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ABREVIATURAS

Abs: absorbancia

ac: acido
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Asn: asparagina
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GlcNAc: N-acetilglucosamina
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UDP-Gal: uridina difosfato galactosa
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RESUMEN

La N-glicosilacién de proteinas se inicia en el reticulo endopldsmico con la
transferencia de un oligosacérido de estructura GlcgMangGlcNAc, desde dolicol-P-P
a polipéptidos nacientes (1]. El oligosacarido unido a la proteina es inmediatamente
procesado por glucosidasas especificas en el lumen del reticulo endopldsmico. La glu-
cosidasa I hidroliza el residuo de Glc mds externo en unién a(1,2) y luego la glucosi-
dasa II hidroliza los dos residuos de Glc mds internos en unién o(1,3). También
pueden removerse algunas manosas por accién de manosidasas en el RE. Luego las
glicoproteinas son procesadas a lo largo del camino secretorio por una serie de glico-
sidasas y glicosiltransferasas, con hidrélisis de restos de manosa, transferencia de
N-acetilglucosamina, galactosa, acido sidlico y fucosa, lo que da lugar a la variedad
de estructuras encontrada en las glicoproteinas maduras.

Por marcacién con [14C]glucosa en células de mamiferos, plantas, hongos y tri-
panosomatidos se detect6 la formacién de [glucosa-14C]-Glc;Mang gGlcNAc, unidos
a proteinas [2-10]. Los resultados experimentales indicaban que estos compuestos se
formaron en parte por glucosilacién de los correspondientes Mang_ gGlcNAcy-Prot sin
intervencién de derivados de dolicol. En todos los casos los restos de Glc fueron
removidos y no aparecieron en las glicoproteinas maduras.

Se han hecho algunos estudios en sistemas libres de células con microsomas de
higado de rata para estudiar estas reacciones de glucosilacién de oligosacaridos
unidos a glicoproteinas (10]. En ellos se aprovecharon los aceptores endégenos pre-
sentes en los microsomas utilizados como fuente de actividad glucosilante.

Con el objeto de estudiar en detalle esta nueva reaccién de procesamiento de
glicoproteinas ampliamente distribuida en la naturaleza, en el presente trabajo de
Tesis se desarrollé un ensayo in vitro especifico para esta serie de reacciones. El en-
sayo utiliza UDP-[14C]Glc como sustrato dador de restos de Glc radioactivos y una
glicoproteina con oligosacdridos de tipo polimanosa como sustrato aceptor. Las gli-
coproteinas deben estar desnaturalizadas para poder actuar como aceptoras. La
reaccién necesita Cat+ y pH neutro.

Mediante este ensayo se detectd la actividad de glucosiltransferasa en micro-
somas de higado de rata, porotos, Mucor rouxii, Crithidia fasciculata y Trypanosoma
cruzi.

En el ensayo de actividad de la UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa, el
resto de Glc es transferido en el mismo tipo de unién o(1,3) y al mismo resto de Man
que en el intermediario GlcyMangGlcNAcy-P-P-dolicol. En Crithidia fasciculata,
Leptomonas samueli y Trypanosoma cruzi se encontré una actividad equivalente a
la glucosidasa II de otros eucariontes pero no se encontré actividad de glucosidasa I.
Estos resultados sugieren que la glucosidasa II es la enzima que hidroliza in vivo los
restos de Glc transferidos por este mecanismo.

La actividad se localizé por fraccionamiento subcelular en el reticulo endo-

)



RESUMEN

plasmico. Utilizando vesiculas microsomales intactas de higado de rata se caracte-
riz6 a la UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa como una proteina soluble del
interior del reticulo endopldsmico: Mostré latencia para la glucosilaciéon de un acep-
tor exégeno y fue resistente a proteélisis en dichas vesiculas. Se la pudo extraer
soluble en medio isoténico con bajas concentraciones de detergentes, mediante
métodos mecdnicos sin utilizar detergentes y con pH alcalino. Se extrajo en la fase
acuosa por particién con Triton X-114.

La UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa de higado de rata se purificé a
homogeneidad. En electroforesis desnaturalizante en medio reductor corrié como una
unica banda de peso molecular aparente 160 kDa y en condiciones nativas se com-
porté como un homodimero. La enzima pura exhibié las mismas propiedades obser-
vadas en preparaciones crudas al desarrollar el ensayo in pitro: pH éptimo neutro,
requerimiento absoluto de Ca*+ para su actividad y de UDP-Glc como dador de Glc.
Reconocié como sustrato aceptor inicamente a glicoproteinas desnaturalizadas y
no a las mismas glicoproteinas en estado nativo. Esto no se debié a una diferente
accesibilidad del oligosacarido entre la forma nativa y la desnaturalizada sino al
reconocimiento por parte de la glucosiltransferasa de algin factor estructural en las
glicoproteinas desnaturalizadas.

Se generdé un antisuero de conejo contra la UDP-Glc:glicoproteina glucosiltrans-
ferasa de higado de rata capaz de reconocer a la proteina desnaturalizada y nativa.
Se obtuvo la secuencia de amino 4cidos del extremo amino terminal y de fragmentos
internos de la glucosiltransferasa de higado de rata.

Los datos previos junto con los presentados en esta Tesis permiten en conjunto
confirmar la existencia de un mecanismo de transferencia de un resto de Glc a
oligosacdridos de tipo polimanosa en glicoproteinas. La glucosiltransferasa involu-
crada, una proteina soluble del reticulo endopldsmico, reconoce como sustratos a gli-
coproteinas que ain no han adoptado su estructura nativa. La glucosidasa II
hidroliza el residuo de Glc transferido por ésta glucosiltransferasa. Este ciclo de glu-
cosilacién-deglucosilacién continuaria hasta que las glicoproteinas adoptan su
estructura nativa y dejan de ser sustrato de la glucosiltransferasa.
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INTRODUCCION

Las estructuras encontradas en los oligosacdridos unidos a los restos de
asparagina de las glicoproteinas se pueden dividir en tres grandes grupos (Fig. 1) (11,
12]. Los de alta manosa o polimanosa, compuestos de GlcNAc y Man. Los complejos,
compuestos de GlcNAc, Man, Gal, acido sidlico y Fuc formando una familia de
estructuras muy variadas. Por dltimo, los hibridos tienen algunas caracteristicas de
los de polimanosa y de los complejos.

Gal Man Man Man

BLa | arz | a2 a2
GlcNAc Man Man Man Man Man
_____ B2 | e Lae 2] ahItN e

: Man Man Man an 1

I ans a6 ar,3 a6 !

! Man <2544 _GlcNAc Man I

! Bl | B4 :

i GleNAc GicNAc !

! } B1.a | B1.a !

: GlcNAc GlcNAC !

R S S

Asn Asn
(S.A),
02.8‘
SA. Fuc S.A. Gal S.A.
az,30r6 au,zorsl az2.3 a|.3‘ az,30r4
Gal Gal Gal Gal Gal Gal
9|.4l 01.«1‘ m,4l l p1.4 B3
a2,6

Fuc 22+ GleNAC GIcNAc  GIcNAC  GIcNAc  GlcNAc  GleNAc=228.5A
p a] a] ] a| B

Figura 1. Estructura de N-oligosacdridos representativos
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La gran variedad de estructuras posibles tiene un origen biosintético comin. La
glicosilacién de residuos de asparagina no ocurre por el agregado de los sucesivos
monosacdridos componentes a la proteina portadora, sino que todas tienen un
mismo precursor que luego se procesa para dar origen a las distintas estructuras fi-
nales. En prédcticamente todos los eucariotes la N-glicosilacién de proteinas
comienza con la formacién de un oligosacarido de estructura GlcgMangGlcNAcg
unido a un lipido. El oligosacdrido se biosintetiza en el reticulo endoplasmico (RE)
mediante la accién concertada de glicosiltransferasas que da como resultado un solo
isémero para cada uno de los oligosacaridos con niimero creciente de monosacaridos
(Fig. 4). El oligosacdrido completo es transferido en bloque desde el lipido a los resi-
duos de Asn de las proteinas nacientes en el RE mediante una
oligosacariltransferasa (Fig. 2). A continuacién la accién ordenada de glicosidasas y
glicosiltransferasas da origen a las estructuras encontradas en las glicoproteinas
maduras.

GlcNAc 2 P-P-Dol 5GDP Man
UDP
SGDP
UDP GicNACc -
4LGDP ManMansGlcNAt:z P-P-Dol

GlcNAc P-P-Dol
4GDP Man P-Dol

UMP

UDP GlcNAc P=Dol

P-Dol 3UDP Glc MangGlcNAcy P-P-Dol
P; 3UDP Glc P-Dol

i

P-Dol

\
P-P-Dol GlczMangGicNAc 2 P-P-Dol

GlcgMangGlcNAc, Proteina  Proteina

Figura 2. Ciclo del dolicol
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En 1970 se describié por primera vez la sintesis in vitro de un oligosacdrido glucosi-
lado unido a un lipido y su transferencia a proteinas (13]. A partir de entonces, se
elucidé la secuencia detallada de reacciones que conduce a la formacién del interme-
diario, su transferencia a proteina y posterior procesamiento (1, 14, 15). El lipido al
cual estd unido el oligosacarido por un puente pirofosfato es el dolicol, compuesto de
10-12 unidades de isopreno en tripanosomatidos y 18-21 en mamiferos (16, 17]. En
todos los casos la primera unidad de isopreno estd saturada y tiene una funcién
alcohol que puede estar esterificada con fosfato. El dolicol-fosfato (Fig. 3) actia como
transportador de Man y de Glc y el dolicol-difosfato participa como transportador del

oligosacérido intermediario.
HOCH
HO . —O (k NH
D A

OH N
o) O
O J—
\ PN /O CH,
AN

O O- O O-

CH3 CH3 OH OH
CH,=C—CH=CH/,—CH,—CH—CH,—~CH,—O—PO,H

Figura 3.Estructura del dolicol-fosfato y del uridina difosfato glucosa (UDP-Glc)

En la Fig. 4 se detalla la secuencia de reacciones que conduce a la formacién del
oligosacdrido transferido en las reacciones de N-glicosilacién. Los primeros siete
monosacaridos son transferidos directamente desde sus correspondientes nucleétido
azuicares. Con la transferencia de GlcNAc-P a Dol-P a partir de UDP-GlcNAc, se
forma Dol-P-P-GIlcNAc al que se le agrega otro resto de GIcNAc también a partir de
UDP-GlcNAc (Fig. 4, I y II). Luego se transfieren cinco restos de manosa a partir de
GDP-Man (Fig. 4, III-VII). Estas reacciones utilizan los nucleétido azicares
disponibles en el citoplasma y son catalizadas por glicosiltransferasas situadas en la
cara citoplasmatica del RE (18, 19].
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Figura 4. Secuencia de reacciones en la biosintesis de GlcgMangGIcNAc2

El intermediario MansGlcNAcg-P-P-Dol (Fig. 4, VII) se transloca hacia el interior del
RE donde continuia la adicién de restos de Man (Fig. 4, VIII-XI). El dador de los 4
ultimos restos de Man es el Dol-P-Man. El agregado secuencial de tres restos de Glc
utilizando Dol-P-Glc como dador de Glc completa la sintesis del
GlcgMangGlcNAca-P-P-Dol (Fig. 4, XI). Los sustratos dadores de Man y Glc en estas
reacciones de glicosilacién que ocurren en el interior del RE, Dol-P-Man y Dol-P-Glc,
son sintetizados en la cara externa del RE a partir de Dol-P y los correspondientes
nucleétido aziicares. Luego son translocados hacia el interior del RE donde son utili-
zados como dadores de Man y Glc (18, 19].

La transferencia del oligosacarido precursor a las proteinas tiene lugar en
forma co-traduccional o post-traduccional en interior del RE y es catalizada por la
dolicol difosfato oligosacarido:proteina oligosacaril transferasa (20, 21]. Esta enzima
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parece reconocer la presencia de los tres residuos de glucosa en el oligosacédrido
transferido: la remoci6n de la glucosa m4ds externa disminuye la velocidad de trans-
ferencia 10-20 veces. No se sabe atin qué es lo que determina que un resto de Asn
sea glicosilado o no [22] pero se sabe que la oligosacariltransferasa reconoce especifi-
camente al tripéptido Asn-X-Ser/Thr (X puede ser cualquier amino acido excepto
Pro) dentro de un marco adecuado, pero atn no identificado de la proteina aceptora.
El oligosacdrido transferido comienza a ser procesado inmediatamente después de
ser transferido a la proteina. Los tres residuos de glucosa son removidos por dos glu-
cosidasas especificas localizadas en el RE. La glucosidasa I, especifica de uniones
a(1,2), hidroliza el resto de glucosa mds externo. La glucosidasa Il remueve los dos
residuos de glucosa m4s internos en unién o(l,3). También algunas manosas son
removidas por manosidasas especificas localizadas en el reticulo endopldsmico.
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Figura 5. Topografia de las reacciones de Nglicosilacién en el RE
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Un procesamiento adicional de los oligosacaridos unidos a proteina ocurre a medida
que las glicoproteinas migran a través de las distintas cisternas del Aparato de Golgi
donde se exponen a las sucesivas glicosidasas y glicosiltransferasas que dan por
resultado las distintas estructuras encontradas en las glicoproteinas maduras. En la
Fig. 5 se resumen las reacciones de N-glicosilacién y su topografia en el RE.

Los protozoarios de la familia de los tripanosomatidos poseen una serie de par-
ticularidades en su mecanismo de N-glicosilacién de proteinas (23]. Son incapaces de
sintetizar Dol-P-Glc (24}, el dador de los residuos de glucosa en el oligosacdrido
completo en otros eucariotes, por lo que transfieren a proteinas oligosacaridos no
glucosilados de estructura Mang 7,9GlcNAcg, dependiendo de las especies. Estos
oligosacaridos tienen la misma estructura que los correspondientes intermediarios
en la sintesis del GlcgMangGlcNAcg de otros eucariontes.

Los tripanosomatidos que transfieren MangGlcNAc2 0 Man7GlcNAcg resultaron ser
deficientes en las manosiltransferasas involucradas en la transferencia del séptimo,
octavo, y noveno o en las responsables de la transferencia del octavo y noveno
residuos de manosa, respectivamente, en la sintesis de los oligosacaridos unidos a
Dol-P-P [24].

La oligosacariltransferasa de los tripanosomatidos difiere de la enzima presente en
otros eucariotes ya que no requiere la presencia de residuos de glucosa en el
oligosacdrido para catalizar su transferencia eficientemente, transfiriendo en
ensayos libres de células Glci.gMangGlcNAcz y Man7.9GlcNAcs con igual eficiencia
(25]. Los mecanismos de N-glicosilacién de proteinas descriptos para varios tripano-
somdtidos se presentan en la Fig. 6.
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Crithidia fasciculata

Crithidia harmosa

Man7GlcNAc, -P-P-dolicol

Man 7GlcNAc 2 -Prot ———— Glc {ManGlcNAc,-Prot
MangGlcNAc g -Prot Glc{MangGlcNAc,-Prot

Lelshmania mexicana
MangGIcNAc 2-P-P-dolicol
MangGlcNAc2 - Prot === Glc1MangGicNAc,-Prot

Leishmania adleri

MangGlcNAc7 -P-P-dolicol

MangGlcNAc) - Prot Glc {MangGlcNAcy-Prot
MangGlcNAc - Prot ——— GlciMangGleNAc,-Prot

Trypanosoma cruzi (epimastigotes y amastigotes intracelulares)
Yrypanosoma conorhini

Jrypanosoma dionisii

MangGlcNAcy - P-P-dolicol

MangGlcNAc2- Prot c=—====Glc{MangGlcNAc,-Prot

MangGlcNAc2 - Prot —=——==06lc{MangGIcNAc;-Prot

Man7GlcNAc - Prot ==——=——"Glc{Man7GlcNAc,-Prot

MangGlcNAc) - Prot
MansGlcNAcy - Prot

Trypanosoma cruzi (amastigotes axenicos)
Man7GlcNAc2 -P-P-dolicol

ManGlcNAc 7 - Prot ———— Glci{Man7GlcNAcy-Prot
MangGlcNAc 7 - Prot

MangGleNAc; - Prot

Trypanosoma cruzi (tripomastigotes)

MangGlc NAc2 -P-P-~dolicol

MangGlcNAc ~-Prot ——=0lc|MangGlcNAc,-Prot

MangGlcNAc2 - Prot ————=GlcyMangGlc NAc2-Prot—= Man7G IcNA 3 -P-P-dolicol
Man7GlcNAc - Prot ——— GlciMangGlcNAco-Protz—=Man,GlcNA, -Prot
MangGIicNAcy -Prot ——=0Glc|MangGlcNAcz-Prot m—=MangGlcNAc2-Prot
MangGlcNAc2 - Prot MangGlcNAcy -Prot

Figura 6. Mecanismos de N-glicosilacién de proteinas en tripanosomatidos
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A pesar de que estos microorganismos transfieren a proteina oligosacaridos no
glucosilados, se encontraron oligosacaridos unidos a proteina glucosilados transito-
riamente, de estructura GlcjMans.gGlcNAcg, en células incubadas con [4C]-glucosa
(2-8). Estos microorganismos no sintetizan derivados de dolicol glucosilados, por lo que
la unica via para la aparicién de glicoproteinas glucosiladas debia ser por glucosi-
lacién directa de los oligosacdridos unidos a las glicoproteinas. Los compuestos glu-
cosilados desaparecieron tras un “chase” con glucosa no radioactiva.

