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RESUMEN

El reticulo endoplasmico (RE) es el compartimiento de sintesis, modificacién post-
traduccional y plegamiento de proteinas y glicoproteinas que seran destinadas a
secrecion, membrana plasmatica o distintas organelas de los sistemas endocitico y
exocitico. Una de las modificaciones post-traduccionales mas frecuentes, la
N-glicosilacién, esta relacionada con el plegamiento de las proteinas ya que sin la
adicién de los oligosacaridos, numerosas proteinas son incapaces de alcanzar su
conformacién nativa. En general, los intermediarios de plegamiento, las proteinas
no totalmente ensambladas, las proteinas mal plegadas y los agregados son
selectivamente retenidos en el RE. El transporte hacia el aparato de Golgi ocurre
solamente cuando las proteinas se han plegado correctamente y se han ensamblado
para el caso de los multimeros. Este importante fenbmeno, que asegura la integridad
funcional de las proteinas que salen del RE, ha sido denominado “control de calidad
del RE". Para el caso de las glicoproteinas la estructura o grado de procesamiento de
sus oligosacaridos ha sido postulado como una sefial para la retencién o el transporte
de las mismas.

La N-glicosilacibn comienza en la mayoria de los eucariotas con la transferencia de
un oligosacéarido de estructura GlczMangGIcNAc; desde un intermediario lipidico
(dolicol-P-P-oligosacarido), a proteinas nacientes en el RE. Inmediatamente luego de
la transferencia, los tres residuos de glucosa son removidos por las glucosidasas [y II.
Parodi y colaboradores demostraron que los oligosacéaridos unidos a proteina son
transitoriamente reglucosilados dentro del RE mediante la accién de la enzima
UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa. Esta enzima fue purificada a homogenei-
dad a partir de higado de rata. La caracteristica que hace Gnica a esta enzima es que la
glicoproteina aceptora, en un ensayo libre de células, debe estar desnaturalizada para
ser un aceptor eficiente. El efecto de la desnaturalizacién no se debe a que vuelve
accesibles los oligosacaridos que pudieran estar no disponibles en la estructura
nativa. Por el contrario, la enzima reconoce en el esqueleto proteico elementos
expuestos en las conformaciones desnaturalizadas pero no en las nativas de las
glicoproteinas.

En este trabajo de tesis se purificd a homogenidad la UDP-Glcglicoproteina
glucosiltransferasa de Scizosaccharomyces pormbe Esta resultd ser, al igual que la
glucosiltransferasa de higado de rata, una proteina soluble del RE, que requiere Ca2+*
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para su actividad, su pH 6ptimo es cercano al neutro, utiliza UDP-Glc como dador de
azucar y glucosila eficientemene glicoproteinas desnaturalizadas. La enzima pura
form6é GlciMan7.9GlcNAc;-proteina cuando se incubd con tiroglobulina
desnaturalizada y UDP-Glc. Los mismos compuestos se formaron por glucosilacion
de aceptores endégenos en preparaciones crudas de microsomas de .5 pombe La
misma actividad no pudo ser detectada en Saccharomyces cerevisiae siendo este el
unico organismo eucarionte conocido hasta el momento que carece de actividad de
glucosiltransferasa. Se secuenci6 el gen de la glucosiltransferasa de S5 pornbe (gpt7).
Este codifica para un polipéptido de 1429 aminoacidos (aa), en su extremo N-terminal
posee un péptido sefial de 18 aa, y en el C-terminal presenta el tetrapéptido PDEL que
representaria una nueva sefial de retencién para proteinas solubles del RE en
S pombe Se ha propuesto recientemente un modelo en el cual la calnexina (una
proteina de membrana del RE), la glucosidasa II y la UDP-Glc.glicoproteina
glucosiltransferasa forman parte del mecanismo de control de calidad del
plegamiento de glicoproteinas en el RE. De acuerdo al mencionado modelo, las
glicoproteinas serian deglucosiladas por la glucosidasa Il y, si no se encuentran
correctamente plegadas, sufririan una reglucosilacién catalizada por la
glucosiltransferasa. La calnexina es capaz de unir glicoproteinas con oligosacaridos
monoglucosilados, por lo tanto, las glicoproteinas no plegadas serian unidas por la
calnexina siendo retenidas dentro del RE dado que la calnexina es una proteina de
membrana. Este ciclo continuaria hasta que las glicoproteinas adquieren sus
estructuras terciarias nativas. En estas condiciones dejarian de ser sustrato de la
glucosiltransferasa y solo serfan sustrato de la glucosidasa II que las liberaria del
residuo de glucosa y por lo tanto de la interaccién con la calnexina permitiendo su
salida del RE. La glucosiltransferasa tendria un rol fundamental dentro de este
modelo ya que seria el sensor de la estructura de las glicoproteinas, marcandolas o no
con el residuo de glucosa que determinara su unidn a la calnexina.

La sintesis del mRNA de gp/7 fue aumentada entre 2 y 9 veces en condiciones que se
sabe afectan el plegamiento de las proteinas en el RE. Esta fue la primera evidencia
obtenida /7 vivo que estaria de acuerdo con la participacién de la glucosiltransferasa
en el mencionado mecanismo de control de calidad en el RE. Hasta el momento esto
habia sido inferido por la capacidad de glucosilar /7 vZro solo glicoproteinas
desnaturalizadas. Sin embargo la disrupcion del gen gpt7 en S pombe resulté no ser
letal para les celulas. Las células gpf7 - pudieron crecer sin inconvenientes a las
temperaturas ensayadas, solo presentaron una pequefia diferencia de tamafio.
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Parte de los resultados presentados en esta Tesis han sido publicados en:

“Purification to Homogeneity of UDP-glucose:Glycoprotein Glucosyltransferase from
Schizosaccharomyces pombe and Apparent Absence of the Enzyme from
Saccharomyces cerevisiae"

Fabiana S. Fernandez, Sergio E. Trombetta, Ulf Hellman and Armando ]. Parodi
(1994) 7he journal of Biologrical Chemistry 269, 30701-30706

"A new stress protein: synthesis of Schizosaccharomyces pombe
UDP-glc:glycoprotein glucosyltransferase mRNA is induced by stress conditions
but the enzyme is not essencial for cell viability"

Fabiana Fernadndez, Mehrdad Jannatipour, Ulf Hellman, Luis A. Rokeach and
Armando ]. Parodi (1996) 7he EMBO Journal 15, 705-713
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INTRODUCCION

El Reticulo Endoplédsmico como compartimento de plegamiento de
proteinas.

En una célula eucariota la mayoria de los polipéptidos son traducidos en el citosol,
sin embargo, varios de ellos se pliegan y ensamblan para dar proteinas funcionales
solo luego de ser transportados a otros compartimentos subcelulares. Estos
compartimentos incluyen mitocondria, cloroplasto, peroxisomas y el reticulo
endoplasmico (RE). Por lo general, el plegamiento ocurre en el compartimento que
sera la residencia final del polipéptido. En este aspecto el RE se presenta como una
excepcién ya que es responsable de la biosintesis y del plegamiento de proteinas y
glicoproteinas que seran destinadas a secrecién, membrana plasmatica o que seran
transportadas a las distintas organelas de los sistemas endociticos y exociticos.

En algunos tipos celulares, la produccién diaria de proteinas del RE excede la masa de
la propia célula. Varias de estas proteinas son complejos multiméricos de varios
cientos de kDa de masa molecular. El RE es responsable no solamente de la sintesis
de estas proteinas, sino también de su plegamiento, ensamblado, modificacién post-
traduccional, transporte y eventualmente también de su degradacion. El reciente
progreso hecho en el campo del plegamiento de proteinas ha permitido la compren-
sién de algunos de los mecanismos a través de los cuales el RE lleva a cabo sus

miltiples funciones.

Condiciones dentro del RE
El lumen del RE constituye un medio que es intermedio entre el citosol y el espacio
extracelular. La concentracion de Ca?* es del orden milimolar, aproximandose a los
valores medidos extracelularmente. La maduracién de varias proteinas es
dependiente del Ca?* en el RE (Suzuki ef a/ 1991; Lodish y Kong 1990). La
concentracién de otros electrolitos es similar a la del citosol y el pH en el lumen seria
cercano a la neutralidad. Las condiciones redox dentro del RE son de particular
interés dada su relacién con la formacién de puentes disulfuro (Gilbert, 1990). A
diferencia de las proteinas del citosol, las que se sintetizan en el RE suelen ser ricas en
cisteinas y usualmente adquieren mdltiples puentes disulfuro. El glutation
reducido/ glutation oxidado es probablemente el principal buffer redox dentro del RE.
Estudios recientes realizados por Lodish y colaboradores (Hwang ef a/ 1992) sugieren
que, en contraste con la relacion de glutation reducido a oxidado de 100:1 que existe
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en el citosol, la relacién en el RE es de 10:1. Experimentos 77 vfrohan demostrado
que este Gltimo es un valor 6ptimo para la formacién esponténea de disulfuros
durante el plegamiento de proteinas (Gilbert, 1990). Tanto el modo en que el
glutation entra al RE, como la manera en que el gradiente redox es mantenido son
problemas que ain no han sido aclarados. Cuando agentes reductores como DTT o
2-mercaptoetanol, o agentes oxidantes como diamina son agregados a las células las
condiciones redox en el RE cambian y el plegamiento, maduracién y transporte
de proteinas es afectado (Braakman ef 2/ 1992 a). Al remover estos agentes, las
condiciones redox normales se restablecen rapidamente, y esto resulta en el
plegamiento post-traduccional de las cadenas no plegadas. '
Estudios recientes de Clairmont y colaboradores (Clairmont ef 2/ 1992), han
demostrado que el RE contiene ATP. Este es translocado desde el citosol al RE
mediante un transportador especifico. La presencia de ATP en el lumen del RE es
importante ya que algunos de los factores que facilitan el plegamiento de proteinas
como la BiP o Grp78 (immunoglobulin heavy chain binding protein), dependen del
ATP para su funcién (Rothman, 1989).

Cuando las células son privadas de ATP se inhibe el plegamiento de proteinas en el
RE. En lugar de plegarse normalmente las proteinas tienden a agregarse. El ATP es
también necesario para mantener algunas proteinas en su estado plegado dentro del
RE y para rescatar y replegar las proteinas mal plegadas o agregadas generadas por la
privacion de ATP.

Factores que facilitan el plegamiento de proteinas en el RE.
El plegamiento de proteinas en soluciones acuosas ha sido exhaustivamente estudia-
do desnaturalizando las mismas y siguiendo el replegamiento /7 wZroluego de
remover el desnaturalizante (Anfisen y Scheraga, 1975; Creighton, 1986; Jaenicke,
1991). De estos estudios surgen las siguientes generalizaciones: (a) las estructura
tridimensional de las proteinas esta determinada por su secuencia de aminoacidos;
(b) las proteinas pueden plegarse espontaneamente, es decir no requieren a2 prrorj de
la asistencia de otras macromoléculas; (c) el plegamiento no ocurre al azar, sino
siguiendo caminos especificos y con intermediarios definidos; (d) en las proteinas
con mas de un dominio, éstos se pliegan independientemente; (e) el plegamiento
comienza con reacciones rapidas que conducen a la formacion de intermediarios
compactos con estructura secundaria similar a la nativa pero con una estructura
terciaria no bien definida. Este es el estado llamado “glébulo fundido” (molten
globule); a esto sigue un nimero de reacciones mas lentas que involucran la
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isomerizacién de prolinas, la formacién de puentes disulfuro y la adaptacién
conformacional entre dominios. Si bien estos principios son importantes para
entender el mecanismo de plegamiento de las proteinas en la célula, los mismos no
son suficientes para explicar el proceso /7 v7iq ya que el medio intracelular difiere
muy significativamente de aquellos usados para obtener un plegamiento eficiente 7
v Un namero muy grande de estudios han hecho evidente que el plegamiento
n vivoes asistido. El pasaje de los polipéptidos a través de las vias de plegamiento
depende de la accién de proteinas celulares llamadas chaperones moleculares y de
algunas enzimas de plegamiento (Pelham, 1986; Ellis y Van Der Vies, 1991;
Braakman ef 2/ 1992 b; Gething y Sambrook, 1992). Estas proteinas son necesarias
para aumentar la eficiencia del plegamiento intracelular de polipéptidos,
especialmente durante las reacciones tardias que conducen desde el estado de glébulo
fundido al estado final correctamente plegado. La funcion de los chaperones no es
impartir informacién sobre el plegamiento, ya que la misma estad contenida en la
secuencia de aminodacidos de cada proteina, sino prevenir interacciones intra e
intermoleculares inapropiadas o no productivas para la reaccion de plegamiento.

Consistentemente con su rol de punto central de biogénesis de proteinas, el RE es
rico en chaperones moleculares y factores de plegamiento. De hecho casi todas las
proteinas residentes del lumen del RE parecen tener funciones relacionadas de uno u
otro modo con el plegamiento de proteinas. La chaperona mas importante del RE es
un miembro de la familia de chaperones de 70 kDa llamado BiP (Bole ef a2/ 1986). En
condiciones de crecimiento normal, la BiP es sintetizada constitutivamente y
representa el 5 % del contenido total del lumen del RE. Su sintesis puede ser ain
mayor por induccién a través de una serie de condiciones de stress (Lee, 1987) que
conducen a la acumulacién de polipéptidos mal plegados (Kozutsumi e/ 2/, 1988). La
BiP se asocia transitoriamente con una gama muy amplia de proteinas nacientes y en
forma mas permanente con protefnas mal plegadas o no ensambladas cuyo
transporte fuera del RE se encuentra bloqueado (Bole ef 2/ 1986; Gething ef 2/ 1986).
Los complejos de BiP con proteinas de secrecién nacientes, aislados de extractos de
células de mamifero, pueden disociarse /7 vifropor el agregado de ATP, pero no por
anélogos no hidrolizables ni por ADP (Munro y Pelham, 1986). Se ha demostrado
también que la BiP es una proteina esencial para las levaduras (Normington ef 2/,
1989). Por todos estos datos, se supone que esta proteina tiene un rol en el
plegamiento y ensamblado de proteinas en el lumen del RE bajo condiciones
normales de crecimiento celular y no solamente como respuesta a un determinado
stress (Bole et a/ 1986; Gething ef a/ 1986; Pelham, 1986; Hendershot ef 2/ 1987).
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El RE contiene, ademas, peptidil-prolil cis-frans isomerasas (PPI) similares a las
encontradas en el citosol. Si bien su rol en el plegamiento de proteinas dentro del RE
ha sido demostrado sin ambigiiledad solo para un grupo de rodopsinas en
LDrosophi/g (Stamnes ef a/ 1991) numerosos estudios sugieren que su actividad
especifica es efectivamente la de un factor de plegamiento (Fisher y Schmid, 1990).
Este actuaria catalizando uno de los pasos limitantes de la reaccién de plegamiento, la
interconversion de los rotdmeros sy frans de los polipéptidos que contienen
prolina (Schreiber, 1991). El tratamiento de fibroblastos de embrién de pollo con
ciclosporina A, inhibidor de las PPI, retard6 el plegamiento de la triple hélice del
colageno tipo |, indicando un rol fisiolégico para esta enzima en el plegamiento de
proteinas dentro del RE (Bachinger y Compton, 1991).

También existen enzimas de plegamiento que se encuentran Gnicamente en el RE
como la proteina disulfuro isomerasa (PDI) (Freedman, 1989, Noiva y Lennarz, 1992).
Esta enzima esta involucrada en la formacién y reacomodamiento de los puentes
disulfuro durante el proceso de plegamiento. Estudios bioquimicos de la PDI han
demostrado que puede servir como reductasa, isomerasa o como oxidasa,
dependiendo de las condiciones redox del medio. Experimentos de plegamiento en
microsomas han demostrado que la PDI es requerida para el plegamiento y la
formacién de puentes disulfuro (Bulleid y Freedman, 1988). La disrupcion del gen
que codifica para la PDI en levaduras resulta letal para la célula (Lamantia ef 2/
1991).

