcus pyogenes

Increment en els nivells
intracel-lulars de GAPDH comport:

A Metabolisme lipidic
VAminoacids i Carbohidrats
VyViruléncia

Green et al., 1997. Microbiology. 143 (9):2865-75; Boél et al., 2005. Infect Immun73(10):6237-48; Jia et al., 2009. Curr Microbiol. 58(5):426-31



Identificacio de proteines que interaccionen amb GAPDH

IDENTIFICACIO DE LES PROTEINES QUE INTERACCIONEN AMB GAPDH-V5 MITJANGANT
CROSS-LINKING IN VIVO AMB FORMALDEHID SEGUIT D’INMUNOPRECIPITACIO

GAPDH
TOP10 (GAPDH-V5) (kba) M -FA +FA Control
= i l 1860 ‘
v 120
\ Formaldehid 1% 100
l 80
Sonicacion 70
I 60
Inmunoprecipitaciéo amb anti-V5 50

(condicions astringents)

| .

Reversio de les unions covalents

|

Separacio de les proteines per electroforesi en SDS-PAGE i 30
identificacid per espectrometria de mases




Identificacio de proteines que interaccionen amb GAPDH

i

11

Proteina

Score

Péptidos

Funcion

Localizacion
subcelular

7(*)
7(*)

8/12

10
11

D-ribose binding protein

Gph

GAPDH

OmpC

GAPDH-V5

EF-Tu

Enolasa

Triptofanasa

Subunidad B- ATP sintasa

Aldehido deshidrogenasa A
Trigger factor

Piruvato quinasa

Dihidrolipoil deshidrogenasa
Subunidad o -ATP sintasa
No identificadas
DnaK
Transcetolasa

Aconitasa

28.5
27.4
36.1
40.4

43.3

45.6
53.1

50.3

52.4
49.0

51.6
50.7

55.2

69.1
72.4
94.0

236
70
447
91
347
503

238
183

98

284
115

97
42

49

510
105
135

11

12
14

w

N N WD O

Transporte
Enzima Metabdlica
Enzima metabdlica

Porina
Prot. Recombinante
Sintesis de proteinas

Enzima metabdlica

Enzima metabdlica

Sintesis de ATP

Enzima metabdlica
Chaperona

Enzima metabdlica

Enzima metabdlica

Sintesis de ATP

Chaperona
Enzima metabdlica

Enzima metabdlica

Periplasma
Citoplasma
Citoplasma
Mem. externa
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Asociada a membrana plasmatica

Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Asociada a membrana plasmatica

Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma




Identificacio de proteines que interaccionen amb GAPDH

ABSENCIA DE CROSS-LINKING

2D-Immunoprecipitacié amb anti-V5 de
E.coli TOP10 (GAPDH-V5)




Identificacio de proteines que interaccionen amb GAPDH

Amb absencia de cross-linking

Proteina pl Score Péptidos Funcién Localizacion

1 Subunidad a-ATP sintasa 5.2 6.13 608.6 29 Sintesis de ATP Asociada a
membrana
plasmatica

1 Antranilato sintasa 56.8 6.52 74.04 10 Biosintesis de Citoplasma

componente Il Triptofano
‘ 1 Arabinose import ATP 55.0 6.38 59.09 10 Transporte de L- Citoplasma
binding protein Arabinosa
‘ 1 Ribose import 55.0 6.14 50.91 11 Transporte de D- Citoplasma
Ribosa
1 Dihidrolipoil 50.7 6.15 49.10 11 Componente E3 de Citoplasma

deshidrogenasa la Piruvato DH

3  Subunidad B-ATP sintasa )50.3 5.01 1150 40 Sintesis de ATP Asociada a

membrana

plasmatica

4 OmpF 39.3 4.96 156.9 19 Porina Membrana

5 Gb 40.3 4.82 445.0 31 Porina Membrana

5 GAPDH 35.5 7.11 154.0 19 Enzima metabdlica Citoplasma

6 GAPDH 35.5 7.11 629.1 29 Enzima metabdlica Citoplasma
7/9/10 GAPDH protedlisis -- -- -- -- Enzima metabdlica Citoplasma
8 D-tagatose -1.6- 30.8 6.34 259.5 21 Enzima metabdlica Citoplasma

bisfosfoaldolasa-
subunidad GatY




Interaccio de GAPDH i Gph

GST-Gph

—<— Anti-GAPDH

€= Coomassie

E1 E2

— GAPDH (35 kDa)

W [-» Gph(27kDa)

S | Anti-GAPDH

A GST GST-Gph B
KDa
FT W E1E2 FT W E1 E2
P —r 32 -
== 64 —
st 49 =
GST-Gph—» | e 3T -
osT»|lF WETE W 2 —
Anti-GAPDH |l G ‘l
Cc
Silver staining - - —
Anti-Gph -
Anti-Gph

pH

GAPDH
GAPDH (+ Gph)
GAPDH (- Gph)



Interaccio de GAPDH amb fosfoglicolat fosfatasa (Gph)