Al realizar experimentos disefiados para estudiar la existencia del mecanismo
de re-glucosilacién de oligosacaridos unidos a proteinas en otros organismos, la for-
macién transitoria de GlcyMan7.9GlcNAce unidos a proteina a partir de los corres-
pondientes Man7.9GlcNAcs fue también encontrada en células de mamiferos, plan-
tas y hongos incubadas con [14C]-glucosa (9, 10]. Las evidencias obtenidas tanto in
vivo como in vitro mostraron que en dichas células GlciMan7GlcNAcy,
GlciMangGlcNAcg y parte de GlejMangGlcNAcg se formaron por glucosilacién de
Man7GlcNAcg, MangGlcNAcg y MangGlcNAcg (camino B, Fig. 7) y no solamente
por deglucosilacién y demanosilacién sucesivas de GlcgMangGlcNAcg (camino A,
Fig. 7). Incubando las células con [14C]-glucosa la marca en los restos de glucosa de
GlciMangGlcNAcg, GlciMangGlcNAcg y GleiMan7GlcNAcg aparecié casi instan-
taneamente mientras que hubo una demora en la marcacién de los restos de
manosa. La marca en los restos de manosa de los compuestos glucosilados aparecié
solamente cuando el tiempo de incubacién fue suficiente para la aparicién de marca
en MangGlcNAc2 y Man7GlcNAc, El intervalo de tiempo necesario para la marca-
cién de restos de manosa y de glucosa en los compuestos glucosilados deberia haber
sido semejante si la formaciéon de GlciMangGlcNAcg, GlciMangGlcNAcsy y
GlciMan7GIlcNAcg hubiera ocurrido de acuerdo al camino A pero la diferencia obser-
vada en el intervalo fue compatible con el camino B.
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Glc3 MangGleNAc; -P-P-dolichol
Glc3 MangGlcNAc; -Prot
Glc 2MangGlcNAC, -Prot

|

Glc y MangGlcNAc, -Prot B

A

MangGlcNAc,; -Prot e==—=>Glc, MangGIlcNAc ; -Prot

GlcyMangGlcNAc ;- Prot ————» MangGlcNAC, -Prot &=====Glc {MangGIcNAc, -Prot

'

GlcyMan;,GlcNAc; -Prot ——m—7F —p Man;GlcNAc;, -Prot s=====0lcMan, GlcNAc,-Prot

Complex Glycoproteins

Figura 7. Mecanismos posibles para la_formacién de compuestos glucosilados

A principio de los ‘80 ya se conocian los aspectos bdsicos del mecanismo de N-
glicosilacién de proteinas, al menos en las etapas iniciales de sintesis del precursor,
su transferencia y procesamiento (1, 15). A pesar de eso el mecanismo de re-glucosi-
lacién transitoria habia quedado enmascarado ya que siempre se interpreté que los
compuestos glucosilados provenian del camino A, Fig. 7. En los casos en que se
encontraban oligosacaridos monoglucosilados unidos a proteinas, en diversas condi-
ciones experimentales, se interpretaba que la glucosidasa II actuaba mucho mas
rapidamente sobre el GlcoMangGlcNAcy-Prot que sobre el Glc;MangGlcNAcs-Prot
(por ejemplo referencias (1, 26-34]).

Se hicieron algunos experimentos en sistemas libres de células para estudiar la glu-
cosilacién de glicoproteinas en los que se aprovecharon los aceptores endégenos pre-
sentes en la fraccién microsomal utilizada como fuente de actividad enzimatica [10).
En ellos se propuso que la glucosilacién de glicoproteinas utilizaba UDP-Glc como
dador de Glg, sin la intervencién de derivados de Dol-P-Glc, lo que concuerda con que
los compuestos monoglucosilados se hayan detectado en tripanosomatidos, los
cuales no forman Dol-P-Glc. La actividad se localizé en el RE por fraccionamiento
subcelular y requiri6é Cat+, pero no Mg++ ni Mn*+. También se determiné que el resto
de Glc transferido estaba unido al mismo resto de Man que en GlciMangGlcNAca-P-
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P-Dol.

El uso de aceptores endégenos no permitia demostrar inequivocamente la transfe-
rencia de un resto de Glc a N-oligosacdridos unidos a proteina, ni caracterizar el
mecanismo de esta serie de reacciones o purificar las actividades enzimaticas invo-
lucradas. Con esa finalidad, en el trabajo presentado en esta Tesis se desarrollé un
método para ensayar en forma especifica la actividad glucosilante de glicoproteinas.
Con él se logré detectar esta reaccién en sistemas libres de células en mamiferos,
hongos, plantas, tripanosomatidos y purificar a homogeneidad la glucosiltransferasa
a partir de higado de rata y estudiar algunas de sus propiedades.
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MATERIALES Y METODOS

STANDARDS Y SUSTRATOS RADIOACTIVOS

[14C]Glc1.3MangGlcNAco-P-P-Dol: se obtuvieron incubando 3 g de crestas de
oviducto de gallina ponedora con 500 uCi de [14Clglucosa (285 Ci/M, New England
Nuclear) en 7 ml de solucién de marcacién conteniendo 40 mM NaHCOjg, 10 mM
KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM CaCl,, 85 mM NaCl, 5 mM sodio piruvato, 2 mM glu-
tamina, vitaminas y amino 4cidos no esenciales 1x (Gibco) y amino 4cidos no esen-
ciales 1x (Gibco). Luego de 4 hs a 37 °C se agregaron 14 ml de metanol y 21 ml de
cloroformo y se desintegré la mezcla en un Omni-Mixer® (Sorvall). La interfase pro-
teica se lavé una vez con 25 ml de cloroformo/metanol/agua (3:2:1), luego tres veces
con 10 ml de agua y finalmente se extrajo 4 veces con 5 ml de cloro-
formo/metanol/agua (1:1:0.3). Los 4 extractos se combinaron, se secaron y se redi-
solvieron en el mismo solvente y se sembraron en una columna de DEAE-celulosa
(forma acetato) equilibrada en el mismo solvente. Se lavé con 15 ml de cloro-
formo/metanol/agua (1:1:0.3) y los Dol-P-P-oligosacdridos se eluyeron con 15 ml de
formiato de amonio 30 mM en el mismo solvente.

[14C]Man7.9GlcNAc: se obtuvieron por degradacién con pronasa de la interfase pro-
teica delipidada obtenida en la preparacién anterior. Los glicopéptidos se trataron
con Endo H y los oligosacdridos se aislaron por cromatografia descendente en papel
con 1-propanol/nitrometano/agua (5:2:4).

(glucosa-14C]Glcy.3MangGlcNAc: se obtuvieron por hidrélisis dcida suave, 15 min
100 °C, 20 mM HCI de los derivados de Dol-P-P formados al incubar microsomas de
higado de rata con UDP-[14C]Glc.

[glucosa-14C]Glc1.3Man7.9GlcNAc:se obtuvieron por tratamiento con pronasa de la
interfase proteica delipidada obtenida en la preparacién anterior, posterior
tratamiento con Endo H de los glicopéptidos y aislamiento de los oligosacdridos por
cromatografia descendente en papel con 1-propanol/nitrometano/agua (5:2:4).
[14CJMans y [14C]Man3. se obtuvieron por acetélisis de [14C]Man7.9GlcNAc.
UDP-[14C]Glc: se obtuvo por la técnica descripta en [35).

El hexapéptido Tyr-Asn-Leu-Thr-Ser-Val con el C-term amidado se sintetiz6 en un
sintetizador automatico utilizando t-BOC-amino 4cidos y se purificé por HPLC en
fase reversa.

Para la acetélisis de los oligosacdridos se utilizé la técnica descripta en (7].

La aglutinina de soja se purificé como se describe en (36].

La concentracién de proteinas se determiné por el método de Lowry (37] o del Biuret
(38]. La concentracién de azucares se determiné por el método del fenol-sulfirico (39).
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MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron ratas Albinus wistar adultas, machos o hembras.

Se utilizaron epimastigotes de Trypanosoma cruzi cepa Tulahuen (stock Tul 2). Se
cultivaron a 28 °C en medio compuesto por infusién cerebro corazén (33 g/l),
Triptosa (3 g/1), NagHPO4 (4 g/), KCl (0.4 g/1), hemina (0.02 g/1) y 10% suero fetal
bovino inactivado por calor, pH 7.2-7 4.

Crithidia fasciculata y Leptomonas samueli se cultivaron a 28 °C en un medio com-
puesto por NaCl (5 g/l), KCl (2 g/), NaHyPO4 (0.5 g/l), MgSO4-7H0 (0.5 g), acido
ascérbico (0.2 g/l), sacarosa (2.5 g/l), 4cido 3-[N-Morfolino}propanosulfénico (MOPS,
0.5 g/l), hemina (0.02 g/1), proteosa peptona (7.5 g/l), infusién cerebro corazén (7.5
g/1). El medio llevaba también infusién de higado a razén de 5 g/l, agregados de la
siguiente forma: se disuelven los 5 g en 100 ml de agua y se calientan con agitacién
durante 20 min a 65 °C y luego se agregan a los otros componentes, llevandolo al
volumen final y ajustando el pH a 6.7-7.2.

Mucor rouxii se cultivé a 28 °C en medio compuesto por glucosa (20 g/l), peptona (20
g/) y extracto de levadura (10 g/).

PREPARACION DE GLICOPEPTIDOS DE TIPO POLIMANOSA

Se incubaron 100 mg de tiroglobulina bovina (Sigma) en 3.5 ml de una solucién con-
teniendo Tris-HCl 125 mM pH 8.0, 2 mM CaClg, 2 mg de proteasa de S. griseus
(Sigma) durante 4 dias a 37 °C en atmésfera de tolueno. La reaccién se calenté 5
min a 100 °C y se sembré en una columna de Concanavalina A-Sepharose
(Pharmacia) de 0.5 x 7 cm equilibrada en buffer ConA (Tris-HCl 50 mM pH 7.4,
CaCl2 1 mM, MnCl2 1 mM, MgCl2 1 mM, NaCl 150 mM). La columna se lavé con
20 ml del mismo buffer y luego con 15 ml de buffer ConA conteniendo 10 mM a-metil
glucésido. Los glicopéptidos de tipo polimanosa se eluyeron con 20 ml de buffer ConA
conteniendo 0.1 M a-metilmanésido. Este eluido se dividié en dos, cada una de las
mitades se concentré a 0.5 ml y se pasaron por una columna de Sephadex G-10 fino
(Pharmacia) equilibrada y corrida en isopropanol 7%. Se reunieron los excluidos con-
teniendo glicopéptidos, se concentraron y se determiné la concentracién de azicares
con reactivo de antrona (39). El rendimiento en glicopéptidos (mg de azicar en los gli-
copéptidos/mg proteina) estimado usando [14C]Glci.3MangGlcNAc como standard
interno, fue de 1.5-2% y concuerda bien con lo descripto (40].

PREPARACION DE MICROSOMAS

Para preparar microsomas de higado de rata se utilizé el método cldsico de frac-
cionamiento subcelular (41) con el que se obtienen vesiculas microsomales cerradas
orientadas correctamente (conservan la cara citoplasmaética hacia afuera y el con-
tenido del RE en su interior). Las ratas se dejaron en ayuno (sin comida pero con
agua) 18 horas antes de sacrificarlas por decapitacién en guillotina o por dislocacién
cervical. Se extrajeron los higados y se colocaron inmediatamente en sacarosa 0.25
M, EDTA 5 mM, 2-mercaptoetanol 5 mM, pH 7.4 (solucién A) en hielo. Cuando los

16



MATERIALES Y METODOS

microsomas se prepararon con la finalidad de purificar la glucosiltransferasa, se
incluyé en esta solucién 0.5 mM TPCK, 0.5 mM TLCK y 1 mM PMSF. Todos los
pasos posteriores se realizaron en hielo 0 a 0-4 °C. Se perfundieron con solucién A o
se cortaron en trozos pequeiios y se lavaron con la misma solucién para limpiarlos
de sangre. Finalmente se mezclaron los higados con solucién A en proporcién 1:2 (Ej.
150 g de higado con 300 ml de solucién A). Se licuaron en Omni-Mixer® (Sorvall) =20
seg a madxima velocidad y se pasaron 4 veces por un homogeneizador (Potter)
vidrio-Teflon®. El homogenato se centrifugé 10 min a 5,000 x g. El sobrenadante se
centrifugé 10 min a 12,000 x g y el sobrenadante se ultracentrifugé 60 min a
100,000 x g. El precipitado se resuspendié en el minimo volumen posible de solucién
A con ayuda de un Potter, luego se diluy6 hasta una concentracién de proteinas =2-8
mg/ml y se ultracentrifugé nuevamente 60 min a 100,000 x g (lavado). El precipi-
tado se resuspendi6 en solucién A hasta una concentracién de proteina =60 mg/ml.
El rendimiento fue de 9-12 mg de proteina microsomal por cada gramo de higado
fresco.

También se prepararon microsomas de higado de rata por cromatografia en
Sepharose 2B® (Pharmacia) (42]. Con este método se evitan las ultracentrifuga-
ciones, los microsomas resultan mucho menos contaminados con sangre y se adap-
tan perfectamente a los subsiguientes pasos de purificacién.

Para preparar microsomas de otros origenes se adapté el protocolo descripto. Se
procedié a la ruptura celular por el método mas adecuado segin el caso siempre uti-
lizando solucién A. Posteriormente se aplic6 el método de fraccionamiento descripto
para obtener lo que equivaldria a un sobrenadante postmitocondrial, para luego a
partir de él obtener una fraccién microsomal por ultracentrifugacién a 100,000 x g
60 min. De esta forma se obtuvieron microsomas de T. cruzi, C. fasciculata, L.
samueli, M. rouxii (1a ruptura celular se hizo en un mortero con arena) y de porotos
(la ruptura celular se hizo licuandolos en Omni-Mixer® y luego homogeneizando con
Potter). Cuando se prepararon microsomas de T. cruzi, C. fasciculata y L. samuelt
con el fin de ensayar actividad de glucosidasa, en lugar de solucién A. se utilizé buffer
fosfato 0.1 M pH 7.1, 5 mM MgClg, 0.5 mM TLCK.

Determinacién de la integridad de las vestculas microsomales

Se determiné por la latencia de la glucosa-6-fosfatasa a la manosa-6-fosfato (43, 44.
En un volumen final de 100 ul se incubaron los microsomas (=100 pg de proteina) en
50 mM Tris-maleato pH 6.5 y 20 mM manosa 6-fosfato durante 5 min a 37°C, en
presencia o ausencia de 0.5% Triton X-100. La reaccién se detuvo con 1 ml de TCA
10% y en los sobrenadantes se determiné el fosfato liberado por un método colori-

métrico [45).
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OBTENCION DE MEMBRANAS DE RETICULO ENDOPLASMICO RUGOSO, LISO Y APARATO DE GOLGI
DE HIGADO DE RATA
Se preparé un sobrenadante post-mitocondrial como se describe mds arriba para la
preparacién de microsomas de higado de rata, pero en lugar de solucién A se utilizé
una solucién compuesta de sacarosa 0.25 M, Tris-HCI 50 mM pH 7.5, MgCly, 5 mM,
KCl1 25 mM.
Se colocaron fracciones de 10 ml de este sobrenadante post-mitocondrial en cada
tubo del rotor SW40. Estos contenian 5 ml de sacarosa 2 M en el fondo del tubo y
sobre esos 5 ml habian 10 ml de sacarosa 1.35 M. Luego de agregar los 10 ml de
sobrenadante post-mitocondrial se cargaron otros 10 ml de sacarosa 0.25 M y se
centrifugaron durante 120 min a 25.000 rpm.
Se tomé la interfase comprendida entre 0.25 M y 1.35 M (A) y la interfase com-
prendida entre 1.35 My 2.0 M (B). A y B se diluyeron con sacarosa 0.25 M y se cen-
trifugaron 60 min a 100,000 x g. El precipitado de A se resuspendié en 30 ml y el de
B en 15 ml de sacarosa 1.35 M y se homogeneizaron con Potter. Se colocaron frac-
ciones de 8 ml de A 6 de B asi resuspendidos, en tubos del rotor SW40 conteniendo
7.5 ml de sacarosa 2.0 M. Sobre esos 8 ml de A o de B se agregaron 7.5 ml de saca-
rosa 1.0 M y sobre éstos otros 6 ml de sacarosa 0.5 M. Se centrifugaron durante 120
min a 25,000 rpm.
Se tomaron las interfases comprendidas entre 0.5 My 1.0 M (G), entre 1.0 M y 1.35
M (REL) y la comprendida entre 1.35 M y 2.0 M (RER).
REL y RER se resuspendieron en 50 ml y G en 25 ml de sacarosa 0.25 M, se homo-
geneizaron con Potter y se ultracentrifugaron 60 min a 100,000 x g.
Los precipitados se resuspendieron con Potter en 15 ml de sacarosa 1.35 M. Se
cargaron de a 8 ml en tubos del rotor SW40 igual que en la tltima centrifugacién en
gradiente y se centrifugaron nuevamente 120 min a 25,000 rpm. De los tubos en que
se habia cargado la interfase “G” se tomé nuevamente la interfase blanquecina
comprendida entre 0.5 M y 1.0 M, conteniendo las membranas del Aparato de Golgi.
De los tubos en que se habia cargado la interfase “REL” se tom6 la interfase com-
prendida entre 1.0 M y 1.35 M, conteniendo membranas del reticulo endopldsmico
liso.
De los tubos en que se habia cargado la interfase “RER” se tomé la interfase com-
prendida entre 1.35 M y 2.0 M, compuesta por membranas del reticulo endopldsmico
rugoso.

PURIFICACION PARCIAL DE LA GLUCOSIDASA Il DE HIGADO DE RATA

Para el ensayo de actividad y la purificacién parcial hasta la cromatografia en
ConA-Sepharose se siguié el método previamente descripto (46, 47).
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ENSAYO DE GLUCOSIDASAS | Y I

Las mezclas de incubacién contenian en un volumen total de 100 ul, buffer fosfato
40 mM pH 7.1, 600-1000 cpm de los sustratos apropiados, 0.3% Triton X-100 y 0.4-
0.9 mg de proteina microsomal. Luego de incubarlas durante el tiempo indicado a
30 °C se detuvieron con 0.1 ml de metanol y se calentaron 5 min a 60 °C. El sobre-
nadante se corrié en cromatografia ascendente en papel en 2-propanol/acético/agua
(29:4:9) donde el oligosacarido queda en el origen de siembra y la glucosa liberada
migra con un Rf = 0.4. También se corrié en 1-butanol/piridina/agua (6:4:3) para
identificar el producto liberado.

TRATAMIENTOS EFECTUADOS SOBRE LA TIROGLOBULINA BOVINA

S-carboximetilacién .

Las mezclas de reaccién contenian en un volumen total de 5 ml, 50 mg de tiroglobu-
lina bovina (Sigma), 150 mg de DTT, 2.4 g de urea, 2 mM EDTA y 0.2 M Tris-HCI
pH 8.0. Luego de 3 horas a 40 °C se agregaron 940 mg de iodoacetamida ajustando
el pH a 7-9 con NH4OH y se incubaron 30 min a temperatura ambiente. Luego se
dializaron contra 10 mM Tris-HCI pH 8.0 y la proteina se precipité con 4 volumenes
de metanol. Se resuspendi6 con urea 8 M a unos 10 mg/ml y se dializé contra 10 mM
Tris-HCI pH 8.0. A esta preparacién se la llamara SCAM-Tg.

Desnaturalizacién con urea 8 M

La tiroglobulina se desnaturaliz6 por agregado de urea sélida a una solucién de
tiroglobulina bovina 10 mg/ml en 10 mM Tris-HCI pH 8.0 (0.95 g de urea por cada
ml) o por didlisis de 1 ml de la solucién de tiroglobulina contra 200 ml de urea 8 M. En
ambos casos el tratamiento con urea se hizo durante 4-8 hs a temperatura ambien-
te 0 a 60 °C y luego la urea se retiré por didlisis contra buffer Tris-HCl 5 mM pH 8.0.
Ambos métodos producen tiroglobulina desnaturalizada con una capacidad seme-
jante para actuar como sustrato aceptor de la glucosiltransferasa. La tiroglobulina
asi desnaturalizada con urea se llamard 8MU-Tg. Para desnaturalizar otras glico-
proteinas que contienen oligosacdridos de tipo polimanosa para utilizarlas como
aceptoras (Tiroglobulina porcina (48], RNAasa B (Sigma) (49), aglutinina de poroto de
soja [50] se les agregé urea sélida hasta 8 M, se las incub6 4 hs a 60 °C y luego se dia-
lizaron contra 10 mM Tris-HCI pH 8.0.