Si bien la oligosacariltransferasa, la enzima encargada de transferir oligosacéridos a
residuos de asparagina en proteinas, no puede ser categorizada como una enzima de
plegamiento, esta juega un papel importante en facilitar el plegamiento de muchas
proteinas en el RE. Sin la adicion de los oligosacaridos a asparagina, numerosas
proteinas son incapaces de alcanzar su estado nativo (Paulson, 1989). Los
oligosacaridos que se agregan cotraduccionalmente son polares y voluminosos, y
podrian tener tres funciones potenciales facilitando el plegamiento de proteinas: (1)
podrian asegurar el correcto posicionamiento local de los segmentos polipeptidicos a
los cuales se hallan unidos, por ejemplo, dirigiéndolos hacia la superficie en el estado
de giébulo fundido; (2) podrian evitar la unibn de chaperones a sitios especificos de
los polipéptidos y (3) dada su naturaleza hidrofilica podrian aumentar la solubilidad
de los intermediarios de plegamiento, disminuyendo la probabilidad de que se
agreguen irreversiblemente (Marquardt y Helenius, 1992). Si la funcion principal de
los oligosacéridos unidos a asparagina fuera, de hecho, facilitar el plegamiento, esto
explicaria el porqué las células agregan estos oligosacaridos a las cadenas nacientes,

7



INTRODUCCION

antes de que se plieguen. También explicaria el porqué la célula desarrolié una
elaborada maquinaria de glicosilacién en el RE separada de la que existe en el aparato
de Golgi.

En general, los intermediarios de plegamiento, las proteinas no totalmente
ensambladas (aquellas en que sus mondmeros no estan asociados correctamente
formando el multimero final), las proteinas mal plegadas y los agregados son
selectivamente retenidos en el RE. El transporte hacia el aparato de Golgi ocurre
solamente cuando las proteinas se han plegado correctamente y se han ensamblado
para el caso de los multimeros. Este importante fenbmeno, que asegura la integridad
funcional de las proteinas que salen del RE, ha sido denominado “control de calidad”
del RE (Hurtley y Helenius, 1989).

Las sefiales moleculares y los mecanismos que inducen retenciébn o transporte
durante el control de calidad, son pobremente entendidos. Aparentemente las
proteinas asociadas con la chaperona BiP no son transportadas. Los sulfhidrilos libres
también podrian estar involucrados en el mecanismo de retencion. Para el caso de las
glicoproteinas la estructura o grado de procesamiento de sus oligosacaridos ha sido
postulado como una sefial para la retencion o el transporte de estas glicoproteinas
(Fitting y Kabat, 1982, Olden ef 2/ 1982).

N-Glicosilacion de proteinas en el RE

Las estructuras encontradas en los oligosacaridos unidos a los restos de asparagina de
las glicoproteinas de células de mamifero se pueden dividir en tres grandes grupos
(Fig. 1) (Kornfeld y Kornfeld, 1976; Montreuil, 1980). Los de alta manosa o
polimanosa, compuestos de N-acetilglucosamina y manosa. Los complejos,
compuestos de N-acetilglucosamina, manosa, galactosa, acido sidlico y fucosa
formando una familia de estructuras muy variadas. Por tltimo, los hibridos tienen
algunas caracteristicas de los de alta manosa y de los complejos. Los oligosacaridos
unidos a asparagina de las glicoproteinas de eucariotas inferiores o plantas presentan
ademas otras estructuras conteniendo ramnosa, xilosa etc.
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Figura 1. Estructura de N-oligosacdridos representativos

La gran variedad de estructuras posibles tiene un origen biosintético comin. La
glicosilacion de residuos de asparagina no ocurre por el agregado de los sucesivos
monosacaridos componentes a la proteina portadora, sino que todas tienen un
mismo precursor que luego se procesa para dar origen a las distintas estructuras
finales. En practicamente todos los eucariotes la N-glicosilacion de proteinas
comienza con la formacién de un oligosacarido de estructura GlczMangGlcNAc;
unido a un lipido. El oligosacarido se biosintetiza en el RE mediante la accién
concertada de glicosiltransferasas que da como resultado un solo isbmero para cada
uno de los oligosacaridos con namero creciente de monosacaridos (Fig. 2). El
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oligosacérido completo es transferido en bloque desde el lipido a los residuos de
asparagina de las proteinas nacientes en el RE mediante una oligosacariltransferasa.
A continuacién la accion ordenada de glicosidasas y glicosiltransferasas da origen a
las estructuras encontradas en las glicoproteinas maduras.

En 1972 se describi6 por primera vez la sintesis /7 vifro de un oligosacarido
glucosilado unido a un lipido y su transferencia a proteinas (Parodi ef a/ 1972). A
partir de entonces, se elucidé la secuencia detallada de reacciones que conduce a la
formacién del intermediario, su transferencia a proteina y posterior procesamiento
(Parodi y Leloir, 1979; Hubbard y Ivatt, 1981; Kornfeld y Kornfeld, 1985). El }ipiclo al
cual estd unido el oligosacarido por un puente pirofosfato es el dolicol (Dol),
compuesto de 18-21 unidades de isopreno en mamiferos (Keller, 1987; Chojnacki y
Dallner, 1988). El Dol-P actia como transportador de manosa y de glucosa, y el
Dol-P-P participa como transportador del oligosacarido intermediario.

En la Fig. 2 se detalla la secuencia y topologia de reacciones que conduce a la forma-
cion del oligosacarido transferido en las reacciones de N-glicosilacién. Los primeros
siete monosacaridos son transferidos directamente desde sus correspondientes
nucledtido-azicares. Con la transferencia de GIcNAc-P a Dol-P a partir de
UDP-GIcN A, se forma Dol-P-P-GIcNAc al que se le agrega otro resto de N-acetilglu-
cosamina también a partir de UDP-GIcNAc (Fig. 2, reacciones 1 y 2). Luego se
transfieren cinco restos de manosa a partir de GDP-Man (Fig. 2, reaccién 3). Estas
reacciones utilizan los nucleétido azGcares disponibles en el citoplasma y son catali-
zadas por glicosiltransferasas situadas en la cara citoplasmatica del RE (Hirschberg y
Snider, 1987; Abeijon y Hirschberg, 1992).

El intermediario MansGIcNAc;-P-P-Dol se transloca hacia el interior del RE donde
continGa la adicién de restos de manosa (Fig. 2, reaccion 4). El dador de los 4 altimos
restos de manosa es el Dol-P-Man. El agregado secuencial de tres restos de glucosa
utilizando Dol-P-Glc como dador de glucosa completa la sintesis del
GlcsMangGIcNAc;-P-P-Dol (Fig. 2, reaccion 5). Los sustratos dadores de manosa y
glucosa en estas reacciones de glicosilacion que ocurren en el interior del RE,
Dol-P-Man y Dol-P-Glc, son sintetizados en la cara externa del RE a partir de Dol-P y
los correspondientes nucleétido aztcares. Luego son translocados hacia el interior
del RE donde son utilizados como dadores de manosa y glucosa (Hirschberg y Snider,
1987; Abeijon y Hirschberg, 1992).

La transferencia del oligosacarido precursor a las proteinas tiene lugar en forma
cotraduccional en el interior del RE y es catalizada por la dolicol difosfato
oligosacaridoproteina oligosacariltransferasa (Fig 2, reaccién 6) (Kaplan et a/ 1987,
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Kelleher ef 2/ 1992). Esta enzima reconoce la presencia de los tres residuos de glucosa
en el oligosacarido transferido: la remocién de la glucosa mas externa disminuye la
velocidad de transferencia 10-20 veces. No se sabe atn qué es 1o que determina que
un resto de asparagina sea glicosilado o no (Rademacher ef 2/ 1988) pero se sabe que
la oligosacariltransferasa reconoce especificamente al tripéptido Asn-X-Ser/Thr
(X puede ser cualquier amino acido excepto Pro) dentro de un marco adecuado, pero
atn no identificado de la proteina aceptora.

El oligosacérido transferido comienza a ser procesado inmediatamente después de ser
transferido a la proteina. Los tres residuos de glucosa son removidos por dos glucosi-
dasas especificas localizadas en el RE. La glucosidasa 1, especifica de uniones a(1,2),
hidroliza el resto de glucosa mas externo (Fig 2, reaccién 7). La glucosidasa II
remueve los dos residuos de glucosa mas internos en unién a(1,3) (Fig 2, reaccion 8).
También algunas manosas son removidas por manosidasas especificas localizadas en
el RE. Un procesamiento adicional de los oligosacaridos unidos a proteina ocurre a
medida que las glicoproteinas migran a través de las distintas cisternas del aparato de
Golgi donde se exponen a las sucesivas glicosidasas y glicosiltransferasas que dan por
resultado las distintas estructuras encontradas en las glicoproteinas maduras.
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Figura 2. Secuencia y topografla de las reacciones de N-glicosilacién en
el RE
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La glicosilacion y el procesamiento de los oligosacdridos afecta el
plegamiento, secrecién y degradacién de proteinas en el RE.

Si bien los oligosacaridos unidos a asparagina no son necesarios para mantener la
estructura nativa de la mayoria de las glicoproteinas maduras, los mismos suelen ser
cruciales para el correcto plegamiento y oligomerizacién de estas glicoproteinas. Se
encuentra bien documentado en la bibliografia que cuando la N-glicosilacién es
inhibida usando tunicamicina (un inhibidor de la sintesis del Dol-P-P-oligosacarido
precursor) o por una mutacién que elimina la secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr,
numerosas glicoproteinas son incapaces de adquirir su estructura terciaria correcta
(Leavitt er @/ 1977, Gibson ef a/ 1978; Morrison ef a/ 1978, Machamer y Rose, 1988 a;
Gallagher efal/ 1992). Tipicamente, dichas proteinas se agregan rapidamente luego
de la sintesis y se asocian no covalentemente con la proteina BiP, la chaperona de RE
(Leavitt ef @/ 1977, Hurtley y Helenius, 1989; Gallagher ef 2/ 1992). El destino final
de estas proteinas es la degradacioén, que tiene lugar en el RE o algin otro
compartimento pre-Golgi, unas pocas horas luego de la sintesis (Klausner, 1989). Las
proteinas mal plegadas estan frecuentemente unidas covalentemente unas con otras,
mediante la formacién de puentes disulfuro aberrantes (Machamer y Rose, 1988 a;
Marquardt y Helenius, 1992).

Si bien es entonces cierto que la mayoria de las glicoproteinas necesitan de su
oligosacarido para el correcto plegamiento, el grado de dependencia que muestran
varia ampliamente. En algunos casos, una fraccion de la proteina se pliega correcta-
mente y es transportada normalmente fuera del RE, mientras que el resto se agrega y
permanece dentro del RE (Hickman y Kornfeld, 1978; Miyazaki ef &/ 1986). En otras
ocasiones, se observa una dependencia con la temperatura. En estos casos, la proteina
se agrega a 37 °C pero es capaz de plegarse adecuadamente a temperaturas reducidas
atn en ausencia de los oligosacaridos (Gibson es 2/ 1978). Finalmente, existen
también numerosos casos en los que la presencia de N-oligosacaridos no parece ser
requerida para el plegamiento correcto de los polipéptidos (Hickman y Kornfeld,
1978; Olden ef 2/ 1978. El motivo por el cual el comportamiento de las glicoproteinas
difiere de este modo se desconoce. La Ginica regla que ha podido establecerse es que
aquellas glicoproteinas que tienen dificultades para plegarse cuando tienen los
oligosacéridos en su lugar, muestran aGn mas problemas para adquirir su estructura
correcta cuando los mismos estan ausentes o modificados. Por el contrario las
glicoproteinas que se pliegan facilmente, son menos sensibles a la ausencia de los
oligosacaridos.

12



INTRODUCCION

Cuando el efecto de la N-glicosilacién es analizado mediante la eliminacion de una
secuencia consenso de glicosilacién en glicoproteinas con mas de un oligosacarido, es
frecuentemente observado que ningn sitio en particular es esencial para que el
plegamiento se lleve a cabo. Solamente aparecen problemas cuando mas de un sitio
es eliminado al mismo tiempo (Gallagher ef a/ 1992, Roberts e/ 2/ 1993). Sin
embargo, algunos sitios suelen ser mas importantes que otros, no siendo sorpresivo
que estos sitios tiendan a ser conservados. Ha sido sugerido que este tipo de
oligosacaridos particularmente importantes pueden funcionar de modo cooperativo,
aumentando las chances de una proteina de alcanzar un estado conformacional
correcto y estable (Roberts ef 2/ 1993). También se ha informado que la creacién de
sitios de glicosilacibn en ubicaciones completamente nuevas dentro de un
polipéptido ha podido, en algunos casos, reemplazar la necesidad de los
oligosacaridos constitutivos normales (Machamer y Rose, 1988 b). Esto sugiere un
alto grado de flexibilidad en las posiciones que resultan aceptables para los
oligosacaridos, siendo su presencia mas importante que su ubicacién especifica. Los
oligosacaridos parecen tener, por lo tamto, un rol mas global que local en el
plegamiento de glicoproteinas.

Es importante notar sin embargo, que no solo la presencia de los oligosacaridos sino
también su grado de procesamiento parecen ser importantes en el plegamiento y
transporte de glicoproteinas. Los inhibidores de las glucosidasas I y II como casta-
nospermina, deoxinojirimicina (DN]) y bromoconduritol frecuentemente retardan o
evitan el plegamiento y/o transporte intracelular de las glicoproteinas recién
sintetizadas (Robins ef @/ 1977, Lodish y Kong, 1984; Machamer y Rose, 1988 b).
Nuevamente, la magnitud de este efecto varia ampliamente entre las distintas
glicoproteinas. El bromoconduritol, un inhibidor de glucosidasas que bloquea
preferentemente la remocién del residuo mas interno de glucosa, parece ser mas
eficiente en la inhibicion de la secrecion de glicoproteinas que la castanospermina y
DNJ (Datema ef 2/ 1982). En el caso de la hemoaglutinina del virus de la influenza
(HA), 1a inhibicién de la remocién de las glucosas mas externas no tiene efecto
alguno sobre la maduracién del virus, mientras que la inhibicién de la remocidn del
residuo de glucosa mas interno de los oligosacaridos con bromoconduritol, genera
una glicoproteina que no puede ser transportada fuera del RE (Datema e/ 2/ 1982).
Esto sugiere que el residuo de glucosa mas interno es, de alguna manera, mas
importante para la maduracion de la HA, que los dos residuos de glucosa mas
externos.
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Es interesante mencionar que la inmunoglobulina (Ig) D no es secretada en
presencia de DN]J (Peyrieras e/ a/, 1983), mientras si lo es en presencia de
tunicamicina (Sidman, 1981). Esto implica que la IgD se pliega o es transportada mas
eficientemente cuando no posee ningin N-oligosacarido que cuando tiene uno no
procesado.

En base a los efectos observados con estos inhibidores, numerosos investigadores han
sugerido que el transporte hacia afuera del RE podria estar regulado por lectinas
(Fitting y Kabat, 1982, Olden ef 2/ 1982). Se ha especulado que estas lectinas se
unirian especificamente a los oligosacéaridos procesados de las glicoproteinas y
facilitarian su salida del RE. Una de ellas, la calnexina, ha sido muy bien
caracterizada. Es una proteina integral de la membrana del RE, posee un dominio
citosdlico con varios sitios de fosforilacibn y un dominio hacia el lumen del RE con
regiones de unién a calcio. Es capaz de unir glicoproteinas monoglucosiladas. La
funcion de la calnexina es desconocida hasta el momento, pero se sugiere que
actuaria como una chaperona del RE. Se demostré que se une transitoriamente a un
gran numero de proteinas recientemente sintetizadas. Esta unibn se mantendria
hasta tanto las proteinas adquieren sus estructuras terciarias o cuaternarias nativas.
Sin embargo, su rol parece estar relacionado con la retencibn mas que con el
transporte activo de proteinas fuera del RE.

En contraste con los inhibidores de las glucosidasas, los inhibidores de manosidasas
no parecen tener un efecto significativo en el plegamiento y secrecién de glicoprotei-
nas (Bosch ef 2/ 1985, Hammond ef 2/ 1994). Esto sugiere que el procesamiento de
las glicoproteinas dentro del RE, que involucra la remocién de residuos de glucosa,
podria estar relacionado con el mecanismo de control de calidad y degradacién que
funciona dentro del RE.

Los oligosacdridos unidos a proteina son transitoriamente
glucosilados en el RE.

Como ya se menciono anteriormente, la N-glicosilacién de proteinas es iniciada, en
la mayoria de los eucariotes, por la transferencia de un oligosacarido de estructura
GlesMangGlcNAc; desde un derivado unido a Dol-P-P hacia residuos de asparagina
de polipéptidos nacientes en el lumen del RE. El procesamiento de los oligosacaridos
comienza inmediatamente luego de la transferencia y es iniciado por la remocién de
los tres residuos de glucosa por dos glucosidasas especificas. La glucosidasa I remueve
la glucosa mas externa ligada en unién a(1-2) y luego la glucosidasa II remueve los
otros dos residuos de glucosa ligados en unién a(1-3). Ademas, algunos residuos de
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manosa también pueden ser removidos dentro del RE mediante la accién de
a-manosidasas especificas.

