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Abreviaturas

Fosfodiester N — Acetilglucosaminidasa: o - N - acetilglucosamina — 1 — fosfodiester

N - acetilglucosaminidasa.
FPLC: Fast Protein Liquid Chromatography

GlcNAc - fosfotransferasa: UDP - N - acetilglucosamina : glicoproteina

N —acetilglucosamina — 1 — fosfotransferasa.

Km ap: Km aparente
PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
Vo: Volumen de exclusién

Ve: Volumen de elucién.
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Resumen



Se conocen varios sistemas de direccién de proteinas desde su lugar de sintesis hacia
donde cumplen su funcién. Entre los mejor estudiados estd uno de los que permite que las
enzimas lisosomales neosintetizadas se dirijan a los lisosomas de las células de mamiferos.

Tal como se lo conoce, este sistema de transporte se basa en cuatro componentes: a) un
dominio especifico comin en todas las enzimas lisosomales que lo emplean, b) la enzima
clave UDP —N — Acetilglucosamina : Enzima Lisosomal N - Acetilglucosamina - 1 -
Fosfotransferasa (GlcNAc - fosfotransferasa), que reconoce especificamente este dominio
comin y transfiere GlcNAc-1-fosfato a determinadas manosas de los oligosac4ridos de
alta manosa de los aceptores, ¢) una a-N-Acetilglucosamina-1- Fosfodiester N —
Acetilglucosaminidasa, que hidroliza la N — acetilglucosamina generando el marcador
manosa 6-fosfato, y d) dos receptores de manosa 6-fosfato que median el transporte de las
enzimas lisosomales hasta los lisosomas.

La enzima clave es la GIcNAc-fosfotransferasa porque reconoce las enzimas lisosomales
de entre otras protefnas no lisosomales que contienen oligosacdridos similares de alta
manosa. La enzima tiene un sitio catalftico que interacciona con la manosa a la que
transferird la N-acetilglucosamina-1-fosfato, y otro sitio que reconoce especificamente un
dominio comiin a todas las enzimas lisosomales que emplean la via de 1a manosa 6-fosfato
para su transporte a los lisosomas.

La GlcNAc-fosfotransferasa de mamifero mejor caracterizada es la de higado de rata, una
enzima anclada a membrana localizada en el aparato de Golgi. Cataliza la transferencia de
N — acetilglucosamina — 1 — fosfato desde UDP — N — acetilglucosamina a manosas alfa-

sustituidas en el carbono anomérico.

Esta GlcNAc-fosfotransferasa muestra una gran afinidad por enzimas lisosomales, con
K aparentes menores a 20 UM y eficiencias como aceptores (Vmax /Km) mayores de 160
para estas proteinas, contra Ky del orden milimolar y eficiencias cercanas a 1 para
glicoproteinas no lisosomales con oligosac4ridos de alta manosa similares.

Hasta el momento la enzima se describié con algtn detalle en mamiferos y en la ameba
Acanthamoeba castellanii, aunque en esta Gltima no se han detectado los demis
componentes del sistema de transporte a lisosomas. También se describié una GlcNAc-
fosfotransferasa en Dictyostelium discoideum , pero esta, a diferencia de las anteriores, no
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tiene la capacidad de discriminar entre enzimas lisosomales de mamifero y otras
glicoprotefnas.

Purificacion de la GIcNAc fosfotransferasa de A. castellanii

La GlcNAc-fosfotransferasa fue purificada parcialmente a partir de membranas de Golgi
de higado de rata unas 750 veces, y la de linfoblastos humanos fue purificada 3.800
veces. Hasta la fecha no ha sido posible lograr preparaciones de mayor pureza de la
enzima de mamiferos, en parte debido a la dificultad en obtener cantidades suficientemente
grandes de estos materiales de partida, y también por su relativamente baja actividad
especifica.

En la A. castellanii la GlcNAc-fosfotransferasa tiene una actividad especifica unas cien
veces mayor que en mamiferos y presenta caracteristicas cinéticas y de especificidad de
sustrato similares. Ademds es un microorganismo ficilmente cultivable en grandes
cantidades, por lo que aparece a priori como la fuente ideal para encarar la purificacién de

esta enzima a homogeneidad.

En el presente trabajo se describe la purificacién 65.000 veces de la GlcNAc-
fosfotransferasa presente en membranas de la ameba A. castellanii. La enzima se
solubilizé de las membranas con los detergentes Lubrol PX y desoxicolato de sodio, y se
purific6 mediante cromatografias con las lectinas Concanavalina A y de Triticum vulgaris,
el intercambiador iénico Q-Sepharosa, y cromatografia de exclusién molecular en
Superosa 12.

Las proteinas eluidas de la columna de Superosa 12 se analizaron por electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida y se observaron solo dos bandas con un perfil
de intensidades coincidente con el de la actividad enzimdtica. Estas proteinas tienen pesos
moleculares relativos de 71 kDa y 82 kDa. El peso molecular aparente de la GIcNAc-
fosfotransferasa nativa estimado por filtracién por gel est4 entre algo més de 1.000 kDa y
130 kDa segin la preparacién, apareciendo la mayorfa de las veces como de 570 kDa.
Parece probable que las proteinas de 71 y 82 kDa estén unidas en estado nativo, sea como
subunidades de una forma activa mayor, o como agregados menos definidos.

Para confirmar la identificacién de la GlcNAc-fosfotransfersa se obtuvieron anticuerpos
contra esta enzima. Para ello se inmunizaron ratones con preparaciones de GIcNAc-
fosfotransferasa purificada m4s de 10.000 veces, produciéndose anticuerpos policlonales
especificos para proteinas de A. castellanii y con alta afinidad por la enzima.
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Tanto preparaciones crudas como altamente purificadas de GlcNAc-fosfotransferasa se
cromatografiaron por columnas de exlusién molecular, en las que la actividad presenté
volimenes de elucién variables que dependieron de la preparacién. Las protefnas de las
fracciones eluidas se separaron por electroforesis y se efectuaron inmunoblots que se
revelaron con el antisuero de rat6n. Analizando las proteinas que reaccionaron con el
anticuerpo y cuyo perfil de intensidades se correspondié con el de la actividad GlcNAc-
fosfotransferasa, se confirmé que las dos proteinas de 71 y 82 kDa son probablemente
subunidades o fragmentos de subunidades de la GlcNAc-fosfotransferasa.

Identificacion de una actuvidad GlcNAc-fosfotransferasa en pupas de la mosca
mediterrdnea de la fruta Ceratitis capitata.

Est4 bien establecida la existencia de lisosomas en los insectos, pero hasta ahora no se
habia descripto nada sobre el transporte de hidrolasas 4cidas hacia esas organelas, ni la
presencia de enzimas de la via metab6ica de la manosa 6-fosfato. Cabe la posibilidad de
que se utilize un sistema similar al que hasta ahora solo habia sido encontrado en los

mamiferos.

Como parte del trabajo para esta tesis, se caracteriz6 por primera vez una actividad
GlcNAc-fosfotransferasa en el diptero C. capitata . Para este estudio se us6 un sistema de
enzayo in vitro en la bisqueda de indicios sobre el sistema de transporte de enzimas
lisosomales a los lisosomas de insectos.

Se ha establecido la presencia de una actividad GlcNAc-fosfotransferasa asociada a
membranas en pupas de seis dias de la mosca mediterrdnea de la fruta C. capitata , capaz
de transferir GiIcNAc-1-fosfato desde UDP-N-acetilglucosamina a o.-metilmandésido. Se
demostré también que el producto es N-acetilglucosamina-(1,6)-fosfato-(al-
metilmandsido), similar al descripto para otras GlcNAc-fosfotransferasas con este
sustrato.

Se encontr6 ademds que las propiedades cataliticas de la GlcNAc-fosfotransfersa de
C. capitata con estos sustratos, son similares a las de aquella que se encuentra en células
de mamiferos, a la de la ameba A. castellanii y ala de D. discoideum . La enzima
present6 in vitro un pH 6ptimo de 7,0, una temperatura 6ptima de incubacién de 30 °C, y
requirié de Mn2+ o Mg2+ para su actividad.

La enzima transfiere también N-acetilglucosamina-1-fosfato a manosas presentes en
oligosacdridos del tipo de alta manosa, tanto de glicoproteinas end6genas como de
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uteroferrina, una ¢nzima lisosomal de mamfferos. Por esta dltima present6 un Kp ap de 63
uM, similar al de la GlcNAc-fosfotransferasa de mamiferos. Al igual que esta dltima, se
mostré capaz de discriminar entre enzimas lisosomales y las que no lo son, pero que
poseen oligosacédridos similares de alta manosa.
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Introduccion

Un gran nimero de protefnas de células eucariontes una vez sintetizadas son exportadas a
compartimientos extracitoplasmaticos. Muchas, como la mayoria de las enzimas
lisosomales, las protefnas del reticulo endopldsmico y el aparato de Golgi, varias proteinas
de la membrana plasmitica y las proteinas secretadas, se sintetizan en polisomas unidos a
membranas del retfculo endopldsmisco y entonces se translocan hacia la luz de dicho
compartimiento (1). Entre los varios sistemas de sefiales mediante los cuales estas
proteinas alcanzan su ubicacién definitiva, el del transporte de enzimas lisosomales hacia
los lisosomas es uno de los més estudiados.

En células de mamiferos las enzimas lisosomales adquieren durante su tr4nsito por el
aparato de Golgi un marcador de fosfomanosa, reconocido especificamente por los
receptores encargados de transportarlas hacia los lisosomas (2, 3, 4). Aqui el sistema de
transporte se basa en cuatro componentes: a) un dominio especifico comin en todas las
enzimas lisosomales transportadas por este mecanismo (5), b) la enzima clave UDP - N —
Acetilglucosamina : Enzima Lisosomal N - Acetilglucosamina — 1 - Fosfotransferasa
(GlcNAc-fosfotransferasa, E. C. 2.7.8.17), que reconoce especificamente este dominio
comun y transfiere GlcNAc 1-fosfato a determinadas manosas de los oligosacaridos de
alta manosa de los aceptores, ¢) una a-N-Acetilglucosamina-1-Fosfodiester N-
Acetilglucosaminidasa (Fosfodiester N-acetilglucosaminidasa, E. C. 3.1.4.45), que
hidroliza la N-acetilglucosamina generando el marcador manosa 6-fosfato, (6 , 7) y d) dos
receptores de manosa 6-fosfato que median el transporte de las enzimas lisosomales hasta
los lisosomas (8) (Figura 1).

Figura 1 (En la pdgina siguiente): Modelo para el trdfico de las enzimas lisosomales
hacia los lisosomas. Las enzimas lisosomales (EL, o) y las protefnas secretorias
(®) se sintetizan en el reticulo endopldsmico rugoso (RER) y se transportan al
reticulo de Golgi, donde las EL adquieren el marcador fosfomanosa (P). La
mayoria de las EL se unen a receptores de fosfomanosa (>-) en la regién trans Golgi
(TGN) y se translocan a endosomas, donde se liberan debido a la acidificacién de
la organela. Las EL se dirigen a los lisosomas, y los receptores se reciclan hacia el
Golgi 0 la membrana plasmdtica. (Adaptado de Ref. 2).
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Introduccidn

La GlcNAc-fosfotransferasa de higado de rata es una enzima de membrana localizada en el
aparato de Golgi (9). Cataliza la transferencia de N-acetilglucosamina-1-fosfato desde
UDP-N-acetilglucosamina a manosas alfa-sustituidas en el carbono anomérico:

UDP-GIcNAc + Man al=+ X — UMP + GIcNAc al— P-6Man al =+ X

Esta GIcNAc-fosfotransferasa muestra una gran afinidad por enzimas lisosomales, con
Km aparentes menores a 20 uM y eficiencias como aceptores (Vmax/Km) mayores de 160
para estas proteinas, contra Kp, del orden milimolar y eficiencias cercanas a 1 para
glicoproteinas no lisosomales con oligosacéridos de alta manosa similares (10). También
es capaz de utilizar como aceptores oligosacédridos de alta manosa o a-metilmandsido,

aunque con Kp, 103 a 104 veces mayores que para las enzimas lisosomales.

Para explicar esto se propuso (5) que la GlcNAc-fosfotransferasa tiene un sitio catalitico
que interacciona con la manosa a la que transferird la N-acetilglucosamina-1-fosfato, y
otro sitio que reconoce especificamente el epitope comtin a todas las enzimas lisosomales
que emplean la via de 1a manosa 6-fosfato para su transporte a los lisosomas (Figura 2).

Enzima
Lisosomal

T
LU R L

Figura 2: Modelo para el reconocimiento de las enzimas lisosomales por la
GlcNAc-fosfotransferasa. La GlcNAc-fosfotransferasa reconoce un dominio
proteico (~)en las enzimas lisosomales (EL) y otro catalftico, que reconoce las
manosas (©) de las EL y el UDP-CIlcNAc (s-PPUr). (Adaptado de Ref. 2).