Tratamiento con Endo H

Se dializé 1 ml de 8MU-Tg contra 50 mM trietilamina acetato pH 5.5. El dializado se
dividié en dos mitades de 0.5 ml c/u. A una de ellas se le agregaron 5 mU de Endo H
(Sigma) y ambas se incubaron 24 hs a 37 °C. Luego se dializaron contra 100 mM
acetato de sodio pH 3.5 y se dejaron en ese buffer 6 hs a 37 °C para inactivar la
Endo H (51]. Ambas mitades se dializaron luego contra urea 8 M, 25 mM Tris-HCI
pH 8.0 4 horas y luego contra 10 mM Tris-HCI pH 8.0.
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Tratamiento con a-Manosidasa

Se dializ6 8MU-Tg contra 50 mM citrato de sodio pH 4.5, 0.1 mM acetato de zinc. El
dializado se dividi6 en dos mitades de 0.5 ml ¢/u y a una de ellas se le agregaron 1.2
unidades de a-manosidasa de jack bean (Sigma) previamente dializada contra el
mismo buffer. Las dos mitades se incubaron a 37°C 20 min y luego se dializaron 4

horas contra urea 8 M, 25 mM Tris-HCI pH 8.0 y por altimo contra 10 mM Tris-HCI
pH 8.0. '

Tratamiento con dcido nitroso

Se disolvieron 10 mg de tiroglobulina en 1 ml de 10 mM acetato de sodio pH 3.5. La
solucién se dividi6 en dos mitades de 0.5 ml ¢/u y a una de ellas se le agregé 0.5 ml de
nitrito de sodio 0.33 M y a la otra 0.5 ml de agua. Ambas se incubaron 5 hs a 28 °C,

luego se dializaron 4 horas contra urea 8 M, 25 mM Tris-HCI pH 8.0 y luego contra
10 mM Tris-HCI pH 8.0.

SOLUBILIZACION Y ENSAYO DE GLICOSILTRANSFERASAS

Se incubaron microsomas de higado de rata en sacarosa 0.25 M, EDTA 5 mM,
2-mercaptoetanol 5 mM, pH 7.4 (concentracién de proteina 20 mg/ml) conteniendo
0.6% Triton X-100 durante 10 min a 0 °C y luego se centrifugaron 60 min a 100,000
x g. Se ensayaron las glicosiltransferasas en la mezcla de extraccién con detergente
antes de ultracentrifugarla y en el sobrenadante de la ultracentrifugacién preincu-
bado durante diferentes tiempos a 37 °C.

Actividad glucosilante de tiroglobulina desnaturalizada

Las mezclas de incubacién contenian en un volumen total de 100 ul, 5 mM Tris-HCI
pH 8.0, 10 mM CaCls, 0.6% Triton X-100, 5 uM UDP-[14C]Glc (285 Ci/mol), 50 uM
desoxinorjirimicina, 480 ug de 8MU-Tg y 100 ug de proteina microsomal (ya sea del
sobrenadante de la extraccién con detergente preincubado a 37 °C por diferentes
tiempos o de la extraccién sin centrifugar). Las reacciones se incubaron 3 min a
37 °C, se detuvieron con 1 ml de TCA 10% y se contaron como se indica en “ENSAYO
DE GLUCOSILTRANSFERASA”. Se tomé como 100% la incorporacién obtenida usando como
fuente de enzima la extraccién sin centrifugar (2400 cpm).

Dolicol-P-Glc sintasa

Las mezclas de incubacién contenian en un volumen total de 100 pl, 5 mM Tris-HCl
pH 8.0, 10 mM MgCly, 0.6% Triton X-100, 5 uM UDP-[14C]Glc, 10 pg de Dol-P
(Sigma) y 100 pg de proteina microsomal (ya sea del sobrenadante de la extraccién
con detergente y preincubado a 37 °C por diferentes tiempos o de la extraccién sin
centrifugar). Las reacciones se incubaron 3 min a 37 °C y se detuvieron agregando 1
ml de cloroformo/metanol (3:2). La fase inferior se extrajo tres veces con cloro-
formo/metanol/agua (1:16:16) y luego se conté por centelleo liquido. Se tomé como
100% la incorporacién obtenida usando como fuente de enzima la extraccién sin cen-
trifugar (7600 cpm).
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Oligosacariltransferasa

Las mezclas de incubacién contenian en un volumen de 50 pl, 50 mM Tris-maleato
pH 7.6, 10 mM MnCl,, 0.6% Triton X-100, 2 mM del hexapéptido Tyr-Asn-Leu-Thr-
Ser-Val, 50 uM desoxinorjirimicina, 10.000 cpm de [glucosa-14C]Glc,-3sMang_
GlcNAcg-P-P-Dol y 100 ug de proteina microsomal (ya sea del sobrenadante de la
extraccién con detergente preincubado a 37 °C por diferentes tiempos o de la
extraccién sin centrifugar). Las reacciones se incubaron 3 min a 37 °C y se
detuvieron con 0.25 ml de metanol/agua (1:1). Los precipitados se lavaron con 0.5 ml
de metanol/agua (1:1), se combinaron ambos sobrenadantes y se corrieron en
electroforesis en papel en 4cido férmico 10% a 25 volt/cm 2 horas. Se tomé6 como
glicopéptido a la radioactividad que corrié como un pico cargado positivamente. Se
tom6 como 100% la incorporacién obtenida usando como fuente de enzima la
extraccidn sin centrifugar (2400 cpm).

ENSAYO DE GLUCOSILTRANSFERASA

Las mezclas de reaccién contenian en un volumen final de 50 pul, 10 mM CaCl,,
10 mM Tris-HCI pH 7.4, 2 uM UDP-[14C]glucosa (285 Ci/mol), 200 ug de tiroglobu-
lina bovina o aglutinina de soja desnaturalizadas y 5 ul de la fraccién a ensayar. Si
es necesario, como en el caso de usar membranas no permeabilizadas como fuente
de enzima, se incluye 0.5% Lubrol o Triton X-100 en las mezclas de reaccién sin
interferencia. Se incubaron un cierto tiempo a 37 °C (5 min cuando se analizaron los
diferentes pasos de purificacién; el consumo de sustrato dador en general no supera
el 20%) y se detiene la reacciéon con 1 ml de TCA 10%. El precipitado proteico se lava
2 veces con 1 ml de TCA 10%. El precipitado del dltimo lavado se disuelve en 0.5 ml
de alguna mezcla solubilizadora comercial (Hyamine®, Protosol®, Soluene®) compa-
tible con la solucién centelleadora (tolueno/PPO/POPOP) 0 en 0.5 ml de NaOH 0.5 N
en metanol. Luego se le agregan 3 ml de solucién centelleadora,15 pul de acético
glacial y se cuenta por centelleo liquido.

Para analizar los oligosacaridos formados se detuvieron las reacciones con 3 volu-
menes de metanol y se calentaron a 50 °C 5 min. El precipitado proteico se degradé
en 3 ml de Tris-HCl 0.1 M pH 8.0, 2 mM CaCl; y 2 mg de proteasa de S. griseus
(Sigma) 48 hs a 37 °C bajo atmésfera de tolueno. La digestién se concentré a 1 ml
por evaporacién, se centrifugé y el sobrenadante se desalé en una columna de
Sephadex G-25 (Pharmacia) equilibrada y corrida en isopropanol 7%. Los glicopépti-
dos excluidos se corrieron en electroforesis en papel en acido formico 10% 2 hs a 25
volt/cm. El pico cargado positivamente se eluyé del papel y se traté con 1 mU de
Endo H (Sigma) en un volumen total de 350 pl de 50 mM acetato de trietilamina pH
5.5 a 37 °C 20 hs. Esta reaccién se corri6 nuevamente en electroforesis en papel en
acido férmico 10% a 25 volt/cm 2 horas. El pico neutro, correspondiente a los
oligosacdridos liberados por la Endo H se eluyé y se corrié en cromatografia descen-
dente en papel en 1-propanol/nitrometano/agua (5:2:4).
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OBTENCION DE SUERO ANTITIROGLOBULINA

Se inyectaron en un conejo 5 mg de tiroglobulina bovina en adyuvante completo de
Freund por via intramuscular. A los 15 dias se inyectaron otros 5 mg en adyuvante
incompleto por via subcutdnea y 15 dias después se sangré al conejo. El suero obte-
ndido se precipitd llevandolo a 50% de saturacién de sulfato de amonio. El precipitado
se disolvié y se dializé contra 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl. La especifici-
dad del suero obtenido se determiné por inmunodifusién radial (método de
Ouchterlony).

GLUCOSILACION DE TIROGLOBULNA (TABLA V)

Las mezclas de reaccién contenian en un volumen de 100 pl 10 mM CaCl;, 10 mM
Tris-HCI pH 8.0, 2 uM UDP-[14C]Glc (285 Ci/mol), 450 ug de proteina microsomal
como vesiculas intactas o sonicadas, 500 o 200 pg de 8MU-Tg (experimento 1y 2
respectivamente) y 0.5% Triton X-100 cuando se indica. Luego de 5 min a 37 °C se
agregaron 100 ul de 0.2 M Tris-HCI pH 8.0, 40 mM EDTA y 0.5 6 1% Triton X-100
(segun las reacciones tuvieran o no detergente respectivamente). En estas condi-
ciones tanto la glucosidasa II como la glucosiltransferasa resultaron completamente
inhibidas (por la elevada concentracién de Tris y de EDTA respectivamente). Las
reacciones se ultracentrifugaron 60 min a 100,000 x g y a 150 pul del sobrenadante
se le agregaron 100 pul de antisuero anti-tiroglobulina (o suero preinmune), que en el
experimento 2 contenian ademas las adiciones que se indican en la tabla. Para per-
mitir la formacién y precipitacién de los inmunocomplejos, se incubaron primero 10
min a 37 °C y luego 30 min a 0 °C. Finalmente se centrifugaron 5 min a 3,000 x g.
Los precipitados se lavaron dos veces con 0.4 ml de NaCl 0.15 M, 50 mM Tris-HCl
pH 7.4 y luego se conlaron por centelleo liquido como se describe en “ENsAYO De
GLUCOSILTRANSFERASA” .

TRATAMIENTO DE LOS MICROSOMAS CON TRIPSINA (TABLA VIII)

Se incubaron los microsomas (100 pug de proteina) en sacarosa 0.25 M, EDTA 5§ mM,
2-mercaptoetanol 5 mM, pH 7.4 con 1 mg de tripsina en presencia o ausencia de
0.5% Lubrol durante 30 min a 37°C. Luego se agregaron 1.5 mg de inhibidor de
tripsina de soja y se incubé 5 min a 37°C. La glucosiltransferasa se ensayé en 50 pl
de volumen final conteniendo 10 mM CaClsy, 2 uM UDP-[14C]Glc (285 Ci/mol), 0.5%
lubrol, 250 pg de 8MU-Tg, 10 mM Tris-HCI pH 8.0 y 10 ul de las vesiculas a ensa-
yar. Las reacciones se incubaron 5 min a 37 °C y se procesaron como se describe en
“ENSAYO DE GLUCOSILTRANSFERASA”.

La Dol-P-Glc sintasa se ensayé en 50 pl de volumen final conteniendo 10 pug de Dol-P,
10 mM MgCl,, 0.6% Triton X-100, 2 uM UDP-[14C]Glc (285 pCi/pmol), 50 mM
Tris-maleato pH 7.6 y 30 pul de las vesiculas a ensayar. Las reacciones se incubaron
a 37°C y a los 10 min se agregé 0.15 ml de agua y 1 ml de cloroformo/metanol (3:2).
La fase inferior se lavé tres veces con cloroformo/metanol/agua (1:16:16) y se conté
por centelleo liquido.
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SOLUBILIZACION DE LA GLUCOSILIRANSFERASA

Experimento 1: se sometieron microsomas de higado de rata (14 mg/ml) en solucién
A a pasaje por French press (20 ml/min, 100 Kg/cm2) o a sonicacién (Branson
Sonifier Cell Disruptor Model W 140, 6 veces 10 segundos c/u, intensidad 3, micro-
tip). Ambas muestras y el control sin tratamiento se ultracentrifugaron 60 min a
100,000 x g. Se midié la glucosiltransferasa en los tres tratamientos (control, French
press y sonicado) tanto en las mezclas sin centrifugar como en los sobrenadantes de
las ultracentrifugaciones como en “ENSAYO DE GLUCOSILTRANSFERASA” pero incluyendo
0.5% Lubrol en las reacciones.

Experimento 2: Particién en Triton X-114. El detergente se lavé con TBS (50 mM
Tris-HCl pH 7.4, 0.15 M NaCl), 5 mM 2-mercaptoctanol a 0 °C y luego se llevé la
mezcla homogénea a 30 °C. Tras centrifugar, la fase inferior se lavé otras dos veces
de la misma manera. Para la extraccién de la glucosiltransferasa se agregaron 10 ul
de microsomas (65 mg/ml) a una mezcla formada por 480 ul de TBS mas 10 ul de
Triton X-114 lavado. La extraccién se incub6 5 min a 0 °C, seguidos de 5 min a 30 °C
y luego se centrifugé 2 min a 3,000 x g. Se tomaron 250 ul del sobrenadante a los que
se le agregaron otros 5 ul de Triton X-114 y se incubd 5 min a 0 °C seguidos de 5 min
a 30 °C y se centrifugé 2 min a 3,000 x g, tomando este sobrenadante como extracto
soluble. Se midi6 la glucosiltransferasa en el extracto soluble y en la mezcla de
extraccién sin particionar. Las condiciones de reaccién fueron como las de “ENSAYO DE
GLUCOSILTRANSFERASA” incluyendo 0.5% Lubrol en las reacciones.

CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS DE GLUCOSILACION ENDOGENA (TABLA X)

Se incubaron microsomas de higado de rata (1 mg de proteina) en un volumen total
de 60 ul de 0.25 M sacarosa, 10 mM CaCl;, y 2 uM UDP-[14C]Glc (285 Ci/mol)
durante 5 min a 37 °C al cabo de los cuales se agregaron 40 pul de una solucién con-
teniendo 0.25 M sacarosa, 50 mM UDP-Glc y 2.5 mM desoxinorjirimicina (para
detener la incorporacién de [14C]-Glc e impedir la deglucosilacién de los productos
formados). De esta mezcla se retiraron alicuotas de 10 pul que se diluyeron con: (a)
190 pl de sacarosa 0.25 M, EDTA 5 mM, 2-mercaptoetanol 5§ mM, pH 7.4 (b) lo
mismo que (a) pero se sonicé (idem “SOLUBILIZACION DE LA GLUCOSILTRANSFERASA”) y (c) 190
il de 0.1 M NayCOg. Las tres fracciones se ultracentrifugaron 60 min a 100,000 x g,
se separaron los sobrenadantes y se midié la radioactividad tanto en los precipitados
como en los sobrenadantes de la ultracentrifugacién luego de lavarlos tres veces con
TCA 10%.

PURIFICACION DE LA GLUCOSILTRANSFERASA DE HIGADO DE RATA

Extraccién

Como material de partida se utilizaron microsomas de higado de rata preparados
como se describe mas arriba. Estos pueden guardarse varios dias a —20 °C. Se
diluyeron hasta una concentracién de 10 mg/ml y se ajustaron a 20 mM Tris-HCI
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pH 8.0, 5 mM 2-mercaptoetanol. Se pasaron por French Press a unos 20 ml/min y
100 Kg/cm2. Luego se ultracentrifugaron 60 min a 100,000 x g y se tomé el sobre-
nadante conteniendo mayoritariamente el contenido soluble de la fraccién microso-
mal y el 100% de la glucosiltransferasa.

La glucosiltransferasa se pudo extraer en forma soluble llevando los microsomas
diluidos en solucién A a una concentracién de Lubrol o de Triton X-100 de 0.1-0.2%
en lugar de pasarlos por French press, también con un 100% de rendimiento. Pero si
bien utilizando detergentes se evité el pasaje por French press, el extracto no se pudo
precipitar con sulfato de amonio; se insolubilizé una fraccién proteica en la cual
estaba la glucosiltransferasa pero esta fraccién no precipitd, sino que al centrifu-
garla floculé. De todos modos se pudo continuar la purificacién con las cromatogra-
fias descriptas mds adelante con resultados equivalentes, sin hacer la precipitacién
con sulfato de amonio, sélo que al final del proceso aumenté la cantidad de algunos
contaminantes. En estos casos el detergente se utiliz6 sélo en la extraccién y no fue
necesario incluir detergentes en ninguno de los pasos posteriores.

También se solubilizé la glucosiltransferasa tratando los microsomas diluidos en
solucién A, pH 7,4-8.0, con saponina 0.5%. Este extracto se fraccioné con sulfato de
amonio o0 se sigui6 con las distintas cromatografias sin hacer la precipitacién con
sulfato de amonio. La saponina se utiliz6 sélo en la extraccién y no se incluyé saponi-
na ni otros detergentes en los sucesivos pasos de purificacién.

Precipitacién con sulfato de amonio

Al extracto soluble obtenido con la French Press se le agregé un volumen igual de
solucién saturada de sulfato de amonio pH 8.0, gota a gota y con agitacién suave lle-
vando a 50% de saturacién (pudo agregarse el sulfato de amonio sélido con iguales
resultados). Se dejé 30 min a 0 °C con agitacién suave y se centrifugé 10 min a
8,000 x g. El precipitado se resuspendié en Tris-HClI 20 mM pH 7.4, 5§ mM
2-mercaptoetanol (solucién B) y se dializé contra el mismo buffer. La bolsa de diali-
sis contenia una suspensién con abundante cantidad de material insoluble que no se
clarificé totalmente por centrifugacién por lo que fue necesario ultracentrifugarlo 60
min a 100,000 x g. El rendimiento de glucosiliransferasa en el material contenido en
el interior de la bolsa de didlisis fue alto (80-100%) pero en el sobrenadante de la
ultracentrifugacién no se recuper6 la totalidad de la actividad, lo que dejé un
rendimiento que varié6 entre un 50 y un 80%. Este sobrenadante es lo que se consi-
der6 la fraccién purificada por precipitacién con sulfato de amonio. La preparacién
pudo congelarse entre cualquiera de los pasos descriptos hasta aqui sin pérdida sig-
nificativa de actividad en 24-48 hs.