Los tripanosomatidos poseen una caracteristica Gnica en su mecanismo de
N-glicosilacién, ya que transfieren a proteina oligosacaridos no glucosilados (Parodi y
Quesada-Allué, 1982). Estos microorganismos son incapaces de sintetizar Dol-P-Glc
que es el dador de glucosa para la sintesis del precursor glucosilado en células de
mamifero, aves, hongos y plantas. A pesar del hecho que oligosacaridos no
glucosilados son transferidos a protefna en estos microorganismos, Parodi y
colaboradores detectaron la presencia de oligosacaridos tipo alta manosa unidos a
proteina transitoriamente glucosilados en células incubadas con [14C]glucosa
(GlctMans_9GIcNAc,-Prot dependiendo de las especies) (Parodi y Cazzulo, 1982). La
formacién transitoria de GlcyiMan7.9GlcNAc,-Prot también fue detectada en células
de mamifero incubadas con el mismo precursor radioactivo (Parodi e 2/ 1983 b;
Parodi ef a/ 1984). En todos los tipos celulares, los compuestos glucosilados
radioactivos desaparecieron por “chase" con glucosa no marcada. Como se muestra
en la Fig. 3, dos caminos biosintéticos podian postularse para la formacion de estos
compuestos. De acuerdo al camino A, podrian generarse por deglucosilaciéon
y demanosilaciéon sucesivas de GlczMangGlcNAc; o alternativamente, una
glucosilacion directa de los compuestos no glucosilados podria tener lugar
(camino B). Se obtuvieron evidencias con ensayos 77 v#ro en células de tiroides de
vaca (Parodi ef 2/ 1983 b), que mostraron que los oligosacaridos GlciMangGIcNAc; y
GlciMan7GIcNAc; unidos a proteina se generaron por glucosilacion directa de
MangGlcNAc; y ManyGIlcNAc; respectivamente (Fig. 3 camino B) y no por
demanosilacién sucesiva de GlciMangGlcNAc; (Fig 3 camino A). Entre estas
evidencias se encontraba el hecho de que luego de la incubacidn de las células con
[14C]glucosa, la marca en los residuos de glucosa de los oligosacaridos
GleyMangGlcNAc; , GlciMangGlcNAc; y GlciManyGlcNAc; unidos a proteina
aparecia en forma practicamente instantanea. En cambio, la marca en los residuos de
manosa en los oligosacaridos GlicyManzgGIcNAc; unidos a proteina, aparecié mucho
mas lentamente luego que la marca hubiese aparecido en los mismos residuos de
GlciMangGlcNAc;. El intervalo de tiempo requerido para la marcacién de los
residuos de manosa y glucosa en los oligosacaridos glucosilados deberia haber sido el
mismo si estos compuestos se hubieran formado a través del camino A. Un andlisis
similar realizado con células de 7ppanosorma cruzi (Parodi et a/, 1983 a) también
mostré que los oligosacaridos monoglucosilados se formaban por el mecanismo
delineado en la Fig 3 camino B.
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glucosilados

La reaccién de glucosilacién fue luego detectada en células de higado de rata (Parodi
et al, 1984), 1o que permiti® un fraccionamiento celular que ubicé la actividad en el
RE. Utilizando estas membranas microsomales como sistema, se demostrd la no
intervencion de derivados del dolicol en la reaccién de glucosilacién y se obtuvieron
evidencias que sefialaban al UDP-Glc como el dador de glucosa en dicha reaccién. Se
observo ademas que la presencia de iones Ca2* era estrictamente requerida para que
la reaccion tuviera lugar (Trombetta ef 2/ 1989).

El desarrollo posterior de un ensayo /7 wiro libre de células, permiti6 la deteccién de
esta actividad glucosilante en fracciones microsomales de células de mamiferos,
plantas, hongos y protozoos. Este ensayo libre de células utilizaba una proteina
exégena, la tiroglobulina bovina (una glicoproteina con oligosacéridos tipo alta
manosa) como sustrato aceptor de glucosa y UDP-Glc como sustrato dador
(Trombetta ef 2/ 1989). Es importante mencionar que se ha descripto un
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transportador de UDP Glc que transloca el nucleétido azGcar desde el citosol al
lumen del RE (Pérez y Hirschberg, 1986 a; Pérez y Hirschberg, 1986 b).

Fue durante el desarrollo del ensayo /n wiro que se hizo la interesante observacion
de que la tiroglobulina debia ser previamente desnaturalizada para servir
eficientemente como sustrato aceptor. La tiroglobulina nativa era muy pobremente
glucosilada.

La proteina responsable de la actividad glucosilante, la UDP-Glc:glicoproteina
glucosiltransferasa fue posteriormente purificada a homogeneidad a partir de higado
de rata (Trombetta y Parodi, 1992). La enzima resulté ser una proteina soluble
del RE (Trombetta e/ a2/ 1991) conformada por dos subunidades idéniicas de
aproximadamente 150 kDa de peso molecular (Trombetta y Parodi, 1992). La actividad
fue estrictamente dependiente de Ca2+. El Gnico dador de azdcar eficiente fue el
UDP-GIc (TDP-Glc, ADP-Glc y UDP-Gal fueron ineficientes). La maxima actividad se
registr6 a pH neutro y los productos de reacciéon formados por la preparacion
homogénea de enzima resultaron ser los mismos descriptos para las preparaciones
crudas, es decir GlciMangGlcNAc, GlciMangGIcNAc2 y Glcg Man7GlcNAc) que se
generaron a partir de las correspondientes especies no glucosiladas unidas a proteina
(Trombetta y Parodi, 1992). En todos los casos el resto de glucosa se une con el mismo
tipo de union a(1-3) y al mismo residuo de manosa que en el intermediario
GlcaMangGIcNAcp-P-P-dolicol (Fig 4 y Fig 2). Este y otros resultados indican que la
glucosidasa Il es la enzima que hidroliza 77 vvolos residuos de glucosa transferidos
por este mecanismo. Posteriormente se demostré6 que el efecto de la
desnaturalizacién no se debe a que esta vuelve accesibles los oligosacéaridos que
pudieran estar no disponibles en la estructura nativa. Un estudio detallado de las
bases moleculares del reconocimento de glicoproteinas desnaturalizadas por la
glucosiltransferasa permitié establecer que: (a) No existe ninguna secuencia consenso
de aminoacidos que sea reconocida por la enzima. (b) La glucosiltransferasa reconoce
el residuo mas interno de N-acetilglucosamina de los oligosacaridos de las
glicoproteinas sustrato. Esto le permite distinguir entre glicoproteinas
desnaturalizadas y proteinas desnaturalizadas dado que las proteinas no contienen
este residuo. (c) La glucosiltransferasa interactia con aminoacidos hidrofébicos. Esto y
otros datos mostrados, sugiere que los residuos hidrofébicos expuestos en las
conformaciones no nativas de las glicoproteinas podrian ser el otro elemento
reconocido por la enzima para seleccionar estas estructuras. (d) La enzima requiere
que la N-acetilglucosamina y los amino acidos estén unidos covalentemente (Sousa y
Parodi, 1995).
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Las glicoproteinas mal plegadas sufren ciclos de deglucosilacion y
reglucosilacion en el RE.

Como se mencioné anteriormente, la remocién de los residuos de glucosa de los
oligosacaridos transferidos a proteina ocurre en los primeros minutos luego de la
sintesis. Sin embargo, cuando las glicoproteinas permanecen mal plegadas son
incompetentes para el transporte, y permanecen retenidas dentro del RE. Suh y
colaboradores (Suh ef @/ 1989) demostraron que una mutante termosensible de la
proteina G del virus de la estomatitis vesicular, quedaba retenida dentro del RE a la
temperatura no permisiva debido a que su estructura aberrante no permitia la
trimerizacion. El ensamblado de esta glicoproteina en un trimero era requerido para
el pasaje al aparato de Golgi. El estudio de los oligosacaridos de la proteina G
mostrd que dichos oligosacaridos permanecen en un estado monoglucosilado
(GlciMan7.9GIcNAc;) a la temperatura no permisiva. El residuo de glucosa esta
sometido a rapido recambio debido a una continua deglucosilacién y
reglucosilacién (Suh e/ a/ 1989). La deglucosilacion es causada por la glucosidasa II y
la reglucosilacién por la UDP-Glcglicoproteina glucosiltransferasa.

La particularidad de la glucosiltransferasa de reconocer glicoproteinas
desnaturalizadas como sustratos /7 wZohizo especular sobre la posibilidad de que
esta enzima estuviera involucrada en los mecanismos mediante los cuales las
glicoproteinas se pliegan en el RE o los que permiten el reconocimiento y la
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degradacién de las estructuras mal plegadas. De esta manera se propuso que la
glucosiltransferasa serfa un integrante fundamental del llamado mecanismo de
control de calidad de glicoproteinas en el RE. En base a este mecanismo las
glicoproteinas que no adquiriesen su plegamiento correcto serian reglucosiladas por
la glucosiltransferasa. En este estado monoglucosilado serian reconocidas por la
calnexina/ calreticulina. Sin embargo podrian ser deglucosiladas por la glucosidasa 1L
Este ciclo de reglucosilacién y deglucosilacion se mantendria hasta tanto las
glicoproteinas adquieren su conformacién nativa. Recién entonces dejarian de ser
sustrato de la glucosiltransferasa pero mantendrian la capacidad de ser deglucosiladas
por la glucosidasa II. En este estado ya no serian reconocidas por la
calnexina/calreticulina y asi podrian ser secretadas del RE. Si bien los datos
bioquimicos obtenidos hasta el momento apoyaban la hipotesis discutida mas arriba,
no habia evidencias /7 wvoque la soportaran. Entonces se buscd un organismo que
permitiera hacer una serie de estudios a nivel genético. Fue asi que se recurri6 a las
levaduras. Estas tienen la ventaja de poder aislar mutantes con facilidad y que el
efecto de las mutaciones puede ser estudiado /7 vvosin la interferencia del producto
del gen salvaje. Se detecté actividad de glucosiltransferasa en Schrizosaccharomyces
pombe Este organismo permite realizar toda serie de experimentos de genética
clasica y ademas presenta una serie de ventajas con respecto a Saccharomyces
cerevisize Ellas son: i) tiene mejor definidas las estructuras del RE y aparato de Golgj,
ii) el control del ciclo celular es semejante al de los eucariontes superiores, iii) La
maquinaria de sintesis de proteinas de & pombereconoce varios promotores de
mamiferos, iv) es capaz de reconocer y procesar correctamente intrones de genes de
mamiferos, v) se han expresado una serie de genes de eucariontes superiores en estas
levaduras y han resultado ser funcionales, vi) como se demostrara en este trabajo de
tesis, & cerevisiae parece no tener actividad de glucosiltransferasa.

El objetivo de este trabajo de tesis fue caracterizar bioquimicamente la
glucosiltransferasa de Sch/zosaccharormyces pombey aprovechando las ventajas que
ofrecen las levaduras, hacer estudios #7 v/vocon el fin de comprender el rol que
tiene esta enzima en el metabolismo de la glicoproteinas en el RE.
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MATERIALES Y METODOS

Células y medios de cultivo

Schizosaccharomyces pombe (PRY208) cepa salvaje fue cedida por el Dr. Carlos
Hirshberg, (University of Massachusetts Medical Center, Worcester, MA, USA);
Saccharomyces cerevisiae cepa salvaje X2180-1Ba fue cedida por el Dr. C. E. Ballou,
(University of California, Berkeley, CA, USA); las cepas mutantes a/g 5(PRY98)y aj 6
(PRY103) fueron cedidas por el Dr. P. Robbins (Massachusetts Institute of Technology,
Cambridge, MA, USA). S pormbe SP13 (ht*/h-, ade6-M210/ade6-M216, leul-32/leul-
32, ura4-D18/ura4-D18) fue del laboratorio del Dr. L. Rokeach de la Université de
Montréal, Québec, Canada.

Se usé ELscherichia coliXL1-Blue (Stratagene) para todos los procesos de clonado,
£scherichia coliXL1-Blue MRF' (Stratagene) se us$ para el screening de las bibliotecas
de cDNA o gendmica. Estas estaban construidas en A ZAP express vector (Stratagene).
Escherichria coli SOLR (Stratagene) fue usada para plaquear los fagémidos.

Las levaduras fueron crecidas en medio YE: glucosa 3 %, extracto de levadura 05 %;
Medio YPD: glucosa 3 %, proteosa peptona 3 %, extracto de levadura 1 %; en medio
minimo (MM): KH ftalato 14.7 mM, NaHPO4 155 mM, NH3Cl 94 mM , glucosa 2 %,
sales, minerales y vitaminas (con los suplementos que se indican en cada
experimento) o en medio ELN ("extremely low nitrogen") tiene la misma
composicion que el medio minimo excepto que la concentracion de NHyCl fue
S0 mg/l

Las bacterias fueron crecidas en medio LB: NaCl 1 %, triptona 1 %, extracto de
levadura 0.5 %; o en medio NZY: NaCl 05 %, MgSO4 0.2 %, extracto de levadura
05 %, caseina hidrolizada 1.0 %.

Standards radioactivos

[ glucos21CIGlecsMangGlcN Ac y [ glzcos218C)Glc;MangGIcNAc : se obtuvieron a partir
de los dolicol-P-P derivados formados por incubacion de microsomas de higado de
rata con UDP-{14C]Glc (Parodi ef 2/, 1973), seguidos de una hidrélisis acida suave,
15 min a 100 °C en HC1 001 N y degradacion con endo-f-N-acetilglucosaminidasa H

(Endo H) (Sigma).
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[ g/rcos219C)GlciMan7.9GIcNAc: fueron preparados incubando tiroglobulina bovina
(Sigma) desnaturalizada en urea 8 M con UDP-[14C]Glc y glucosiltransferasa de higado
de rata purificada parcialmente. Seguido por tratamiento con proteasa de
Streptomyces griseus tipo XIV (Pronasa) (Sigma) y Endo H como fue descripto
anteriormente (Trombetta ef 2/ 1989, Trombetta y Parodi, 1992).

[14C]Mans.9GlcNAc se obtuvieron por incubacién de crestas de oviductos de gallina
ponedora con [14C]glucosa como fue descripto anteriormente (Parodi e a/ 1981).
Por degradacién con Jjack bean a-manosidasa (a-manosidasa) (Sigma) de los
oligosacéaridos glucosilados se obtuvieron GlciMangGIcNAc y GleiMansGIcNAc y
por degradacion de los no glucosilados se obtuvo ManjGicNAc. '

Métodos

La hidrélisis acida fuerte fue hecha en HCl1 1 N por 4 h a 100 °C. Las cromatografias y
las electroforesis se desarrollaron en papel Whatman 1. Los solventes utilizados
fueron: A : 1-propanol/nitrometano/agua (5:4:2); B: 1-butanol/ piridina/agua (4:3:4) y
C. 1-butanol/etanol/ agua (4:1:1). La degradacién de oligosacaridos con a-manosidasa
se realizé6 como se describié previamente (Engel y Parodi, 1985). La tiroglobulina y/o
glicoproteinas microsomales enddgenas marcadas /7 wvifro con UDP{14C|Glc, se
degradaron con Pronasa y los glicopéptidos obtenidos se trataron con Endo H como
fue descripto previamente (Trombetta ef 2/1989; Sousa ef a/ 1992). La concentracién
de proteinas se determind por el método de Lowry (Lowry ef 2/ 1951) con albumina
de suero bovino (BSA) como standard.

Preparacion de Glicopéptidos de tipo alta manosa

Se incubaron 100 mg de tiroglobulina bovina en 3.5 ml de una solucién conteniendo
Tris-HCl 125 mM pH 80, CaCl; 2 mM, 2 mg de Pronasa durante 4 dfas a 37 °C en
atmoOsfera de tolueno. La reaccién se calentdé 5 min a 100 °C y se sembrd en una
columna de Concanavalina A-Sepharosa (Con A) (Pharmacia) de 05 x 7 cm
equilibrada en buffer Con A (Tris-HCl 50 mM pH 74, CaCl; 1 mM, MnCl; 1 mM,
MgCl; 1 mM, NaCl 150 mM). La columna se lavé con 20 ml del mismo buffer y luego
con 15 ml de buffer Con A conteniendo a-metilglucésido (Sigma) 10 mM. Los
glicopéptidos de tipo polimanosa se eluyeron con 20 ml de buffer Con A conteniendo
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a-metilmandsido 0.1 M. Este eluido se dividié en dos, cada una de las mitades se
concentrd a 0.5 ml y se pasaron por una columna de Sephadex G-10 fino (Pharmacia)
equilibrada y corrida en isopropanol 7 %. Se reunieron los excluidos conteniendo
glicopéptidos, se concentraron y se determind la concentracion de azlcares.
El rendimiento en glicopéptidos (mg de azicar en los glicopéptidos/mg proteina)
estimado usando [14C]GiciMangGlcNAc como standard interno, fue de 152 % y
concuerda bien con lo descripto (Arima ef &/ 1972).