Aminodcidos de diferentes regiones de la protefna se juntan en una estructura
tridimensional para generar este dominio. No se ha identificado una secuencia comun a las




Introduccidn

enzimas lisosomales, pero determinadas lisinas tienen un papel esencial, si bien se
necesitan otras regiones de la molécula para producir la interaccién de alta afinidad (11).

El fosfodiester resultante de la accién de la GlcNAc-fosfotransferasa es modificado por la
accién de la fosfodiester N-acetilglucosaminidasa, que hidroliza la N-acetilglucosamina

(Figura 3).

+ =UDP ® - g
N N

Enzima UMP -
Lisosomal

Figura 3: Mecanismo propuesto para la fosforilacién de los oligosacéridos de alta
manosa de las enzimas lisosomales. La GlcNAc-fosfotransferasa (FT) transfiere
GlcNAc-fosfato (p-8) a determinadas manosas (©) de las enzimas lisosomales
(wmm), y la fosfodiester N-acetilglucosaminidasa (FD) hidroliza la N-
acetilglucosamina (=), generdndose el marcador manosa 6-fosfato.

En las membranas del reticulo de Golgi hay receptores que reconocen la fosfomanosa. Se
conocen dos tipos: uno de 215 kDa (12, 13) y otro de 46 kDa (14). Una vez unidos a las
enzimas lisosomales los receptores se engloban en vesiculas recubiertas de clatrina que los
conducen hasta un compartimiento acidico precursor de los lisosomas, donde se disocian
de los ligandos (15, 16); los receptores se reciclan hacia el Golgi donde se unen a nuevas
moléculas de enzimas lisosomales. En la mayoria de las células una pequefia proporcién
de las enzimas lisosomales escapa a los receptores del Golgi y es secretada. Parte de estas
enzimas son recapturadas por receptores de manosa 6-fosfato presentes en la superficie
celular y conducidas hacia los lisosomas (17).

La enzima GIcNAc-fosfotransferasa hasta el momento se describi6 con algin detalle en
mamiferos (18, 19, 20) y en la ameba Acanthamoeba castellanii (21), aunque en esta
iltima no se han detectado los demds componentes del sistema de transporte a lisosomas.
También se describié una GlcNAc-fosfotransferasa en Dictyostelium discoideum, pero
esta, a diferencia de las anteriores, no tiene la capacidad de discriminar entre glicoproteinas
de mamifero que son enzimas lisosomales y las que no lo son, aunque posean
oligosacaridos semejantes a las anteriores, como lo reflejan los Ky, aproximadamente
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iguales para ambas (21). No se ha detectado esta actividad enzimdtica en Trypanosoma
cruzi (22).

En plantas y en levaduras las hidrolasas 4cidas estdn en las vacuolas, que son las
organelas subcelulares equivalentes morfolégicos y funcionales a los lisosomas de
mamfferos. Las evidencias indican que en estos casos la manosa 6-fostato no es la sefial
utilizada para dirigir las hidrolasas 4cidas hacia las vacuolas (23), sino que la misma
estaria codificada en el extremo amino terminal de las proteinas alli destinadas (24, 25,
26).

Purificacion de la GlcNAc fosfotransferasa de A. castellanii

La enzima clave en el tréfico hacia los lisosomas por la via de la manosa 6-fosfato es la
GlcNAc-fosfotransferasa, porque es capaz de discriminar entre las enzimas lisosomales y
otras glicoproteinas no lisosomales, incluso las que contienen oligosacaridos similares de
alta manosa, y marcar las primeras selectivamente para ser transportadas a los lisosomas.

La deficiencia de esta enzima en humanos ocasiona dos enfermedades severas
caracterizadas por una actividad disminuida de varias enzimas lisosomales en el tejido
conectivo y niveles muy elevados en los fluidos corporales: la enfermedad de células 1 o
mucolipidosis II, en la que los fibroblastos de quienes la padecen son marcadamente
deficientes en GlcNAc-fosfotransferasa (27), y la pseudo-polidostrofia Hurler o
mucolipidosis III (28), en la que la enzima estd presente pero tiene alterado el sitio de
reconocimiento especifico para las enzimas lisosomales.

Si se dispusiera de la enzima humana purificada se podria encarar el clonado del gen que
la codifica. Esto posibilitaria el desarrollo de técnicas para la deteccién temprana de los
casos de deficiencia en la GlcNAc-fosfotransferasa, antes de que se manifiesten los
sfntomas de esta enfermedad siempre mortal, y se podria estudiar su expresién y
regulacién.

También se haria posible la obtencién de estructuras tridimensionales de la GIcNAc-
fosfotransferasa, sola y unida a alguna enzima lisosomal, y comprender mejor los
requisitos estructurales para el reconocimiento especifico de la enzima con sus sustratos,
y determinar las mutaciones en ambos que podrfan afectarlo.
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La GicNAc-fosfotransferasa fué descripta por primera vez en 1981 por Reitman y
Komfeld (18) y fue purificada parcialmente a partir de membranas del Golgi de higado de
rata unas 750 veces por Reitman y col. (29). La GlcNAc-fosfotransferasa de linfoblastos
humanos fue purificada 3.800 veces por Zhao y col. (20). Hasta la fecha no ha sido
posible lograr preparaciones de mayor pureza de la enzima de mamiferos, en parte debido
a la dificultad en obtener cantidades suficientemente grandes de estos materiales de partida,
y también por la relativamente baja actividad especifica, que es de 0,38 U mg-1 en
membranas solubilizadas de fibroblastos humanos (28) y de 0,52 U mg-! en microsomas
de higado de rata (27).

Debido a lo extremadamente dificil de la purificacién de la enzima de mamiferos se eligié
hacerlo con la de ameba del suelo A. castellanii , considerando la posibilidad de que una
vez hecho esto sea posible clonarla, secuenciarla total o parcialmente, y obtener
anticuerpos contra la enzima o algunos de sus polipéptidos, y que mediante esto se pueda
llegar a lo mismo con la enzima humana.

En la A. castellanii 1a GlcNAc-fosfotransferasa tiene una actividad especifica unas cien
veces mayor que en los mamiferos y presenta caracteristicas cinéticas y de especificidad de
sustrato similares (21), aunque no se han encontrado los otros componentes del sitema de
transporte a lisosomas presentes en mamiferos. Ademds es un microorganismo fécilmente
cultivable en grandes cantidades, por lo que aparece a priori como la fuente ideal para
encarar la purificacién de esta enzima a homogeneidad.

Recientemente fué publicado un trabajo de Ketcham y Kronfeld (30), en el que se informa
la purificacién de la GlcNAc - fosfotransferasa de A. castellanii unas 55.000 veces,
obteniendo una preparacién que no es homogénea y donde la actividad de la enzima no
parece corresponderse con ninguna de las proteinas mayoritarias.

Como parte del trabajo de tesis se procedié a desarrollar la técnica para obtener la GicNAc
- fosfotransferasa de A. castellanii en forma altamente purificada, y se identificaron dos
polipéptidos como probablemente pertenecientes a esta enzima. También se describe la
produccién de anticuerpos contra la GlcNAc-fosfotransferasa de la ameba, y su utilizacién
para confirmar la identidad de la enzima en estas preparaciones.



Identificacion de una actividad GIcNAc - fosfotransferasa en pupas de la mosca
mediterrdnea de la fruta Ceratitis capitata.

Nada se conoce acerca del mecanismo de transporte de enzimas lisosomales en los
artrépodos. Se ha informado de la presencia fosfato hidrolizable por endo-N-
acetilglucosaminidasa H en la vitelogenina de Manduca sexta marcada con [32P] (31), y
se ha encontrado manosa 6-fosfato en hidrolizados de vitelina de Rhodnius prolixus (32).
Sin embargo, no se ha investigado la presencia de las enzimas de la via de la manosa 6-
fosfato.

Como parte del trabajo de tesis se estableci6 por primera vez que en un insecto, pupas de
la mosca mediterrdnea de la fruta C. capitata, hay una actividad GlcNac-fosfotransferasa
que transfiere N — acetilglucosamina — 1 —fosfato desde UDP — N — acetilglucosamina a
manosas en glicoprotefnas con oligosacéridos de alta manosa, y se describieron algunas
propiedades de la enzima.
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Materiales

La Concanavalina A-Sepharosa, 1a Q-Sepharose Fast Flow, las columnas HR 16-10,
Superosa 12, Superosa 6, el sistena de cromatograffa FPLC y los estdndares de peso
molecular para filtraci6én por gel son de Pharmacia (Uppsala, Suecia). El 125INa (17,4
Ci/mg), el UDP:[3H]GIcNAc (5-25 Ci/mmot), UDP-[14C]GIcNAc (> 200 mCi/mmol) y
el [-32P]ATP (3000 Ci/mmol) son de New England Nuclear (Boston, MA, EEUU). Los
anticuerpos de conejo anti Ig G + Ig M de ratén (H+L), simple y acoplado a peroxidasa,
son de Jackson (West Grove, PA, EEUU). La lectina de gérmen de trigo (Triticum
vulgaris) unida a Sepharosa 6MB, el QAE-Sephadex, los detergentes Lubrol PX y Triton
X-114, las enzimas fosfatasa alcalina de Escherichia coli (Tipo III-5) y proteasa de
Streptomyces griseus (Tipo XIV), el Coomasie Blue R-250, el Pounceau S, el 4-cloro-1-
naftol, la albimina sérica bovina (Fraccién V), los inhibidores de proteasas leupeptina,
antipaina, pepstatina y E-64, el Staphilococcus aureus-proteina A, los adyudantes
completo e incompleto de Freund y los estdndares de peso molecular son de Sigma (St.
Louis, MO, EEUU). El Iodogen (1,3,4,6-tetracloro-3a-6ca-difenilglicouril) de Pierce
(Rockford, IL, EEUU). Las membranas de didlisis (8 kDa de corte) son de Fisher
Scientific (Pittsburgh, PA, EEUU). Las membranas de nitrocelulosa (BA 85, 0,45 pum)
son de Schleicher & Schiill (Dassel, Alemania). Todos los dem4s reactivos son de grado
analitico.

Preparacion de GlcNAc-fosfotransferasa

La A. castellanii se cultiva en medio liquido como lo describié Kormn (33) en un medio que
contiene 15 g/l glucosa, 15 g/1 Proteosa Peptona (Difco), 200 pM L-metionina, 3 mM
KH,PO4, 100 uM MgS04, 10 uM CaClp, 1 uM FeCl3, 1 pg/ml hidrocloruro de tiamina,
200 ng/ml biotina y 20 ng/ml vitamina B12. Los cultivos se efectian en erlenmeyers de 2
litros de capacidad con un litro de medio y se incuban a 28 °C con agitacién circular a 200
rpm. Se cosechan en fase exponencial a una densidad de 2 a 8 x 105 células mi-l y se
lavan con buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,0. Los pellets se conservan congelados a - 70 °C
hasta su utilizacién. Todas las operaciones se realizan a 0 - 4 °C salvo cuando se indica
otra cosa.
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Paso 1: Homogenizaci6n. Las amebas congeladas se descongelan y se resuspenden por
sonicacién (dos pulsos de 30 seg a 100 W con un Braun Sonic 1510) en buffer Tris-HCI
50 mM pH 7,0 conteniendo 1 mM PMSF a 30 - 40 mg ml-! de proteinas.

Paso 2: Centrifugacién a 12.000 xg. Los nicleos y fragmentos grandes de membrana se
remueven por centrifugacién a 12.000 xg durante 15 min. Se separa el sobrenadante y el
pellet se resuspende, sonica y centrifuga dos veces mds como antes, pero con la mitad del
volumen previo de buffer. Finalmente se rednen los tres sobrenadantes.

Paso 3: Solubilizacién de membranas. Las membranas se obtienen centrifugando el
sobrenadante de 12.000 xg a 135.000 xg durante 40 min. Los pellets se resuspenden por
sonicacién a 6 - 8 mg ml-! de proteinas en buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,5 con 2% Lubrol
PX, 0,5% desoxicolato de sodio y 1 mM PMSF, y se centrifuga 95.000 xg durante 30
min para separar las proteinas insolubles. Los sobrenadantes se separan y los pellets se
resuspenden, sonican y centrifugan como antes. Los sobrenadantes de ambas
centrifugaciones se reidnen. Cuando se indica se utiliza para la solubilizacién de las
proteinas de membrana un buffer conteniendo Tris-HCl 50 mM con 2% Triton X-114, pH
1.5.