DEAE-celulosa

Cuando el extracto soluble no se obtuvo con detergentes, luego del sulfato de amonio
se agregé a la muestra Lubrol concentrado hasta una concentracién final de 0.1%.
Se sembré en una columna de DEAE-celulosa pre-equilibrada en Tris-HCl 20 mM
pH 7.4, 5 mM 2-mercaptoetanol (solucién B). El 2-mercaptoetanol resulté necesario
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para aumentar la estabilidad de la enzima y para permitir una buena resolucién en
las sucesivas cromatografias, por lo que se lo incluy6 en los buffers de todos los
pasos de purificacién. Generalmente se utilizé una columna de 1.8 x 20 cm en la que
se cargaron hasta 400 mg de proteinas totales. Luego de lavarla con un volumen de
columna de solucién B. se eluyé con un gradiente lineal de NaCl de 150 ml entre 0 y
0.5 M en solucién B. Se utilizaron distintos tipos de soportes con iguales resultados:
DE-52 (Whatman), DEAE-Sephacel o DEAE-Sepharose Fast Flow (Pharmacia).
Dependiendo de la cantidad de muestra a cromatografiar, se emplearon columnas de
diferentes dimensiones con resultados semejantes, eluyendo siempre con un gradien-
te lineal de 0 a 0.5 M NaCl de 5 volumenes de columna. El eluido de la DEAE es ines-
table: a 0 °C y a -20 °C pierde actividad en pocos dias. Reduciendo la concentracién
de NaCl por dialisis aumenta ligeramente la estabilidad pero es aconsejable hacer la
cromatografia en ConA-Sepharose inmediatamente después de la DEAE, sin alma-
cenar las preparaciones.

Concanavalina A-Sepharose

Al pico de actividad eluido de la DEAE se lo llev6 a 2 mM CaCly, 2 mM MnCl; y
2 mM MgCl,. y se lo pasé6 2 veces por una columna de Con A-Sepharose
(Pharmacia) de 1.6 x 2 cm equilibrada en buffer ConA (Tris-HCl 50 mM pH 7.4,
CaCl; 1 mM, MnCl; 1 mM, MgCl; 1 mM, NaCl 150 mM). Se lavé con buffer ConA
hasta absorbancia a 280 nm = 0 y luego se pasaron por la columna 5 ml de buffer
ConA conteniendo a-metilmandsido al 8% a 0 °C. Luego se dej6 la columna a 37 °C
durante 30-60 min al cabo de los cuales se eluyé a 37 °C con buffer ConA contenien-
do 8% a-metil manésido. La estabilidad del eluido de la ConA-Sepharose es seme-
jante al de la DEAE.

Mono @

Se utilizé una columna Mono @® HR 5/5 (Pharmacia) corrida a un flujo de 1 ml/min
en un equipo de FPLC o de HPLC con monitoreo continuo a 280 nm. El pico de acti-
vidad eluido de la ConA-Sepharose se diluy6 a la mitad con Tris-HCl 20 mM pH 7.4,
5 mM 2-mercaptoetanol (solucién B) y se sembré en la columna equilibrada en la
misma solucién. Se eluyé con un gradiente de NaCl en solucién B, de 0 a 0.25 M en 5
minutos y luego de 0.25 M a 0.45 M en otros 20 minutos (25 minutos en total). El
pico de actividad eluido de esta primera Mono Q se recromatografié en idénticas
condiciones (se diluy6 con 4 volumenes de solucién B para sembrarlo en la columna).
La estabilidad del eluido de la Mono Q es muy reducida pero se puede aumentar dis-
minuyendo la concentracién de NaCl por didlisis y agregando sacarosa en altas con-
centraciones (10-30%). Es aconsejable realizar la Phenyl-Superosa inmediatamente
después de la Mono Q (1ra. o 2da.).

Fenil-Superose
Se utiliz6 una columna Phenyl-Superose® HR 5/56 (Pharmacia) corrida a un flujo de
0.5 ml/min en un equipo de FPLC o de HPLC con monitoreo continuo a 280 nm. El
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pico de actividad eluido de la Mono Q se diluyé con 10 volumenes de sulfato de amo-
nio 1 M, 5 mM 2-mercaptoetanol, 10 mM imidazol pH 7.0 (solucién C) y se sembré
en la columna equilibrada en el mismo buffer. Se eluye con un gradiente lineal de 20
ml desde 100% solucién C hasta 100% solucién D (5% sacarosa, 5 mM
2-mercaptoetanol, 10 mM imidazol pH 7.0) y luego se continué la elucién con solu-
cién D. El eluido de esta columna es estable, conservando 70-100% de actividad
luego de 2-3 semanas a -20 °C.

Superosa 12

Se utiliz6 una columna Superose® 12 HR 10/30 (Pharmacia) corrida a un flujo de 0.5
ml/min en un equipo de FPLC o de HPLC con monitoreo continuo a 280 nm. La
glucosiltransferasa se corri6 en Imidazol 10 mM pH 7.0, 5 mM 2-mercaptoetanol,
5% sacarosa. Los marcadores de peso molecular se corrieron en fosfato 100 mM pH
7.0.

Ultrogel AcA 34 y AcA

Se corrieron columnas de 1 x 90 cm a 0-4 °C. La glucosiltransferasa se corri6 en
Tris-HC] 20 mM pH 7.4, 5 mM 2-mercaptoetanol, 5% sacarosa. Los marcadores de
peso molecular se corrieron en fosfato de sodio100 mM pH 7.0

HPLC Fase reversa

Se utilizé una columna Aquapore Butyl (Brownlee™ RP-butyl 300, 7 micrones,
Applied Biosystems) 2.1 x 30 mm corrida en HPLC a 0.1 ml/min con monitoreo con-
tinuo a 215 0 280 nm o por arreglo de diodos. Se eluyé con un gradiente lineal desde
2% hasta 82% de isopropanol 50 %, 4cido trifluoroacético (TFA) 0.1 %. El eluido de
esta columna se¢ analizé inicamente por electroforesis en SDS-PAGE.

Alquilacién con 4-vinilpiridina

Se traté la proteina en un volumen total de 100 pl (=100 pg de proteina) de Tris-HCI
100 mM pH 8.0 con 10 ul de DTT (1 mg/ml) 2 horas a temperatura ambiente o 30
min a 50 °C. Luego se agregé 1 ul de 4-vinilpiridina y se incubé nuevamente 2 horas
a temperatura ambiente o 30 min a 50 °C (52). Se detuvo la reaccién desalando la

proteina en una columna de Sephadex G-25 superfino equilibrada y eluida en 0.13%
TFA.

Digestién con Endo Lys-C

Se disolvieron =50 ug de glucosiltransferasa de higado de rata pura, reducida y
alquilada con 4-vinilpiridina en 100 pl de Tris-HCl 100 mM pH 8.0, 1 M guanidina y
se agregé 1 ug de endoLys-C (Wako). Se incubé a 37 °C 16 hs. Los péptidos genera-
dos se separaron en una columna Aquapore Butyl (Brownlee™ RP-butyl 300, 7
micrones, Applied Biosystems) 2.1 x 30 mm, eluida con un gradiente lineal de iso-
propanol, 0.1% TFA.

Electroforesis y electrotransferencia de protetnas
Se utilizaron geles de poliacrilamida de 8 x 10 x 0.1 cm con sistema de buffer discon-
tinuo (53). Los geles se fijaron con metanol/acido acético/agua (50:10:40), luego se
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tifiieron con Coomasie Blue R-250 (Sigma) al 0.1% en la misma solucién y se desti-
fiieron con la solucién de fijacién.

Para transferir las proteinas se corrié la muestra en SDS-PAGE y luego se transfi-
rié en una aparato de electrotransferencia semiseca Semiphor™ TE 77 (Hoefer). Se
utilizé6 el buffer de electroforesis conteniendo 10% metanol, y se transfirié durante 30
min a 80 mA (10 volt iniciales) a una membrana de PVDF (ProBlot™, Applied
Biosystems) o de nitrocelulosa (Hybond™-C , Amersham). Las membranas de
PVDF se tifiieron con Coomasie Blue R-250 al 0.1% en metanol/4acido acético/agua
(50:10:40) durante 1 min, se destifiieron en la misma solucién pero sin colorante y
luego se enjuagaron con agua destilada. Las membranas de nitrocelulosa se tifieron
con Ponceau S (Sigma) 0.1% en dcido acético 1% durante 1 min, se destifiieron la
misma solucién sin colorante y luego se enjuagaron con agua destilada.

ANTICUERPOS CONTRA LA GLUCOSILTRANSFERASA DE HIGADO DE RATA

Para obtener anticuerpos contra la UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa de hi-
gado de rata se utilizé una preparacién parcialmente purificada. Se corrié en electro-
foresis desnaturalizante (SDS-PAGE) preparativa y se electroeluyé la banda
correspondiente a la glucosiltransferasa. Se controlé la pureza del material electro-
eluido por SDS-PAGE. Se inyectaron en un conejo 300 pg de la proteina electroeluida
en adyuvante completo de Freund por via intradérmica (dia 1). A los 30 dias se
inyectaron otros 300 pg en adyuvante incompleto por via subcutdnea (dia 31). 30
dias después (dia 61) se inyectaron otros 200 pg en adyuvante incompleto por via
subcutdnea y 30 dias después (dia 91) se sangré al conejo.

Inmunoprecipitacién de la glucosiltransferasa

Para inmunprecipitar la glucosiltransferasa se utilizé un extracto con detergente de
microsomas de higado de rata. Las mezclas de inmunoprecipitacién contenian en un
volumen total de 100 ul, 10 pl del extracto, 25 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl
(TBS) y los siguientes agregados: (1) 10 ul de suero antiglucosiltransferasa; (2) 10 ul
de suero preinmune; (3) 10 ul de 0.5% BSA. Se incubaron 60 min a temperatura
ambiente al cabo de los cuales se agregaron 100 ul de proteina A-Sepharose (Sigma,
1:1 en TBS) y se incubaron otros 60 min a temperatura ambiente. Luego se retira-
ron los sobrenadantes y las perlitas de proteina A-Sepharose se lavaron 3 veces con
0.5 ml de TBS. Se midié la actividad de glucosiltransferasa en los inmunoprecipita-
dos en un ensayo similar al descripto en “ENSAYO DE GLUCOSILTRANSFERASA”.

Western Blot

Las hojas de nitrocelulosa se enjuagaron 5 min en TBS y luego se bloquearon
durante 60 min en 3% BSA en TBS. Luego se incubaron con el anticuerpo a ensayar
diluido en 3% BSA en TBS durante 60 min. Se lavaron 2 veces con TBS 5 min, una
vez con 0.05% Nonident-P40 en TBS 5 min y otras 2 veces con TBS 5 min. Luego se
incubaron con 125I-Proteina A (Sigma, 500.000 cpm/ml) disuelta en 3% BSA en
TBS, 60 min y se repitieron los lavados anteriores y se expuso a autoradiografia.
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ESTIMULACION DE LA GLUCOSILACION DE PROTEINAS POR TIROGLOBULINA

Como se describiera en INTRODUCCION, habia dos tipos de evidencias que indicaban la
transferencia de un resto de glucosa a oligosacaridos unidos a proteinas. Primero,
por experimentos de pulso y chase in vivo y segundo, por la formacién en sistemas
libres de células de [glucosa-14C]-Glc;Man7_ gGlcNAc unidos a proteinas al incubar
UDP-[14C]Glc y microsomas de higado de rata, los que contenian la actividad glucosi-
lante y los aceptores endégenos. El punto de partida para tratar de estudiar esta
reaccién fue disponer de un ensayo en el que se pudieran hacer reaccionar los sus-
tratos en presencia de una fraccién con la actividad enzim4tica propuesta y lograr
obtener los productos. Como sustrato aceptor se buscé una glicoproteina con alto
contenido de oligosacdridos de tipo polimanosa y para ello se eligié6 la tiroglobulina
bovina [54). Como sustrato dador de restos de Glc se utiliz6 UDP-[14C]Glc.

En la Fig. 8 puede verse que incubando microsomas de higado de rata con
UDP-[14C]Glc se forma material radioactivo insoluble en 10% TCA identificado como
[glucosa-14C)-Glc,Man;-oGlcNAc (4). El agregado de tiroglobulina nativa a las mez-
clas de reaccién, en presencia o ausencia de detergentes, no aumenté ni disminuy6 la
formacién de estos compuestos (Fig. 8, A). Dado que se acepta que el procesamiento
de oligosacaridos se detiene en la etapa de polimanosa cuando los oligosacaridos
estdn poco accesibles a las enzimas procesadoras (55, 56], se consider6 la posibilidad
de que los oligosacaridos de tipo polimanosa de la tiroglobulina nativa fueran poco
accesibles para la hipotética actividad glucosilante. La tiroglobulina se desnaturalizé
con urea 8 M y asi desnaturalizada logré estimular la formacién de material radio-
activo insoluble en 10% T'CA (Fig. 8, A). Otros tratamientos desnaturalizantes como
S-carboximetilacién, calentamiento a alto o bajo pH (57-60) resultaron igualmente
efectivos en convertir a la tiroglobulina nativa en aceptora. Otras glicoproteinas que
contienen oligosacdridos de tipo polimanosa como la tiroglobulina porcina (48], la
aglutinina de poroto de soja (50] y la RNAasa B [49) desnaturalizadas con urea 8 M
también resultaron aceptoras, pero en todos los casos sélo reaccioné la forma
desnaturalizada y no la forma nativa.
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Figura 8. Glucosilacién de tiroglobulina por microsomas de higado de rata

(A) Las mezclas de incubacion contenfan en un volumen final de 100 ul, 5 mM Tris-HCl pH 8.0,
10 mM CaCl,, 0.6% Triton X-100, 6 uM UDP-['4C|Clc, 200 pg proteina microsomal, 200 uM desoxi-
norjirimicina y cantidades variables de tiroglobulina desnaturalizada (®-®) o nativa (0-0) (en ambos
casos la tiroglobulina se dializ6 contra 10 mM Tris-HCI pH 8.0 antes de los ensayos). Luego de 4 min
a 37 °C se detuvieron las reacciones con 1 ml de TCA 10% y se procesaron como se describe en
MATERALES Y METODOS.

(B) Las mezclas de incubacion contenfan en un volumen final de 100 ul, 5 mM Tris-HCl pH 8.0,
10 mM CaCly, 0.6% Triton X-100, 3 puM UDP-['4C]Glc, 250 pg proteina microsomal y (®-@) 150 ug
de tiroglobulina desnaturalizada. Se incubaron durante los tiempos indicados a 37 °C, se detuvieron
con 1 ml de TCA 10% y se procesaron como se describe en MareriaLes v Meropos.
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EFECTO DE INHIBIDORES DE LAS GLUCOSIDASAS | Y .

Se sabe que las glucosidasas I y II procesadoras de oligosacaridos reconocen en sus
sustratos los residuos de manosa, por lo que Glc; sMang-gGlcNAc son mucho
mejores sustratos que Glc; gMany 5sGlcNAc (61-64). Estas glucosidasas estdan tam-
bién presentes en los microsomas de higado de rata utilizados como fuente de activi-
dad glucosilante de glicoproteinas. Se consider6 la posibilidad de que los oligosacari-
dos de tipo polimanosa de la tiroglobulina desnaturalizada utilizada en la reaccién
estuvieran interactuando con las glucosidasas inhibiendolas. De ocurrir esto, la
estimulacién observada en presencia de tiroglobulina desnaturalizada podria
haberse debido a la inhibicién de la accién de las glucosidasas sobre los productos de
glucosilacién endégena.

Para descartar esta posibilidad se estudi6 el efecto de inhibidores de las glucosidasas
I y II sobre el ensayo descripto en el apartado anterior. EI agregado de altas concen-
traciones de Tris o de desoxinorjirimicina (inhibidores de las glucosidasas I y II (65)),
no aumenté la formacién de material marcado insoluble en TCA 10% y tampoco
impidi6 la estimulacién por tiroglobulina desnaturalizada (Tabla I). Esto descarta
que la tiroglobulina estimule la formacién de Glc;Many_gGicNAc-Prot por estar
inhibiendo la deglucosilacién de los productos que se forman en ausencia de
tiroglobulina desnaturalizada.

TABLA 1. Efecto de inhibidores de las glucosidasas | y I

Condiciones de incubacion

Tris-HCl pH 8.0 Desoxinorjirimicina cpm
(mM) 300 uM 8MU-Tg TCA insoluble

10 ] ; 1529

10 + 3602

135 370

135 + 832

135 N 392

135 N N 842
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CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS GLUCOSILADOS

Para caracterizar los productos de reaccién formados en el ensayo propuesto se
analizaron las mezclas de reaccién similares a las descriptas en la Fig. 8 por
SDS-PAGE y autoradiografia. En la Fig. 9, A se ve que s6lo cuando se agregé
tiroglobulina desnaturalizada a las mezclas de incubacién (carril 1) se detecté una
banda radioactiva que corrié como el monémero de la tiroglobulina. Esto confirmé
que el aumento de incorporacién de radioactividad insoluble en 10% TCA observado
en presencia de tiroglobulina desnaturalizada correspondié a la glucosilacién de la
tiroglobulina anadida.

Para analizar los oligosacaridos formados se degradé la mezcla de reaccién con
pronasa, se aislaron los glicopéptidos, se trataron con Endo H y los oligosacaridos
liberados se cromatografiaron en papel. La adicién de 8MU-Tg (Fig. 9, B ¢-¢) o
SCAM-Tg (Fig. 9, C ®-@) aumenté la formacién de GlcyMany.9GlcNAc-Prot. La
radioactividad presente en los oligosacadridos correspondié al total de la radioactivi-
dad precipitada por TCA 10%. Es de destacar que en ningin caso se detectaron
compuestos con 2 ni 3 restos de Glc ain cuando las incubaciones contenian 135 mM
Tris-HCI (Fig. 9, A) 0 135 mM Tris-HCl y 300 pM desoxinorjirimicina, condiciones de
total inhibicién de las glucosidasas I y II (e5] (Fig. 9, B). Esto confirma que
GlciMan7.9GlcNAcg-Prot no se formaron por sucesiva deglucosilaciéon y demanosi-
lacién de GlcgMangGlcNAcs formado y transferido a proteina durante la reaccién.
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cm from origin

Figura 9. Caracterizacién de los productos de reaccién

(A) Autoradiografia de una SDS-PAGE de mezclas de reaccion semejantes a las descriptas en (B) y (C)
en presencia (carril 1) JI en ausencia (carril 2) de 8MU-TF.