Preparacién de lectinas

La aglutinina de porotos de soja (SBA) fue preparada como se describi6
anteriormente (Gordon et &/ 1972). La lectina fue luego purificada por cromatografia
de afinidad en Sepharosa 4B (Sigma). La fitohemaglutinina (PHA) se preparé
esencialmente segin lo descripto por Felsted (Felsted ef a/ 1975). El paso final de
purificacion fue una cromatografia de afimidad en tiroglobulina-Sepharosa. Ambas
lectinas resultaron purificadas a homogeneidad a juzgar por el anélisis en SDS-PAGE.

Desnaturalizacion de glicoproteinas

Las glicoproteinas (tiroglobulina, PHA o SBA) fueron disueltas en buffer Tris-HCl
10 mM pH 80, urea 8 M y calentadas a 60 °C durante 4 h. Luego se dializé la solucion
contra buffer Tris-HCl 5 mM pH 80.

Degradaciones con tripsina

Las mezclas de reaccién contenian, en un volumen total de 04 ml, 3.5 mg de la
correspondiente glicoproteina desnaturalizada, CaCl; 10 mM, 02 mg de tripsina de
pancreas bovino (Sigma) libre de quimotripsina y buffer Tris-HCl 100 mM pH 80.
El inhibidor de tripsina de porotos de soja tipo I-S (Sigma) (0.5 mg) se agregé luego de
4 h a 37 °C. En los controles sin digerir, el inhibidor se agrego antes que la tripsina.



MATERIALES Y METODOS

Ensayo de Glucosiltransferasa

En un ensayo tipico la actividad de glucosiltransferasa se midié en un volumen de
50 ul de una mezcla conteniendo buffer Imidazol-HCl 10 mM pH 72, CaCl, 10 mM,
UDP-[14C]Glc 4 pM, 200 mg de tiroglobulina bovina, SBA o PHA desnaturalizadas y la
preparacion a ser ensayada. Si es necesario, como en el caso de usar membranas no
permeabilizadas como fuente de enzima, se incluyé Lubrol o Triton X-100 0.5 % en
las mezclas de reaccién. Se incubaron por 10 minutos a 28 °C y se detuvo la reaccién
con 1 ml de TCA 10 %. El precipitado proteico se lavé 3 veces con 1 ml de TCA 10 %.
El precipitado del Gltimo lavado se disolvié en 0.5 ml de una mezcla solubilizadora
(Hyamina® o Protosol®), se calenté a 100 °C por un 1 min y luego se agregaron 3 ml
de la solucién centelladora (tolueno/PPO/POPOP), 15 Ul de acético glacial y se conto
por centelleo liquido.

Marcacién in vivo de Saccharomyces cerevisiae

Se crecieron células de 5 cereviszae (aproximadamente 2.0 g) en medio YE hasta fase
exponencial, se lavaron tres veces con 40 ml de MM y se incubaron por 15 min a
28 °C en un volumen total de 4.7 ml de MM mas DN]J (Sigma) 3.6 mM. Se agregaron
500 pCi de [14C]glucosa, luego de 15 min a 28 °C se agregaron 10 ml de metanol, el
precipitado fue resuspendido en 1 ml de agua, luego se agregaron 2 ml de metanol y
3 ml de cloroformo. Las mezclas fueron agitadas vigorosamente y centrifugadas a baja
velocidad. Se retiraron las interfases y se lavaron tres veces con 4 ml de metanol
y una vez con 1 ml de agua. Las proteinas asi obtenidas fueron incubadas toda la
noche a 37 °C en 3 ml de buffer Tris-HCl 015 M pH 80, CaCl; 5mM y 50 mg de
Pronasa. Las soluciones fueron concentradas a un volumen final de 1 mi, luego se
centrifugd a baja velocidad y los sobrenadantes fueron desalados a través de una
columna de Sephadex G-10 (1.2 x 57 cm), equilibrada con 2-propanol 7 %. El material
obtenido en el volumen de exclusién fue sometido a electroforesis en papel en de
4cido férmico 10 % por tres horas a 25 V/cm. Las sustancias cargadas positivamente
que migraron entre 8-20 cm hacia el catodo, fueron eluidas y tratadas con Endo H
(001 Unidades) en 0.3 ml de buffer acetato de trietilamina 75 mM pH 55 por 16 h a
37 °C. Esta reaccion se corrid nuevamente en electroforesis en papel en acido férmico
10 % a 25 V/cm durante tres horas. El pico neutro corresponde a los oligosacaridos
liberados por la Endo H.
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Preparacién de microsomas de S. cerevisiae y S. pombe y mezclas
de incubacién usadas para la caracterizacién de los productos de
reaccion.

Los microsomas de .S cerevisiae se prepararon como se indica para el primer paso de
la purificacién de la glucosiltransferasa de & pombe Las mezclas de incubacion
contenian: 65 mg de proteina microsomal, CaCl; 125 mM, buffer Tris-HCl 25 mM
pH 80, Triton X-100 075 %, DNJ 125 mM, UDP-{14C|Glc 1uCi y 2.6 mg de
tiroglobulina desnaturalizada donde corresponde. Las incubaciones se hicieron a
28 °C por 30 min. La reaccién se detuvo por el agregado de 3 volamenes de-metanol
y se calentaron a 50 °C durante 5 min. El precipitado proteico se degradé en 3 ml de
Tris-HC1 0.1 M pH 8.0, CaCl; 2 mMy 2 mg de Pronasa por 48 h a 37 °C bajo atmésfera
de tolueno y se procesd como se describe mas arriba.

Purificacion de UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa de
Schizosaccharomyces pombe ’

Preparaciéon de microsomas

Se crecieron células de .5 pombe en medio YE, se cosecharon las células por
centrifugacién, obteniéndose aproximadamente 10 g de células por litro de medio de
cultivo. Se obtuvieron un total de 350 g de células. Se lavaron con agua, se
centrifugaron y se resuspendieron en 1 volumen de imidazol-HCl 20 mM pH 7.2,
sacarosa 025 M, 2-mercaptoetanol 5 mM, EDTA 5 mM pH 75 (solucién A)
conteniendo los siguientes inhibidores de proteasas, TLCK 1 mM, TPCK 1 mM,
PMSF1 mM, E-64 1 uM, leupeptina 10 uM, pepstatina 1 LM. Las células se rompieron
por 10 pulsos de 1 minuto cada uno en un Bead Beater (Biospec Products).
El homogenato se centrifugé 10 min a 15.000 x g a 4 °C. El sobrenadante se guard6 y
el precipitado se resuspendi6 en la solucidbn A en presencia de los inhibidores de
proteasas. Se lo traté de la misma manera que antes con el Bead Beater y se
centrifugd nuevamente. Se juntaron los dos sobrenadantes y se ultracentrifugaron
1ha100000x ga4°C.
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Solubilizacién de la glucosiltransferasa

El precipitado obtenido en el paso anterior se resuspendi® en el minimo volumen
posible de la solucién A con ayuda de un homogeneizador (Potter) vidrio- Teflor®.
Se diluy6 hasta una concentracién de protefnas de aproximadamente 8-10 mg/ml con
imidazol-HCl 20 mM pH 7.2, 2-mercaptoetanol 5mM , EDTA 5 mM pH 75 (solucién
B) y saponina 0.5 % en presencia de los inhibidores de proteasas. Se incub¢ la
preparacién a 4 °C durante 30 min con agitacion y luego se ultracentrifug6 1 h a
100000 x g a 4 °C.

DEAE-celulosa:

El sobrenadante del material solubilizado se sembré en una columna de
DEAE-celulosa pre-equilibrada en imidazol-HCl 20 mM pH 7.2, 2-mercaptoetanol
5 mM (soluciéon B). El 2-mercaptoetanol resulté necesario para aumentar la
estabilidad de la enzima y para permitir una buena resolucién en las sucesivas
cromatografias, por lo que se lo incluyd- en los buffers de todos los pasos de
purificacion. Generalmente se utiliz6 una columna de 1.8 x 20cm en la que se
cargaron hasta 400 mg de proteinas totales. Luego de lavarla con un volumen de
columna de solucién B, se eluyd con un gradiente lineal de NaCl de 250 ml entre 0 y
0.5 M en solucién B. Se utilizaron distintos tipos de soportes con iguales resultados:
DE-52 (Whatman), DEAE-Sephacel o DEAE-Sepharosa Fast Flow (Pharmacia).
Dependiendo de la cantidad de muestra a cromatografiar, se emplearon columnas de
diferentes dimensiones con resultados semejantes, eluyendo siempre con un
gradiente lineal de NaCl de 0 a 0.5 M de 5 volimenes de columna.

Con A-Sepharosa:

El pico de actividad eluido de la DEAE se llev6é a CaClz 2 mM, MnCl; 2 mM y
MgCl; 2 mM. Se lo pasé 2 veces por una columna de Con A de 1.6 x 2 cm equilibrada
en buffer Con A (Tris-HCl 50 mM pH 74, CaClz 1 mM, MnCl; 1 mM, MgCl; 1 mM,
NaCl 150 mM). Se lavé con buffer Con A hasta absorbancia a 280 nm = 0 y luego se
pasaron por la columna 5 ml de buffer Con A conteniendo a-metilmandésido 0.8 M
a 0 °C. Luego se dejo la columna a 37 °C durante 30-60 min al cabo de los cuales se
eluy6 a 37 °C con buffer Con A conteniendo a-metilmanésido 0.8 M.
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Mono Q:

Se utiliz6 una columna Mono Q® HR 5/5 (Pharmacia) corrida a un flujo de
1 mi/min en un equipo de FPLC o de HPLC con monitoreo continuo a 280 nm.
El pico de actividad eluido de la Con A se diluy6 a la mitad con Tris-HCI 20 mM
pH 7.4, 2-mercaptoetanol 5 mM (solucién B) y se sembré en la columna equilibrada
en la misma solucion. Se eluyd con un gradiente de NaCl en solucién B, de 0 a 025 M
en 5min y luego de 025 M a 045 M en otros 20 min (25 min en total). En algunas
ocasiones el pico de actividad eluido de esta primera Mono Q se recromatografio en
idénticas condiciones (se diluy6 con 4 volimenes de solucién B para sembrarlo en la

columna).

Phenyl-Superose:

Se utiliz6 una columna Phenyl-Superose®; HR 5/5 (Pharmacia) corrida a un flujo de
0.5 ml/min en un equipo de FPLC o de HPLC con monitoreo continuo a 280 nm.
El pico de actividad eluido de la Mono Q se diluyé con 10 volimenes de sulfato de
amonio 0.5 M, 2-mercaptoetanol 5 mM, Imidazol-HCl 10 mM pH 7.0 (solucién C) y se
sembréd en la columna equilibrada en el mismo buffer. Se eluyé con un gradiente
lineal de 20 ml desde 100 % solucidbn C hasta 100 % solucibn D (sacarosa 5 %,
2-mercaptoetanol 5 mM, Imidazol-HCl 10 mM pH 7.0) y luego se continué la elucién
con solucién D.

Tamiz molecular:

Las fracciones con mayor actividad de glucosiliransferasa obtenidas en la
Phenyl-Superose del paso anterior, fueron sembradas en una columna Bio-Sil SEC
250 (Bio-Rad) y eluidas con Imidazol HCl 20 mM pH 72, NaCl 0.1 M,
2-mercaptoetanol 5 mM, sacarosa 5 % (solucion F).

Electroforesis y electrotransferencia de proteinas

Se utilizaron geles de poliacrilamida de 8 x 10 x 0.1 cm con sistema de buffer
discontinuo. Los geles se fijaron con metanol/acido acético/agua (50:10:40), luego se
tiferon con Coomasie Blue R-250 (Sigma) al 0.1 % en la misma solucién y se
destifieron en la solucién de fijacion.

Para transferir las proteinas se corri6 la muestra en SDS-PAGE y luego se transfirié en
un aparato de electrotransferencia semiseca Sernjpor™ 7Z£ 77(Hoefer). Se utiliz6 el
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buffer de electroforesis conteniendo metanol 10 % y se transfiri6 durante 30 min a
80 mA (10 volts iniciales) a una membrana de PDVF (/rof/ot ™, Applied
Biosystems). La membrana se tiio con Coomasie Blue R-250 al 01 % en
metanol /acido acético/agua (50:10:40) por 1 min y se destifié en la misma solucion
pero sin colorante y luego se enjuagd con agua destilada. Se recort6 la banda
correspondiente a la glucosiltransferasa y se utiliz6 para obtener la secuencia de
aminoécidos del extremo N-terminal de la proteina.

Digestion en gel (SDS-PAGE) y aislamiento de péptidos

Se purificd la glucosiltransferasa hasta la columna de Mono Q, siguiendo el protocolo
que se describe mas arriba. Las fracciones con mas actividad se incubaron con 1 pl de
vinilpiridina (Sigma) y se analizaron en un SDS-PAGE al 75 %. Se identificaron por
tinciébn con Coomasie blue las bandas correspondientes a la enzima y se cortaron del
gel. Estas se lavaron 2 veces con 200 pl de acetonitrilo 50 % en carbonato de amonio
200 mM pH 89, durante 20 min a 30 °C. Los fragmentos de gel se secaron
completamente con N3 y se rehidrataron con 3 pl de carbonato de amonio 200 mM
pH 89 conteniendo 002 % de Tween-20. Se agregaron 2 yl de tripsina (250 mg/mil en
carbonato de amonio 200 mM pH 8.9) se continu6 la hidratacion con el agregado de
buffer carbonato hasta aproximadamente 30 pl finales y se incubd toda la noche a
30 °C. Para detener la reaccién se agregd 1/10 vol de TFA 10 %. Se tomod el
sobrenadante (donde se encuentran los productos de la digestion) y se extrajeron
nuevamente los fragmentos del gel por el agregado de 150 ul de TFA 01 %,
acetonitrilo 60 %. Se combinaron los sobrenadantes y se evaporo la fase orgéanica. Los
péptidos generados se separaron en una columna Aquapore Butyl (Brownlee TM
RP-butyl 300, 7 micrones, Applied Biosystems) de 2.1 x 30 mm. Esta fue eluida con un
gradiente lineal de isopropanol-TFA 0.1 % y se microsecuenciaron de acuerdo a
Hellman et a/ (1995).

Preparacion de DNA gendmico de S. pombe
Se transfiri® una colonia de .5 pornbeSP 13 a 10 mi de medio YE suplementado con

adenina (20 mg/!) y se creci6 a 28 °C toda la noche. Con 1 ml de este precultivo se
inocularon 50 ml del mismo medio y se creci6 por 6 horas mas. Se cosecharon las
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células por centrifugacién (10 min a 5000 rpm) y se lavaron con solucién SP1 (sorbitol
12 M, citrato de sodio 50 mM, fosfato de sodio 50 mM, EDTA 40 mM, pH final 5.6).
Se centrifugd para eliminar la solucién SP1 y el precipitado se resuspendié en 10 ml
de SP2 (sorbitol 1.2 M, citrato de sodio 50 mM, fosfato de sodio 50 mM, pH final 5.6)
conteniendo 20 mg de Novozym 234 (Sigma). Se incubd la suspension de células por
1 h a 37 °C. Se centrifugé por 5 min a 3000 rpm. Se resuspendié el precipitado en
7.5 ml de buffer TE 5X (Tris-HCl 50 mM pH 75, EDTA 5 mM) y se agregaron 0.75 ml
de SDS 10 %. Se agregaron 2.5 ml de acetato de potasio 5 M y se incubé en hielo por
30 min. Se centrifugd para eliminar los restos celulares y se agregaron al
sobrenadante 10 ml de isopropanol a 4 °C. Se mantuvo a esa temperatura durante
15 min. Se centrifugd por 15 min a 8000 rpm para precipitar los acidos nucleicos,
se eliminé el sobrenadante y se dej6 secar el precipitado a temperatura ambiente.
Se resuspendi6 el material en 30 ml de TE 5X y se agregb RNAsa hasta una
concentracién final de 0.02 mg/ml Se incubé con esta enzima durante 1 h a 37 °C.
Luego de este tiempo se agregd 0.1 ml de SDS 10 % y proteinasa K (Sigma)
(concentracion final 0.05 mg/ml), se incubs en estas condiciones a 50 °C por lo menos
durante una hora. Se agregaron 3.0 ml de fenol equilibrado en TE 5X, se agit6 con
cuidado y se centrifugd. Se descart6 la fase fendlica y la fase acuosa se extrajo con
fenol, de la misma manera, tres veces mas. Se precipité el DNA agregando 1/10 vol
de NaCl 5 M y 25 vol de etanol 100 % y efectuando un suave movimiento del tubo.
Se centrifugé a 8000 rpm por 10 min y se descarté el sobrenadante. Se lavé el
precipitado con etanol 75 % y se sec6 al vacio. Se resuspendié el DNA en 02 mi de
agua y se determiné su concentracion midiendo la absorbancia a 280 nm.