Paso 4: Cromatografia en Concanavalina A-Sepharosa. Se equilibra una columna con 25
mi de Concanavalina A-Sepharosa en buffer 50 mM Tris-HCI pH 7,5 con 150 mM NacCl,
0,5 % Lubrol PX, 0,2 % desoxicolato de sodio, 1 mM MgClz y 1 mM CaCly, y se pasan
las membranas sulubilizadas a 0,2 cm min-1. Se lava la columna con el buffer anterior y se
eluye con buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,8 con 0,5 % Lubrol PX, 0,2 % desoxicolato de
sodio y 0,5 M a-metilmanésido. Las fracciones con mayor actividad se retnen y se
dializan durante 14 horas contra 1 1 de buffer Tris-HC1 25 mM pH 7,8 con 0,2 % Lubrol
PX, 0,05 % desoxicolato de sodio y 10 % glicerol utilizando una membrana de 8.000
daltons de corte.

Paso 5: Cromatografia de intercambio iénico. El material eluido de la Concanavalina A-
Sepharosa se cromatograffa a temperatura ambiente por una columna de 16 x 100 mm
rellena con el intercambiador aniénico fuerte Q-Sepharosa fast flow, en un sistema FPLC.
La columna se equilibra con buffer Tris-HC1 25 mM pH 7,8 con 0,2 % Lubrol PX y 0,05
% desoxicolato de sodio. Se eluye con un gradiente lineal de 0 a 0,5 M NaCl en el mismo
buffer. Se reunen las fracciones de mayor actividad y se llevan a 2 mM PMSF y 20 ug

ml-! de leupeptina, antipaina, pepstatina y E-64.
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Paso 6: Cromatograffa de afinidad. Se usa la lectina de gérmen de trigo (7. vulgaris) unida
a Sepharosa 6MB. Una columna con 1,2 ml de lectina acopiada a Sepharosa se equilibra
con buffer 25 mM Tris-HC1 pH 7,8 con 0,2 % Lubrol PX. 0,05 % desoxicolato de sodio
y 100 mM NaCl. Se pasa la muestra tres veces, se lava con el buffer anterior y se eluye
con el mismo buffer mas 100 mM GlcNAc. Las fracciones eluidas con actividad GlcNAc-
fosfotransferasa se rednen y le llevan a 2 mM PMSF y 20 pg ml-1 de leupeptina,
antipaina, pepstatina y E-64.

Paso 7: Cromatografia de filtracién por gel. Una alicuota de 0,5 ml proveniente del paso
anterior se cromatograffa a temperatura ambiente por una columna Superosa 12 (10 x 300
mm) equilibrada y eluida con buffer Tris-HC1 S0 mM pH 7,5 con 0,02% Lubrol PX,
0,01% desoxicolato de sodio y 100 mM NaCl. Cuando se cromatografian membranas
solubilizadas la columna se equilibra y eluye con buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,5 con
0,5% Lubrol PX, 0,2% desoxicolato de sodio y 100 mM NaCl. Cuando se
cromatografian membranas solubilizadas con Triton X-114, las muestras se diluyen 1:4
con el buffer de equilibrio anterior previamente a sembrarlas en la columna.

Produccion de Anticuerpos Contra la GlcNAc-fosfotransferasa

Los anticuerpos contra proteinas de una preparacién purificada de GlcNAc-
fosfotransferasa se preparan como sigue: 100 pl (1,5 pg de proteinas) provenientes del
paso 6 de la purificacién se emulsifican con un volumen igual de adyudante de Freund
completo y se inyectan intraperitonealmente en ratones Balb/c machos de tres meses de
edad. Se hacen dos inmunizaciones secundarias en forma similar, con adyudante
incompleto, a los 15 y 30 dias. Se toma sangre del plexo retroorbital para cuantificar el
titulo de anticuerpos por dot-blot usanto proteinas solubilizadas de membrana de A.
castellanii como antigeno. Siete dias después del Gltimo refuerzo los ratones se sangran a
blanco por puncién cardiaca y se separa el suero, que se conserva a -20 °C.

Inmunoprecipitacion de la Actividad GlcNac-fosfotransferasa

Todas las incubaciones son a 4 °C con agitacién periédica y las centrifugaciones a 12.000
xg durante S min a esa temperatura. La fuente de GicNAc-fosfotransferasa fué el material
eluido de la columna de Q-Sepharosa (Paso 5 de la purificacién). Con el objeto de eliminar
el efecto del anticuerpo secundario y del S. aureus - protefna A sobre la actividad GlcNAc-
fosfotransferasa, el eluido de Q-Sepharosa fué preincubado con 2 pl cada 100 pl de
antisuero de conejo anti-ratén —el anticuerpo secundario— durante 30 min, y luego 30 min
m4s con 20 pl/100 pl de S. aureus - proteina A previamente lavada con buffer Tris-HCI
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50 mM pH 8,0 con NaCl 150 mM (TBS). La suspensién se centrifuga y el sobrenadante
se usa como fuente de GlcNAc-fosfotransferasa en los ensayos subsiguientes.

Cinco pl del eluido de Q-Sepharose preadsorbido se incuban durante 1 hora con 10 pl de
diluciones de suero inmune de ratén en albimina sérica bovina a 100 mg mi-1. Se agregan
luego 5 pl de suero de conejo anti-ratén y se incuba por 1 hora m4s. Finalmente, se
agregan 25 ul de S. aureus - proteina A lavada y se incuba 1 hora. Después de la
centrifugacién se mide la actividad GlcNAc-fosfotransferasa en el sobrenadante.
Paralelamente se hacen controles con el suero preinmune en idénticas condiciones.

Electrotransferencia y Reaccion con el Anticuerpo

El procedimiento estd adaptado del descripto por Timmons y Dunbar (34). Después de la
electroforesis, el gel se lava dos veces con buffer de transferencia (Tris 25 mM, glicina
192 mM, metanol 20%) y se transfieren las proteinas en el mismo buffer a una membrana
de nitrocelulosa en un aparato Transphor TE 50 (Hoefer Scientific) a 80 V durante 14 h
Las membranas se tifien luego con Pounceau S (35) para ver los estdndares de peso
molecular.

La membrana se destifie y se bloquean los sitios inespecificos simultaneamente con TBS
més 2% glicina y 3% leche en polvo descremada (TBS-GL) durantre 1 h Se trata luego
con el suero inmune diluido 1:500 en TBS-GL durante 1 h y se lava sucesivamente dos
veces durante 15 min con TBS, 15 min con TBS (500 mM NaCl) y 15 min con TBS.

Para detectar los anticuerpos unidos a la membrana se usan dos métodos:

a) Deteccién enzimdtica: La membrana se incuba 1 h con una dilucién 1:500 de suero de
cone;jo anti-ratén acoplado a peroxidasa como anticuerpo secundario; se lava entonces tres
veces durante 10 min con TBS, S min con Tween 20 0,1% en TBS, y dos veces durante
10 min. en TBS. Los anticuerpos marcados con peroxidasa unidos a la membrana se
detectan incub4ndola con 4-cloro- 1-naftol 2,5 mg ml-! en metanol frio mezclado en una
relacién 1:4 (v/v) con imidazol 12 mM, H207 1,25 pl ml-! en TBS (36).

b) Deteccién radioactiva: La incubacién con el anticuerpo secundario y los lavados
subsiguientes son similares a los descriptos para el método anterior, pero los anticuerpos
de conejo anti-ratén no estdn acoplados a peroxidasa. Las membranas se incuban luego
con [125]1] proteina A (105 cpm ml-1) en TBS-GL y después se lavan como en a), se secan
a temperatura ambiente y se exponen como los geles de poliacrilamida.
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Preparacion de [[2P]JUDP-GlcNAc

El [B32P)UDP-GIcNAc (1,2 Ci/mmol) se prepara en el laboratorio segin el método
descripto por Lang y Kornfeld (37) y se purifica por cromatografia en papel Whatman 3
MM utilizando etanol:4cido acético:acetato de amonio 1 M (75:26:4) (v/v) (38) como
eluyente.

Medicion de la actividad GlcNAc- Fosfotransferasa

Se utiliza el método descripto por Reitman y col. (29). La mezcla de incubaci6n contiene
buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,0, a-metilmanésido 200 mM como aceptor, 5 x 105 cpm de
[B32] UDP-GIcNAc y UDP-GlcNAc no marcado hasta 100 pM total, ATP 2 mM, MgClp
10 mM, MnCl2 10 mM, DTT 250 mM, GlcNAc 50 mM y albimina sérica bovina 2 mg
ml-! en un volumen final de 50 pl. Para medir la actividad en las preparaciones de
GlcNAc-fosfotransferasa de A. castellanii que no tienen detergente (Pasos 1 y 2 del
esquema de purificacién) y en membranas microsomales de C. capitata, se agrega ademds
0,4% de Lubrol PX o Triton X-100 respectivamente, y 0,1% de desoxicolato de sodio en
ambos casos.

Si no se especifican otras condiciones la incubacién se efectda a 37 °C durante 30 min para
los experimentos con la enzima de A. castellanii , o a 30 °C durante 1 h para la
C. capitata, y se detiene con 1 ml de EDTA-NaOH 5 mM pH 7,8. La mezcla de reaccién
se pasa por una columna que contiene 1 ml de QAE-Sepharosa 4B previamente equilibrada
con Tris 2 mM pH 8,0. El producto de la reaccién se eluye con Tris 2 mM NaCl 30 mM
pH 8,0 y se mide con 12 ml de mezcla centelleadora de Bray (39) en un contador de
centelleo Rackbeta 1214 (Pharmacia).

Cuando se emplea uteroferrina como sustrato, la mezcla de incubacién es la misma
excepto que el a-metilmanésido se reemplaza por uteroferrina 100 uM, y la actividad
especifica del UDP-GIcNAC se incrementa a 140 pM con 5 x 106 cpm de [B32P]JUDP-
GIcNAc . Después de la incubaci6n y digestién del aceptor con proteasa, los glicopéptidos
con oligosacdridos de alta manosa se aislan por cromatografia en columnas de 0,5 ml de
Concanavalina A-Sepharosa como lo describieron Couso y col. (40).

Una unidad se define como la cantidad de enzima capaz de transferir 1 nmol de GlcNAc-1-
fosfato a a-metilmanésido 200 pM en 1 hora a 37 °C.
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Fosforilacion de aceptores enddgenos de C. capitata

En la mezcla de incubacién se resuspenden 2,4 mg de proteinas de membrana en buffer
Tris-HCI pH 7,5, con 30 x 106 cpm de [B32P]JUDP-GlcNAc (90 uM), MgClz 10 mM,
MnCl; 10 mM, 0,25 mM ditiotreitol, ATP 10 mM, GlcNAc 50 mM, B-glicerofosfato 50

mM, Triton X-100 0,4%, desoxicolato de sodio 0,1%, y azida de sodio 0,1%, en un
volumen final de 200 pl. Se muelen 30 pupas de seis dfas de C. capitata en un mortero

en presencia de nitrégeno liquido y el polvo resultante se agrega a la mezcla anterior.
Después de incubar toda la noche a 30 °C, se precipita una alicuota de 100 pl con

cloroformo:metanol (1:2), se resuspende en buffer de muestra y se hace una electroforesis
seguida por autorradiografia del gel seco.

Tratamiento con fosfatasa alcalina

La muestra a tratar se lleva a seco a 37 °C en corriente de nitr6geno y se le agregan 2 pl de
fosfatasa alcalina de E. coli en sulfato de amonio 2,5 M, 90 pl de agua, y 10 pl de buffer
Tris-HC1 0,5 M pH 8,0. Se agita e incuba 3 h a 30 °C. La reaccién se detiene con 2 vol.
de etanol frio y luego de 30 min en hielo se separa el sobrenadante centrifugando 5 min a
13.000 xg. Se lleva a seco en corriente de nitrégeno y se redisuelve en agua.

Hidrolisis dcida
Las muestras se llevan a seco en corriente de nitrégeno a 37 °Cy se redisuelven en:

a) Hidr6lisis 4cida suave: 0,5 ml de HCI 0,1 N. La hidr6lisis se efectia a 100 °C durante
30 min.

b) Hidr6lisis 4cida fuerte: 0,5 ml de HCl 1 N. La hidrélisis se efectia a 100 °C durante
4 h.

En ambos casos el material se lleva a seco y redisuelve dos veces en agua para eliminar el
HCI remanente.

Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida

La electroforesis se llevan a cabo como lo describe Laémmli (41), en geles de 8% de
poliacrilamida. Las muestras se calientan en bafio maria a 100 °C durante 3 min con buffer
Tris-HCI 50 mM pH 6,8, SDS 1%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,05% y 2-
mercaptoetanol 140 mM. Los geles se tifien con Coomasie Blue R-250 o con la tincién por
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plata como la describen Oakley y col. (42). La autorradiografia de los geles secos se hace
a-70 °C utilizando pantallas intensificadoras y placas Kodask X-Omat K.