(B) y (C) Las mezclas de incubacién contenfan en un volumen final de 1 ml, 135 mM Tris-HC| pH 8.0,
10 mM CacCl,, 0.6% Triton X-100, 6 pM [14CJUDP-Glc y 2.5 mg de proteina microsomal. En (B) la
muestra graficada con ®-® contenia ademds 3.2 mg de 8MU-Tg. En (C) las muestras contenfan 300 uM
desoxinorjirimicina y la muestra graficada con ®-® contenfa ademaés 1.9 mdg de SCAM-Tg. Luego de 3
min a 37 °C se detuvieron con 4 ml de metanol y los precipitados se digirieron con pronasa. Los
glicopéptidos obtenidos se trataron con Endo H y los oligosacaridos liberados se corrieron en cro-
matografia descendente en papel en 1-propanol/nitrometano/agua (5:2:4). Standards: 1,
GlciMangGlcNAc; 2, GlcgMangGleNAc; 3, GlczMangGIcNAc;: 7, Man7GlcNAc; 8 MangGIcNAc; 9,
MangGlcNACc.
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EN LA GLUCOSILACION DE GLCOPROTEINAS NO PARTICIPAN DERIVADOS DE DOLICOL

Los resultados hasta aqui presentados indican que en las condiciones de reacciéon
empleadas se logra la transferencia de un resto de glucosa desde UDP-Glc a los
oligosacdridos de tipo polimanosa de la tiroglobulina desnaturalizada utilizada como
sustrato aceptor. Esto corresponderia a la reaccién representada en 1.

Pero la formacién de Glc;Manq_ ¢GlcNAc-Tg. podria ocurrir a través de un interme-
diaro, con la formacién de Dol-P-[14C]Glc, el que a su vez seria el dador de [14C]Glc,
como se representa en 2. Esta alternativa resulta particularmente factible, ya que
éste es el mecanismo de adici6én de los tres restos de Glc al MangGlcNAcy-P-P-Dol
para formar GlcgMangGlcNAcy-P-P-Dol, por lo que seria factible que también la glu-
cosilacién de glicoproteinas ocurriera via Dol-P-Glc. Incluso, en las condiciones
empleadas se podria estar detectando una actividad espirea de la Dol-P-
Glc:oligosacdrido glucosiltransferasa, la que utilizaria como aceptor al
MangGIlcNAcy-Prot en lugar de su verdadero sustrato MangGlcNAcy-P-P-Dol.
Ademas podria estar ocurriendo una reaccién mas compleja ain, representada en 3,
segun la cual en las condiciones de reaccién se formaria [14C]Glc;_gMang_gGlcNAcy-
P-P-Dol y éste se transferiria a los restos de Asn libres en la tiroglobulina desnatu-
ralizada empleada como aceptora (66, 67], seguido de un procesamiento que condu-
ciria a la aparicién de Glc;Man7 gGlcNAcy-Tg.

En los microsomas de higado de rata utilizados contienen Dol-P, Dol-P-P-oligosacari-
dos y todas las enzimas necesarias para formar los intermediarios postulados en 1,
2y 3. Los resultados presentados a continuacién indican que las reacciones 2 y 3 no
ocurren en las condiciones de reaccién descriptas y sif ocurre el camino 1.

1 2 3

Microsomas + UDP-['*CIGlc  Microsomas + UDP-|'4C]Glc Microsomas + UDP-|'4C|Glc

+ BMU-Tg J J
Dol-P-Glc [4CIGlc,_3Man;,_(GlcNac,-P-P-Dol

/fiMU-Tg rHMu_Tg

{’4CIGIc,__;Man,_gGlcNacz-Tg

| J

I'“CIGlc;Man, 4GlcNac,-Tg [MCIGlc,Man, 4GlcNac,-Tg

[*4ClGlc,Ma n;.9GlcNac,-Tg
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Se extrajeron microsomas de higado de rata con 0.6% Triton X-100 y se tomo el
sobrenadante de ultracentrifugacién 60 min a 100,000 x g en el que se ensayaron
tres glicosiltransferasas (Fig. 10, A).

La dolicol difosfato oligosacarido:polipéptido oligosacariltransferasa (medida con
[glucosa-14C]Glcy 3MangGlcNAcy-P-P-Dol y Tyr-Asn-Leu-Thr-Ser-Val como sus-
tratos) se detectd en el extracto sin centrifugar pero no en el sobrenadanate (Fig. 10,
A, 0-0),

Por otro lado, menos del 10% de la UDP-Glc:Dol-P glucosiltransferasa (medida con
UDP-[14C]Glc y Dol-P como sustratos) se recupers en el sobrenadante pero se inac-
tivé totalmente al poco tiempo de incubar ese sobrenadante a 37 °C (Fig. 10, A, 0-0).
A diferencia de estas dos actividades toda la UDP-Glc:glicoproteina glucosiltrans-
ferasa se extrajo soluble y se mantuvo activa luego de incubaria a 37 °C (Fig. 10, A,
®-0) lo que sirvié como descartar la participacién de dolicol mono y difosfato deriva-
dos en la glucosilacién de tiroglobulina desnaturalizada.

El experimento presentado en la Fig. 10, B demuestra que la actividad medida luego
de incubar el extracto soluble con detergente 90 min a 37 °C sigue siendo la
UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa.

En concordancia con estos datos la inhibicién total de la sintesis de Dol-P-Glc por
agregado de amfomicina (800 pg/cc) (65) no modificé la glucosilacién de tiroglobulina.
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Figura 10. En la glucosilacién de glicoproteinas no Farticipan derivados de dolicol
(A) La actividad glucosilante de tiro ’Iobuﬁna (@-e), la Dol-P-Glc sintasa (0-0) y la oligosacariltransferasa
(0-0) se midieron utilizando como fuente de enzima las membranas microsomales tratadas con Triton
X-100 o el sobrenadante de su ultracentrifugacién preincubado durante los tiempos indicados a
37 °C. Las condiciones del ensayo y otros detalles experimentales se describen en MAreriALES ¥
MEeT0DOS.

(B) El ensayo de la actividad glucosilante de tiroglobulina en el sobrenadante preincubado 90 min a 37
°C en (A) se repiti6 en una escala 10 veces mayor en presencia (®-®) o ausencia (0-0) de 8MU-Tg. Las
reacciones se detuvieron con 3 mi de metanol y se preocesaron como se describe en MATERIALES ¥
Meropos. Las glicoproteinas se trataron con pronasa, los glicopéptidos se trataron con Endo H y los
oligosacéridos liberados se corrieron en cromatograffa en parel en 1-propanol/nitrometano/agua
(5:2:4). Standards: 1, GlcyManqgGIcNAc; 2, GlcpMangGIlcNAc; 3, GlcgMangGIcNAc; 7,
Man7GIcNAc; 8, MangGIcNAc; 9, MangGlcNAc
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INFLUENCIA DE LOS OLIGOSACARIDOS DE TIPO POLIMANOSA Y LOS RESIDUOS DE ASN DE LA

TIROGLOBULINA SOBRE SU CAPACIDAD DE ACTUAR COMO SUSTRATO ACEPTOR
Mids evidencias de que los oligosacdridos de tipo polimanosa presentes en la
tiroglobulina son los aceptores del resto de glucosa transferido se obtuvo al ver que el
pretratamiento de la tiroglobulina desnaturalizada con a-manosidasa o Endo H
abolié totalmente su capacidad aceptora. (Tabla II).
El pretratamiento de la tiroglobulina con 4cido nitroso no alteré su capacidad acep-
tora (Tabla II). Aparte de otras modificaciones no identificadas (la proteina adquiere
un fuerte color amarillo) en las condiciones empleadas el acido nitroso convierte los
restos de Asn en Asp y Gln en Glu sin modificar los oligosacaridos. Esto indica una
vez mds que la glucosilacién de la tiroglobulina no ocurre por transferencia de un
oligosacarido marcado con [14C]-Glc que pudiera formarse 'durante la incubacién,
desde un derivado de Dol-P-P a residuos de Asn libres en la tiroglobulina desnaturali-
zada. Los bajos valores de incorporacién observados en la Tabla II se deben a la ele-
vada concentracién (130 mM) de Tris utilizada, que ademas de inhibir las glucosi-
dasas I y II (para lo que se utilizé) resulté inhibir la actividad glucosilante de
tiroglobulina.

Tabla Il.  Efecto de las modificaciones a la tiroglobulina sobre la glucosilacién de

proteinas.

cpm

Experimento Adiciones a las mezclas de incubacién TCA insoluble
1 — 390
8MU-Tg tratada con Endo H (210 pg) 410
8MU-Tg (170 ug) 1080
2 — 200
8MU-Tg tratada con a-manosidasa (128 ug) 210
8MU-Tg (118 pg) 400
3 — 220
8MU-Tg tratada con acido nitroso (196 ug) 610
8MU-Tg (190 pg) 600

Las modificaciones de la tiroglobulina se describen en Mareriates ¥y Mérooos. La glucosiltransferasa se en-
say6 en 100 pl de volumen final conteniendo 10 mM CaCl,, 3 pM UDP-[14C|Clc, 0.6% Triton X-100,
135 mM Tris-HCl pH 8.0, microsomas de higado de rata como fuente de enzima (250 pg de proteina)
y las adiciones indicadas en la Tabla. Las reacciones se incubaron 3 min a 37 °C y se procesaron
COMO en “ENSAYO DE GLUCOSILIRANSFERASA”, €n MATERIALES Y METODOS.
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CARACTERIZACION DE LA UNION GLUCOSA-MANOSA FORMADA

El oligosacdrido glucosilado formado en el ensayo desarrollado para la
UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa tiene la composicién Glc;MangGlcNAcs.
Este genera Glc;Man,GlcNAcy por tratamiento con a-manosidasa, el cual a su vez
no es degradado por acetélisis. Esto indica que el resto de glucosa estd unido a la
misma manosa que en el Glc;MangGlcNAc,-P-P-Dol (Fig. 4, XI) intermediario en la
sintesis del Glc;MangGlcNAc,-P-P-Dol transferido a proteinas, pero no queda esta-
blecido el tipo de unién. Para analizar el tipo de unién glucosa-manosa se estudi6 su
hidrélisis por la glucosidasa II procesadora de oligosacdridos, especifica de uniones
a(1,3) y el efecto inhibitorio de distintos disacaridos (46]. Para ello se prepar6
Glc;MangGlcNAc proveniente de tiroglobulina glucosilada en condiciones de inhibi-
cién total de las glucosidasas I y 11 y en las que la incorporacién a glicoproteinas
enddgenas fue mas de 10 veces menor. Se lo hidrolizé con glucosidasa II de higado de
rata parcialmente purificada, en presencia de todos los disacdridos posibles glu-
cosil-glucosa en concentracién 1 mM.

Tabla Il. Caracterizacién de la unién Gic-Man en Glc1MangGlcNAc;-tiroglobulina
(producto mayoritario formado durante el ensayo de la glucosiltransferasa)

% inhibicién (1 mM del glucosil-glucésido indicado)

Sustrato a(1,2) of1,3) a(1,4) «(1,6) B(1,2) PB(1,3) B(1,4) BQ1,6)

Glc1MangGlcNACc de 16 84 64 6 2 1 2 2
Glc1MangGlcNACc2-Tg

Glc1MangGIlcNAC de 10 79 54 8
Glc 1MangGIlcNAc 2-P-P-Dol

Glc2MangGIcNAC de 16 84 61 6
GlcaMangGIlcNAC 2-p-P-Dol

Como puede verse en la Tabla III, la maxima inhibicién se obtuvo con el disacarido
en unién o-(1,3) (nigerosa), seguido del a-(1,4), a-(1,2) y a-(1,6) (maltosa, kojibiosa, e
isomaltosa respectivamente). Ninguno de los isémeros P resulté inhibidor. El mismo
tipo de inhibicién se obtuvo cuando se hidrolizaron con glucosidasa II
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Glc;MangGlcNAc y Gle,MangGlcNAc provenientes de derivados de dolicol en los que
las uniones son glucosil a-(1,3). En todos los casos el producto de reaccién se identi-
ficé como glucosa por cromatografia en papel y la hidrélisis fue completamente
inhibida por 50 uM desoxinorjirimicina, confirmando la especificidad de la
preparacion de glucosidasa II utilizada. En base a estos resultados se considera que
el resto de glucosa transferido a los oligosacaridos de la tiroglobulina est4 unido a la
misma manosa y en la misma unién a-(1,3) que en el oligosacdrido transferido a
partir de Dol-P-P.

Este resultado indicaria que la glucosidasa II que in vivo deglucosila los oligosacari-
dos transferidos desde Dol-P-P seria la misma que hidroliza el resto de Glc transfe-
rido a los oligosacdridos unidos a las glicoproteinas.

Glc

al,3
Man Man Man
| ar2 } w12 al2 |
Man Man Man

J al,2 ui.}\ ‘/m 6

Man Man
N
Man

| B4
GicNAc

} Br.a
GlcNAc

|

Prot ~"~"Asn ~—~_~Prot

Figura 11. Estructura fropuesta para el producto formado por la
UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa
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LOS TRIPANOSOMATIDOS TIENEN GLUCOSIDASA Il PERO NO GLUCOSIDASA |

Como se describiera en la Introduccién, los tripanosomatidos no sintetizan Dol-P-Glc
por lo que sintetizan Dol-P-P-oligosacdridos no glucosilados y los transfieren a pro-
tefnas. No obstante, fue en estos microorganismos donde se detecté por primera vez
la glucosilacién de oligosacaridos unidos a proteinas. Los restos de Glc no forman
parte de las glicoproteinas maduras y los resultados presentados en el apartado
anterior sugieren que la glucosidasa Il es la enzima que los hidroliza in vivo. En los
experimentos presentados a continuacién se estudié la presencia de las glucosidasas
Iy Il en tripanosomdtidos.

Incubando [glucosa-14C]-GlciMangGlcNAc con membranas microsomales de T.
cruzi, C. fasciculata, y L. samueli se detect6 la hidrélisis del resto de glucosa (Fiura
12, A-C). Sélo se encontré Glc como producto de reaccién, no encontrandose manosa,
di ni trisacdridos, lo que descartaria la presencia de una endoglicosidasa (68).
Utilizando [14C]GlciMangGlcNAc uniformemente marcado (Fig. 13, C) se detect6
sélo la liberacién de Glc lo que indicaria que MangGlcNAc es el otro producto de la
reaccién. También se detecté en los tres protozoos una actividad de glucosidasa
capaz de degradar [glucosa-14C]-GlcgMangGlecNAc (Fig. 12, C) y que generé
unicamente Glc como producto (Fig. 13, D).
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Figura 12. Actividad de glucosidasa IT en tripanﬁomdtidos
W Se incubaron microsomas de T. cruzi con [glucosa-' *C|GlciMangGIcNAc (G1Mg) o [Flucosa-
Cl-GlczMangGlcNAc (G3Ma). (B) G3Mg se incub6 con microsomas de higado de rata (R.I) o con
lo mismo més miﬁrgsomas de Crithidia fasciculata (C.f). (C) Se incklbaron microsomas de T. cruzi
(T.c.)con MIucosa- CIGlcaMangGIcNAc (GaMq). (D y E) Iglucosa-‘ C]GiciMangGlcNAc (G1Mg) y
[glucosa- '3 C]Glc1MangGlcNAc (G1Ma4) de igual radioactividad especifica se incubaron con microso-
mas de T. c. o de higado de rata (R.l). (F) G1M9g se incub6 con microsomas de L. samueli (L.s.); los
pH 5 y 6 se regularon con buffer citrato de sodio y los pH 6 a 8 se regularon con buffer fosfato. En
todos los casos se utilizaron 600-1,000 cpm de los diferentes sustratos.

Resuspendiendo las membranas microsomales de los tres protozoos en 10
volamenes de buffer fosfato 10 mM pH 7.2 se recuperé un 20% de la actividad de
glucosidasa en el sobrenadante luego de ultracentrifugarlas 60 min a 100.000x g y el
resto de la actividad se mantuvo en el precipitado, ensayada tanto con [glucosa-
14C]-GlcgMangGlcNAc como con [glucosa-14C)-GlcjMangGlcNAc. Agregando 0.3%
Triton X-100 a la extraccién, toda la actividad se obtuvo en forma soluble.

La actividad de glucosidasa ensayada con p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido,
[14C)GlciMangGlcNAc y [14C]GlcaMangGlecNAc mostré un pH éptimo neutro, la
remoci6n de residuos de manosa disminuy6 la afinidad por los sustratos (Fig. 12, D) y
se inhibié totalmente en presencia de 50 pM desoxinorjirimicina.
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Por sus propiedades de solubilidad, pH 6ptimo y especificidad de sustrato (61-63] esta
actividad de glucosidasa detectada en tripanosomatidos se comporté como la gluco-
sidasa II de otros eucariontes.

En los microsomas de los tres tripanosomadtidos estudiados no se detecté actividad
de glucosidasa I utilizando [glucosa-14C]}-GlcgMangGlcNAc como sustrato y tam-
poco en sus sobrenadantes de 100.000 x g (Fig. 12, A). Incubando [glucosa-14C]-
GlcgMangGlecNAc con microsomas de higado de rata en presencia o ausencia de
microsomas de los tripanosomatidos mencionados se logré medir actividad de gluco-
sidasa I por liberacién de Glc con lo que se verificé que ni el sustrato ni los microso-
mas de los tripanosomatidos poseian inhibidores de la glucosidasa I no detectada.
(Fig. 12, B). Todos los experimentos mostrados en Fig. 12 se realizaron con micro-
somas de T. cruzi, C. fasciculata, y L. samueli obteniendose resultados similares en
los tres casos.

Estos resultados indicarian que los tripanosomatidos estudiados no poseen una
actividad equivalente a la glucosidasa I lo que estaria de acuerdo con que no poseen
oligosacdridos con tres restos de Glc que son los sustratos de esta enzima.

Pero si bien las evidencias presentadas no son suficientes para probarlo, probable-
mente la glucosidasa detectada en tripanosomatidos corresponda a la glucosidasa II
que es capaz de hidrolizar oligosacaridos mono y diglucosilados. Estos microorganis-
mos no poseen compuestos diglucosilados, uno de los dos sustratos de la glucosidasa
II. Pero si tienen oligosacdridos monoglucosilados formados por glucosilacién de
oligosacdridos unidos a las glicoproteinas, lo que refuerza el concepto de que la glu-
cosidasa II es la enzima que hidroliza in vivo los restos de Glc transferidos por este
mecanismo.
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Filgura 13. Producto liberado por la glucosidasa de tripanosomadtidos
[glucosa-'"YC]GlciMangGIcNAc (A y B) , ['4CIGlciMangGlcNAc () y [glucosa-! 4Cl-
Ic2MangGIcNAc (D) se incubaron con microsomas de T. cruzi durante 3 min?A y C), 15 min (B) o
40 min (D). Luego de detener las reacciones con metanol los sobrenadantes se corrieron en electro-
foresis en papel en buffer acetato de piridina 0.1 M, pH 6.5 durante 30 min a 30 V/cm. Los compues-
tos marcados se eluyeron y se corrieron en cromatograffa descendente en papel en bu-
tanol/piridina/agua (6:4:3). Standards: 1, Man; 2, Glc; 3, Manj; 4, Mans.
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GLUCOSILACION DE GLICOPEPTIDOS

Se obtuvieron glicopéptidos de tipo polimanosa por proteélisis exhaustiva de la tiro-
globulina y posterior cromatografia de afinidad en Concanavalina A-Sepharose.
Cuando se los incub6 con membranas de higado de rata, UDP-[14C]Glc y
1-desoxinorjirimicina, se formaron compuestos marcados que corrieron como
cationes en electroforesis en papel en medio 4cido (Fig. 14, A). Estos compuestos no
se formaron cuando no se agregaron glicopéptidos a la mezcla de reaccién.