Preparacion de RNA de S. pombe y su utilizaciéon

Se transfirié una colonia de 5 pombea 10 ml de medio YE y se creci6 hasta una
DO 600 nm= 1.0. Se centrifugd por 5 min a 7000 rpm a 4 °C, el precipitado se lavé con
agua a 4 °C y se centrifugé nuevamente. Las células se resuspendieron en 03 ml de
buffer RNA (NaCl 0.5 M, Tris-HCl 200 mM pH 75, EDTA 10 mM), se agregd el
equivalente a 0.2 ml de bolitas de vidrio (de aproximadamente 0.5 mm de didmetro)
y 03 ml de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1). Se rompieron las células
mediante agitacion en un vortex (10 ciclos de 1 min cada uno con interrupciones de
2 min a 4 °C). Se centrifugd a temperatura ambiente 1 min y se retiré la fase acuosa.
Se agreg6 1 vol de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (2524:1), se agitd y se
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centrifugd nuevamente por 1 min a temperatura ambiente. Se retir0 el sobrenadante
y se le agregd 2 vol de etanol 100 %. Se mantuvo el tubo a -20 °C por 1 h. Se centrifugd
10 min a 4 °C y el precipitado se lavé dos veces con etanol 70 %. El precipitado se
resuspendi6 en 0.1 ml de agua y se traté con DNAsa por una hora. Se extrajo la
DNAsa y el RNA se precipit6 nuevamente. Este RNA fue utilizado para las
reacciones de obtencién de cDNA como para la realizacion del Northern blot.

cDNA: Se incubaron 5 pg de RNA total con 1 ul de oligo dT (Gibco) en un
volumen de 13 pl a 70 °C por 10 min, se transfirié la mezcla a 4 °C y se agregaron los
siguientes reactivos: 2 ul de buffer de sintesis 10X (Tris-HCl 200 mM pH 84,
KC1 500 mM, MgCl, 25 mM, BSA 1 mg/mil), 1yl dNTP 100 mM, 2 pl DTT 01 M,
1 Wl SUPERSCRIPT II RT (200 U/ml) (Gibco). Se incubd a temperatura ambiente por
10 min y luego a 42 °C por 50 min. Se detuvo la reaccién por calentamiento a 70 °C
durante 15 min. Finalmente se agrego 1 pl de RNAsa H (Gibco) y se incub6 a 37 °C
por 20 min. Para las reacciones de PCR se utilizaron 1 o 2 jl de esta reaccion.

Northernblot: Cultivos de .5 pombe SP 13 crecidos en medio minimo (MM)
suplementado con adenina (ade) 20 mg/l, uracilo (ura) 20 mg/1 y leucina (leu)
30 mg/1 a 28 °C hasta fase exponencial fueron sometidos a diferentes tratamientos. En
el caso de las células control se incubaron por 2 h a 28 °C. Los cultivos utilizados para
el shock térmico se incubaron por 5,10 o 60 min a 39 °C. En otros casos las células
fueron crecidas en presencia de tunicamicina 10 pg/ml, A231187 10 uM o
2-mercaptoetanol 15mM por 2 h a 28 °C. Para el analisis del efecto de otros
compuestos las células se centrifugaron, se lavaron y resuspendieron en medio
minimo sin glucosa, suplementado con glicerol 3 % y acido lactico 2 % en presencia o
ausencia de 2-deoxiglucosa 10 mM. Luego de esto la incubacién se prolong6 por dos
horas mas. Se extrajo el RNA de las células como se indica mas arriba. Se sembraron
3.0 ug de RNA total de cada uno de los tratamientos.

Procedimientos con DNA

Las sondas se marcaron usando el kit Prime-a-Gene® Labeling System (Promega) . El
DNA doble cadena se secuenci6 usando Sequenase version 2.0 (USB) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Las enzimas de restriccion y modificadoras (New
England Biolabs) fueron usadas de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los
productos de las reacciones de PCR se ligaron al vector pGEM®-T VECTOR SYSTEM
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1 (Promega) (vector T). Las técnicas de Southern y Northern blot fueron realizadas

como fue descripto por Sambrook ef 2/, 1989.

Reaccion de PCR

Se utiliz6 como templado DNA genémico o cDNA. El templado fue calentado a 95 °C
por 5 minutos en un volumen final de 45 pl conteniendo 250 mM de cada uno de los
dNTP, Tris-HClI 10 mM pH 83, KCI 50 mM, MgCl, 25 mM y 5 ug de cada
oligonucleétido o 1o que corresponda en cada caso, luego de los 5 min a 95 °C se
agregaron 5 Jl que contenian 2.5 unidades de Taq polimerasa (Perkin Elmer) y se
realizaron de 25 a 30 ciclos. La temperatura de hibridizacion utilizada se detalla en
cada caso en particular. Luego se incubé por 10 min a 72 °C y se analizaron los
productos obtenidos en geles de agarosa.

Screening de las bibliotecas de cDNA y gendmica

Se transfirié 1 colonia de £’ co/#XL1-Blue MRF a 50 ml de LB suplementado con de
maltosa 02% (v/v) y MgSO4 10 mM, se crecié toda la noche a 30 °C. Se centrifugaron
las células a 2000 rpm por 10 min y se descartd el sobrenadante. El precipitado se
resuspendié suavemente en aproximadamente 25 ml de MgS0O4 10 mM hasta una
ODggonm=0.5. Se inocularon 0.6 ml de las células resuspendidas en MgSO4 con 1 mi de
una dilucién apropiada de fagos (30000 ufp/ml) y se incubé a 37 °C por 15 min para
permitir que los fagos se adhieran a las células. Luego se agregaron 7.0 ml de Top
Agarosa (medio NZY con agarosa 0.7 %) que habia sido precalentado a 42 °C y se
plaqued sobre cajas de Petri que contenian medio NZY. Se incubé a 37 °C por 8 h.
Transcurrido este tiempo las cajas se enfriaron a 4 °C por dos horas. Se transfirieron
los fagos a membranas de nitrocelulosa, las membranas fueron mantenidas sobre las
cajas de Petri por 2 min la primera y por 4 min el duplicado, luego se desnaturalizé el
DNA adsorbido sumergiéndolas en NaCl 1.5 M, NaOH 05 M por 2 min.
Se neutralizé en NaCl 1.5 M, Tris-HCl 0.5 M pH 80 por 5 min y se lavé en
Tris-HC1 0.2 M pH 7.5, 2X SSC (Na(Cl 0.3 M, citrato de sodio 004 M pH 7.0) por 30 seg,
Seguidamente las membranas fueron horneadas a 80 °C por 2 h.

Prehibridizacién: Las membranas de nitrocelulosa fueron prehibridizadas a
42 °C por 2 h en una solucién que contenia: buffer Pipes 2X (NaCl 0.8 M, Pipes 20 mM
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pH 6.5), formamida deionizada 50 %, SDS 0.5 %, DNA de esperma de salmoén
100 pg/ml. Se utilizaron a razén de 3 ml de solucion de prehibridizacién por
membrana.

Hibridizacién: Se marcaron con [y32PJATP diferentes fragmentos de DNA (ver
cada experimento en particular) por random primimg. La sonda radioactiva se hirvié
durante 5 min y se agregd a la solucién de prehibridizacion que contenia las
membranas. Se incub6 a 42 °C durante toda la noche.

Lavados: Las membranas se lavaron con una soluciéon de SSC 0.1X y SDS 01 %

a 65 °C durante 30 min. Esto se repiti¢ 3 veces y luego se expusieron con una placa
radiografica Kodak X-OMat-AR por 24 h a -80 °C. .
Se revelaron las placas radiogréficas y se aislaron los fagos positivos. Se sometieron a
tres rondas de screening de la misma manera que antes. Una vez aislados los fagos de
interés se escindieron en forma de plasmido. Para ello se creci6 un cultivo de £ co/
XL1-Blue MRF' toda la noche en medio LB. Se centrifugd y las células se
resuspendieron en MgSO4 10 mM hasta una ODgyognm=1.0. También se crecié un
cultivo de £ co/f SOLR en medio LB hasta una ODgggnm=0.5. Se combinaron en un
tubo 0.2 ml de las células XL1-Blue MRF con 0.25 ml de cada uno de los fagos
aislados en el screening y 1l de ExAssist helper phage (Stratagene) y se incubd por
15 min a 37 °C. Se agregaron 3 ml de medio LB y se incubé por tres horas mas a 37 °C
con agitacion. Transcurrido este tiempo se centrifugaron las células y el sobrenadante
se calent6 a 70 °C por 15 min. Con 0.1 ml de este sobrenadante se inocularon 0.2 ml de
las células SOLR y se incub6 por 15 min a 37 °C. Luego se sembraron 20 pl de estas
células sobre placas de Petri conteniendo LB-ampicilina (50 pg/ml). Las colonias que
crecen en este medio contienen el cDNA como un inserto en el plasmido
pBluescript® SK. Para el caso de la biblioteca genémica los 20 pl se sembraron sobre
placas de Petri conteniendo LB-kanamicina (50ig/ ml). Las colonias que crecen en este
medio contienen el DNA genémico como un inserto en el plasmido pBK-CMV.

Disrupciéon del gen gptl

El fragmento del gen gpf7 de 2903 pb obtenido por PCR que estaba clonado en el
vector T fue digerido con Nhe 1 y Eco RV. De esta manera se eliminaron 966 pb y
fueron reemplazadas por 1700 pb correspondientes al gen wrz 4 El plasmido fue
posteriormente cortado con Xba [ y Sal . Asi se obtuvo un fragmento lineal de
3100 pb que contenia al gen wrz 4 flanqueado por 400 pb hacia el 5' y 1000 pb hacia
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el 3' correspondientes al gen gp#/ Con esta construccién se transformoé la cepa
dipliode SP13 (ura ") de .5 pombe y se seleccionaron las células ura *+. Se extrajo el
DNA cromosomal de las células transformadas y de las células parentales, se los
digiri6 con Bgl I1 y se los analiz6 por Southemn blot. Se los hibridiz6 con una sonda de
1200 pb correspondiente al gen gpf7 y con una sonda que comprendia al gen wrz 4
Las células heterocigotas que llevaban la disrupcion en el gen gpf7 fueron crecidas en
medio ELN (bajo en nitr6geno) para inducir la esporulacién. Luego de dos dias las
células fueron incubadas en 1ml de acetato de sodio 100 mM pH 5.5 conteniendo
10 pl de B-glucuronidasa (Sigma) durante 12 h a temperatura ambiente. La digestion
se examind con un microscopio. Aproximadamente 250 esporas fueron lavadas y
plaqueadas en medio minimo con y sin uracilo para determinar el genotipo de la
progenie.

Construccion de los pldsmidos de expresién

El plasmido pBluescript SK que tiene el cDNA del gen gpf7 aislado del screening de
la biblioteca de cDNA fue cortado con Xho L Se trat6 con Klenow para generar un
extremo romo y posteriormente se corté con BamH L De esta manera se liberd un
fragmento de DNA que contiene al gen gpf/7 Este tenia el siio Bam HI1 en el 5'y el
Xho [ modificado en el 3'. Cada uno de los plasmidos (pREP 3x, pREP 41x y pREP 81x)
fue digerido con Sma I por 2 h a 30 °C. Fueron corridos en un gel de agarosa al 0.7 %
en TAE y posteriormente fueron aislados del gel. Luego fueron cortados con Bam H I
por 2 h a 37 °C. Se lig6 el cDNA de gp/7 a cada uno de los diferentes plasmidos por
18 h a 16 °C. Se transformé £ co/i XLI Blue y se seleccionaron las colonias que fueron
resistentes a ampicilina. Se extrajo el DNA plasmidico y con él se transformo la cepa
de S pombe glucosiltransferasa - segn el método de Broker, 1993. Se crecieron las
células en medio minimo suplementado con tiamina 10 pg/ml y adenina 20 mg/l.
Luego de 4 dias se aislaron algunas colonias positivas. Cada una de ellas se creci6 en
10 ml de medio minimo suplementado con tiamina 10 pg/ml y adenina 20 mg/1
durante 18 h. Los cultivos se centrifugaron y las células se resuspendieron en 3 mi de
medio minimo sin suplementar. Se tomaron 0.5 ml de esta suspencién y se
inocularon en 50 ml de medio minimo suplementado con adenina 20 mg/l]
(promotor desreprimido) o 50 ml de medio minimo suplementado con adenina
20 mg/l y tiamina 10 pg/ml (promotor reprimido). Se crecieron los cultivos por 2
dias y se prepararon microsomas como se describié anteriormente. La concentracién
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final de proteinas de todas las preparaciones fue 25 mg/ml. Se midi6 actividad de
glucosiltransferasa y se analizaron las proteinas en un SDS-PAGE para cada uno de
los clones.



RESULTADOS

Purificacion a homogeniedad de Ila UDP-Glc:glicoproteina
glucosiltransferasa de Schizosaccharomyces pombe

Los pasos de purificacién utilizados se describen en MATERIALES Y M£TODOS. El
procedimiento seguido es parecido pero no igual al empleado para la purificacién de
la glucosiltransferasa de higado de rata (Trombetta y Parodi, 1992). Fue de crucial
importancia el agregado de E-64 a las soluciones utilizadas para romper las células y
en las que se solubiliz6 la enzima, dado que la omision de este inhibidor reduce el
rendimiento final y hace practicamente imposible obtener suficiente cantidad de
enzima activa y homogénea. Los perfiles obtenidos en las columnas de Mono Q y
Phenyl-Superose se muestran en la Fig. 5 A y B. Como puede verse en el perfil
obtenido en Phenyl-Superose se detecta un solo pico de proteina (absorbancia a 280
nm) que coincide con la actividad. Sin embargo en un SDS-PAGE estas fracciones
presentaban contaminantes de bajo peso molecular, por lo que se recurrié a un
nuevo paso de purificacion que consistido en un columna de tamiz molecular. Las
fracciones con actividad provenientes de la columna de tamiz molecular Bio-Sil SEC
250 fueron corridas en un SDS-PAGE como se muestra en la Fig. 5 C. Los
contaminantes de bajo peso molecular aparecen en la fraccion 8 y estan ausentes en
la fraccion 7, donde se obtuvo la mayor actividad de glucosiltransferasa. En las
distintas fracciones de esta dltima columna, como también en los pasos de
purificacién anteriores se obtuvieron dos bandas de proteinas que coincidian con la
actividad (Fig. 5 C). Los pesos moleculares de ambas bandas fueron 158 y 141 KDa.
Se secuenci6 el extremo amino terminal de cada una de estos dos polipéptidos y
resultd ser: Ala-Ser/Lys-X-Leu-Asp-X-Lys-Ile-Ala-Ala-X-X-X-Ala para la de mayor
peso molecular, y Ala-Lys-Pro-Leu-Asp-Val-Lys-Ile-Ala-Ala-Thr-Phe-Asn para la
menor. Esto indicaria que ambas bandas corresponden a la misma proteina. La banda
de menor peso molecular posiblemente se produce como un producto proteolitico de
la mayor.

El rendimiento obtenido se muestra en la Tabla 1. La enzima de S pombe y la de
higado de rata tienen un peso molecular semejante y ambas son eluidas de una
columna de intercambio i6nico a la misma concentraciébn de NaCl (03 M). La
glucosiltransferasa serfa una proteina soluble del RE, dado que las concentraciones de

detergentes que se utilizaron para su extraccion no son suficientes para desagregar las
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membranas que forman el RE. Esto se confirné luego al secuenciarse el gen que
codifica para la enzima (ver mas adelante). La enzima resulté ser una glicoproteina
con oligosacaridos de alta manosa a juzgar por el hecho de quedar retenida en una
columna de Con A-Sepharose de la que fue eluida con a-metilmandsido.