DNA

BLEOMICINA
AN 4
C:Q\. P—O—=CH,—~ C — OH Extrem 3’-fosfoglicolat
. I
REPARACIO o

Exolll / Endo IV l

P-O-CH--COOH 2-Fosfoglicolat
Gph l
CH-OH-COOH | Glicolat

Y

'

Pellicer et al., 2003



Interaccio GAPDH-Gph en cél'lules tractades amb Bleomicina

E. coli JA210 (pGEX-gph)

l

Bleomicina 8ug/ml

v

' 0, 5,10,15y 30 min

Pull-down seguit deWestern
Blot amb anticossos anti-
GAPDH (normalitzacié amb
anticossos anti- GST)

Coomassie

GST-Gph (52kDa)

Anti-G STm GST-Gph (52kDa)

Anti-GAPDH

“ﬂ‘ .-.—.::--_ = .

*| GAPDH (35kDa)

0 10 15 20 30

Tiempo (minutos)

Aquests resultats suggereixen la participacio de GAPDH en processos de reparacio del DNA.




GAPDH en processos de reparacio de DNA en humans

A 4

A4

Presenta activitat
Uracil-DNA-Glicosilasa

Activa
I’endonucleasa APE1

Evita que els telomers
s'escurcin

é¢Podria GAPDH estar participant en processos de reparacio del DNA

en E. coli?

Estudis funcionals:
- Mutacié dgapA
- Silenciament condicional de gapA (asRNa)

Meyer-Siegler et al., 1991. Proc Natl Acad Sci USA. 88(19):8460-4
Azam et al., 2008. J Biol Chem. 283(45):30632-41
Sirover, 2011. Biochim Biophys Acta. 1810(8):741-51.




Obtencio d’'RNA antisentit pel gen gapA

C‘GGAAGGAAUUAA CCAUGCAGUGGUGGUGGUGGUGGUG

LT
CUuC GUACGUCAC

CACCACCACCACLLL

Cl — '76“""86 gapA aSRNA (UC CUURRUUG _

C2 «— -97~+70

Amp’ :/,,////‘ Ty lachk lacl® L psc101

ori

pHN1009 pHN1242

lac® PT-MCS\_

VA4

Medio
LB

b’ tre
pBRAZ Tac® PT-MCS
on Kan®
o (]
e g o © o R~
& - S © o F o N &

B ¢ & .0 il & ¢ 7 & .0

N & N < F gL N & T §

B 7 L A é,\ Q $§’ @

100%

100%| 100%—
50% 50% 50%—
0% 0% ]

| 0%
___pHIN1009 pHNG78 pHN1242

Nakashima et al., 2006. Nucleic Acids Res. 34(20):e138



Resposta de cél'lules silenciades from agents genotoxics (BM, MMS, H,0,)

120 120
100 - MMS 100 - BM
g 80 S 80
S 60 S 60 -
S > *
5 40 5 40 A
wn (0]
20 20 A *
0 T T T T O T T T T
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Time (min) Time (min)
120 4
H,O
100 - 22 3% (Cys 149)SH
S 80 A 2 23' (Cys 153)SH
S £ 55
= 60 =
; T ]
5 4 g 157 H,0,
20 | S L *
O L] L] Ll 0,5
0O 30 60 90 0- (Cys 149) ‘QI‘
_ _ NT BM  MMS H,0,
Time (min) (Cys 153) S

Aquest resultats demostren també la implicacio de GAPDH en processos de reparacio del DNA in vivo, e indiquen que
aquesta funcio depen de l'estat reduit de la Cys catalitica




Efecte de la deficiencia de GAPDH en la supervivencia de cél'lules exposades a BM

OD600Nm

Time (h)

200
180

160 -
140 . BM
120

100 T

——MC4100
MC4100AgapA

©
o

Viabilidad (%)
3

F
o

*
T
1

N
oo
-

0 30 60 90
Tiempo (minutos)




Determinacio dels centres abasics generats espontaneament en el DNA

Determinacio en mutants gapA4

Medi SM-CAA 0.5% + Glicerol 20mM a 0.5 D.O

| NL Centres abasics/100.000pb
b - base MC4100 MC4100AgapA
. bls:___-_ T
b/ n A 8.50.4 12.840.8
ro; "
l
* El mutant knockout gapA presenta en el seu
genoma un major nombre de centres AP
| apsite | espontanis que la soca parental (1.5x).
Foi PO;,
| %—/z — ﬂ%‘m pmol ATP /ug proteina
e o MC4100 MC4100AgapA
7.44+0.55 8.97+0.23

Povirk, 1996. Mutat Res. 355(1-2):71-89.
* La menor capacitat de reparacié de centres AP en

el mutant AgapA no va associada a una menor
disponibilitat d’ATP en les condicions i medis de

cultiu assajats.




Sistemes de reparacio del dany al DNA per BM, MMS)

Bleomycin (BM)

Free radicals

ACTG
TG C

L—  BER

AP sites

A V-

DNA damage

Methylmetaneosulfonate (MMS)

DNA Methylation

P
/;( Chain breaks

ToAc _ !