Distance (cm)
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Figura 14. Glucosilacién de glicopéptidos

(A'y B). Las mezclas de incubacion contenfan en un vl{)lamen final de 100 pl, 5 mM Tris-HCI pH 8.0,
10 mM CaCly, 0.3% Triton X-100, 7.5 uM UDP-[14C|Glc, 250 ug proteina microsomal, 300 pM
desoxinorjirimicina y una cantidad de glicopéptidos equivalente a 18 ug de manosa. En (B) la mezcla
contenla también 40 pg de amphomicina. Luego de 30 min a 37 °C las reacciones se detuvieron con
0.4 ml de metanol. Se conservaron los sobrenadantes y los precipitados se lavaron con 0.5 ml de
metanol/agua (1:1). Se combinaron los sobrenadantes y se corrieron en electroforesis en papel en
acido formico 10%. (C) Los compuestos marcados cargados positivamente se eluyeron, se trataron
con Endo H y se corrieron nuevamente en electroforesis en Fapel en acido férmico 10%. (D) El pico
neutro en (C) se eluy6 y se corri6 en cromato§rafia en papel en 1-propanol/nitrometano/agua (5:2:4).
Standards: 9, MangglcNAc: 8, MangGIcNAc; T, glucosa; 0, origen de siembra.
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El mismo patrén que en la Fig. 14, A se obtuvo cuando la reaccién se hizo en pre-
sencia de amphomicina (Fig. 14, B) indicando una vez mds que la marcacién de los
compuestos cargados positivamente es independiente de la formacién de Dol-P-Glc
(los picos neutros en la Fig. 14 A y B provienen de la descomposicién del sustrato).
Por tratamiento con Endo H de los compuestos cargados se liberan compuestos
neutros marcados (C), que corren en cromatografia en papel como
Glc;Man;-gGlcNAc (D). Comparando la glucosilacién de la misma cantidad de
oligosacdridos presentes como glicopéptidos (1-6 pg de manosa) o en tiroglobulina
desnaturalizada, la glucosilacién de glicopéptidos fue unas cien veces menor que la
glucosilacién de la glicoproteina.

Considerando que al emplear glicopéptidos aislados se eliminan por completo los
problemas de accesibilidad al oligosacdrido, estos resultados sugieren que la glucosil-
transferasa necesitaria reconocer algin factor en la estructura proteica ademas del
oligosacdrido. Esto coincide con la necesidad de desnaturalizar las glicoproteinas
para que puedan actuar como sustratos ain cuando éstas tengan los oligosacdridos
expuestos en condiciones nativas. La gran variedad de glicoproteinas reconocidas
como sustrato por la glucosiltransferasa hace poco probable que la enzima estu-
viera reconociendo una secuencia de amino dcidos especifica.
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GLUCOSILACION DE TIROGLOBULINA POR MICROSOMAS DE POROTO Y DE MUCOR ROUXII

Incubando microsomas de poroto con UDP-[14C]Glc y 1-desoxinorjirimicina no se
encontraron glicopéptidos marcados (Fig. 15, A). Pero si se detectaron glicopéptidos
marcados cuando se en la reaccién se incluy6 8MU-Tg (Fig. 15, B). El pico neutro en
las Fig. 15 A y B no se caracteriz6 pero probablemente corresponda a glucanos.
Todo el material marcado cargado positivamente se comporté como neutro por
tratamiento con Endo H y corri6 en cromatografia en papel como
Glc;Man;-gGlcNAc (Fig. 15, C).

Incubando microsomas de Mucor rouxii con UDP-[14C]Glc y 1-desoxinorjirimicina se
formaron Glc;Manq-gGlcNAc. La adicién de 8MU-Tg a las mezclas de reaccién
aumenté notablemente la formacién de estos compuestos (Fig. 15, D). En ausencia
de tiroglobulina predominé Glc;MangGlcNAc mientras que en presencia de tiroglobu-
lina predominé Glc;MangGlcNAc, lo que indica que la estimulacién se debié a la glu-
cosilacién de los oligosacdridos de la tiroglobulina agregada como sustrato aceptor.
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Figura 138. Glucosilacién de tiroglobulina por microsomas de poroto y de Mucor rouxii
(A'y B) Las mezcias de incuihaci()n contenfan en 1 mi, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM CacCly, 0.6%
Triton X-100, 10 pM UDP[14C]Glc, 300 uM desoxinorjirimicina, 0.8 mg de protefna microsomal de
porotos y en (B) 3 mg de 8MU-Tg. Luego de 5 min a 30 °C con 4 ml de metanol, se aislaron los
oligosac!ridos como se describe en “ENsavo DE GLucosiLTRANSFERASA” . (C) Perfil de oligosacaridos aislados
en (B) cromatografiados en papel en 1-propanol/nitrometano/agua (5:2:4).

(D) Perfil de oligosacaridos obtenidos y procesados como en (A-C) pero utilizando microsomas de
Mucor rouxii en presencia (®-®) o ausencia (0-0) de 8MU-Tg. Standards: 9, MangGlcNAc; 8,
MangGIcNAc; 7, Man;GIcNAG; 1, glucosa; 0 origen de siembra.
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GLUCOSILACION DE TIROGLOBULINA POR MICROSOMAS DE CRITHIDIA FASCICULATA Y

TRYPANOSOMA CRUZI.
Incubando membranas de Crithidia fasciculata con UDP-[14C]Glc se formé
Glc;Man;GIcNAc, unido a proteina (Fig. 16, A), compuesto que ya habia sido detec-
tado en células de este par4sito incubadas con [14C]glucosa [5]. Cuando en la mezcla
de incubacién se agregé tiroglobulina desnaturalizada se formaron también
GlcyMangGlcNAc, y Glc;MangGlcNAc, unidos a proteina (Fig. 16, B).
C. fasciculata no sintetiza Dol-P-Glc [5, 24). Ademads no es capaz de anadir el octavo y
noveno residuo de manosa en el oligosacdrido unido a Dol-P-P, transfiriendo a pro-
teina Man,;GlcNAcs (5, 24, 69). De modo que la formacién de Glc;MangGlcNAc, y
Glc;MangGlcNAc, unidos a proteina en este ensayo utilizando microsomas de C.
fasciculata demuestra nuevamente la glucosilacién de oligosacdridos de tipo poli-
manosa de tiroglobulina sin intervencién de Dol-P-Glc.
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Figura 16. Glucosilacién de tiroglobulina por microsomas de Crithidia fasciculata
(A'y B) Las mezclas de incubacién contenfan en un volGmen final de 2 ml, 10 mM Tris-HC| pH 8.0,
10 mM CaCl,, 0.6% Triton X-100, 3 pM UDP-[14C|Glc, 100 uM desoxinorjirimicina, 11 mg de pro-
tefna microsomal de C. fasciculata. En (B) la mezcla también contenfa 6 mg de tiroglobulina desnaturali-
zada. Las reacciones se detuvieron luego de 20 min a 30 °C con 6 ml de metanol y se procesaron
como en MaIEriALes vy METopos. Los oligosacaridos obtenidos se cromatografiaron en pape!l en
1-propanol/nitrometano/agua (5:2:4). Standards: 9, MangGIcNAC; 8, MangGIcNAc; 7, Man7GIcNAC.
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Cuando se incubaron microsomas de Trypanosoma cruzi con UDP-[14C]Glc se for-
maron Glc;Man7.gGlcNAc, unidos a proteina (Fig. 17, 0-0). Cabe recordar que 7.
cruzi transfiere MangGlcNAc; a proteins. El agregado de tiroglobulina desnaturali-
zada a las mezclas de reaccién aumenté la formacién de dichos compuestos (Fig. 17,
®-®) T. cruzi tampoco sintetiza Dol-P-glucosa [70] con lo que queda demostrada una
vez mas la transferencia de un resto de glucosa a oligosacaridos de tipo polimanosa
en la tiroglobulina sin intervencién de derivados de dolicol.

cpm x 10

cm from origin

Figura 17. Glucosilacién de tiroglobulina por microsomas de Trypanosoma cruzi

Las mezclas de incubacion contenfan en un volamen final de 2 ml, 10 mM Tris-HC! pH 8.0, 10 mM
CaCl,, 0.6% Triton X-100, 4 uM UDP-[14C|Glc, 200 uM desoxinorjirimicina, 8 mg de protefna
microsomal de T. cruzi. En los datos representados con ®-® la mezcla también contenia 8 mg de
tiroglobulina desnaturalizada. Las reacciones se detuvieron luego de 15 min a 30 °C con 6 ml de
metanol y se procesaron como en MaTeriaLes v Meropos. Los oligosacaridos obtenidos se corrieron en
cromatograffa en papel en 1-propanol/nitrometano/agua (5:2:4). Standards: 1, GlciMangGIcNAc; 9,
MangGIcNAC; 8, MangGIcNAC; 7, ManyGlcNACc.
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TOPOGRAFIA

A continuacién se presentan estudios mediante métodos bioquimicos sobre la locali-
zacion subcelular de la UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa.

Todos los experimentos descriptos en esta seccién se realizaron con vesiculas micro-
somales intactas. “Intactas” significa que se trata de vesiculas microsomales cerra-
das y en la orientacién correcta, es decir, con la cara citoplasmatica hacia afuera y
conservando el contenido del reticulo endopldsmico en su interior (preparados y con-
trolados como se describe en MATERIALES Y METODOS). Estas vesiculas se prepararon
inmediatamente antes de ser utilizadas y no se almacenaron. En todos los casos se
haré referencia a vesiculas microsomales de higado de rata.

DISTRIBUCION SUBCELULAR

Por fraccionamiento subcelular con gradientes de sacarosa la actividad de
UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa se localiz6 en el reticulo endopldsmico

Tabla IV. Distribucién subcelular de la UDP-Glc:glicoproteina gluosiltransferasa de
higado de rata

Membranas 8MU-Tg cpm
RE rugoso - 1150
+ 13950
RE liso - 1650
+ 18500
Golgi . 50
+ 2050

La glucosiltransferasa se ensay6 en 100 ul de volumen final conteniendo 10 mM CaCly, 13 pM UDP-
I"‘élGlc (285 Ci/mol), 0.6% Triton X-100, 10 mM Tris-HCI| pH 8.0, 100-120 ng de ‘proteina de las
distintas fracciones subcelulares como fuente de enzima vy donde se indica, 700 pg de 8MU-Tg. Las
reacciones se incubaron 5 min a 37 °C y se procesaron COmo en “ENSAYO DE GLUCOSILTRANSFERASA”, en
MAIERIALES Y METODOS.
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GLUCOSILACION DE UN ACEPTOR EXOGENO

Se incubaron vesiculas microsomales intactas con UDP-[14C]Glc, CaCly, detergente
y tiroglobulina desnaturalizada segin se indica en la Tabla V. La glucosilacién de la
tiroglobulina se determiné en forma especifica utilizando un anticuerpo de conejo
anti tiroglobulina para inmunoprecipitar la tiroglobulina al final de la reaccién. Las
reacciones se detuvieron llevandolas a 0.5% Triton X-100, 200 mM Tris-HCI pH 8.0
(para inhibir la glucosidasa II) y 25 mM EDTA (para detener la actividad de gluco-
siltlransferasa) y en estas condiciones se procedié a inmunoprecipitar la tiroglobu-
lina de la mezcla de reaccién como se describe en MATERIALES Y METODOS. La especifici-
dad de la inmunoprecipitacién se muestra en la Tabla VI. Como puede verse en la
Tabla V sélo hubo glucosilacién de tiroglobulina cuando se emplearon vesiculas
microsomales permeabilizadas, ya sea con detergente en el medio de reaccién o por
previa sonicacién de las mismas. Teniendo en cuenta que la tiroglobulina es una
macromolécula (660 kDa) incapaz de penetrar en las vesiculas cerradas empleadas,
la necesidad de permeabilizarlas para que pueda glucosilarse el aceptor exégeno
indica que la actividad de glucosiltransferasa se encuentra en el interior de las
vesiculas utilizadas.

Tabla V. Glucosilaciéon de un aceptor exégeno (8MU-Tg)

Condiciones de incubacién

cpm
Sonicado? Detergente 8MU-Tg inmunoppdo

- - - 150

- - + 711

N ] 95

+ + 4981

+ . 153

+ + 3796

+ + - 109

+ + + 4343

a:|os microsomas se sonicaron antes de hacer las reacciones.
Otras condiciones experimentales se describen en Maremaies Y METODOS.
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Tabla VI. Especificidad de la inmunoprecipitacién de la Tiroglobulina

Condiciones

de reaccién Condiciones de Inmunoprecipitacion
Suero Suero cpm
8MU-Tg Anti-Tg ~ Preinmune  8MU-Tg BSA inmunoppdo

- + - - - 71
+ + - - 1318
+ + 75
+ + + 320
+ + - - + 1132

Un resultado equivalente se obtiene contando el material TCA insoluble formado.
Puede verse en la Tabla VII que la diferencia entre la cantidad de producto glucosi-
lado formado en presencia de tiroglobulina desnaturalizada menos la cantidad de
producto glucosilado endégeno (sin tiroglobulina) coincide con la glucosilacién de la
tiroglobulina determinada por inmunoprecipitacién (Tabla V). Esto demuestra
claramente que tal como se demostrara més arriba, la incorporacién de [14C]Glc
observada corresponde a la glucosilacién de la tiroglobulina desnaturalizada agre-
gada como aceptor.

Tabla VII. Glucosilacién de un aceptor exégeno (8MU-Tg)

Condiciones de incubacién

cpm
Sonicadod Detergente 8MU-Tg TCA insoluble

- - - 2871
- - + 3359

+ - 859

+ + 5136
+ - 1120
+ + 4392
+ + - 990
+ + + 4424

3. Jos microsomas se sonicaron antes de hacer las reacciones
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PROTEOLISIS DE LAS VESICULAS

Se trataron vesiculas microsomales intactas con tripsina en presencia o ausencia
de detergentes y luego se ensayaron dos actividades enzimadticas: la
UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa y UDP-Glc:Dol-P glucosiltransferasa.
Como se muestra en la Tabla VIII, la glucosilacién de glicoproteinas s6lo se inactivé
por proteélisis de vesiculas permeabilizadas. La Dol-P-Glc sintasa se inactivé tanto
por proteélisis de vesiculas permeabilizadas como de vesiculas intactas, resultado
que concuerda con trabajos previos [71-73]. Esto demuestra que ambas actividades
tienen una orientacién distinta en la vesiculas empleadas: la glucosilacién de protei-
nas estaria en el lumen y por lo tanto protegida de la proteélisis en las vesiculas
cerradas pero no en las vesiculas permeabilizadas. La Dol-P-Glc sintasa estaria
expuesta en la cara externa, y por lo tanto sensible a proteélisis tanto en vesiculas
intactas como permeabilizadas.

Esta distinta orientacién de las dos glucosiltransferasas demuestra nuevamente que
la formacién de Dol-P-Glc no es necesaria para la glucosilacién de oligosacaridos
unidos a glicoproteinas, ya que en vesiculas intactas proteolizadas en las que casi no
hay actividad de Dol-P-Glc sintasa atiin permanece intacta la actividad glucosilante
de glicoproteinas.

TABLA VIIL. Tratamiento con tripsina

Preincubacion Glucosilacion Glucosilacion
con tripsina de glicoproteinas de dolicol-P
cpm cpm
Detergente Tripsina 8MU-Tg TCA insoluble CCl3H:CH30H
- + - 340
- + + 1648 1709
+ + - 53
+ + + 281 351
+ - . 205
+ - + 1848 14629

Las condiciones experimentales se describen en MAERIALES ¥ METODOS.

52



RESULTADOS

SOLUBILIZACION DE LA UDP-GLC:GLCOPROTEINA GLUCOSILTRANSFERASA

Teniendo en cuenta la latencia a un aceptor exégeno y la resistencia a protedlisis en
vesiculas microsomales intactas encontrada en los 2 apartados anteriores, la glu-
cosiltransferasa estaria orientada hacia el lumen del RE. Con los siguientes experi-
mentos se intenté determinar si se trata de una proteina soluble residente en el
interior del RE o de una proteina de membrana.

La actividad se obtuvo soluble extrayendo vesiculas microsomales intactas con
bajas concentraciones detergentes en medio isoténico. En la Fig. 18, A se muestra la
extraccién de la UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa con Lubrol. Resultados
similares se obtuvieron con Triton X-100 (Fig. 18, B).

T Ll T T Lf T T .I I T A T T I

100 A 1B 1C 450

o . . :
: . °\
== 80 ! 1 Jo 2
0 <
@ =2
€@ <
§g 601 T + 430 3
n 2 n

£ S
c Jo: ®
b2 100— + - —20 3
=~ c Y
= v
v o 2
<° 20— + + _4]0 -
N -

0 1 1 L 1 1 1 1 1 1 1 1 0
O 01 02 03 040 01 0274 77 80 83 86 893
% Lubrol %Triton X-100 pH of Buffer

Figura 18. Solubilizacién de la actividad glucosilante de glicoproteinas

(A) Las distintas muestras conteniendo vesficulas microsomales intactas (10 mg/cc), sacarosa 0.25 M,
5 mM EDTA, 5 mM 2-mercaptoetanol, pH 7.2, se llevaron a las concentraciones de Lubrol indicadas y
luego de 5 minutos a 0 °C se centrifugaron 60 minutos a 100,000 x g. En 0-O contenfan ademads
20 mM TrisHCI pH 8.9. La actividad se ensay6 en 10 ul de los sobrenadantes de la ultracentrifu-
gaci(;)n como en la tabla VII. El 100% corresponde a 10 pl de las mezclas sin ultracentrifugar (7073
cpm).

(B) Como en (A) pero a una concentracion de protefnas de 2 mg/mi y utilizando Triton X-100 en lugar
de Lubrol. La glucosiltransferasa (8-®) y la glucosa-6-fosfatasa (0-0) se ensayaron en el sobrenadante
de las ultracentrifugaciones. La glucosa-6-fosfatasa también se ensay6 en las mezclas sin centrifugar
(4-8). En ambos casos se utiliz6 manosa-6-P como sustrato.