Cromatografia y electroforesis en papel

Las cromatograffas descendentes en papel se hacen utilizando papel Whatman 1 con los
siguientes solventes: Solvente A (38): etanol:4cido acético:acetato de amonio 1 M
(76:26:4). Solvente B (43): acetato de etilo:piridina:dcido acético:agua (5:5:1:3). Las
electroforesis en papel se hacen en acetato de piridina 1,2 M pH 6,5 a 1.000 V (20 V/cm)
(44).

Determinacion de Proteinas

La concentracién de proteinas se determina midiendo la absorbancia a 280 nm, o segin el
método de Lowry y col. (45) modificado por Peterson (46). Las proteinas totales de la
fraccién seleccionada del eluido de la Superosa 12 durante la purificacién de la GlcNAc-
fosfotransferasa de A. castellanii se miden por absorbancia a 205 nm en un
espectrofotémetro Gilford Response (46). En todos los casos se utilizé albimina sérica
bovina como estdndar.

Marcacién de proteinas con [125]).

En un experimento tipico se marcan alicuotas de 50 pl de las fracciones elufdas de la
columna de Superosa 12 incubdndolas en tubos de vidrio con Iodogen y 5 a 10 uCi de
[1251] Nal en un volumen total de 100 pl, durante 20 min a 04 °C. Cuando las muestras

se analizan por electroforesis, la reaccién se detiene por adicién del buffer de muestra.

La marcacién de la proteina A se hace en tubos de vidrio con 20 pg de Iodogen, 250 pLg de
proteina A, 500 a 1.000 puCi de [125]] Nal en 50 pul de buffer fosfato de sodio 50 mM pH
7,4. Se incuba 10 min a temperatura ambiente y se agregan 12,5 pl de Nal 1M. La
muestra se desala en una columna de Sephadex G-25 de 5 ml equilibrada con TBS. La
proteina A marcada aparece en el volumen de exclusién.

Cria de C. capitata

Se crian moscas de la especieC. capitata silvestres de la cepa ARG-17 bajo condiciones
estdndares a 23 °C y 70-80% de humedad relativa. Las pupas de seis dias se seleccionan
como fué descripto por Rabossi y col. (47) a partir de cultivos que fueron sincronizados
aislando pre-pupas en el estadio de pupario blanco.
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Preparacion de membranas microsomales de C. capitata

Las membranas microsomales de pupas se preparan como se describié previamente, con
pequeiias modificaciones (48). Todas las operaciones se realizan a 4 °C. Diez gramos de
pupas de seis dfas de C. capirata se lavan sucesivamente con agua desionizada, con
NaOCl 1% por 30 seg , con NaCl 0,68 M, con NaCl 1,37 M, y con NaCl 128 mM, KCl
5 mM, 2,5 mM CaCl; y EDTA 2 mM. Las pupas lavadas se muelen en un mortero bajo
nitrégeno l{quido y el polvo resultante se homogeiniza en un Potter-Elvejhem con buffer
Tris-Maleato 100 mM pH 7,4 conteniendo MgClz 5 mM, MnCl; 1 mM, EDTA 4 mM, 2-
mercaptoetanol 8 mM, glicerol 8%, sacarosa 6%, PMSF 2 mM, y butilhidroxitolueno 2
mM. El extracto se centrifuga 10 min a 7.000 xg, el sobrenadante , nuevamente a 180.000
xg por 90 min, y el pellet enriquecido en microsomas se resuspende por sonicacién en
buffer Tris-HCI pH 7,5 con Triton X-100 2% y desoxicolato de sodio 0,5%. Esta es la
fuente de enzima para los ensayos subsiguientes.
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Resultados
Purificacion de la GlcNAc-fosfotransferasa de A. castellanii

Los resultados de la purificacién de la GlcNAc-fosfotransferasa de A. castellanii se
resumen en la tabla I. Los datos son los de una preparacién tipica cuyos detalles estdn
descriptos en la seccién de Procedimientos Experimentales. A pesar del nimero elevado
de pasos, con un poco de préictica la preparacién se efectia en tres dias de trabajo.

Paso Volumen | Proteinas | Actividad | Actividad | Purif. | Rendim.
Especifica
ml mg Ua Umgl | Veces P
1. Homogenato 258 7.150 | 177.800 24.9 1 100

2. Sobrenadante 12.000 xg| 367 4.436 | 146.900 33,1 1,3 83

3. Membr. Solubilizadas 208 1.261 | 79.600 63,1 2,5 45

4. Con A-Sepharosa 70 88 42.200 480 19 24

5. Q-Sepharosa 42 19 20.500 1079 43 12

6. T. vulgaris-Sepharosa 2.8 0,042 | 10.500 | 249.000 | 10.030} 5.9

7. Superosa 12 10 0,0032 | 5.200 }1.617.000)65.000] 2,9

2 Una unidad se define como 1 nmol/hora de GIcNACP transferido a a-metilmanésido en
las condiciones del ensayo de actividad GlcNAe-fosfotransferasa que se describen en
Procedimientos Experimentales.

Paso 1. Preparci6n del extracto: Por lo general se parte de 8 litros de cultivo, de los que se
cosechan 110 g de amebas (peso himedo) que se guardan congeladas hasta el momento de
ser utilizadas. Cuando se utilizan amebas recién cosechadas se obtienen esencialmete los
mismos resultados. Las amebas se descongelan y se homogeinizan por sonicacién en un
volumen tal de buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,0 que resulte una concentracién final de
protefnas de unos 30 mg ml-1.

Paso 2. Centrifigacién a 12.000 xg : Con esta operacién se eliminan la mayoria de los
trozos grandes de membranas, y micleos. El homogenato resultante del paso anterior se
centrifuga a 12.000 xg y el sobrenadante, que contiene las membrans microsomales, se
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centrifuga a 12.000 xg y el sobrenadante, que contiene las membrans microsomales, se
reserva para el paso posterior. El pellet se resuspende por sonicacién dos veces mds en el
mismo buffer y se vuelve a centrifugar, reuniéndose todos los sobrenadantes. Con esto se
mejora la recuperaci6n de actividad GlcNAc-fosfotransferasa y se obtienen rendimientos
bastante elevados, generalmente mayores del 80%. La concentracién final de proteinas es
de 10 2 15 mg ml-1.

Paso 3. La GlcNAc-fosfotransferasa de A. castellanii es una enzima unida 2 membranas.
Cuando se sedimentan las membranas en las condiciones indicadas, toda la actividad
queda en el pellet. Las enzima se extrae con una combinacién de Lubrol PX y desoxicolato
de sodio a pH 7,5. Se encontr6 que la inclusién de un detergente aniénico en el buffer de
solubilizacién mejora la eficiencia de la extraccién. La mezcla de los dos detergentes
solubiliza generalmente el 55% de la actividad GlcNAc-fosfotransferasa presente en el
sobrenadante de 12.000 xg, contra un 40% cuando se emplea Lubrol PX solamente. Se
recupera alrededor del 45% de la actividad inicial y el 20% de las proteinas, con lo que la
purificacién total es de unas 3 veces, y la del paso 2 veces.

Las membranas solubilizadas se guardan congeladas a -70 °C hasta el dia siguiente,
cuando se hace la cromatografia por Concanavalina A-Sepharosa. La congelacién en
cualquiera las etapas entre los pasos de purificacién mejora el rendimiento respecto de si se
los guarda a 4 °C, atn en las fracciones mds purificadas.

Paso 4. Cromatografia en Concanavalina A-Sepharosa: Las membranas solubilizadas se
cromatografian por la columna de esta lectina que se une a oligosacéridos de alta manosa

(Figura 4).
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Figura 4: Cromatografia en Concanavalina A-Sepharosa. Las condiciones de la
cromatografia se detallan en Procedimientos Experimentales. Se pasan una vez las
membranas solubilizadas de A. castellanii por la columna de Concanavalina A-
Sepharosa y se lava con el buffer de equilibrio a partir de los 70 ml de elucién.
Cuando se indica con la flecha se eluye con ese buffer sin Mn2* ni Mg2+ y con 0,5
M a-metilmandsido. Se colectan fraciones de 1,4 ml y se determinan la actividad

GlcNAc-fosfotransferasa (FT) y las proteinas totales como absorbancia a 280 nm.

Las fracciones de mayor actividad GlcNAc-fosfotransferasa se llevan a 10% de glicerol y
1 mM PMSF, y se dializa durante toda la noche en el buffer de equilibrio de la columna de
Q-Sepharosa. El agregado de glicerol durante la didlisis mejora la recuperacién de la
enzima, pero no tiene el mismo efecto en las otras etapas, por 1o que se utiliza solo en esta
ocasion.

Este resulté ser el segundo paso en eficiencia de la purificacién. Generalmente en el eluido
con a-metilmandsido se recuperan el 50% de la actividad y el 6% de las proteinas
presentes en las membranas solubilizadas, alcanzdndose una purificacién de 7 veces.
Estos valores estdn medidos después de la didlisis, durante la que se pierde un 2 a 5% de
la actividad.

Paso 5. Cromatografia de intercambio i6nico: Se encontré que la GlcNAc-fosfotransferasa
de A. castellanii se une a intercambiadores catiénicos como la DEAE-celulosa y la Q-
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Sepharosa Fast Flow. Para la purificacién se eligié esta dltima matriz porque brinda
resultados més consistentes entre diferentes preparaciones. Con los intercambiadores
catiénicos débiies muchas veces una fraccién considerable de la actividad total no se pegé
a la columna.

En la Figura 5 se muestra el perfil de una cromatograffa en Q-Sepharosa. La actividad
eluye a una concentracién de 0,1 a 0,2 M de NaCl, aunque en ocasiones se encuentran
formas de la enzima que eluyen con fuerzas i6nicas mayores, hasta 0,35 M NaCl. La
proporcién de estas especies varia de una preparacién a otra y no se ve afectada por la
presencia de PMSF o de desoxicolato de sodio en el buffer de solubilizacién. Se us6 para
las operaciones subsiguientes solo la fraccién que eluye a menor fuerza iénica.
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Figura 5: Cromatografia en Q-Sepharosa del eluido de la columna de Concanavalina
A-Sepharosa. El eluido dializado de la columna de Concanavalina A-Sepharosa se
pasa por la columna a 4 ml min-1. Se colectan fracciones de 4 ml en las que se
miden actividad GlcNAc - fosfotransferasa (FT) y proteinas totales como
absorbancia a 280 nm. Se rednen para el paso siguiente las de mayor actividad que
eluyan con 100 - 200 mM NaCl.

Generalmente el material eluido de la columna de intercambio i6nico con actividad tiene un
volumen de 40 ml, obteniéndose una purificacién de 2 veces y un rendimiento del 40%.
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Paso 6. Cromatograffa de afinidad en columna de lectina de T. vulgaris. La cromatografia
en esta lectina que tiene afinidad por oligosacdridos con N-acetilglucosamina en el extremo
no reductor (49) se muestra como el paso de mayor eficiencia, ya que se obtienen
frecuentemente purificaciones de més de 200 veces con rendimientos del 55% (Figura 6).
Solo el 0,25% de las protefnas del material de entrada coeluyen con la actividad, y cuando
se tifie con plata un gel desnaturalizante y reductor de la preparacién en esta etapa solo se
observan 7 bandas (Figura 9 A), algunas de las cuales pueden ser subunidades o
productos de prote6lisis (esto se discute més adelante).
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Figura 6: Cromatografia por columna de lectina de T. vulgaris -Agarosa del material
eluido de la columna de Q-Sepharosa. Se pasa la muestra eluida de la columna de
Q-Sepharosa como se detalla en Procedimientos Experimentales. Con la flecha se
indica el comienzo de la elucién con buffer conteniendo GlcNAc. Se colectan
fracciones de 0,5 ml y se miden actividad GlcNAc-fosfotransferasa (FT) y

proteinas totales como absorbancia a 280 nm.

Paso 7: Cromatografia de exclusién molecular. Como se mostrar4 enseguida, la GIcNAc-
fosfotransferasa presenta una gran dispersién de tamaiio, con formas mayores a 1.000
kDa. Se eligi6 efectuar el Gltimo paso en una coluna de Superosa 12 (rango de inclusién
de 1 a 300 kDa) en vista de que en esta columna las especies con actividad GlcNAc-
fosfotransferasa se agrupan saliendo todas en el Vo, y las proteinas contaminantes eluyen
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a volimenes mayores, por lo que se separa mejor la enzima de aquellas de menor tamaiio
en estado nativo.

Una alicuota de las fracciones de mayor actividad eluidas de la columna de T. vulgaris se
se cromatografia en una columna de Superosa 12. Se opt$ por sembrar una alicuota antes
que por la concentracién de la muestra eluida del paso anterior debido a que con la
concentracién tanto por ultrafiltracién como por deshidratacién con Sephadex G-100 las
pérdidas de actividad fueron excesivamente grandes. La actividad eluye generalmente
cerca del Vg de la columna (7,6 ml), aunque, como en la preparacién que se muestra en la
Figura 7 A, es frecuente encontrar cierta dispersién de tamafio, con especies bien incluidas
en la columna. En ciertas preparaciones, como se discutird al mostrar los resultados con el
anticuerpo anti GlcNAc-fosfotransferasa, toda la actividad se incluye en la columna.