3’-P-glycolate ends HR

Exolll / EndolV

v

2-P-glycolate

Gph

v

General
Glycolate ——p

Base excision repair (BER)

ACTG

TG C AP sites

l AP-Endonucleases
Exolll / EndolV
ACTG
I1G ¢
l DNA polimerase |
DNA ligase

ACTG
TGAC

Repaired DNA

Metabolism

SOS response
(LexA - RecA — SSBJ

ACTG NaMethyladenine
TGAC
— T
CH3
1 Tag /AIKA

ACTG

TG C AP sites — BER

CH3
N

ACTG ob-Methylguanine
TGAC

l Ogt/ Ada
ACTG :
TGAC Repaired DNA




Interaccio de GAPDH amb fosfoglicolat fosfatasa (Gph)

RESPUESTA SOS
T - polB mmm dinB  mmm umuDC
¢<1 min <1 min l -45 min

@Reca -

DNA damagel ool I °' o ?
Vi SSB UmucC

OO, sulA
= 4 -
L
inactive \ n%]E!R/\ pol V

LexA

xthA , nfo, nth (BER)
ruvA, ruvC (Respuesta SOS)
recF (Recombinacion)

Inhibeix la divisio
cel-lular

Schlacher et al., 2006. Angew Chem Int Ed Engl. 42(26):2946-74.

Sikora et al., 2010. Mutagenesis. 25(2):139-47.



Creixement filamentos de cel'lules deficients en GAPDH tractades amb MMS, BM

MC4100
Wild-type
Non- :
treated B
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10 min A
iy & e
MMs LT T,
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Sistemes de reparacio del dany al DNA amb BM, MMS)

Bleomycin (BM)

Free radicals

P
/f Chain breaks

ToAc _ !

3’-P-glycolate ends

Exolll / EndolV

2-P-glycolate

HR

l PGPasa

General
Glycolate —p

A

DNA damage

as

P

Methylmetaneosulfonate (MMS)

DNA Methylation

Base excision repair (BER)

ACTG

TG C AP sites

l AP-Endagn eases
Exolll / EndolV
ACTG

16 C
DNA polimerase |
DNA ligase
ACTG .
TGAC Repaired DNA

Metabolism

SOS response

(LexsA - H"eCA'

ACTG NaMethyladenine
TGAC
=0

CH3
l Tag /AlkA

ACTG .
TG C AP sites =+ BER

CH3
SE—

ACTG ob-Methylguanine
TGAC

l Ogt/ Ada

ACTG
TGAC

Repaired DNA




Interaccio de GAPDH amb altres proteines

His¢-EndolV His,-SSB His g-Exolll Ni-NTA
Hisg-EndolV (kDa) FT W E FT W _E FT W E FT W E
Hisg-Exolll 23 - 64 - Coomassie
His,-SSB 64- ) 04- 91 58 staining
His,-Tag 49 - 37- 49 - :
Hisg-AlkA a7 26- | —| a7 |® 37-
Hiss-Ada ) 19-
l GST-Ogt —— " —
i 26 -
i_] = m 26 - | 15 26
i ' . - _" - - - Anti -GAPDH

€= Coomassie

H(— Anti-GAPDH




Interaccio de GAPDH amb Endo IV

GST GST-GAPDH (wt)
(kDa) FT1IW FT2W E FTIWFT2W E
Ext. Cel.lular Soca -
JW2146 (His6-EndolV) 64 ) .
49 - =
37 -
GST-GAPDH 26- 8 =
GST-GAPDH-C149A
GST-GAPDH-C153A Anti-His [ B -
GST
GST-GAPDH-C149A GST-GAPDH-C153A
(kDa) FTIWFT2W E FTILWFT2W E
82 -
64 - » - "
49 -{v :
€= Coomassie 375 -
[==""""&=| € Anti-GAPDH , -4
26 -~ & = &
His-EndolV = =
oy | e & -




Activitat uracil DNA-glicosilasa de GAPDH

25

Uracil DNA  (UDG)
glycosidase

%

A G A
¥ o

;

J AP endonuclease (EndolV)

;

O
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£ e s
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polymerase |
ligase

e

) |
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—
(@)
._'

;

Figure 28.39
Biochemistry, Seventh Edition
© 2012 W. H. Freeman and Company



Activitat uracil DNA-glicosilasa de GAPDH
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GGGGCCCATGGCTCGAGCTTAUGTGACCGGCAGCAAAATG —> 40 bp
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Activitat UDG de GAPDH

Substrate
UDG
GAPDH
UGI (3U)
Endo IV

40-mer »

20-mer »

Substrate + + + 4+ + + 4+ + + +
UDG . S S
GAPDH - - - - 4+ + o+ o+ o+
Endo IV -+ -+ - 4+ - 4+ - +

40-mer »

20-mer »

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GAPDH GAPDH GAPDH
wt C149A C153A

+ + + + + Substrate + + + + +
- - + - + GAPDH -+ + + +
_ + _ + - Endo IV -+ - + -
- + + - -
- + + + +
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