(C) Se diluyeron vesfculas microsomales intactas con buffer Tris-HCI de diferente pH dando solu-
ciones finales conteniendo 2.5 mg/ml de protelna microsomal, 30 mM sacarosa, 20 mM Tris-HCl a los
pH indicado. Luego de 10 minutos a 0 °C se ultracentrifugaron 60 minutos a 100.000 x g y la gluco-
siltransferasa se ensay6 en 10 pl del sobrenadante como en ENSAYO DE GLUCOSILTRANSFERASA pero conte-
niendo 0.1M HEPES pH 7.4 en las mezclas de reaccion. €l 100% corresponde a 10 pl de la muestra
dilufda con Tris-HCl de pH 7.4 sin ultracentrifugar.
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Haciendo la extraccién a pH 7.2 y a una concentracién de proteina de 10 mg/cc, la
glucosiltransfera se recuper6 totalmente en el sobrenadante de 100,000 x g con una
concentracién de detergente de 0.2% y disminuyendo la concentracién de proteina a
2 mg/ml basté una concentracién de detergente de 0.1% (Fig. 18, B ©-@). En estas
condiciones se sabe que se libera el contenido soluble del reticulo endopldasmico sin
desensamblar las membranas [74].

La preservacién de la integridad de las membranas durante la extraccién fue con-
firmada al encontrar que la glucosa-6-fosfatasa, enzima integral de membrana [43,
44], no se extrajo soluble en las condiciones empleadas (Fig. 18, B ©-0). Ensayando la
actividad de glucosa-6-fosfatasa en las vesiculas sin ultracentrifugar utilizando el
sustrato impermeable manosa 6-P se encontré la actividad mdxima con una con-
centracién de detergente de 0.1% (Fig. 18, B 4-8). Esta concentracién indica la canti-
dad de detergente necesaria para permitir el libre acceso de la Man-6-P al interior del
RE. La misma concentracién result6 suficiente para solubilizar a la glucosiltrans-
ferasa, la que en todos estos estudios se comporté como una proteina soluble del in-
terior del reticulo endopldsmico y no como una proteina de membrana [75).

Tabla IX. Solubilizacién de la glucosiltransferasa de higado de rata

Fuente de Enzima

Tratamiento cpm
de las vesiculas Homogenato Sobrenadante  TCA insoluble

Experimento 1

+ - 1260

---- - + 76

Sonicado + 1213

French press + 1441
Experimento 2

Triton X-114 + - 1219

- + 1036

Las condiciones experimentales se describen en MareriaLes v MEropos.

La concentracién de detergente 6ptima para solubilizar la glucosiltransferasa
dependié del pH. A pH 8.9 (Fig. 18, A 0-O) se requirié6 menos detergente que a pH 7.2
(Fig. 18, A ®-@). Se sabe que en medios ligeramente alcalinos se favorece la solubili-
zacion de proteinas solubles o periféricas, de modo que el pH alcalino podria actuar
sinérgicamente con los detergentes en la extraccién de la glucosiltransferasa. Esto
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se confirmé al lograr extraer 50% de la glucosiltransferasa en ausencia de detergen-
tes a pH 8.9 en medio hipotdnico (Fig. 18, C).

Suspendiendo las vesiculas intactas a una concentracién de proteina de 0.8 mg/ml
en una solucién de NagCOg 0.1 M pH 11 se extrajo toda la glucosiltransferasa.
También en este aspecto la glucosiltransferasa se comporté como una proteina
soluble del interior del RE (76]. El mismo grado de extraccién se logra cuando las
vesiculas se expusieron al pH alcalino (Tris-HCI o0 NagCOg3) s6lo unos minutos a 0 °C
que cuando se las dejé al mismo pH durante 30 minutos a 37 °C. Esto probable-
mente indique que la extraccién no se debié a algiin mecanismo de liberacién o de
protedlisis de la glucosiltransferasa o de algin componente de la membrana como
ocurre con otras proteinas (77-82).

La glucosiltransferasa también se extrajo soluble de vesiculas intactas en ausencia
de detergentes, a pH neutro y en medio isoténico, empleando métodos mecdnicos
para liberar el contenido del RE como puede verse en la Tabla IX, con lo que se con-
firma que no se trata de una proteina de membrana sino de una proteina soluble.
También en la Tabla IX se muestra que por particién en Triton X-114 (83] la glucosil-
transferasa se comporté como una proteina soluble y no como una proteina
hidrofébica de membrana (84).
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SE GLUCOSILAN GLICOPROTEINAS SOLUBLES Y DE MEMBRANA

Para determinar si la glucosilacién estaba restringida a glicoproteinas solubles o de
membrana se incubaron vesiculas microsomales intactas con UDP-[14C]Glc y
CaCly durante 5 minutos a 37 °C. Luego se liber6 el contenido soluble del RE con
NagCOg3 o por sonicacién (76]. Se cuantificaron las glicoproteinas extraidas solubles y
las insolubles luego de ultracentrifugacién a 100,000 x g 60 min. Como se muestra
en la Tabla X, se encontraron glicoproteinas marcadas tanto en el material soluble
como en el precipitado. La misma proporcién de marca en el soluble y en el precipi-
tado se encontré si luego de los 5 minutos de reacciéon a 37 °C se agregé un exceso de
100,000 veces de UDP-GIc no radioactivo y desoxinorjirimicina (para detener la
incorporacién de marca y una eventual deglucosilacién respectivamente) y se incubé
otros 15 minutos a 37 °C. Esto indicaria que el material soluble marcado no provino
de una eventual proteélisis de material insoluble. De este modo puede concluirse que
tanto glicoproteinas solubles como de membrana se glucosilan en las condiciones
utilizadas.

Tabla X. Caracterizacién de los productos de glucosilacion endégena

cpm TCA insoluble

Tratamiento Sobrenadante Precipitado
—_ 2 1254
0.1 M NapCO3 341 822
Sonicado 261 817
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PQRIFICACION A HOMOGENEIDAD DE LA UDP-GLC:GLICOPROTEINA GLUCOSILTRANSFERASA DE
HIGADO DE RATA

Los pasos de purificacién utilizados se describen en MATERIALES Y METODOS. Los patro-
nes obtenidos en DEAE, Mono Q y Phenyl-Superose se muestran en la Fig. 19, A-D.
El rendimiento y otros datos se presentan el la Tabla XI. Puede verse que en los dos
ultimos pasos (Mono Q y Phenyl-Superose) que utilizan mecanismos de separacién
diferentes la actividad especifica se mantiene constante y se detecta un solo pico de
proteina (absorbancia a 280 nm) y de actividad que coinciden en ambos casos. En
ambos casos se detecta una sola banda mayoritaria en SDS-PAGE de unos 160
kDa cuya intensidad de tincién por Coomasie Blue R-250 se correlaciona perfecta-
mente con la actividad en las distintas fracciones. Esta banda también sigue el pa-
trén de actividad en el eluido de la primera Mono Q y en cromatografia sobre hidroxi-
apatita. En la preparacion pura, la actividad y la banda percolan en cromatografia
en Cibacrom-Blue agarosa y se retienen en una columna de Wheat Germ aglu-
tinin-Sepharose. Por cromatografia en fase reversa de la preparacién pura y de la
misma S-alquilada con 4-vinilpiridina se obtuvo un tnico pico mayoritario de unos
160 kDa en SDS-PAGE (Fig. 21). Se consideré a estos datos como evidencia a favor
de que la actividad reside en el polipéptido de 160 kDa mostrado en la Fig. 20. Se
logré una purificacién de unas 350 veces con respecto al contenido soluble del
reticulo endoplasmico; el contenido soluble del Aparato de Golgi (el otro componente
de los microsomas utilizados) es casi nulo. Si bien este grado de purificacién puede
parecer bajo, otras proteinas solubles del reticulo endopldsmico se encuentran en
mayor concentracion [85).

Tabla XI. Tabla de purificacion

Paso Proteina Actividad Purificaciéon Rendimiento
mg/ml cpm/5 pl cpm/mg Yo
Micorosomas 76 7416 97 100
Soluble 56 7077 126 1.3 95
Am. Sulf. 30 6906 230 2.3 66
DEAE 5 6190 1238 12.7 53
Con A 0.5 6336 12676 130.6 32
Mono Q 0.5 17439 34878 359.0 15
Mono Q 0.4 17055 42637 439.5 10

Phenyl-Sup 0.2 8627 43135 444.7 7
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Figura 19. Purificacién de la UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa

A-D corresponden al patr6n obtenido en cromatograffa en DEAE, primera y segunda Mono Q y
Phenyl-Superose respectivamente. Con O-O se representa la actividad enzimética y en lineas llenas la
absorbancia a 280 nm. Los distintos pasos se describen en MATERIALES ¥ METODOS.
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Figura 20. Andlisis por SDS-PAGE de la purificacién de la glucosiltransferasa

a: extracto soluble de las vesiculas microsomales intactas (25 pg), b: eluido de DEAE (40 ng), c: perco-
lado en ConA (15 pg), d: eluido de Con A con a-metilmanésido (2.5 pg), f: eluido de la segunda
Mono Q (0.3 pg), g,h: eluido de la Phenyl-Superosa (0.3 y 3 pg respectivamente).
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Figura 21. Cromatografia en HPLC de la glucosiltransferasa pu cada

Se utiliz6 una columna Brownlee™ RP-butyl 300 elufda con isopropanol. En (A) se muestra el perfil de
elucién de la glucosiltransferasa purificada a homogeneidad hasta el paso de Phenyl-Superosa. En (B)
se corri6 la misma muestra pero previamente reducida y alquilada con 4-vinilpiridina. En ambos casos
los elufdos se analizaron por SDS-PAGE.
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REQUERIMIENTO DE CATIONES Y PH

La actividad requirié CaCly y éste no pudo reemplazarse por MgCly, MnClg o combi-
naciones de ambos (Fig. 22, A) los que tampoco resultaron inhibidores en presencia
de CaCly. La disminucién de actividad a altas concentraciones de CaClg pudo deber-
se a la insolubilizacién de la tiroglobulina desnaturalizada (apreciable visualmente).
El requerimiento de Ca2+ por la enzima pura coincide con lo observado en ensayos
preliminares utilizando aceptores endégenos y extractos crudos (4] y explica el
requerimiento de Ca2+ en todos los ensayos descriptos.

Se detecté un pH éptimo neutro amplio entre 7 y 9 (Fig. 22, B), compatible con la
localizacién subcelular propuesta.

10 L hd | J v e L} ) v | L | el L J

mM pH

Figura 22. Requerimiento de cationes y curva de pH de la UDP-Glc:glicoproteina glu-

cosiltransferasa de higado de rata

(A) La actividad se ensay6 como se describe en "ENSAYO DE GLUCOSILIRANSFERASA" cambiando los cationes
sus concentraciones segin el caso. ®-e, CaCIz; 0-0, Mg Cl,; -8, MnCl,.

(B) La actividad se ensayd como se describe en™ENSAYO DE GLUCOSILIRANSFERASA" cambiando los buffers y

los pH segun el caso. ®-e, buffer Imidazol-HCI 0.1 M; 0-O, buffer Tris HCl 0.1 M.

6l



RESULTADOS

REQUERIMIENTO DE NUCLEOTIDO AZUCARES DE LA ENZIMA PURA

El dnico dador de azicar efectivo de los ensayados resulté ser UDP-Glc (Tabla XII).
TDP-Glc, ADP-Glc y UDP-Gal no pudieron actuar como dadores de sus monosacéari-
dos. La enzima mostré un comportamiento aproximadamente michaelliano con res-
pecto al UDP-Glc, con Km aparente =18 uM (Fig. 23). Si bien puede resultar un
tanto elevado comparado con el Km de otras glicosiltransferasas nucleétido-azicar
dependientes hay que tener en cuenta que existe un transportador especifico de
UDP-Glc desde el citoplasma hacia el interior del RE (86] que tal vez permita alcan-
zar alli concentraciones de UDP-Glc mayores que en otros lugares de la célula.

Tabla Xil. Especificidad de nucleétido azicares dadores.

Dador cpm
UDP-Glc 5745
ADP-Clc 143
TDP-Glc 267
UDP-Gal 122

Los distintos nucle6tido azucares estaban marcados en Glc o Gal. Se ensayaron en concentracion 2.5
MM como se describe en “Ensavo De GLucosiiransrerasa” utilizando glucosiltransferasa pura.
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Figura 23. Requerimiento de UDP-Glc

En las reacciones se utilizé glucosiltransferasa pura como fuente de enzima, aglutinina de soja desna-
turalizada con urea 8 M como glicoprotelna aceptora en concentraciones saturantes y CaCly 10 mM.
Las demas condiciones de ensayo fueron las descriptas en "ENSAYO DE GLUCOSILTRANSFERASA". Un resulta-
do semejante se obtuvo utilizando tiroglobulina desnaturalizada con urea 8M como glicoproteina acep-

tora en concentraciiones saturantes.
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PESO MOLECULAR DE LA ENZIMA PURA

En filtracién molecular en Superose 12 la enzima nativa eluyé con un peso molecu-
lar aparente de unos 270 kDa (Fig. 24) lo que sugiere que se trataria de un dimero.
En Ulrtogel AcA 44 (rango de fraccionamiento lineal 10-130 kDa) la glucosiltrans-
ferasa se excluyé, mientras que proteinas como catalasa (240 kDa, Ve/Vo=1.10),
B-amilasa de batata (200 kDa, Ve/Vo=1.15) y fructosa 1-6-bisfosfatasa de cloro-
plastos de espinaca (180 kDa, Ve/Vo=1.2, (87]) se incluyeron. En ultrogel AcA 34
(rango de fraccionamiento 20-350 kDa) la actividad de glucosiltransferasa se incluy¢
eluyendo entre catalasa (240 kDa) y apoferritina (450 kDa). Teniendo en cuenta que
en SDS-PAGE la glucosiltransferasa corre como de unos 160 Kda, estos datos en su
conjunto sugieren que se trataria de un homodimero en condiciones nativas.
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Figura 24. Peso molecular de la glucosiltransferasa pura

La flecha muestra la elucién de la glucosiltransferasa en una columna de Superose-12, corrida en
buffer Imidazol 10 mM pH 7.0, 5 mM 2-mercaptoetanol, 5% sacarosa, a un flujo de 0.5 ml/min. Los
standards de peso molecular se corrieron en buffer fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0 y fueron : 1,
apoferritina (450 kDa); 2, catalasa (240 kDa); 3, aldolasa (158 kDa); 4, seroalbumina bovina (68 kDa)
y 5, ovoalbumina (45 kDa).
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GLUCOSILACION DE GLICOPROTEINAS NATIVAS Y DESNATURALIZADAS POR LA GLUCOSILTRANS-
FERASA PURA

Un aspecto importante de la especificidad de la glucosiltransferasa, destacado ya
mds arriba al desarrollar la base de su ensayo in vitro, es que sélo reconoce como
sustrato aceptor a glicoproteinas desnaturalizadas pero no a las mismas glicopro-
teinas nativas (88, 89). Para determinar si lo mismo ocurria con la enzima pura se
eligié la ribonucleasa B de pancreas bovino. Esta proteina posee un solo
oligosacarido de tipo polimanosa en su Asn 34. Se sabe por estudios de difraccién de
rayos X que la Asn 34 en la RNAasa A, el resto que est4 glicosilado en la RNAasa B,
estd integramente expuesto al solvente (90). De modo que si se logra aumentar la
capacidad aceptora de la RNAasa B al desnaturalizarla, el efecto se deberia a la
exposicién de alguin factor estructural en la proteina que interactia con, o es reco-
nocido por la glucosiltransferasa pura y no a una mayor accesibilidad al
oligosacdrido.
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Figura 23. Accesibilidad a Endo H (A) y capacidad aceptora (B) de la RNAasa B

A, se incubaron 7.5 mg de RNAasa B nativa o desnaturalizada con urea 8 M en 2 ml de buffer trietil-
amina acetato 50 mM pH 5.5 a 37 °C con 0.01 U de Endo H. A los tiempos indicados se tomaron
alicuotas de 50 pl a las que se les agregaron 1 ml de TCA 10% y se dejaron a 4 °C 16 horas. Luego
se centrifugaron y se midi6 el azucar liberado en el sobrenadante (39, 91]. B, las mezclas de
incuba?én contenfan en un volumen final de 100 ul, 4 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 MM CaCl,, 2.6 uM
UDP-| '4C]Glc, 200 uM castanospermina como inhibidor de la glucosidasa 1l [65], 2 ug glucosiltrans-
ferasa pura y las cantidades indicadas de RNAasa B desnaturalizada o nativa. Luego de 5 min a 37 °C
se detuvieron las reacciones con 1 ml de TCA 10% y se procesaron como se describe en MATERIALES ¥
Me1000s.
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En la Fig. 25, A, puede verse que el oligosacédrido estd igualmente accesible a una
macromolécula (Endo H) que para actuar necesita acceder al extremo reductor del
oligosacarido tanto en la RNAasa B nativa como en la desnaturalizada con urea
8 M. Esto confirma que en las condiciones empleadas los oligosacaridos estaban bien
expuestos tanto en la proteina nativa como en la desnaturalizada. No obstante, en
la Fig. 25, B, se muestra que la forma desnaturalizada es mucho mejor sustrato de
la glucosiltransferasa pura; la forma nativa practicamente no actia como sustrato,
e incluso la pequeia incorporacién detectada en la forma nativa puede deberse a
pequenas cantidades de RNAasa B desnaturalizada presente en el producto comer-
cial.
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CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS DE REACCION FORMADOS POR LA

GLUCOSILTRANSFERASA PURA
Se degrad6 RNAasa B con pronasa y los glicopéptidos obtenidos se trataron con
Endo H. Los oligosacaridos se redujeron con borohidruro de sodio tritiado y se corrie-
ron en cromatografia en papel. Migraron como standards de Mang_gGlcNAc (Fig. 26,
A). Por otro lado, los productos de glucosilacién de la RNAasa B desnaturalizada por
la glucosiltransferasa pura corrieron como Glc;Manq gGlcNAc (Fig. 26, B).
MangGlcNAcy y MansGicNAcg no se glucosilaron porque carecen del resto de
manosa al que se une la glucosa transferida. Por acetélisis de Man7.9GlcNAcol
(eluidos de la Fig. 26, A) produjeron Man,GlcNAcol, mientras que Mans gGlcNAcol
sélo produjeron MangGlcNAcol. Los productos de la acetélisis de MangGlcNAcol,
Man;GlcNAcol y MangGlcNAcol se muestran en la Fig. 26, C-E.
En cuanto al producto formado, la glucosiltransferasa pura mostré la misma espe-
cifidad encontrada en extractos crudos y en preparaciones parcialmente purificadas.
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Figura 26. Caracterizacién de los productos de reaccién de la glucosiltransferasa
ura

A) Perfil de oligosacéridos de RNAasa B obtenidos por tratamiento con pronasa seguido de Endo H y

posterior reduccion con borohidruro de sodio tritiado. Los oligosacdridos se cromatografiaron en

%)apel en 1-propanol/nitrometano/agua (5:2:4).