TABLA L
PURIFICACION DE LA GLUCOSILTRANSFERASA

Proteina Actividad Purificacién Rendimiento
Paso

mg/mi cpm/10ul  cpm/mg %

(x 10-9)

Microsomas 58 6300 108 100
Soluble 12 6200 516 4.8 88
DEAE 45 9200 2040 19 68
Con A 0.8 8500 10625 98 40
Mono-Q 0.68 30500 44853 415 8
Phenyl-Sup. 0.35 18500 52853 489 2
Bio-Sil SEC 0.06 5940 99000 916 0.5

Los procedimientos experimentales se detallan en MATERIALES Y METODOS.
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Figura 5. Purificacién de la glucosiltransferasa de S. pombe

Los paneles A y B corresponden a los perfiles obtenidos en las cromatografias en
Mono Q y Phenyl-Superose. Con 0-0 se representa la actividad enzimética y con linea
llena la absorbancia a 280 nm. El panel C corresponde a una electroforesis en gel de
poliacrilamida (7.5 %) con SDS y tefiido con nitrato de plata. En él se sembraron las
fracciones activas de la columna BioSil SEC 250. La actividad enzimitica en las
fracciones 6, 7 y 8 fueron 5088, 15787 y 9980 cpm respectivamente. Para mas detalles
ver MATERIALES Y METODOS.
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La glucosiltrasferasa de S. pombe requiere calcio para su actividad
y el pH d6ptimo es cercano al neutro

La actividad requiri6 CaCl;. La concentracion 6ptima de este ion resuito ser alrededor
de 10 mM. Este no pudo ser reemplazado por MgCl; o MnCl; (Fig. 6 A). La
disminuciéon de actividad a altas concentraciones de CaCl; pudo deberse a la
insolubilizacién de la tiroglobulina desnaturalizada (apreciable visualmente).

El pH 6ptimo para la actividad fue cercano al neutro como puede verse en la Fig. 6 B,
compatible con la localizacién subcelular propuesta.

pH
? 8 9
o B
. 43
e
a 42
(9]
%]\O\o\o 11
1 1 1 O

Figura 6. Requerimiento de cationes y curva de pH de la

glucosiltransferasa de S. pombe
Panel A. La actividad se ensay6 como se describe en "ENSAYO DE GLUCOSILTRANSFERASA"

cambiando los cationes y sus concentraciones segin el caso. e-e, CaCly; 0-0, MgCly;

A-AMnCly.
Panel B. La actividad se ensayé como se describe en "ENSAYO DE GLUCOSILTRANSFERASA"

cambiando los buffers y los pH segin el caso. e-e, buffer imidazol-HCl 20 mM;
0-0, buffer Tris-HCl 20 mM.
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La glucosiltransferasa usa UDP-Glc como dador de Glucosa

El Gnico dador de azicar efectivo de los ensayados resulté ser UDP-Glc (Fig. 7 A).
ADP-Glc, TDP-Glc o UDP-Gal no pudieron actuar como dadores de sus
monosacaridos (Fig. 7 A). En el caso del UDP-Gal una hidrélisis 4cida fuerte (HC1 1 N
a 100 °C durante 4 h) del producto marcado y posterior cromatografia en papel en
1-butanol/piridina/agua (10:3:3), revel6 que toda la marca correspondia a glucosa
(Fig. 7 B). Esto se debe a que la fuente de enzima utilizada para realizar estos ensayos
fue una fraccién proveniente de la columna de DEAE que esta posiblemente
impurificada con la UDP-Glc-4-epimerasa.

‘

*ee . g

U-G A-G T-G U-Ga 5 10 15 20
cm from origin

Figura 7. Especificidad de nucledtido azicares dadores.

Panel A. Los distintos nucle6tido azicares estaban marcados en Glucosa o Galactosa, Se
ensayaron en concentracién 2.5 puM como se describe en MATERIALES Y METODOS,
utilizando una fracci6én de glucosiltransferasa proveniente de la columna de DEAE.
U-G, A-G, T-G y U-Ga significan UDP-glc, ADP-glc, TDP-glc y UDP-gal respectivamente.
Panel B. Cromatografia en papel del producto obtenido al usar como dador de azicar
UDP-gal. La marca corresponde a glucosa. Standards: 1, Glucosa y 2, Manosa.
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La Glucosiltransferasa utiliza como sustrato glicoproteinas
desnaturalizadas pero no glicopéptidos

Como se menciond anteriormente la propiedad mas interesante de la
glucosiltransferasa de higado de rata es que en ensayos /7 w¥rosolo reconoce como
sustrato aceptor a glicoproteinas desnaturalizadas pero no a las mismas
glicoproteinas nativas o glicopéptidos (Trombetta ef 2/ 1989; Sousa ef 2/ 1992; Sousa
y Parodi, 1995). Con el fin de determinar si lo mismo ocurria con la
glucosiltransferasa de S pombe se ensayé la actividad de esta enzima utilizando
como sustratos distintas glicoproteinas en sus formas nativas y desnaturalizadas
como asi también distintos glicopéptidos. Cuando se incubdé una fraccién
parcialmente purificada de la glucosiltransferasa de S pombe proveniente de la
columna de DEAE, se observé que fue capaz de glucosilar tiroglobulina en su forma
desnaturalizada pero no la forma nativa (Fig. 8 A). Una fraccién de enzima
altamente purificada, como es la que se obtiene de la columna de Phenyl-Superose,
es capaz de glucosilar eficientemente SBA desnaturalizada pero no la misma
glicoproteina en su forma nativa (Fig. 8 B). Se sabe, por experimentos realizados en
nuestro laboratorio (Sousa ef 2/ 1992), que si bien solo las formas desnaturalizadas
de la tiroglobulina, PHA y SBA son glucosiladas por la glucosiltransferasa, tanto en la
forma nativa como la desnaturalizada de estas glicoproteinas los oligosacaridos
son accesibles sondas macromoleculares como Con A y a-manosidasa. La
glucosiltransferasa de .S pombe tampoco puede utilizar como sustrato glicopéptidos
de la misma glicoproteina obtenidos por digestibn con Pronasa. En la Fig 8 A se
observa la comparacion entre la glucosilacion de glicopéptidos y la misma cantidad
de oligosacaridos de alta manosa pero unidos a la tiroglobulina desnaturalizada sin
digerir. Se ha determinado que aproximadamente el 2 % del peso total de la
tiroglobulina bovina es aportado por oligosacaridos de alta manosa (Arima ef a2/
1972). En base a este dato se calculd la cantidad de tiroglobulina equivalente a los
glicopéptidos para cada caso. El tratamiento con Pronasa genera glicopéptidos con un
solo amino acido, es decir, el oligosacarido unido a la asparagina (Yamashita ef 2/
1978). Existe, por lo tanto, la posibilidad de que estos glicopéptidos no sean
eficientemente glucosilados debido a que la enzima requiera sustituciones amino
acidicas en la asparagina para poder utilizar un glicopéptido como sustrato. Para
ensayar esta posibilidad, se prepararon glicopéptidos por tratamiento de PHA con
tripsina libre de quimotripsina y éstos fueron utilizados como sustratos de la
reaccién de glucosilacion. Como puede verse en la Fig 8 A (recuadro interno) los
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glicopéptidos tripticos no son glucosilados eficientemente por la glucosiltransferasa.
Esta lectina tiene solo un oligosacérido de tipo alta manosa por molécula. De acuerdo
a la secuencia de amino acidos, en un fragmento triptico de esta proteina, la
asparagina que lleva el oligosacarido posee 1 amino acido unido al grupo amino y 8
al carboxilo. Los resultados que se observan en la Fig. 8 A (recuadro interno)
demuestran que la falta de glucosilacién de los glicopéptidos obtenidos por
tratamiento con Pronasa, no se debe a que la asparagina que lleva el oligosacarido no
esté sustituida en sus grupos amino y carboxilo.
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Figura 8. Glucosilacién de glicoproteinas nativas y desnaturalizadas y de
glicopéptidos.

Panel A. Se ensayaron como aceptores de glucosa de la glucosiltransferasa purificada
hasta la columna de DEAE-Sepharosa, Tiroglobulina nativa o0-o, Tiroglobulina
desnaturalizada e-e y glicopéptidos 4-& obtenidns por tratamiento con Pronasa de la
misma glicoproteina. Recuadro interno. Se teste6 la capacidad aceptora de la PHA
desnaturalizada o tratada con tripsina.

Panel B. Capacidad aceptora de la SBA en su forma nativa A-A o desnaturalizada e-e, en
este caso la fuente de enzima fue un fraccién obtenida de la columna de
Phenyl-Superosa con alto grado de pureza. El ensayo enzimditico se describe en
"ENSAYO DE GLUCOSILTRANSFERASA" en MATERIALES Y METODOS.
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Recientemente se ha demostrado para la glucosiltransferasa de higado de rata que no
existe ninguna secuencia consenso de amino acidos que sea reconocida por la
enzima, que reconoce el residuo mas interno de N-acetilglucosamina de los
oligosacaridos de las glicoproteinas sustrato y que la enzima interactia con amino
acidos hidrofébicos expuestos en la glicoproteina a glucosilar (Sousa y Parodi, 1995).



RESULTADQS

Caracterizacion de los productos de reaccion formados por
preparaciones crudas o puras de glucosiltransferasa

Se incubaron microsomas de .5 pombe con UDP-[14CJGlc y los productos obtenidos
se trataron con Pronasa y luego con Endo H. Se analizaron por cromatografia en
papel y se obtuvieron GlciMan7GIcNAc, GlciMangGlcNAc, y GlciMangGlcNAc tal
como se observa en la Fig. 9 A y B. La adicién de tiroglobulina desnaturalizada en
urea 8 M a la mezcla de reaccién conteniendo los microsomas, estimula la formacién
de los tres tipos de oligosacaridos Fig. 9 B. La glucosilacién de glicoproteinas
end6genas fue nula cuando se usaron como fuente de enzima prepataciones
obtenidas de la cromatografia en DEAE o pasos posteriores en la purificacion. La
enzima obtenida de la columna de Phenyl-Superose produce también como
productos de reaccién GlciMan7GlcNAc, GlciMangGIcNAc, y GlciMangGlcNAc,
cuando se incuba con tiroglobulina desnaturatizada (Fig. 9 C).
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Figura 9. Caracterizacion de los productos de reaccién obtenidos con
preparaciones de enzima cruda y purificada.

Se incubaron microsomas de S. pombe con UDP-[14C]Glc en ausencia (panel A) o
presencia (panel B) de tiroglobulina desnaturalizada. Panel C. En este caso se usé una
fraccién de glucosiltransferasa proveniente de la columna de Phenyl-Superose y se
incub6 con tiroglobulina desnaturalizada como sustrato aceptor. Los oligosacaridos
liberados por tratamiento con Pronasa y Endo H se corrieron en una cromatografia en
papel en solvente A. Para mas detalles ver MATERIALES Y METODOS. Las posiciones
indicadas con nimeros corresponden a, |: GlciMangGlcNAc; 2: GlciMangGlcNAc; 3:
GlciMan7GlcNAc; 7: Man7GlcNAc; 8: MangGlcNAc; 9: MangGlcNAc.
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Estos datos en su conjunto demuestran que la UDP-Glc:glicoproteina
glucosiltransferasa de .5 pormbe es muy similar en cuanto a sus propiedades a la de
higado de rata que fue muy bien caracterizada bioquimicamente (Trombetta y Parodi,
1992, Sousa ef aj 1992; Sousa y Parodi, 1995). Sin embargo poco se sabia hasta el
momento con respecto a la funcién bioldgica de esta actividad y el porque las células
desarrollaron un mecanismo de reglucosilaciéon en el RE. El tener la proteina
purificada nos permitié microsecuenciar el extremo N-terminal y algunos péptidos
internos, disefiar oligonucleStidos degenerados y mediante técnicas de biologia
molecular obtener la secuencia del gen que codifica para la enzima. Esto a su vez nos
permitié hacer la disrupcién de dicho gen y analizar los cambios en la tranécn‘pcién
del mRNA cuando se someten las células a diferentes condiciones de stress.



RESULTADOS

Clonado y secuenciacion del gen de Ila UDP-Glc:glicoproteina
glucosiltransferasa de Schizosaccharomyces pombe

PCR con oligonucledtidos degenerados:

Con la idea de obtener la secuencia del gen que codifica para la glucosiltransferasa de
S pombe se purificé parcialmente la enzima. Fracciones provenientes de la
columna de Mono Q fueron reducidas, alquiladas con 4-vinilpiridina y analizadas en
un SDS-PAGE. Las bandas correspondientes a la enzima fueron digeridas con
tripsina y los péptidos resultantes se microsecuenciaron como se describe en
MATERIALES Y M£TODOS.

Se obtuvieron las secuencias de los siguientes péptidos:

1 FHCQDDIEDWR/K

DAWTVMQK

DLSSSFFDHYMS

RKPGFESADIMDE
N/L-H/Y-V/S-V/K-P/N-P-L-F/D-Y-E-V-V
C-D/Y-C/Y/K-D/L-T/P-W/Q-L/V-Q/I-L/V-D-E

A G W N

Anteriormente se report6 la secuencia del extremo amino terminal que también fue
utilizada para el disefio de oligonucle6tidos.

N-terminal AKPLDVKIAATFN

A partir de la secuencia de los péptidos se eligieron las regiones de amino acidos que
permitieron disefiar oligonuclesStidos con la menor degeneracion posible (Tabla II) y
se utilizaron para llevar a cabo reacciones de PCR.

45



RESULTADOS

TABLA Il
PEPTIDOS DE LA GLUCOSILTRANSFERASA Y OLIGONUCLEOTIDOS
DEGENERADOS

Péptido Oligonucleétido

Sense Antisense
DVKIAAT GAYGTNAARATHGCXGCXAC
FHCQDDI TTYCAYTGYCARGAYGAYAT = memememeeee.
QDDIEDW CCARTCYTCDATRTCRTCYTG

WTVMQK YTTYTGCATNACXGTCCA

El péptido DVKIAAT corresponde a un fragmento de la secuencia del N-terminal,
FHCQDDI y QDDIEDW corresponden al péptido | y WTVMQK es un fragmento del 2, (ver
mas arriba).

Siendo: Y=CoT,R=A0G;D=A0GoT;N=A0CoToG;H=A0CoT; X=1I

Con los oligonucleétidos provenientes de los péptidos 1 y 2 (1 Sense y 2 Antisense) se
realizaron reacciones de PCR usando como templado tanto DNA genémico como
cDNA de . pormbe La temperatura de hibridizacion en este caso fue 35 °C. Como
resultado de esta reaccién de PCR se obtuvo un fragmento de DNA de 1764 pares de
bases (pb) que fue ligado al vector T y fue secuenciado. Se realizo una nueva reaccion
de PCR usando como templado DNA genémico con un oligonucleétido derivado del
N-ter y el oligonucledtido 2 Antisense. Esta gener6 un fragmento de 2903 pb (Fig. 10
Ay B) que también fue secuenciado. Se comprobé que este fragmento contenia al
anterior (1764 pb) demostrando que ambos péptidos de los que habian derivado

provenian de la misma proteina.
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-1000 +1 1000 2000 3000 4000 5000
L 1 1 1 1 1 J
-tl I: 1764 bp fragment
1237 2970
»” 'l— 2903 bp fragment
67 2970

Figura 10. Reacciones de PCR con oligonucleétidos derivados de las
secuencias de péptidos de la glucosiltransferasa de S. pombe.

Panel A. La base +1 corresponde a la A del codén de iniciacién ATG en el gen de la glucosiltransferasa.
Con flechas se indican las posiciones de los oligonucle6tidos degenerados usados para las reacciones de
PCR. El fragmento de 1764 pares de bases esta contenido en el de 2903.

Panel B. Los productos obtenidos en las reacciones de PCR fueron corridos enun gel de agarosa al 1.3 % en
buffer TAE. Linea 1, producto de PCR cuando se us6 solo el oligonucleétido 1 sense; linea 2, producto de
PCR al usar los oligonucleétidos 1 sense y 2 antisense; linea 3, igual que linea 1 pero en este caso se usé
solo el oligonucleétido 2 antisense; linea 4, fragmento de PCR generado por los oligonucle6tidos N-ter
sense y 2 antisense; linea 5, igual que la linea 1 pero solo con el oligonucleétido N-ter sense. El templado
de estas reacciones fue DNA genémico de S. pombe. Para mas detalles ver MATERIALES Y METODOS.
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Screening de una biblioteca de cDNA:

El fragmento de 2903 pb fue utilizado como sonda para realizar el screening de una
biblioteca de cDNA de .5 pombeen el vector A ZAP II. Los detalles del procedimiento
se describen en MATERIALES Y M£TODOS. Luego de tres rondas de screening se
obtuvieron 8 fagos independientes, estos fueron escindidos en forma de plasmido y
fueron secuenciados. Solo dos tenian el extremo 5' completo, es decir contenian el
codon ATG que codifica para la metionina inicial. De ellos se pudo obtener la
secuencia del péptido sefial, que comprende 18 amino acidos (Fig. 12). También
estaba presente como era de esperarse la secuencia del N-terminal de la proteina
madura que habia sido determinada por microsecuenciacién de aminoacidos. Con
respecto al extremo 3' de estos clones, todos tenian una secuencia similar, 1 de ellos
solo diferia en el sitio de poli adenilaciéon. Desde el codon STOP hasta el poli A la
region 3' no traducida fue de 452 pb para 7 de los clones y 485 pb para el restante.