' T N e . .
—--------

Resultados
12000 P——p—— Pr————— 0.010
& . 5
L 8000 3
© 4 0.006 &
© =
S 6000 : 2
o 4 0.004 0y
< 4000 , >
I o
d -
2000 0.002 ?_,
0 . 0
6 8 10 12 14 16 18
Volumen de elucién (ml)
FRACCON 1 2 3 4 56 7 8 9
kDa 205 -
0 0Nde - -
116 =
97 = X
. > - ‘ -
66 -
-
45 -
B e SR

Figura 7: Panel A: Cromatograffa de exclusién molecular en Superosa 12. Se siembran
450 pl del material con actividad elufdo de la columna de lectina de T. vulgaris. La
muestra se eluye a 0,5 ml min-1 y se colectan fracciones de 0,4 ml. La barra horizontal
indica la zona de la columna que se selecciond para el andlisis de las proteinas y actividad
totales en este paso. FT: actividad GIcNAc-fosfotransferasa. Los nimeros 1 al 9 indican
las fracciones que se siembran en el gel de poliacrilamida. Panel B: Electroforesis del
material eluido de la columna de Superosa 12 (Panel A). Alfcuotas de las fracciones que
se indican eluidas de la columna de Superosa 12 se marcan con [1251] y las protefnas se
separan por electroforesis en gel de 7,5% de poliacrilamida reductor y con SDS, tal como
se describe en Procedimientos Experimentales. El gel se seca y se autorradiografia.
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Pureza de la GlcNAc-fosfotransferasa y determinacion del peso molecular

El grado de purificacién de la GlcNAc-fosfotransferasa se comprueba por electroforesis en
gel de poliacrilamida, en que las proteinas presentes en las fracciones eluidas de la
columna de Superosa 12 se separan en presencia de SDS y 2-mercaptoetanol. Se hace
necesario marcar las proteinas con [1251] para poder observarlas debido a la muy pequeiia
cantidad que es posible sembrar en cada carril del gel, del orden de 20 pg para las
fracciones con mayor actividad GlcNAc-fosfotransferasa, y porque no todas las proteinas
presentes se tifien eficientemente con plata.

En la Figura 7 B se muestra la aurorradiografia de la electroforesis de las distintas
fracciones eluidas de la columna de Suprerosa 12. Se observa que hay dos bandas de 82
kDa y 71 kDa que tienen aproximadamente la misma intensidad y se correlacionan con el
perfil de actividad GlcNAc-fosfotransferasa. Las dos bandas mencionadas representan el
70% de la marca de [125]] en la regién sefialada con la barra horizontal (Figura 7 A).

Cuando la muestra eluida de la columna de lectina de T. vulgaris —paso 6 en la
purificacién— se cromatografia por una columna de eclusién molecular Superosa 6 (Rango
de inclusién: 5 a 5 x 106 kDa), se observa que la mayor parte de la actividad eluye con un
tamaiio aparente correspondiente a 570 kDa (Figura 8).
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Figura 8: Cromatografia en Superosa 6 del material eluido de la columna de Q-
Sepharosa. Se siembran 0,5 ml en una columna de Superosa 6 equilibrada con
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HCl1 50 mM pH 7,0 con 0,1% Lubrol PX y NaCl 200 mM. Se eluye con el mismo
buffer a 0,5 ml min-! y se colectan fracciones de 0,5 ml. Se mide actividad
GlcNAc-fosfotransferasa como se indica en Procedimientos Experimentales. Las
flechas indican la posicién de elucién de los estdndares albimina sérica bovina
(BSA, 66 kDa), B-amilasa (B-Am, 200 kDa), ferritina (Fer, 440 kDa) y
tiroglobulina (TG, 669 kDa). El volumen de exclusién (Vo) se midi6 con Blue
Dextran 2000.

En algunas preparaciones se observa una gran dispersién, con formas de tamaiios
aparentes que oscilan entre méds de 1.000 kDa y 410 kDa. La tendencia a agregarse se ha
descripto en otras glicosiltransferasas de membranas purificadas a homogeneidad y serd
discutida m4s adelante.

Basdndose en la suposicién de que la formas de alto peso molecular podrian resultar de
interacciones no covalentes entre las formas de bajo peso molecular, se realizaron varios
intentos para transformar una forma en otra. No result6 posible hacerlo variando la
concentracién de Lubrol PX, la de desoxicolato de sodio o ambas una vez solubilizadas
las membranas, ni variando el pH en el rango 7,0 a 8,0. Tampoco resulté eficaz la
extraccién de las membranas con octilglucésido 1%, un detergente con una alta
concentracién micelar critica, cercana a 25 mM (50). Considerando que la presencia de
uno o ambos sustratos, o de Mn2+, que influye en la actividad de la enzima, podrian
afectar el estado de agregacién a través de algin cambio conformacional, se probé el
efecto de varias concentraciones de o.-metilmanésido, UDP-GIcNAc y MnCly, sin que se
observara variacién en la posicién de elucién de la columna de Superosa 12. Como se verd
m4s adelante, solo la solubilizacién con Tritén X-114 brind6 una forma de menor peso
molecular, pero que no fué posible interconvertir con las m4s grandes.

Producion de anticuerpos policlonales contra la GlcNAc-fosfotransferasa

Los pasos seguidos para producir los anticuerpos contra la GlcNAc-fosfotransferasa est4n
descriptos en la seccién de Procedimientos Experimentales.

Para la inmunizacién se utiliza la fraccién con actividad GlcNAc-fosfotransferasa eluida de
la columna de lectina de T. vulgaris —paso 6 del esquema de purificacién-. En esta
preparacién la enzima estaba purificada unas 10.000 veces y tenia una actividad especifica
de m4s de 240.000 U mg-1. Debido a que en este paso se tienen solo unos 40 pg de
proteinas totales, se usaron ratones para la produccién de anticuerpos.
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En la figura 9 A se muestra un gel de poliacrilamida tefiido plata de las proteinas usadas en
la inmunizacién. Hay dos bandas anchas predominantes con pesos moleculares relativos
de 71 kDa y 82 kDa. Hay una banda estrecha y muy intensa de 118 kDa, y una o
posiblemente tres bandas anchas en la zona de 50-57 kDa. Apenas perceptibles hay
bandas de 180 kDa, 150 kDa, 94 kDa, 61 kDa, 42 kDa y 24 kDa de peso molecular
relativo.
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Figura 9. Panel A: Electroforesis en gel de 8% de poliacrilamida de 1,6 pug de
proteinas eluidas de la columna de lectina de T. vulgaris (material de inmunizacion,

ver Procedimientos Experimentales) y tefiido con plata. Panel B: Inmunoblot de
130 pg de protefnas totales de A. castellanii reveladas con el antisuero de ratén

contra la GlcNAc-fosfotransferasa, y suero de conejo anti ratén conjugado con
peroxidasa como anticuerpo secundario. Panel C: Inmunoprecipitacién de actividad
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GlcNAc-fosfotransferasa parcialmente purificada de A. castellanii por diversas
diluciones del antisuero de ratén.

Cuando se hace reaccionar el anticuerpo contra proteinas totales de ameba, reconoce solo
unas pocas proteinas (Figura 9 B). Las bandas principales tienen pesos moleculares de
158 - 150 kDa, 117 - 110 kDa, y 94 - 82 kDa. Hay otro par mucho m4s débil de 71 y 61
kDa, y una banda de 180 kDa. Estos pesos moleculares coinciden con los de las proteinas
presentes en el material utilizado para la inmunizacién (Figura 9 A).

Las proteinas de membranas microsomales o de aparato de Golgi de higado de rata, o de
membranas microsomales de la mosca C. capitata y del hemat6fago Triatoma infestans, o
proteinas totales de estos insectos o de D. discoideum , no reaccionaron en inmunoblots
con el antisuero. Esto indica que los anticuerpos obtenidos son altamente especificos para
proteinas de A. castellanii , reconociendo ademds solo unas pocas de ellas.

Se eligié la inmunoprecipitacién de la actividad GIcNAc-fosfotransferasa como indicativa
de la presencia de anticuerpos capaces de reconocer esta enzima, debido a que no hace
necesaria ninguna presuncién sobre el peso molecular de la enzima o sus posibles
subunidades. En la Figura 9 C se muestra que en las condiciones utilizadas para el ensayo
(ver Procedimientos Experimentales), una dilucién 1:300 del antisuero precipita el 50% de
la actividad enzimdtica, indicando de esa manera la presencia de anticuerpos capaces de
reconocer y unirse a la enzima. La actividad en la solucién no disminuye cuando los
anticuerpos no se precipitan con S. aureus — proteina A. Esto sugiere que no hay
anticuerpos capaces de modificar el sitio catalitico de la enzima en el antisuero (5).

El antisuero no fué capaz de precipitar la actividad GlcNAc-fosfotransferasa presente en
membranas solubilizadas de D. discoideum o de aparato de Golgi de células de higado de
rata, incluso a diluciones tan bajas como 1:10 o 1:20, por lo que se puede concluir que los
anticuerpos obtenidos son especificos para la GlcNAc-fosfotransferasa de A. castellanii .

Algunas de las proteinas reconocidas por los anticuerpos estdn relacionadas con la
actividad GlcNAc-fosfotrasnferasa

Para identificar cudles de las proteinas presentes en la preparacién utilizada en la
inmunizacién corresponden a la GlcNAc-fosfotransferasa, el elufdo de la columna de
lectina de T. vulgaris se cromatografié en una columna de Superosa 12. Como se ha
visto, la actividad generalmente no se incluye en esta columna, y sale con un Ve de 7,6

ml, coincidente con el Vg (Figura 10 A). Una alfcuota de cada fraccién se marca con [125]]
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y las proteinas se separan por electroforesis en geles de poliacrilamida y se visualizan por
autorradiograffa (Figura 10 B). Con otra alicuota del material eluido de la columna de
Superosa 12 se hace un inmunoblot que se revela con el antisuero de ratén (Figura 10 C).
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Figura 10. Cromatografia en Superosa 12. Preparacién excluida. Panel A:
Cromatografia en Superosa 12 del material alufdo de la columna de lectina de T.
vulgaris en preparaciones donde la GlcNAc-fosfotransferasa result6 excluida de
esta columna. ®—e Actividad GlcNAc-fosfotransferasa (FT); —— Absorbancia a
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280 nm; 1 a 8 son los nimeros de fraccién. Panel B: Protefnas eluidas de la
columna de Superosa 12. Alicuotas de cada fraccién (1 a 10) se marcan con 125INa
y las proteinas se separan por electroforesis en gel de poliacrilamida al 8 % y se
revelan por autorriadiografia. Panel C: Inmunoblot de las proteinas eluidas de la
Superosa 12. Alicuotas de las fracciones indicadas (1 a 9) se someten a
electroforesis en gel de poliacrilamida al 8%y se electrotransfieren a una membrana
de nitrocelulosa. El inmunoblot se revela con el anticuerpo de ratén contra la
GlcNAc-fosfotransferasa, utilizando antisuero de conejo anti ratén conjugado con

peroxidasa como anticuerpo secundario.

En la figura 10 C se ven dos bandas anchas de 104 kDa y 82 kDa con una distribucién de
intensidades de reaccién con el anticuerpo que coincide con la de la actividad GIcNAc-
fosfotransferasa (Figura 10 A), y hay dos bandas débiles de 117 kDa y 71 kDa con la
misma caracteristica. También hay una banda estrecha de 150 kDa con un Ve de 9,6 ml.
Todas estas proteinas se ven también cuando se marcan con 125INa (Figura 10 B), aunque
sus intensidades relativas difieren de aquellas que presentan en el inmunoblot; en este caso
la banda de méxima intensidad en la zona de la actividad corresponde a la proteina de 71
kDa. La intensidad relativa de las bandas de protefnas tal como aparecen reveladas por
tincién con plata, marcacién con 125INa, o deteccién con el anticuerpo, no es directamente
comparable debido a que cada uno de estos métodos detecta aspectos especificos de cada
proteina, que no tienen porqué guardar la misma relacién de una proteina a otra.

Para probar si las mismas bandas observadas en el inmunoblot del material purificado
también estaban presentes en un material méis crudo, se repitié el andlisis sembrando en la
Superosa 12 el material del paso 3 del esquema de purificacién (membranas solubilizadas,
ver los Procedimientos Experimentales). Con alfcuotas de las fracciones eluidas se hizo
una electroforesis en gel de poliacrilamida y un inmunoblot. La principal banda fué la de
104 kDa, y hubo bandas m4s débiles de 82 kDa, 71 kDa y 61 kDa.