B) Se incubaron 1.3 mg de RNAasa B q%rante 90 minutos en 100 pl conteniendo 10 mM CaCl,,

2.6 mM castanospermina, 14 pM UDP-['4C]Clc y 4 pg de glucosiltransferasa pura. Los oligosacari-

dos se aislaron como ya se describi6 mds arriba y se cromatografiaron en papel en
ropanol/nitrometano/agua (5:2:4).

C-E) Los compuestos que corrieron como MangGlcNAcol (C), Man7GlcNAcol (D) y MangGlcNAcol

(E) en A se sometieron a acet6lisis y se cromatografiaron en papel en 1-butanol/piridina/agua (4:3:4).

Standards: M5 MansGIcNAcol; Mg, MangGlcNAcol; M7, Man7GlcNAcol; Mg, MangGlcNAcol; Mg,

MangGlcNAcol; GiM7, GlciMan7GIcNAc; GiMg, GlciMangGIcNAc; GiMg, GlciMangGIcNAc;

M3GN, Man3GlcNAcol y MgGN, MangGlcNAcol.
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ANTICUERPOS CONTRA LA UDP-GLC:GLICOPROTEINA GLUCOSILTRANSFERASA DE HIGADO DE

RATA
Siguiendo el esquema de inmunizacién descripto en MATERIALES Y METODOS se obtuvo un
suero de conejo especifico contra la glucosiltransferasa capaz de reconocer la pro-
teina nativa y desnaturalizada. En la Fig. 27 y en la Tabla XIII puede verse la espe-
cificidad del mismo.
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Figura 27. Caracterizaciéon por Western blot del suero antiglucosiltransferasa

(A) Los carriles 1, 3 y 5 contenian 4 pg de una preparacion de glucosiltransferasa parcialmente purifi-
cada (MonoQ). Los carriles 2, 4 y 6 contenian 25 pg de un extracto con Lubrol de microsomas de
higado de rata. En los carriles 5 y 6 se muestra la tincion por Coomasie Blue. Los carriles 1 y 2 se
?rocesaron con suero preinmune y los carriles 3 y 4 se procesaron con el suero antiglucosiltrans-
erasa.

(B) Los carriles 1-7 contenian 25 pg del mismo extracto con detergente utilizado en los carriles 2, 4 y
6 en (A) cuya tincion por Coomasie Blue se muestra en el carril 6 de (A). El carril 1 se procesé con
suero preinmune diluido 1/50 y los carriles 2-6 con suero antiglucosiltransferasa en diluciones 1/50,
1/200, 1/400, 1/800, 1/1200 y 1/2000.
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Se inmunoprecipité la glucosiltransferasa y se midié actividad en los inmunoprecipi-
tados como se describe en MATERIALES Y METODOS. En la Tabla XII puede verse que el
suero anatiglucosiltransferasa precipité especificamente la actividad de glucosil-
transferasa.

Tabla Xill. Inmunoprecipitacién de la glucosiltransferasa

Actividad de glucosiltransferasa (cpm) en los inmunoprecipitados

Suero anti- Suero 0.5% BSA a
glucosiltransferasa preinmune
7229 317 311 302

a: Para la inmunoprecipitacion se utilizaron 10 pl de TBS en lugar del extracto de detergente. Se agre-
garon 10 pl de suero antiglucosiltransferasa y se procesaron como las otras tres reacciones.



RESULTADOS

SECUENCIA PARCIAL DE AMINO ACIDOS DE LA UDP-GLC:GLICOPROTEINA
GLUCOSILTRANSFERASA DE HIGADO DE RATA

Se secuencié el extremo N-terminal de la proteina purificada a homogeneidad, redu-
cida y alquilada con 4-vinilpiridina y purificada por fase reversa en HPLC. También
se secuencid el extremo N-terminal de la banda asignada a la glucosiltransferasa
aislada por SDS-PAGE a partir de una preparacién parcialmente purificada y trans-
ferida a membranas de PVDF.

La glucosiltransferasa purificada a homogeneidad y alquilada con 4-vinilpiridina se
digirié con Endo-Lys-C. Los péptidos generados se aislaron por HPLC en fase rever-
sa y se secuenciaron algunos de ellos. Las secuencias obtenidas no tienen homologia
con ninguna secuencia registrada hasta el momento en GENEBANK ni en PIR y
son:

NRKAITTSLTTKDFSAP (N-terminal, enzima pura)
NSKAITTSLTTKWFS (N-terminal, SDS-PAGE)
VDSLLSAQPK

GSFQK

TAAIANSMNYLTK
YxXASHLAGR
FIPYMA
LVxSTNxM
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La glucosa no es un componente de las N-glicoproteinas maduras, interviniendo
sélo transitoriamente en su biosintesis. En primer término la presencia de los tres
restos de Glc en el intermediario GlcgMangGlcNAcg-P-P-Dol parece servir como
sefal par su transferencia a la proteina. Inmediatamente después de la transferen-
cia son removidos por las glucosidasas I y II (1, 20).

A continuacién operaria el mecanismo de reglucosilacién transitoria de los
oligosacdridos deglucosilados unidos a proteina. La formacién de
GlciMan;_gGlcNAcg-Prot. a partir de los correspondientes compuestos deglucosila-
dos es transitoria in vivo y excepto en unos pocos casos [92-94], no se han detectado
glicoproteinas maduras con oligosacaridos de estructura Glc;Many_gGlcNAc,.

La glucosidasa Il es capaz de hidrolizar in vitro el resto de Glc del
GlciMangGlcNAcy formado por glucosilacién del MangGlcNAcy unido a proteina.
Probablemente también sea la responsable de removerlo in vivo ya que la estruc-
tura del oligosacdrido unido a proteina result6 ser la misma que la del
GlciMangGlcNAcy unido a Dol-P-P. En un trabajo reciente se encontré también que
la glucosidasa II purificada hidrolizé in vitro el Glc;MangGlcNAcg formado in vivo
por glucosilacién de la proteina G del virus de la estomatitis vesicular cepa ts045 (95].

En los tripanosomatidos estudiados no se encontré una actividad equivalente a
la glucosidasa I de otros eucariontes, lo que estaria de acuerdo con el hecho de que
estos organismos no poseen oligosacaridos con tres restos de Glc, sustratos natu-
rales de dicha enzima. Sin embargo si se encontr6 una actividad equivalente a la glu-
cosidasa II, aun cuando estos organismos no poseen uno de los dos sustratos de esta
glucosidasa; al no formar Dol-P-Glc y por tanto transferir a glicoproteinas
oligosacdridos no glucosilados no tienen compuestos con dos ni tres restos de Glc
(Glcg 2Manj gGlcNAcy). Sélo tienen compuestos con un resto de Glc formados por
glucosilacién directa desde UDP-Glc de los oligosacaridos unidos a proteina
(GlcyMang.gGlcNAcg). Estos compuestos aislados de tripanosomatidos son sus-
tratos de la glucosidasa II de otros eucariontes. También la glucosidasa II de los tri-
panosomatidos utiliza como sustratos los Glc;Man,_gGlcNAc de otros eucariontes,
tanto los provenientes de Dol-P-P como los obtenidos in vitro en el ensayo descripto
en esta Tesis.

Estos resultados estdn de acuerdo con que la glucosidasa II ademads de proce-
sar el oligosacarido transferido desde Dol-P-P (excepto en tripanosomatidos donde
estos no estdn glucosilados) es la responsable de remover el resto de Glc afnadido por
glucosilacién directa de las glicoproteinas. Esta es por el momento la unica funcién
encontrada para la glucosidasa II de tripanosométidos. El hecho de que aun los tri-
panosomitidos, que tienen tantas excepciones en su mecanismo de N-glicosilacién
comparado con otros eucariontes, hayan conservado intacto el mecanismo de glu-
cosilacién transitoria probablemente indique que esta serie de reacciones cumple un
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rol importante para la célula.

Se ha descripto una actividad de endomanosidasa que hidroliza el residuo de
Man al que se unen los restos de Glc (68, 96, 97]. Esta enzima es capaz de hidrolizar
oligosacaridos con uno, dos o tres restos de Glc y estd localizada en el Aparato de
Golgi. No se ha establecido hasta el momento la participacién de esta endomanosi-
dasa en el procesamiento de las glicoproteinas glucosiladas por el mecanismo des-
cripto en esta Tesis, pero esta endomanosidasa no se ha podido detectar en ensayos
libres de células en tripanosomatidos (RESULTADOS y (98]).

De acuerdo con los resultados presentados en esta Tesis la
UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa es una proteina soluble del interior del
reticulo endoplasmico. Tendria entonces la misma localizacién subcelular que la otra
enzima del ciclo de glucosilacién-deglucosilacién, la glucosidasa II [99]. Probablemente
ambas enzimas sean retenidas en el RE por el mecanismo de retencién a través de
la secuencia C-terminal KDEL (100, 101). Resulta interesante que todas las glicosil-
transferasas y glicosidasas estudiadas hasta el momento involucradas en la sintesis
y procesamiento de N-glicoproteinas son proteinas de membrana [81], excepto las
involucradas en la glucosilacién transitoria; la UDP-Glc: glicoproteina glucosiltrans-
ferasa y la glucosidasa 11. Ambas enzimas pueden compartir la misma ubicacién
dentro del RE, lo que tal vez contribuya a la rdpida desaparicién de los compuestos
glucosilados, o tal vez se sitien en distintos compartimientos del RE [102-106]. La
disponibilidad de anticuerpos contra la glucosiltransferasa permitira resolver esto
por colocalizacién al microscopio electrénico.

No estd claro por ahora qué es lo que determina que un oligosacdrido sea reglu-
cosilado o no, y cuando deja de participar de este ciclo de glucosilaciéndeglucosilacién.
Utilizando células de T. cruzi y C. fasciculata se determiné que mads de la mitad de
las glicoproteinas totales son glucosiladas transitoriamente (98, 107]. El uso de estos
microorganismos tiene como ventaja, a diferencia de otros eucariontes, que la glu-
cosilacién de glicoproteinas es la tnica via para la formacién de compuestos glucosi-
lados ya que no sintetizan Dol-P-Glc. Este resultado hace pensar que no se trata de
una ruta minoritaria o limitada a una subclase de glicoproteinas sino que més bien
se trata de un mecanismo general de procesamiento.

La glucosiltransferasa pura o en extractos crudos parece reconocer algin ele-
mento estructural en las glicoproteinas aceptoras ya que no reconoce como sustrato
a glicopéptidos aislados y todas las glicoproteinas de tipo polimanosa ensayadas sélo
actdan como sustrato en estado desnaturalizado pero no en estado nativo. Esto
ultimo no se debe a una mayor exposicién de los oligosacaridos en las glicoproteinas
desnaturalizadas ya que en las glicoproteinas nativas ensayadas estdn igualmente
accesibles que en las mismas desnaturalizadas. Estudios mds detallados indican que
la glucosiltransferasa reconoceria tanto al oligosacarido como a la parte proteica de

las glicoproteinas aceptoras (89).
La selectividad por glicoproteinas desnaturalizadas encontrada en sistemas
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libres de células concuerda con lo descripto recientemente in vivo para la proteina G
de mutantes del virus de la estomatitis vesicular (VSV) y para una quimera entre la
hormona de crecimiento de rata con un fragmento de la hemaglutinina del virus
influenza.

La proteina G normal tiene dos sitios de glicosilacién ocupados con oligosacéri-
dos complejos y adopta su estructura terciaria nativa y se ensambla en trimeros
antes de ser transportada fuera del RE [108]. La proteina G de la mutante termo-
sensible ts045 (109) lleva una mutacién puntual Ser 204 — Phe que hace que a 41 °C
(temperatura no permisiva) no sea capaz de adoptar su estructura terciaria nativa
y no se trimerice, formando agregados que son retenidos en el RE. Al volver a 32 °C
(temperatura permisiva) la proteina G recupera la capacidad de adoptar su estruc-
tura terciaria nativa, se trimeriza y es transportada fuera del RE recuperando el
fenotipo normal (110, 111). Se encontré que la proteina G de la mutante ts045 conser-
va oligosacdridos monoglucosilados GlcjMang 9GlcNAc2 a la temperatura no per-
misiva [95). La TM12, una variante que tiene una delecién de 8 amino &dcidos
(472-479) en el sector transmembrana de la proteina G (112] tiene el mismo fenotipo
termosensible que ts045 y sus oligosacdridos también permanecieron monoglucosi-
lados a 41 °C (95]. En los dos casos la adicién de los residuos de Glc fue post-traduc-
cional. A la temperatura no permisiva hubo un pasaje entre las formas no glucosi-
ladas y monoglucosiladas, indicando que los restos de Glc fueron transferidos por la
accion de la UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa.

Es muy poco probable que a la temperatura no permisiva las dos proteinas G
mutantes adopten conformaciones no nativas que permitan en los dos casos la
accién de la la glucosidasa I y II sobre los dos restos de Glc mds externos pero no
sobre el mds interno. Tampoco resulta muy factible que las proteinas G mutantes
sean retenidas a la temperatura no permisiva en un compartimiento del RE despro-
visto de glucosidasa II y que luego a la temperatura permisiva retomen el proceso de
ensamblado y secreciéon desde el RE ya que la proteina G de ts045 se inmunolocalizé
al microscopio electrénico distribuida uniformemente en el RE a 32 y 41 °C (110, 113)
al igual que la glucosidasa II (99). Un modelo posible para interpretar la persistencia
de oligosacaridos monoglucosilados es que las proteinas G mutantes son completa-
mente deglucosiladas a ambas temperaturas por las glucosidasas I y II pero a la
temperatura no permisiva son incapaces de adoptar la estrucuta nativa formando
agregados que quedan retenidos en el RE. Estos son reconocidos como sustratos por
la UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa comenzando un ciclo de glucosilacién-
deglucosilacién. Al volver a 32 °C son capaces de adoptar su estructura nativa y
dejan de ser reconocidas como sustrato por la glucosiltransferasa continuando con el

procesamiento normal.

Un caso similar se ha descripto para una quimera entre un fragmento de la
hemaglutinina del virus influenza (HA) y la zona C-terminal de la hormona de cre-
cimiento de rata [(106]. Esta construccién tiene un sitio de N-glicosilacién ocupado en
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la secuencia corresponiente a la HA en la que normalmente es procesado al estadio
de complejo cuando pasa por el Aparato de Golgi. Cuando esta quimera se expresa
por transfeccién en células COS forma agregados que quedan retenidos en el RE sin
llegar al Aparato de Golgi (104] y conserva sus oligosacaridos monoglucosilados [106].

La caracterizacién de la UDP-Glc:glicoproeina glucosiltransferasa como una

proteina soluble del lumen del RE, coincide con la localizacién de sus sustratos in
vivo, las glicoproteinas, el UDP-Glc y el Cat+.
Las glicoproteinas aceptoras en su faz inicial de glicosilacién, procesamiento y
ensamblado residen en el interior del RE donde adoptan su estrucutra nativa antes
de seguir el camino de secrecién o alcanzar su localizacién subcelular definitiva (114-
117). De acuerdo a la especificidad encontrada in vitro e in vivo la glucosiltransferasa
reconoceria como sustratos a las glicoproteinas que atin no adoptaron su estrucura
definitiva y hace que conserven sus oligosacdaridos monoglucosilados.

En cuanto al sustrato dador de Glc, se ha descripto un transporte especifico de
UDP-Glc desde el citoplasma donde se sintetiza, hacia el interior del RE (86]. Este
transporte no se ha podido detectar en el Aparato de Golgi.

Dol-P-Man, Dol-P-P-GlcNAc y Dol-P-P-GIcNAcg al igual que el Dol-P-Glc se sin-
tetizan en la cara citoplasmatica del RE. Luego son translocados a su interior donde
son utilizados en los pasos de biosintesis del GlcgMangClcNAcz-P-P-Dol. En el caso
del Dol-P-Man esto pareceria necesario dado que no hay transporte de GDP-Man
hacia el interior del RE (18, 71, 86]. Pero este no es el caso de los derivados de dolicol de
GlcNAc y Glc ya que sus respectivos nucleétido azicares se transportan hacia el
lumen del RE. El UDP-GlcNAc transportado seria utilizado por las
N-acetilglucosaminiltransferasas involucradas en la sintesis de O-glicoproteinas y
del ancla de glicosilfosfatidilinositol (118) aunque no hay evidencias directas en
ninguno de estos dos casos. La glucosilacion de glicoproteinas parece ser hasta el
momento la Gnica reaccién que hace uso del UDP-Glc transportado al lumen del RE.
Una posible explicacién para esta aparentemente innecesaria translocacion de Dol-
P-Glc seria que las glucosiltransferasas que utilizan Dol-P-Glc y UDP-Glc residan en
compartimientos diferentes del RE, en uno de los cuales, donde estaria la Dol-P-
Glc:oligosacarido glucosiltransferasa, no habria transportador de UDP-Gle.

Otra alternativa podria ser que las enzimas que convierten MansGlcNAcy-P-P-
Dol en GlgMangGlcNAcy-P-P-Dol estén organizadas en la membrana del RE for-
mando un complejo o algun arreglo de forma tal que necesiten a los monosacaridos
presentados como derivados de dolicol y no como sus correspondientes nucleétido
azucares. En este sentido, recientemente se ha propuesto que la oligosacariltrans-
ferasa estd asociada formando parte de un complejo con las riboforinas I y II [21].

La UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa tiene un requerimiento absoluto
de iones Ca*++ para su actividad. Si bien el requerimiento hallado en sistemas libres
de células puede parecer un tanto elevado, concilia con la localizacién de esta enzima
en el lumen del RE. Este es el principal reservorio celular de Ca*+ pudiendo alcanzar
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concentraciones de 3 mM, tres ordenes de magnitud mayor que en el citoplasma
(119). Algunas proteinas con gran capacidad de unir calcio como GRP94, GRP78
(BiP), RP60, CRP55 estdn involucradas en mantener tan altas concentraciones
locales. Al menos una de ellas, GRP78, colabora como chaperon molecular asistiendo
en el ensamblado de proteinas en el RE y asociandose a proteinas que no adoptan su
estrucura nativa (120). El mantenimiento de las altas concentraciones de Cat+ en el
RE esta de alguna manera relacionado con el transporte de proteinas desde el RE
(119). La disminucién de la concentracién de Ca++ provoca la salida indiscriminada de
proteinas de secrecién y también de las residentes en el RE.

La retencién de restos de Glc en los oligosacdridos (95, 106, 121}, la alta concen-
traciéon de Ca++ (119) y el no adoptar una estructura nativa (116) son todos hechos
asociados con la retencién de proteinas en el RE. A la vez son las condiciones en que
actia la glucosiltransferasa. Por todo ello resulta tentador especular que la
UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa pudiera estar de alguna manera involu-
crada en los procesos por los cuales las células regulan la maduracién de glicoprotei-
nas en el RE.

Estudios detallados sobre la especificidad de esta enzima y el disponer del gen
codificante para realizar estudios por disrupcién del mismo permitira profundizar
sobre el rol de la glucosilacién transitoria.
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