Screening de wuna biblioteca gendmica:

Con el objetivo de conocer la secuencia del promotor de la glucosiltransferasa se
realizé el screening de una biblioteca genémica de S pombe Se empled como sonda
un fragmento de 4410 pb que abarca practicamente todo el gen, y luego de tres rondas
de screening se aislaron 3 fagos positivos. Estos se secuenciaron y se comprob6 que se
extendian desde la base -752 hasta la 4383. En esta regién se encontraron tres posibles
TATA boxes ubicadas entre las bases -179 a -183, -477 a -481 y -491 a -495 (Fig. 11).
Ademas se encontré una secuencia de 10 pares de bases (ATTCTGGAAT) en la
posicion -366 (Fig. 11), que esta muy conservada en los promotores de distintas
proteinas inducibles por calor en Szccharomyces cerevisiae y Schizosaccharornyces
pombe (Tuite ef a/, 1988; Jannatipour y Rokeach, 1995)

El gen que codifica para la UDP-Glc.glicoproteina glucosiltransferasa de .5 pormbe fue
designado gpf7 y su nimero de acceso al GenBank es U38417.
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Figura 11. Secuencia de nulceétidos y traduccién del gen de Ila
UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa de S. pombe

La secuencia ATTCTGGAAT que se encuentra en varios promotores inducibles por calor de distintas
protefnas de S. pombey S. cerevisiae esta subrayada con una linea doble. También se indican las tres

posibles TATA boxes, subrayadas con una linea de puntos.

AATTTGGCGTTTTTTGATTTGAATTATTTAATAGTTTATTGCTCCATGAATGCAATATTGCNCGTTTTCAGTTAAAAAGAGGTGTGCA
ACACTAACACGAACAAGTTCGTTTTCATTTTTATGACAAAATGACTACAGGGACTTTTTTTTCCCCATTTATTATTGATTATGTGCTA
ATCAATTATTTCATTATCACAACTATGGGTTACAATTAGAAACCTGTTGTAATAACAATAATTGTCTCACTGAAGTAATATAAGCT

AATGATTATAAAATTTATCAATTGCATATACATTAAATAATTTAATTCATGGAACCAATTCATCTATGGTGATTATTTATCTGQTT
TGCTGGATTGAAATGATTATTTTTAGCATTCTGGAATTTAGATCTTGTAAAACCTGTGTCAAGAATTTTTATTTTAACAAAATT

CGTAATCAGTAATATGGAAAAGTCTTCCTACTTTCAAAGTTTGGATTTTTGTATAGCGCCCCAGTTACGAATACTTGCAAATTATTCC
TTGGTAATTAATTAGTCATAGAACAAAATAGGAAGCCGAAGTAAGATT AT A A ATTAGATACAGCTTTAAATAGCTAATTATTATAC

CACTTGTTTACTGTTCTATCGATCAAGTAACTGTTCACGTAAATAGTCGCGTTAGTCCTCTCAACTACTTAGTTACTCCGCCAACTTC

TTTTGTCGTCAAAAAAATAGCTAAACATTCCAAAAGCAAAAAGAGATAAGTATAAG ATG AGA TGG GGC TTT TG6G TTT GCT
M R w G F w F A
ATT GCA ACT CTC ATT ACG ATT TGC TAT GCC GCC AAG CCT TTA GAC GTC AAG ATT GCG GCG GCG ACT
I A T L I T I C Y A A K £ L D v K I A A A T
TTT AAC GCT CCT TCA TTT TCT GCA CTT ATA GCT GAG TCA TTG TAT CAA GAG AAG AAG GAG GGA TTC
F N A 4 ) F ) A L I A E S L Y Q E K K E G F
ATT TGG TAT TTA AAT CAC TTG AGC GAT TTA CTA GAT GCT GAA AAT ACC ACC GAA AAG GAG CTG TAC
I v Y L N H L ) D L L )] A E N T T E K E L Y
ATT AAT GTT GTC AAT TCA CTT AAA CGC GAG TAT GTT CTT TCT GAT GAA GAA TTA TCT TCC TTG CAG
I N v v N S L K R E Y v L S D E E L S S L Q
TTT TCT CTG GGA TTG TTT TCT GGC GCA CCA AAG TTA CAA GCA TTT TCA AGT ATT GTT CAA TCG CGC
F S L G L F S G A P K L Q A F S S I v Q S R
ACG TGT GAT TGT GAC ACT TGG CTA CAA CTT GAC GAA GAA TCA CAG GTT TGC TTT TCG GAT TTG CCA
T C [} C D T v L Q L D E E S Q v C F S D L P
AAG GAC TCC CCA TTG TTT AGC AAG CTG TAC AGC AAA AAT CCT CTA GAT TAC GAA GTT GTA AAA ACC
K D S P L F S K L Y S K N P L D Y E v v K T
TCG GCT ACT GGC ATT CCG TAC GCA GTG GTT GTA ACT AGC TTC GAA CGA GAT CTT ATT CCT TTT CAC
S A T G I P Y A v v v T ) F E R D L I P F H
GAA CTA TAT TAC AAG CTG GCA TTG GAA GGA AAG TGC AAT TAT GTT ATA AGA TAT TCT CCT CCT TCT
E L Y Y K L A L E G K C N Y v I R Y ) P P S
TCC TCG AAA CTT AAC TCC AAA CTT TAC GTT AAG GGC TTT GGT ACC CAT GTG TCA TTG AAG CGC ACA
S ) K L N S K L Y v K G F G T H v S L K R T
GAT TAC TTA GTT GTA GAT GAT CGC GAG TTT CCA AGG GAA AAG GGA GAT AAC CCA GCA AGT TTT ACA
D Y L v v D D R E F P R E K G D N P A S F T
TCA TCC CGC AAC AAA AGA TCA AAT GAG AGA CTA TTT GGA ATG ACC TCC GAC AGC CTA CAA ACT GTA
S S R N K R S N E R L F G M T S D S L Q T v
ACG CCT GAT AAA ATT GCA ATA CTT GAT TTA TTA GCT ACA CAA AGT ATT GCT AGC AGT GCT GAC ATG
T 4 0 K I A I L D L L A T Q S I A S S A D M
TTG AGT GCT TTT CGA GAG CTT ACA CAA GAT TTT CCT ATT TAT GCG CAT TAC CTT TCT ATA CAA (CG
L ) A F R E L T Q D F P I Y A H Y L S I Q P
GAT GTT TCT AAT CAT TTA ATC GAG GAA CTG AAC CAA TTT CAA TCG CAA TAT GTT CCT GAA GGC ATT
] v S N H L I E E L N Q F Q S Q Y v P E G I
AAT ACG ATT TGG TTG AAT GGT TTA TCT CTT GAT TTA GAG GAA ACG GAT GCT TTT TCT ATT CTC TCT
N T I w L N G L S L D L E E T "] A F ) I L S
TTA ATT AAG AAA GAA AAA GAT ATG TTT GAT AGA TTT GAA GCT CTA GGG ATT AAA TCT TCG AAG GTC
L I K K E K D M F D R F E A L G I K ) S K v
TTA GAT ATA GTC ACT AAT GAG GCT TTT GCT AAC GAG GAC TCA GAT TTC AAG TTT GTT AAG TTT CAT
L D I v T N E A F A N E D S D F K F v K F H
TGC CAG GAC GAC ATA GAG GAC TGG AAA GCC ATA CAT TGG GTG AAC GAA ATA GAA AGC AAC CCT AAG
C Q D D I E D w K A I H w v N E I E S N P K
TAT GAC AAT TGG CCC AAG AGT ATA CAA ATT TTA TTA AAA CCT ATC TAT CCA GGA CAG CTT CAT ATG
Y D N w P K S I Q I L L K P I Y 4 G Q L H M
CTC GGA AAA CAA CTG CAT ACT GTC ATT TAT CCT ATT TTT CCT TCT TCT CCT TCA TCG TTA CCT CTT
L G K Q L H T v I Y P I F P S ) P S S L P L
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ATT GTG CGT GCT GAC TTG CAG GAA TTG ATG GAT ATG GAT TTA CAT GGT GCT CCA TAT GGG TAT ACA
I v R A D L Q E L M D M D L H G A 4 Y G Y T
CCC ATG TGT GAT TCT CGC GAA GAG ATG GAA GGT TTT AGA TTC TGG AAA AAA GGA TAC TGG AAA AAA
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GAATTGCTTGAATACTGAGAGTATTGGCTTTAGGGATTAAAAGGGGTCAAAATTAGTATATGTGCTCCGTTTCAAATGAGCTAGTCA
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La Glucosiltransferasa de S. pombe contiene una nueva sefial de
retenciéon para proteinas solubles del RE

La secuencia de amino &cidos deducida se muestra en la Fig. 12. En la misma figura
se muestra la secuencia de los péptidos obtenida por microsecuenciacion. Los
péptidos 3 (DLSSFFDHYMS) y 4 (RKPGFESADIMDE) no fueron usados en el disefio
de oligonucleétidos para las reacciones de PCR. Ademas se corrobor6 la secuencia
que habia aparecido como doble para los péptidos 5 (5a, NHVVPPLF y 5b,
LYSKNPLDYEVV) y 6 (6a, CDCDTWLQLDE y 6b, DPQVIVD).

Como se mencioné mas arriba el extremo amino terminal posee un péptido sefial de
18 aminoacidos (MRWGFWFAIATLITICYA), la mayoria de los cuales son
hidrofébicos. El sitio de clivaje de este péptido sefial se encuentra después de la
alanina en posicién 18 lo que origina el amino terminal de la proteina madura con
idéntica secuencia (AKPLDVKIAATFN) a la que se habia obtenido por
microsecuenciacion.

El peso molecular calculado a partir de la secuencia de amino acidos es de 162921 Da,
lo que concuerda con el valor obtenido en un SDS-PAGE de la enzima pura
(158.000 Da). El punto isoeléctrico deducido de la secuencia de amino acidos es 5.11.
En la Fig 12 se puede observar la secuencia de cinco posibles sitios de N-glicosilacion.
Sabemos que al menos uno de ellos es funcional 77 o ya que la enzima es
retenida en columnas de Con A, de las que puede ser eluida con a-metilmanosido.
La secuencia no posee ningin dominio transmembrana, como era de esperarse para
una proteina soluble del RE. En su lugar el C-terminal de la proteina presenta el
tetrapéptido PDEL lo que podria representar una nueva sefial de retencién para
proteinas solubles del RE en 5 pombe La tnica sefial de retencion conocida hasta el
momento en S pombe es ADEL que fue encontrada en la proteina BIP, una
chaperona soluble del RE (Pidoux y Ammstrong, 1992).

Hasta el momento se conocen las secuencias de 3 glucosiltransferasas, 1a de S pombe
la de Drosgpfhirla melanggaster (Parker ef aj 1995) y recientemente fue secuenciada
la de higado de rata (A. Parodi y ].Bergeron, dato no publicado). Estas son similares
en cuanto al tamafio y presetan una elevada identidad en sus secuencias de
amino4cidos hacia el extremo C-terminal (Fig 13). Por el contrario la region N-
terminal de las enzimas presenta una escasa homologia. Al comparar las secuencias
de las glucosiltransferasas en un banco de genes (GenBank) se encontré similaridad
en el extremo C-terminal con otros dos genes, un gen (F48 E33) de Caenorfiabditis
elegans y con la proteina Kre 5 de Saccharornyces cerevisize (nGmeros de acceso al
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GenBank U28735 y M33556). En el caso de (. e/egans suponemos que la proteina que
se encuentra codificada por dicho gen es la glucosiltransferasa dado que es muy
similar a las secuencias conocidas (Fig 13 B). La alta homologia observada en el
dominio C-terminal de las proteinas nos conduce a pensar que en él se encontrarian
regiones de reconocimiento del nucleétido-azucar (dador del residuo de glucosa) y
del oligosacarido en la glicoproteina sustrato.

La funcién de 1a proteina Kre 5 es desconocida, se cree que esta relacionada con la
sintesis de glucanos de la pared celular de .S cerevisize (Meaden ef 2/ 1990). No estéa
claro el mecanismo de reaccion en el que interviene Kre 5, pero dado que utilizaria
como sustrato un polisacarido y no una glicoproteina (sustrato caracteristico de la
glucosiltransferasa) creemos que este gen no codifica para la glucosiltransferasa. Mas
atn, existen evidencias de que S cerevisize seria el Gnico organismo eucarionte
conocido hasta el momento que no presenta actividad de UDP-Glcglicoproteina
glucosiltransferasa, (ver mas adelante).
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12. Secuencia de aminodcidos de la glucosiltransferasa

Schizosaccharomyces pombe.
Traduccién conceptual del cDNA de gpt1. La secuencia comprende 1448 amino4cidos. La flecha indica el

Figura

sitio de clivaje del péptido sefal. Los sitios potenciales de N-glicosilacién se indican con lineas de

puntos. Los péptidos obtenidos por microsecuenciacién se encuentran subrayados.
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500 1000 I 1500
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1 2
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1 2

H:H S.c.-Kre5

Proteina Region GT S. pombe Identidad
1 304-348 25%
2 411-445 28%

D. m 3 895-107 39%
4 1157-1417 68%
1 304-348 30%
2 411-445 35%

Higado 3 895-107 46%
4 1157-1417 70%
1 304-348 27%
2 411-445 23%

C.e 3 895-107 42%
4 1157-1417 66%
1 304-348 13%
2 411-445 18%

Kre 5 3 895-107 15%
4 1157-1417 25%

Figura 13. Comparacién de secuencias de las diferentes

glucosiltransferasas

Panel A. Esquema de las proteinas que presentan regiones similares. Cada rectangulo
representa una proteina completa. Con color se sefialan las regi6nes potencialmente
homélogas. S.p., D.m., H, C.e., significan: S. pombe, D. melanogaster, higado de rata,
C. elegans. S.c.-Kre5 representa la secuencia de la proteina Kre5 de S. cerevisiae.
Panel B. Analisis de la identidad de las proteinas mostradas en el panel A con Ia
glucosiltransferasa de S. pombe.
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La transcripcion del mRNA de la glucosiltransferasa de S. pombe se
induce frente a diferentes condiciones de crecimiento

Como se discutié en la INTRODUCCION se ha propuesto que la glucosiltransferasa
participa en el mecanismo de control de calidad del plegamiento de glicoproteinas en
el RE (Sousa ef a/ 1992; Hammond ef a/ 1994; Helenius, 1994). Esto esta basado en
el hecho de que en ensayos libres de células la enzima glucosila glicoproteinas
desnaturalizadas y no las formas nativas (Trombetta ef 2/ 1989, Sousa ef a/ 1992).
Sin embargo no existia ninguna evidencia 72 wvo que apoyara esta hip6tesis. Es
dable esperar que si la glucosiltransferasa estuviese relacionada con el control de
calidad del plegamiento de glicoproteinas, una alteracién en las condiciones de
crecimiento de las células que provocase la acumulacién de proteinas mal plegadas
deberia producir un aumento en la expresion del mRNA que codifica para la
enzima. Para investigar esta hipoétesis, células haploides de S pombe fueron
sometidas a diversos tratamientos que se sabe aumentan la transcripcion de ciertos
genes que codifican para chaperonas, dado que las células son sometidas a
condiciones que producen una acumulacion de proteinas mal plegadas en el RE
(Normington ef a/, 1992; Rose ef a/ 1989, Pidoux y Amstrong, 1992, Cox ef a/, 1993,
Kohno ef a/ 1993; Mori ef a/ 1993; Partaledis y Berlin, 1993).