Si por cualquier raz6n cambiara el Ve de la GlcNAc-fosfotransferasa en la cromatografia
de exclusién, entonces las bandas que correspondieran a la enzima deberian mostrar un
corrimiento equivalente en los inmunoblots. Se encontr§ que en algunas preparaciones la
actividad se incluye en la columna de Superosa 12. La Figura 11 A muestra uno de esos
casos, en que la actividad eluye con un Ve de 9,6 ml. Para estas preparaciones se obtuvo
el mismo Kn, con la enzima lisosomal uteroferrina que para aquellas en que la actividad
resulta excluida (21), descartdndose asf la presencia de otra actividad enzimdtica que
también transfiriera GIcNAc-1-fosfato a o--metilmandésido in vitro.
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Figura 11. Cromatografia en Superosa 12. Preparacién incluida. Panel A:
Cromatografia en Superosa 12 del material alufdo de la columna de lectina de 7.
vulgaris en preparaciones donde la GlcNAc-fosfotransferasa result6 incluida en esta
columna. ®— Actividad GlcNAc-fosfotransferasa (FT); —— Absorbancia a 280
nm; 1 a 9 son los nimeros de fraccién. Panel B: Inmunoblot de las proteinas
elufdas de la Superosa 12. Alicuotas de las fracciones indicadas (2 a 11) se someten
a electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% y se electrotransfieren a una
membrana de nitrocelulosa. El inmunoblot se revela con el anticuerpo de ratén
contra la GlcNAc-fosfotransferasa, utilizando antisuero de conejo anti ratén
conjugado con peroxidasa como anticuerpo secundario.

En la figura 11 B se muestra un inmunoblot de alicuotas eluidas de una Superosa 12 de
una preparacién purificada de GlcNAc-fosfotransferasa (material eluido de la columna de
lectina de T. vulgaris ) que result6 inclufda en esta columna. La banda de méxima
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intensidad con un perfil de reacci6n con el anticuerpo coincidente con el de la actividad fué
la de 150 kDa. Como se mencioné antes, en el caso de las preparaciones donde la
actividad result6 excluida de la Superosa 12 esta banda no coincide con la actividad.
También coinciden con la actividad las bandas de 71 kDa y de 82 kDa, aunque presentan
intensidades mucho menores.

Cuando se sembr6 en la columna Superosa 12 una muestra de membranas solubilizadas de
una preparacién en que la actividad se incluye, la de 150 kDa fué la principal banda en el
inmunoblot, y con menor intensidad, las de 71 kDa y 82 kDa. También aparecieron
bandas mds débiles de 180 kDa, 104 kDa, y varias en la zona de 117 - 128 kDa.

Se sabe de algunos casos en que una disminucién en el nimero de unidades de
polioxietileno en detergentes de la familia del Lubrol incrementa la eficiencia de la
solubilizacién de ciertas protefnas (51). Para comprobar si habia algin efecto atribuible a
esta causa sobre las membranas de A. castellanii, se solubilizaron estas con Triton X-114
y se cromatografiaron en una columna Superosa 12. La actividad GlcNAc -
fosfotransferasa eluy6 ahora con un Ve de 11,6 ml (Figura 12 A).
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Figura 12. Cromatograffa en Superosa 12 de preparaciones solubilizadas con
Triton X-114. Panel A: Cromatografia en Superosa 12 de membranas de A.
castellanii  solubilizadas con Triton X-114. ®—eActividad GIcNAc-
fosfotransferasa (FT); —— Absorbancia a 280 nm; 1 a 9 son los nimeros de
fraccién. Panel B: Inmunoblot de las protefnas eluidas de la Superosa 12. Alicuotas
de las fracciones indicadas (1 a 9) se someten a electroforesis en gel de
poliacrilamida al 8% y se electrotransfieren a una membrana de nitrocelulosa. El
inmunoblot se revela con el anticuerpo de ratén contra la GIcNAc-fosfotransferasa,
utilizando antisuero de conejo anti ratén como anticuerpo secundario y revelando
las bandas con [125]] protefna A.

No se conoce la razén de este cambio en el volumen de elucién, pero se puede suponer
que la cadena hidrofilica mds corta del Triton X-114 (t-Oct-CgHg-(OCH2CH2)7.80H)
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disminuye el estado de agregaci6n de la GlcNAc-fosfotransferasa en mayor medida que el
Lubrol PX (C12H25(OCH2CH2)9.100H). Por otra parte se sabe que hay proteinas que se
unen aproximadamente a una sola micela de detergente por molécula si la concentracién
del detergente est4 por sobre la concentracién micelar critica (52, 53) Si este fuera el caso,
el menor peso molecular micelar del Triton X-114 respecto del Lubrol PX podria explicar
al menos en parte la diferencia.

En el inmunoblot correspondiente que se muestra en la figura 12 B, se ve que las bandas
de 71 kDa y 82 kDa son las que coinciden con la actividad enzim4tica. La bandas mds
intensas son las de 117 kDa y de 150 kDa, que eluyen con un Ve diferente al de la
actividad GlcNAc-fosfotransferasa. Se advierten bandas més débiles de 180 kDa y 47 kDa
que tampoco coinciden con la actividad.

En ]la Tabla II se muestra un resumen de las bandas que presentan buena correlacién con la
actividad GlcNAc-fosfotransferasa. Las bandas de 71 kDa y 82 kDa est4n siempre
presentes y siguen los cambios en el Ve de la GlcNAc-fosfotransferasa, aunque no
siempre sean las bandas de maxima intensidad. La mismas bandas se pueden ver en
preparaciones altamente purificadas en las que las proteinas se han marcado con [125]]
(Figuras 7 B y 10 B).

Banda (kDa)] 180} 1501117]104} 94 182 | 71]61]42]23

Material

* Ameba total + + + + + + +

* Paso 6 (Ve=7.6)-Lubrol PX + + + +

*® Paso 3 (Ve=7.6)-Lubrol PX + + +

* Paso 6 (Ve=9.6)-Lubrol PX + + + +

® Paso 3 (V¢=9.6)-Lubrol PX + + + + + + +

* Paso 3 (Ve=11.6)-Triton X-114 + +

Tabla II. Probable identificacién de proteinas que forman parte de la GlcNAc -
fosfotransferasa. En la fila superior se muestran los pesos moleculares de las
proteinas presentes en el material de inmunizacién, segin se visualizan en ]a tincién
argéntica (Figura 9 A). Con las cruces se indican los pesos moleculares de las
proteinas detectadas por el suero de ratén anti GlcNAc-fosfotransferasa, y cuyo
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perfil de intensidades en inmunoblots coincide con el de actividad GlcNAc-
fosfotransferasa en la misma preparacién. Ameba total: Proteinas totales de A.
castellanii ; paso 3: Membranas solubilizadas de A. castellanii ; paso 6: materiai
eluido de la columna de lectina de T. vulgaris; Lubrol PX, Triton X-100 o Triton
X-114 se refiere al detergente utilizado en ]a preparacién del material.
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La GlcNAc-fosfotransferasa presente en membranas microsomales de A. castellanii fué
solubilizada con una mezcla del detergante no i6nico Lubrol PX y del detergente aniénico
desoxicolato de sodio, y subsiguientemente purificada unas 65.000 veces con respecto a
las proteinas presentes en el homogenato crudo, mediante cromatograffas con las lectinas
Concanavalina A y de Triticum vulgaris, el intercambiador i6nico Q-Sepharosa y
cromatografia de exclusién molecular en Superosa 12.

La base para la purificacién la constituyeron las cromatografias de afinidad con las lectinas
Concanavalina A y de T. vulgaris. El paso que brindé la mejor purificacién fue este
iltimo, resultado muchas veces enriquecimentos mayores de 200 veces, ya que solo se
une el 0,25% de las glicoproteinas del material que se carga en la columna. Ketcham y
Komnfeld (30) informan que solo el 0,002% de las proteinas totales de la A. castellanii se
unen a esta lectina, reflejando probablemente la composicién inusual de la GIcNAc-
fosfotransferasa en relacién a las otras glicoproteinas de la ameba. Otra posibilidad que no
se puede descartar es que la GlcNAc-fosfotransferasa esté O-glicosilada con N-
acetilglucosamina, si bien este tipo de glicosilacién no ha sido descripto para la A.
castellanii .

Otras glicosiltransferasas de membrana fueron purificadas hasta homogeneidad gracias al
empleo de columnas de afinidad construidas generalmente con algin sustrato o producto
de la enzima, acoplado a Agarosa o Sepharosa (54-63). Dado este precedente se investigd
la capacidad de la GIcNAc-fosfotransferasa de unirse varios compuestos de este tipo. Se
probaron columnas de uteroferrina-Sepharosa, glicopéptidos de tiroglobulina (alta
manosa)-Sepharosa, a-metilmandsido-Agarosa, UDP-Agarosa, UDP-hexanolamina-
Agarosa y UDP-4cido glucurénico-Sepharosa CL-4B. No fué posible retener la enzima
con ninguno de ellos a pesar de variarse ampliamente las condiciones que se utilizaron. La
GlcNAc-fosfotransferasa tampoco se uni6 a la lectina de Griffonia simplicifolia 1, que se
une a galactosas en el extremo no reductor de oligosacdridos, a Affi-Gel Blue, a Reactive
Red 120-Agarosa ni a Blue Sepharose CL-6B.

Por una combinacién de cromatografias de intercambio i6nico, exclusién molecular y
afinidad por lectinas se puedo obtener una preparacién altamente purificada de la enzima,
como se describi6 previamente. La electroforesis en condiciones desnaturalizantes y
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reductoras en geles de poliacrilamida en presencia de SDS mostré dos especies proteicas
principales, con pesos moleculares de 82 kDa y 71 kDa (Figura 7 B).

Estos dos polipéptidos son de peso molecular relativamente bajo para el Ve que presenta la
enzima en las cromatografias de exclusién en Superosa 12, coincidente con el Vg de la
columna y por lo tanto de m4s de 300 kDa. Proteinas de mayor peso molecular en los
geles de poliacrilamida eluyeron con Ve menores, como la de 150 kDa, que lo hizo con un
peso molecular aparente de 140 kDa en la Superosa 12 (Figura 7 B). Esto indica que
probablemente las proteinas de 82 y 71 kDa estén unidas en estado nativo, sea como
subunidades de una forma activa mayor, o como agregados menos definidos, sin descartar
que ocurran ambas cosas, dada la presencia de formas activas de més de 1.000 kDa.

La mayorfa de las glicosiltransferasas de membrana purificadas hasta homogeneidad
descriptas tienen actividades especificas entre 0,1 x 106 y 15,9 x 106 U mg-! con los
mejores aceptores (54 — 63, 69), sugiriendo que la GlcNAc-fosfotransferasa de A.
castellanii , con una actividad especifica de 1,6 x 106 U mg-! con a-metilmanésido como
sustrato, puede estar cerca de la homogeneidad, y que una 0 ambas bandas vistas en la
zona de la actividad cuando se marcan las protefnas eluidas de la Superosa 12 con 125]Na
pueden pertenecer a la enzima.

Los resultados obtenidos con e] anticuerpo contra la GlcNAc-fosfotransferasa también
apoyan que las bandas de 82 kDa y 71 kDa que se ven en la Figura 7 B est4n relacionadas
con la actividad enzim4tica. Tanto el tftulo relativamente alto obtenido en los ensayos de
inmunoprecipitacién como la alta especificidad para las proteinas de la ameba, sugieren
que al menos algunas de las bandas reveladas en los inmunoblots corresponden a la
GlcNAc-fosfotransferasa.

En la Tabla II se muestra un resumen de los pesos moleculares en geles de poliacrilamida
de las protefnas elufdas de columnas de Superosa 12 cuyas intensidades de reaccién con
los anticuerpos anti GlcNAc-fosfotransferasa se correlacionan bien con la actividad. Las
bandas de 82 kDa y 71 kDa estdn siempre presentes y siguen los cambios en el Ve de la
GlcNAc-fosfotransferasa que ocurren al variar las condiciones de la solubilizacién,
aunque no siempre sean las bandas de m4dxima intensidad. La mismas bandas se pueden
ver en preparaciones altamente purificadas en las que las protefnas se han marcado con
[1251] (Figura 10 B). En consecuencia, estas dos protefnas son subunidades o fracciones
de la GlcNAc-fosfotransferasa, si bien no se puede descartar que otras también podrian
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corresponder a la enzima, como la de 104 kDa, que siempre aparece coincidiendo con la
actividad aunque no se detecte en todas las preparaciones.

Varias glicosiltrasnferasas purificadas hasta homogeneidad se obtuvieron como dos o mis
polipéptidos de diferente peso molecular, situacién que se presenté en el caso de la
GlcNAc-fosfotransferasa de A. castellanii .

Una posibilidad es que la especie de 71 kDa sea una forma parcialmente degradada de la
forma de 82 kDa que apareceria al proteolizarse una porcién de la enzima que no resulta
esencial para la actividad catalftica ni para el reconocimiento del sustrato. Algo similar se
comprobé para al menos una sialiltransferasa de higado de rata (64), donde se demostré
por secuenciacién del cDNA y del extremo amino-terminal de la forma soluble, que esta
tiltima, de 3743 kDa, corresponde a la porcién luminal de la enzima completa de 47 kDa.
También hay buenas evidencias de que lo mismo ocurre con la sialiltransferasa purificada
de gldndulas submaxilares porcinas, en la que la forma B, de 44 kDa es soluble y no se
une a detergente, y probablemente derive por prote6lisis de la forma A, de 49 kDa, que
estd asociada a membranas y se une a una micela de Triton X-100 (65). Lo mismo se
postuld para las bandas de 44 y 56 kDa que se obtienen en preparaciones purificadas de
sialiltransferasa de calostro bovino (66), aunque en este caso ambas formas son separables
por filtracién en gel y en el presente eluyen con el mismo Ve. Una sialiltransferasa de
gldndulas submaxilares porcina (56) también se presenta como dos formas moleculares de
100 y 160 kDa.

Otras glicosiltransferasas de membrana que se presentan en las preparaciones purificadas
como dos bandas son la N-acetilglucosaminiltransferasa I de higado de conejo —-58 y 46
kDa- (58), la a1,3-galactosiltransferasa de timo bovino —40 y 42 kDa- (54), la N-
acetilgalactosaminiltransferasa II de higado de rata — 43 y 48 kDa - (60), una
sialiltransferasa de placenta humana —41 kDa la banda principal, y otras de menor
intensidad de 40, 43 y 65 kDa~ (61), una N-acetilglucosaminiltransferasa I de higado de
conejo —45 kDa la principal y bandas menores de 50 y 54 kDa - (62), la N -
acetilglucosaminiltransferasa III de higado de rata 62 y 52 kDa- (63), y lo mismo una
fucosiltransferasa de la leche humana, que aparece como dos polipéptidos de 53 y 51 kDa
(67).

El peso molecular de la GlcNAc-fosfotransferasa nativa estimado por filtracién por gel
estd entre algo mds de 1.000 kDa y 130 kDa dependiendo de la preparacién y de las
condiciones de solubilizacién, aunque su valor es bastante incierto teniendo en cuenta que
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se trata de una proteina de membrana, y por lo tanto puede estar unida a cantidades
apreciables de detergentes. Como ya se menciond, algunas glicosiltransferasas de
membrana se unen a una micela de detergente por molécula (55).. También hay que
considerar que la estimacién de pesos moleculares en solventes no desnaturalizantes se
basa en el principio de que las propiedades hidrodindmicas de la proteina en cuestién se
aproximan a las de una esfera de ese peso molecular (68), de lo que no hay certeza en este
caso.

No result6 posible establecer la razén de esta variacién en el Ve de la GlcNAc-
fosfotransferasa. Podria deberse a la existencia de forrmas enziméticas de diferentes pesos
moleculares, 0 que se unan a diferente cantidad de detergentes, o que tengan diversos
estados de agregacion, ya sea consigo mismas o con otras proteinas (52).

En vista de la gran diferencia de peso molecular aparente que presentan las distintas
formas de la GlcNAc-fosfotransferasa -desde 130 kDa hasta >1.000 kDa-, parece poco
probable que esta difrerencia se deba exclusivamente a la unién o no a una micela de
detergentes. Aunque no se puede descartar que existan formas que unan diferente cantidad
de detergentes, posiblemente también haya formas con actividad enzimética que presentan
diferentes estados de agregacién. La imposibilidad de disminuir el tamaiio aparente de las
formas de mayor peso molecular variando la composicién del buffer, tipo y cantidad de
detergente, pH y presencia o no de sustratos 0 Mn2*, indica que las formas de 570 kDa y
mayores pesos moleculares deben ser un complejo funcional con fuertes interacciones
entre proteinas. Esta situacién no es exepcional en otras proteinas de membrana, incluso
muchas que no estin relacionadas con la sintesis de glicoproteinas (60).

La GlcNAc-fosfotransferasa muestra cierta tendencia a agregarse, como lo demuestra la
dispersion de tamaiios que se observa en la cromatografia en columna de Superosa 6, que
tiene un rango de inclusién de 5 x 106 a 5 kDa. En ciertas preparaciones se observa
exclusivamente la forma de 570 kDa, y en otras est4 distribuida sobre un espectro bastante
amplio de tamafios, desde m4s de 1.000 kDa hasta unos 400 kDa, con todas las formas
presentando aproximadamente la misma actividad. Incluso algunas preparaciones muestan
toda la actividad incluyéndose en la columna de Superosa 12, con un peso molecular
aparente de unos 240 kDa. La formacién de agregados también se observé en la
galactosiltransferasa de timo bovino (54), la N-acetilglucosaminiltransferasa II de higado
de rata (60), y la N-acetilgalactosaminiltransferasa I de gldndulas submaxilares porcinas
(59).
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Cuando se recromatograffan, las formas de mayor y de menor tamafio no se
interconvierten, lo que descarta que haya un intercambio entre diferentes estados de
agregacién que coexisten en equilibrio.

La N-acetilglucosaminiltransferasa I de higado de conejo (62) aparece en las preparaciones.
como dos formas que no fué posible interconventir: una eluye casi en el Vg de la columna,
y otra est4 bién incluida. Solo fué posible obtener exclusivamente la forma de menor peso
molecular extrayendo las membranas con el detergente octilglucdsido, aunque se piensa
que se debe a que en este caso solo sea solubilibable la forma de bajo peso molecular.
También se excluye de una columna de Sephadex G-200 una galactosiltransferasa de
células de tumor ascitico de Ehrlich que por electroforesis en geles desnaturalizantes
aparece como una banda de 80 kDa (69).

Otra alternativa es que la asociacién de la actividad GlcNAc-fosfotransferasa sea con
proteinas que no estén relacionadas a la enzima, o incluso en que sea un artefacto que no
tiene existencia in vivo, sino que se forme a extraer las membranas con detergentes.

Como alternativa, la GlcNAc-fosfotransferasa se puede sintetizar como una proteina de
mayor peso molecular, como aquella de 104 kDa que aparece en algunas preparaciones
coincidiendo con la actividad, y las formas de menor peso molecular pueden representar
fragmentos proteoliticos que contienen el sitio catalitico. Existe el precedente de una
glicosiltransferasa que tiene una forma de alto peso molecular en geles de poliacrilamida
con SDS de 160 kDa, con productos proteoliticos que retienen la actividad hasta de 55
kDa (56). Esta posibilidad parece improbable en el caso de la GlcNAc-fosfotransferasa de
A. castellanii, debido a que incluso las formas de mayor tamaiio aparente, que resultan
excluidas de la Superosa 12, dan las mismas dos bandas de 82 y 71 kDa que las formas
minimas de 130 kDa aparentes que se obtienen solubilizando las membranas con Triton X-
114.



Actividad GlcNAc-fosfotransferasa en C. capitata



Resultados
Deteccion de GlcNAc-fosfotransferasa en C. capitata

Para estudiar la presencia de la enzima GlcNAc-fosfotransferasa en membranas de pupas
de 6 dias de C. capitata se utiliz6 un ensayo de la actividad in vitro empleando a-

metilmanésido como aceptor exégeno de la N -acetilglucosamina- 1-fosfato.

La actividad enzim4tica que se encontr6 en las membranas microsomales transfiere N -
acetilglucosamina-1-fosfato a o-metilmanésido a partir de UDP-GIcNAc en forma
dependiente del tiempo linealmente hasta tres horas (Figura 13 A), y la cantidad de
sustrato transferido fue proporcional a la cantidad de proteinas totales en el extracto
microsomal hasta 1 mg (Figura 13 B).

Figura 13 (En la siguiente p4gina): Incorporacién de N -acetilglucosamina-1-fosfato
a a-metilmanésido en funcién de la cantidad de membranas microsomales de C.

capitata (Panel A) y del tiempo de incubaci6én (Panel B). El ensayo se realiza como
se describe en Procedimientos Experimentales.
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Para investigar la naturaleza del producto de la GlcNAc-fosfotransferasa de C. capitata,
las membranas se incubaron en presencia ya sea de [B32PJUDP-GIcNAc o UDP-
[14C]GIcNAc, y a-metilmanésido como sustratos, y el producto de reacci6n se aplicé a
columnas de QAE-Sephadex. El producto que eluy6 con NaCl 30 mM se concentré bajo
corriente de nitrégeno y se desal6 en una columna de Bio-Gel P-2. Los productos
marcados con [32P] y [14C] migraron en una cromatografia en papel desarrollada con el
solvente A con el mismo R¢ que el GlcNAc-(a 1, 6) 32P-(o 1-metilmanésido), el producto

de la GlcNAc-fosfotransferasa de A. castellanii en las mismas condiciones, y cuya
estructura es conocida (29) (Figuras 14 A y 14 D). Ambos productos se hidrolizaron en
medio dcido débil y fueron sometidos a electroforesis en buffer acetato de piridina. El
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material marcado con [14C] se comport6 como un compuesto neutro (Figura 14 B)
mientras que el marcado con [32P] comigré con un estdndar de manosa 6-fosfato (Figura
14 E). Cuando los productos marcados resultantes de la hidrélisis 4cida se trataron ccn
fosfatasa alcalina y se recromatografiaron en el solvente A, migraron como [32P] y
[14C]GIcNACc respectivamente (Figuras 14 C y 14 F).

Es interesante sefialar que ni el a-metilglucésido ni el a-metilgalactésido sirvieron como
aceptores para la transferencia de GicNAc-1-fosfato (no se muestran los datos).

Figura 14 (En la pédgina siguiente): Andlisis de los productos marcados utilizando a-
metilmanésido como aceptor. El ensayo estdndar para medir la incorporacién de GlcNAc-
fosfato a o-metilmanésido se realiza como se describe en Procedimientos Experimentales
usando [B32P]JUDP-GIcNAc o UDP-[14C]GIcNAc como dadores del azdcar-fosfato. El
producto de reaccién fué aislado con una columna de QAE-Sepharosa, desalado en una
columna de Bio-Gel P-2 y cromatografiado en el solvente A (Panel A, marca en [14C];
panel D, marca en [32P]). Las sustancias que comigran con GicNAc-(a1,6) 32P-(al-
metilmanésido) (Paneles A y D) se eluyeron, se hidrolizaron en medio dcido débil y los
productos se separaron por electroforesis en papel (Panel B, marca en [14C]; panel E,
marca en [32P]). El material neutro que comigré con GlcNAc, tal como se muestra en el
panel B, se eluy6 y se cromatografi6 en solvente A (Panel C). El material radioactivo que
comigré con manosa 6-fosfato (Panel E) se hidroliz6 con fosfatasa alcalina y se
cromatografié en solvente A (Panel F).
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En la Figura 15 A se muestra que el méximo de actividad de la GlcNAc-fosfotransferasa
abarc6 un rango bastante amplio de pH: entre 6,5 y 7,5 con el 6ptimo a pH 7,0 en buffer
Tris-Maleato. Usando buffer Tris-HCl se observé un comportamiento similar en el rango
de pH 7,0 a 8,5. La temperatura éptima de incubacién para el ensayo in vitro fué de 30 °C
para incubaciones de una hora de duracién (Figura 15 B).
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Figura 15: Efecto del pH y de la temperatura cuando se utiliza a-metilmanésido
como aceptor. Las velocidades de reaccién se determinaron en las condiciones
etdndar descriptas en Procedimientos Experimentales. Panel A: Cada tubo se
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incuba al pH indicado. Panel B: Cada tubo fué incubado a la temperatura indicada.
Todos los puntos representan la transferencia promedio de duplicados sobre un
blanco (sin aceptor) de 0,8 pmol h-! mg-1.

La GlcNAc-fosfotransferasa de C. capitata requiere de cationes divalentes para su
actividad, siendo Mn2* 10 mM el doble de eficaz que Mg2+ 10 mM (Figura 16).

g Mn Mg Nada EDTA

1 1 ETTTeeeee

Mn +

=

Figura 16: Requerimientos de algunos cationes para la actividad GlcNAc-
fosfotransferasa: Se prueban concentraciones 10 mM de cada uno de los iones
indicados como cloruros, 0 EDTA 10 mM a pH 7,0. Las barras representan la
incorporacién promedio de duplicados una vez deducido el blanco (sin aceptor) de
1,7 pmol h-1 mg-1.

El Ky, aparente para UDP-GIcNAc fué de 21 UM en presencia de o.-metilmandésido 200
mM, y para el o-metilmanésido fué de 150 mM en presencia de UDP-GIcNAc 140 uM

(Figuras 17 Ay 17 B).
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Figura 17: Cinética de la fosforilacién en funci6én de la concentracién de sustratos. Se
incuban las membranas con varias concentraciones de UDP-N-acetilglucosamina o a-
metilmanésido en presencia de 200 M a-metilmanésido (Panel A) o 140 uM UDP-N-
acetilglucosamina (Panel B). En los gréficos principales se muestra la representacién de
Lineweaver-Burk y en los insertos la de Michaelis.
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Resuitados

La GlcNAc-fosfotransferasa es una enzima asociada a membranas

Luego de separadas las membranas microsomales por ultracentrifugacién (ver
Procedimientos Experimentales), el pellet fué resuspendido en buffer Tris-HCI 50 mM
con 2% Triton X-100 y 0,5% desoxicolato de sodio, pH 7,0, y el sobrenadante llevado a
la misma concentracién final de detergentes. Cuando se enzayé la actividad GIcNAc-
fosfotransferasa usando a-metilmandsido como aceptor exdgeno, el 95-100% de la
actividad estuvo en la fraccién correspondiente a las membranas (no se muestran los
datos).

La uteroferrina sirve como aceptor de UDP-N-Acetilglucosamina-1-Fosfato

Se estudio si la GlcNAc-fosfotransferasa de C. capitata es capaz de transferir GIcNAc-1-
fosfato a alguna enzima lisosomal, eligiéndose como aceptora la uteroferrina. Esta
glicoproteina con actividad de fosfatasa 4cida se aisla de iteros de cerdos (70), tiene un
solo oligosacdrido de alta manosa siendo la especie predominante MansGIlcNAc3 (5). Se
demostré que la GlcNAc-fosfotransferasa presente en el Golgi de rata, asi como la de
membranas de A. castellanii y de D. discoideum, tienen Ky, muy bajos para la
uteroferrina (21).

Se midié la velocidad de transferencia de GlcNAc-1-fosfato en funcién de 1a concentracién
de uteroferrina y se determinG un K, ap de 65 UM para esta glicoproteina (Figura 18).
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Figura 18: Transferencia de N — acetilglucosamina [32P]fosfato a uteroferrina. Las
membranas se incuban como se describe en Procedimientos Experimentales en
presencia de 140 pM de UDP-GIcNAc y las concentraciones que se indican de
uteroferrina. En el gréfico principal se muestra la representacién de Lineweaver-
Burk y en el inserto la de Michaelis.

Para probar que la transferencia se realiza sobre las manosas de los oligosacéridos de la
uteroferrina, se aislaron los glicopéptidos de alta manosa y se hidrolizaron en medio dcido
fuerte como se describe en los Procedimientos Experimentales. El producto de la hidrélisis
de cromatografié en papel con acetato de etilo:piridina:4cido acético:agua (5:5:1:3) y el
producto marcado con [32P] comigré con manosa 6-fosfato (no se muestran los datos).

También se probaron otras dos glicoproteinas no lisosomales que tienen oligosacéridos de
alta manosa como sustrato para la GlcNAc-fosfotransferasa de C. capitata : avidina y
RNAsa B. Ambas mostraron ser aceptores muy pobres para la enzima de mosca y no fué
posible determinar los Ky, para ninguna de las dos en raz6n de la extremadamente baja
incorporaci6én de GicNAc-1-32P que presentaron.
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Resultados

Fosforilacion in vitro de glicoproteinas de C. capitata

Se comprobd que esta GIcNAc - fosfotransferasa es capaz de transferir GIcNAc-1-P
desde [UDP-GIcNAc a protefnas endégenas de C. capirata . Como se decribe en los
Procedimientos Esperimentales, se agregaron pupas completas pulverizadas en mortero en
presencia de nitrégeno liquido a las membranas con el objeto de aumentar la concentracién
de aceptores endégenos. Luego de la incubacién, las protefnas se separaron por
electroforesis y se pusieron en evidencia las marcadas con [32P] por autorradiografia
(Figura 19 A). Hay dos bandas principales de 62 KD y 39 KD, y otras bandas de menor
intensidad, lo que indica que varias proteinas son aceptoras para la GIlcNAc-
fosfotransferasa in vitro.

La banda de 39 KD se cort6 del gel y se digiri6 con proteasa. Los glicopéptidos
resultantes se unieron a una columna de Concanavalina A-Sepharosa y se eluyeron con a-
metilmanésido, lo que indica que el [32P] est4 unido a oligosacdridos de alta manosa. El
material marcado con [32P] que se uni6 a la lectina se desal6 por filtracién en gel y se
someti6 a hidrélisis dcida fuerte. Luego de una electroforesis en papel con buffer de
acetato de piridina, la fraccién que corrié como manosa 6-fosfato se cromatografia en
papel con acetato de etilo:piridina:4cido acético:agua (5:5:1:3) como solvente. El producto
comigré con un estdndar de manosa 6-fosfato (Figura 19 B).
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Figura 19: Transferencia de GIcNAc-1-32P a glicoproteinas de C. capitata e
identificacién del producto. Se incuban 2,4 mg de proteinas solubilizadas de
membranas y extracto pupal total como se describe en Procedimientos
Experimentales. Panel A: Una alicuota de la mezcla de incubacién se precipitd y sus
proteinas se separaron por electroforesis. En el carril 1 se muestra el gel tefiido para
proteinas totales con Coomasie Blue, y el en carril 2 la autorradiograffa del gel
seco. Panel B: La banda de 39 kDa (sefialada con la flecha) se cort6 del gel anterior,
se digirié con proteasa y los productos solubles se desalaron en una columna de
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Resultados

Bio-Gel P-2, se hidrolizaron en medio 4cido fuerte y se cromatografiaron en el
solvente B.



Discusion

Discusion

Para este estudio se usé un sistema de ensayo in vitro en la bisqueda de indicios sobre el
sistema de transporte de enzimas lisosomales a los lisosomas en insectos. Estd bien
establecida la existencia de lisosomas en los insectos, pero hasta ahora nada se habfa
descripto sobre el transporte de hidrolasas 4cidas hacia esas organelas, ni sobre la
presencia de enzimas de la via metabélica de la manosa 6-fosfato.

Se ha establecido la presencia de una actividad GlcNAc-fosfotransferasa en membranas de
pupas de seis dias de la mosca mediterrdnea de la fruta C. capitata , capaz de transferir in
vitro GlcNAc-1-fosfato a a-metilmanésido. Se demostré también que el producto es
GIcNAc - (a 1, 6) P - (@ 1 — metilmanésido), similar al descripto para otras GIcNAc -
fosfotransferasas (29). La transferencia sobre la manosa parece especifica ya que la
enzima no puede utilizar como sustratos o-metilglucésido ni o.-metilgalactésido.

El pH 6ptimo hallado para la GlcNAc-fosfotransferasa de C. capitata -7,0- se parece al
de la enzima de higado de rata, que estd entre 6,5 y 7,5 en buffer Tris-HCI (29) y al de A.
castellanii , con mayor actividad a pH 6,5 - 7,0 en el mismo buffer (71). La temperatura
éptima para la actividad se asemejé més a la descripta para la enzima de A. castellanii , que
es de 22-28 °C en condiciones de ensayo semejantes (71). La enzima de higado de rata,
por su parte, tiene una temperatura 6ptima de 37 °C.

En forma similar a lo descripto para otras GIcNAc-fosfotransferasas —de higado de rata
(19, 72), de A. castellanii (71), de linfoblastos humanos (20)-, la enzima de C. capirata
también requiere de cationes divalentes para expresar su actividad. Contrastando con su
efecto sobre la enzima de hfgado de rata, Mn2+ y Mg2+ juntos no fueron m4s efectivos
que Mn2+ solo.

La actividad especifica de varias preparaciones vari6 entre 0,006 y 0,012 U mg-! con a-
metilmanésido 200 UM como sustrato aceptor, y estd entre las més bajas descriptas hasta
la fecha. Esto contrasta con la actividad de 0,38 U mg-! en membranas solubilizadas de
fibroblastos humanos (28) y los 0,52 U mg-! de membranas microsomales de higado de
rata (29).

La baja actividad en membranas de C. capitata podria deberse a que la enzima no se ha
solubilizado en las mejores condiciones para que se exprese su actividad en el ensayo in
vitro . Zhao y col. (20) informan que el desoxicolato de sodio tiene efecto inhibitorio
sobre la actividad de la GlcNAc-fosfotransferasa de linfoblastos humanos, pero no se ha
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Discusién

encontrado diferencias significativas de actividad en las membranas de C. capitata
cuando se solubilizaron en buffer con Lubrol PX, o con este detergente més desoxicolato
de sodio. La actividad especffica baja no arroja necesariamente luz sobre la funcién de esta
anzima en insectos; en membranas solubilizadas de A. castellanii la actividad GlcNAc-
fosfotransferasa es mayor a 60 U mg-l, y sin embargo no hay pruebas de que en estos
miCroorganismos la enzima sirva para dirigir el tréfico de enzimas lisosomales.

A pesar de su baja actividad especffica, la GlcNAc-fosfotransferasa de C. capitata mostrd
afinidades similares a las de otras GicNAc-fosfotransferasas por los sustratos empleados
para el enzayo in vitro. (Tabla III).

Km ap UDP-GIcNAc Km ap - .

Fuente metilmanésido Referencia

uM mM
C. capitata 21 150
Linfoblastos humanos 24 117 20
Higado de rata 38 183 29
A. castellanii 43 568 71
D. discoideum 250 21

Tabla [II: Comparacién entre los Kp ap de la GIcNAc-fosfotransferasa presente en
pupas de seis dfas de C. capitata y las de GlcNAc-fosfotransferasas de otro
origen, para el a-metilmanésido y el UDP-GIcNAc.

La GlcNAc-fosfotransferasa de mamiferos es la enzima clave en la via de 1a manosa 6-
fosfato porque es capaz de discriminar entre las enzimas lisosomales y las que no lo son,
reconociendo 200 veces mejor las enzimas lisosomales de otras glicoproteinas no
lisosomales conteniendo oligosacdridos de alta manosa similares. Una caracteristica
parecida presenta la GIcNAc-fosfotransferasa de A. castellanii, que tiene un Ky 30 veces
menor para las enzimas lisosomales que para las que no lo son; si bien hay que recordar
que no se conoce la funcién de la enzima en este microorganismo, en €l que no se han
encontrado la fosfodiester N -acetilglucosaminidasa ni el receptor de manosa 6-fosfato.

La GlcNAc-fosfotransferasa de C. capitata in vitro es capaz de usar como sustrato
glicoproteinas de mamifero exégenas. El Ky, aparente para la uteroferrina —65 pM- se
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asemeja al de la GlcNAc-fosfotransferasa de higado de rata, que es 16 UM (5), y el de la
enzima de A. castellanii , 59 UM (71). Por otra parte dos glicoproteinas no lisosomales
con oligosacdridos de alta manosa, la RNAsa B y la avidina, fueron malos sustratos para
la enzima de insecto.

También se demostré que puede utilizar in vitro glicoproteinas endégenas como sustrato,
y que la transferencia de GlcNAc-1-fosfato se realiza sobre grupos manosa, como se
deduce del hallazgo de manosa 6-fosfato en esas glicoproteinas.

Ya se habian encontrado azicares-fosfato en algunas glicoprotefnas de insecto. Osir y col.
los describieron en vitelogenina de Manduca sexta (31) y Masuda y Olivera hallaron
manosa 6-fosfato en vitelina de Rhodnius Prolixus (32). Recientemente, Cho y Raikhel
encontraron que el cDNA de una proteasa aspdrtica lisosomal del mosquito Aedes aegypti
presenta gran homologia con el de las catepsinas D y E. Analizando la secuencia
encontraron que presenta un sitio de glicosilacién posible, adem4s de una secuencia que en
la catepsina estd relacionada con el reconocimiento por la GlcNAc-fosfotransferasa y la
formacién de la manosa 6-fosfato (73).

Aqui se describe por primera vez en insectos e invertebrados pluricelulares la GIcNAc-
fosfotransferasa, enzima clave en el trifico de enzimas lisosomales en mamiferos.
Resultados no publicados indican que otro artrépodo, el cangrejo de estuario
Chasmagnatus granulata, posee una actividad GlcNAc-fosfotransferasa similar. También

se encontré manosa 6-fosfato en las glicoproteinas del cangrejo y en una de sus enzimas
lisosomales, la a-L-fucosidasa (V. Alvarez, E. Guillén y R.O. Couso, en preparacién).

Aunque no hay evidencia directa de que las hidrolasas 4cidas de insectos tengan manosa 6-
fosfato en sus oligosacdridos de alta manosa, se encontré que hay glicoproteinas de
C. capitata capaces de actuar como aceptoras in vitro, por 1o que no se puede descartar
que aqui la GlcNAc-fosfotransferasa esté involucrada en el transporte de hidrolasas 4cidas
a los lisosomas.

Como alternativa se puede suponer que las glicoproteinas fosforiladas por la actividad
GlcNAc-fosfotransferasa son proteinas exportadas por las células, como las vitelogeninas,
y no las enzimas lisosomales.
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