Se extrajo el RNA de los diferentes cultivos y se analizd por la técnica de- Northern
blot como se describe en MATERIALES Y METODOS. Una banda de aproximadamente
5 Kb se detect6 en las células control. Como se demuestra en la Fig. 14 luego de crecer
las células a 28 °C un cambio de solo 5 min a 39 °C produjo un aumento equivalente
a dos veces la expresion del mRNA de la glucosiltransferasa. Este efecto fue atn
mayor cuando las células fueron sometidas al shock térmico por el lapso de 10 min,
lo que produjo un aumento de 9 veces el nivel basal del mRNA Un aumento de
5 veces se pudo observar en el caso que las células fueron mantenidas a 39 °C por
60 min (Fig. 14). Estos resultados concuerdan con la presencia de la secuencia
ATTCTGGAAT en el promotor del gen de la enzima (Fig 11), que como se
menciond anteriormente, es una secuencia encontrada en promotores de genes
inducibles por shock térmico en & cerevisizey S5 pornbe Se sabe que la presencia de
oligosacaridos es crucial para el plegamiento correcto de ciertas glicoproteinas
(Helenius, 1994). La expresiobn del mRNA de la glucosiltransferasa aumenté
aproximadamente 4 veces cuando las células fueron crecidas en presencia de
inhibidores de la glicosilacion de proteinas como tunicamicina o 2-deoxiglucosa.
También la transcripcién del mRNA de gp#/fue estimulada por un ionéforo de Ca2+
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y un agente reductor como el 2-mercaptoetanol (Fig. 14). La presencia de Ca?* es
requerida para el correcto plegamiento de proteinas dentro del RE, ya que se sabe que
la accién de ciertas chaperonas es dependiente de este cation. La inclusion de
2-mercaptoetanol en el medio de cultivo interfiere con el potencial redox del RE, y
por lo tanto con la formacién de puentes disulfuro. Puede concluirse entonces que la
expresion del gen de la glucosiltransferasa de S pombe esta inducida por
mecanismos que se sabe alteran el plegamiento correcto de glicoproteinas en el RE.
Esta es la primer evidencia /7 vito de que la UDP-Glc:glicoproteina
glucosiltransferasa podria estar relacionada con los mecanismos de control de calidad
del plegamiento de glicoproteinas en el RE. .
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A

Fold Induction

Figura 14. Expresion del mRNA de gptl bajo distintas condiciones de
stress.

Panel A. Las células fueron crecidas a 28 °C y luego pasadas a 39 °C por los tiempos
indicados. Alternativamente las células fueron crecidas por 2 horas en presencia de
tunicamicina, A23187 (unionéforo de Ca2*), 2-mercaptoetanol o 2-deoxiglucosa. Se
prepar6 RNA total de las células sometidas a los distintos tratamientos y se analiz6 por
Northern blot. Linea 1, células control crecidas por 2 horas a 28 °C; las lineas 2-4
corresponden a incubaciones por 5, 10 y 60 min. a 39 °C respectivamente; la linea 5, 2
horas en 10 mg/ml de tunicamicina a 28 °C; linea 6, 2 horas en 10 pM A23187 a 28 °C;
linea 7, 2 horas en 2-mercaptoetanol a 28 °C; lineas 8 y 9, 2 horas a 28 °C en presencia
o ausencia de 2-deoxiglucosa 10 mM, respectivamente. Las condiciones de crecimiento
para los dos controles (lineas 1 y 8) fueron diferentes (ver MATERIALES Y METODOS).
Panel B. Las intensidades relativas de cada mRNA de gpr/ fueron analizadas
densitometricamente por soft-LASER. La intensidad de las bandas fue normalizada con
respecto a los valores obtenidos cuando el mismo filtro fue hibridizado con una sonda

para el gen de actina.
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Disrupcién del gen de la Glucosiltransferasa

Para saber si el gen que codifica para la glucosiltrasnferasa es esencial para las células
de 8 pombe se realizé la disrupcién de dicho gen. Se eliminaron 966 pares de bases
de la regién codificante por tratamiento del DNA con enzimas de restriccion y se
reemplazé por el gen wz 4 (Fig 15). Se mantuvieron a cada lado del gen wra 4
400 pb hacia el 5' y 1000 pb hacia el 3' para asegurar la recombinacién homoéloga entre
estos fragmentos y el gen salvaje de la GT. Con un fragmento lineal de esta
construccién se transformé una cepa diploide de .5 pombe(Sp 13). Se crecieron las
células en medio minimo suplementado con adenina y leucina, y se seleccionaron
las células Ura*. Para confirmar la disrupcion del gen gp/] se extrajo DNA de las
células que fueron capaces de crecer en un medio sin uracilo y se digirié con Bgl II. Se
analiz6 por Southern blot el DNA extraido de las células transformadas y el DNA de
las células parentales (para mas detalles ver MATERIALES Y METODOS). Se utilizd
como sonda un fragmento de 1200 pares de bases correspondiente al gen gp/Z Los
resultados obtenidos se muestran en la-Fig. 15 B lineas 1, 2 y 3 donde puede
apreciarse la presencia de una banda de 2.4 Kb que corresponde al fragmento del gen
£ptique contiene el gen w24y ademas dos bandas de 08 y 1.2 Kb que corresponden a
la copia salvaje del gen de la glucosiltransferasa. En la linea 4 de la misma figura se
muestra que la banda de 2.4 Kb esta ausente en las células parentales. La misma
membrana que se utiliz6 para revelar la presencia de la banda de 2.4 Kb fue lavada de
la sonda y expuesta a una placa por el término de 7 dias. Al no observarse
radioactividad presente, fue incubada nuevamente pero en este caso se utilizé como
sonda el gen wrz 4 Como se muestra en la Fig 15 lineas 5, 6 y 7 la banda de 24 Kb
hibridiza con la sonda wrz 4 De esta manera se pudo comprobar que el fragmento
obtenido era el adecuado y ademas que el gen utilizado para hacer la disrupcién se
introdujo solamente en el sitio esperado y no en otro lugar del genoma de las
levaduras.

Las células diploides heterocigotas para el gen gpr7 fueron esporuladas y se realiz6 el
analisis de las esporas obtenidas. Todas resultaron ser viables, tanto las go/7+ como
las gpt7 -. Esto indica que la actividad de esta enzima no es esencial para la
supervivencia de las células. También se realiz0 un anélisis de tetradas en el que se
encontré que las 4 células obtenidas luego de la esporulacion eran viables.
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Figura 15. Disrupcién del gen gptl.

Panel A. Estrategia utilizada para hacer la disrupcién del gen gpt /. El fragmento de
2903 pares de bases obtenido por PCR (ver Fig. 10) fue cortado con Nhe 1 y Eco RV para
eliminar un fragmento de 966 pares de bases de la regién codificante y se reemplazé
por el gen ura 4 de S. pombe que tiene 1700 pares de bases. Esta construcciéon fue
cortada con las enzimas Xba I y Sac I para obtener un fragmento lineal de DNA que
contiene al gen ura 4 flanqueado por aproximadamente 400 pares de bases del gen
gptl hacia el 5' y 1000 pares de bases del mismo gen hacia el 3'. Este fragmento fue
usado para transformar una cepa diploide de S. pombe (Spl3) que es ura - y se
seleccionaron las células transformadas ura *. Las letras corresponden a las
siguientes enzimas de restricciébn: E, Eco RV; N, Nhe I; S, Sac I y X, Xba I
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0.8 Kb 1.2 Kb
[ I |
g*
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Panel B. Andlisis por Southern blot de las células transformadas que llevan la
disrupcién en uno de los alelos gpr I. Se extrajo DNA de 3 clones ura * (lineas 1-3 y
5-7) y también de la cepa parental (linea 4) y se digiri6 con Bgl II (B). Las lineas 1 a 4
corresponden a las bandas obtenidas cuando se utiliz6 como sonda un fragmento del
gen de la glucosiltransferasa que incluye 1200 pb desde la base 67 hacia el 5'. Lineas 5
a 7 corresponden al DNA de los mismos clones que se analizaron en las lineas | a 3
pero en este caso la sonda utilizada fue el gen wura 4.

Panel C. Esquema del DNA de gpt/ salvaje y gpt/ mutado. Con una linea negra gruesa
se representa la sonda de 1200 pb utilizada para hibridizar el Southern blot. Entre
corchetes se senalan los fragmentos obtenidos al cortar el DNA de ambos tipos
celulares con BglIl (B). Con B* se sedala el sitio para Bgl II que fue eliminado al
insertar el gen wura 4.
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PCR sobre el DNA de las células gptl * y gptl -

Si bien el resultado del Southern blot habia dado el resultado esperado, tanto para las
células salvajes como para las glucosiltransferasa - se realizé otro control de la
disrupcion utilizando la técnica de PCR. Para esto se eligieron oligonucledtidos que
se apareaban al DNA de gpf7 en una region que estaba por fuera del sitio elegido
para realizar la disrupcién. De esta manera debia encontrase una diferencia de
aproximadamente 750 pares de bases entre las células gpf/+ y gpf7-. Esto se debe a
que para realizar la disrupcién de la glucosiltransferasa, se eliminaron 966 pb del gen
de la enzima y se reemplazaron por el gen wrz 4 que tiene aproximadameﬁte 1700
pb. Cuando se utilizé un par de oligonuclettidos que originaban una banda de
aproximadamente 23 Kb en las células glucosiltransferasa * (Fig. 16 calle 1), esta
banda se convirtié en una de 3.1 Kb cuando se utilizé sobre DNA de las células
glucosiltransferasa -, (Fig. 16 calle 2). Para otro par de oligonucleétidos que estan un
poco por fuera de los anteriores, las bandas obtenidas fueron de 2.8 Kb para el control
y 3.5 Kb para las células con la disrupcién, (Fig. 16 calles 3 y 4 respectivamente).

kb

—-0.5

1 2 .3 4 5
Figura 16. Analisis de los productos de PCR sobre el DNA de las células

gptl -y gptl *
Los productos obtenidos en la reaccion de PCR se analizaron en un gel de agarosa al
1%. La descripcién de la Fig. se detalla en el texto. En la calle 5 se corri6 un marcador

del tamano del DNA (1Kb leader de Gibco)
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Las células gptl- no forman GlciMan7.9GIlcNAcs-proteina por
reglucosilacion de Man7.9GIcNAca-proteina

Para corroborar bioquimicamente lo que se habia hecho a nivel genético, se
prepararon microsomas de las células gpf7 - y gpf7 *. Se midi6é actividad de
glucosiltransferasa en ambos extractos crudos y se caracterizaron los
productos obtenidos. En las células glucosiltransferasa + se obtuvo, en ausencia de
tiroglobulina desnaturalizada, GlciMangGlcNAcz-Prot, GlciMangGIcNAc3-Prot y
GlciMan7GIcNAcy-Prot, (Fig. 17). La adicién de esta glicoproteina estimulé la
formacion de los mismos compuestos. En el caso de los microsomas preparados a
partir de las células que llevan la disrupcion no se formo ninguno de los productos,
tanto en ausencia como en presencia de la tiroglubulina desnaturalizada (Fig. 17).

cm from origin

15 20 25 30 35

cpm x 10

0

Figura 17. Caracterizacién bioquimica de las mutantes

Se prepararon microsomas de células haploides salvajes (circulos) y gprl/
(cuadrados) y fueron incubados con UDP-[14C]Glc en presencia (e-¢ o ®-8) o en
ausencia (0-O o 0©-9) de tiroglobulina desnaturalizada. Las proteinas totales fueron
degradadas con Pronasa y los glicopéptidos resultantes incubados con Endo H. Los
oligosac4ridos se corrieron en una cromatografia en papel em solvente A. Las
posiciones de los standards fueron; I: GlcMangGlcNAc; 2: GlcyMangGlcNAc;

3: GlcyMan7GlcNAc.
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Caracterizacion fenotipica de las mutantes

Para investigar si el crecimiento de las células que llevan la disrupcién esta alterado,
se realizaron cultivos a diferentes temperaturas, tanto de las células parentales como
de las gof7 ~. A 18 y 39 °C no se observé una diferencia importante en la velocidad de
crecimiento de ambos tipos celulares (Fig, 18). Sin embargo cuando fueron crecidas a
28 °C las células mutantes crecieron a mayor velocidad que las glucosiltransferasa *.
Del mismo modo se observé una diferencia en el tamafio de las células, siendo las

&pt7” un 30 % mas cortas que las salvajes (Fig. 19).
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Figura 18. Crecimiento de las células gptl * y gptl
Las células salvajes (gpt! *) indicadas con circulos o mutantes (gpt/ ) indicadas con

cuadrados fueron crecidas a 18, 28 o 39 °C.
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Figura 19. Diferencias de morfologia.
Microscopia de contraste de fase de A, S. pombe
mutante (gpr/ ~). La barra equivale a 10 pm.

tipo salvaje (gptl *) y B, S. pombe
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Saccharomyces cerevisiae no tiene actividad de
UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa

La glucosilacion de tiroglobulina desnaturalizada fue detectada en preparaciones
crudas de células de mamiferos (tiroide bovina e higado de rata) (Parodi er a/ 1983;
Parodi ef a/ 1984; Trombetta ef a/ 1989), plantas (/haseolus wvulgaris y
Daucus carota) (Trombetta ef a/ 1989, y resultados no publicados), insectos
(Lrosophila melanogaster) (Parker y col, 1995) hongos ( Mucor rouxii) (Trombetta
et aj 1989) y protozoos ( 7rypanosoma cuzi 'y Crthridia fasciculata ) (Trombetta
ef al, 1989 y Labriola et a/ 1995). También se obtuvieron evidencias /7 vvode la
reaccion de glucosilacién transitoria en tiroide bovina, £ vu/garrs células de
tripanosomatidos (Parodi e/ a2/ 1983, Parodi ef a/ 1984; Parodi ef a/ 1983 b;
Mendelzon y Parodi 1986 y Mendelzon ef a2/ 1986). A pesar de ser una reaccién
ampliamente distribuida en la naturaleza no se detecté actividad de
glucosiltransferasa cuando se ensayaron membranas microsomales de S cerevisize
De este organismo se conoce la secuencia del gen Kre 5 que presenta homologia con
las glucosiltransferasas de S pombe [} melanogaster e higado de rata y por esto se
pens6 que podia ser el gen que codifica para la glucosiltransferasa de .S cerevisiae
Para confirmar si la glucosilacion transitoria de glicoproteinas ocurre o no en células
intactas de S cerevisiag se realizaron experimentos de marcacién 77 v de estas
células. Se utilizaron tres tipos de células: 5 cerevisize salvaje, y dos mutantes, a/g 5
y a/g é Las mutantes transfieren a las proteinas oligosacaridos no glucosilados
(MangGIcNAc)). Estas no pueden sintetizar dolicol-P-P-oligosacaridos glucosilados.
En el caso de ajg 5 porque son defectivos en la sintesis de dolicol-P-Glc y en el caso de
a/lg 6 porque carecen de la enzima que transfiere el residuo de glucosa desde el
dolicol-P-Glc al MangGIcNAc;-P-P-dolicol (Runge ef a/ 1984).

Se incubaron las células por 15 min con [14C]glucosa en presencia de DNJ, un
inhibidor de la glucosidasa II. El anélisis de los oligosacaridos resistentes a la
degradacion por Endo H se muestra en la Fig. 20 A-C. Como puede observarse las
células salvajes produjeron oligosacaridos que migran como GlcaMangGIcNAC,
GlciMangGlcNAc y GlciMangGIcNAc y aparcen en forma de hombros, en menor
proporcién, GlesMangGlcNAc y GlciMan7GIcNAc. En cambio los mutantes producen
solamente compuestos que migran como MangGlcNAc, MangGlcNAc y
Man7GIlcNAc.
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Figura 20. Oligosacdridos sintetizados por S. cervisiae tipo salvaje y
mutantes (alg 5 y alg 6).

Se incubaron células de S. cerevisiae tipo salvaje y mutantes alg 5 'y alg 6 con
(14C]glucosa en presencia de DNJ por 15 minutos. Se aislaron los oligosaciridos

resistentes al tratamiento con Endo H y se corrieron en una cromatografia en papel
en solvente A. Para mas detalles ver MATERIALES Y METODOS. Standards,

1: GlciMangGlcNAc; 2: GlcjMangGlcNAc; 3: GlciMan7GIcNAc; 4: GlcaMangGleNAc;
5: Glc3MangGIcNAc; 7: Man7GlcNAc; 8: MangGlcNAc; 9: MangGlcNAc.

68



RESULTADOS

Para analizar la composicién de azucares de los oligosacaridos obtenidos en el paso
anterior, se trataron con a-manosidasa y se sometieron a una cromatografia en papel.
Todos generaron manosa (Fig. 21 A-C), en el caso de las células mutantes se obtuvo
ademas un compuesto resistente a la degradacion con a-manosidasa que migra justo
por delante de la manosa, en la posicion del disacarido Man1GIcNAc (Fig. 21 By C),
este producto no se detectd en el caso de las células salvajes (Fig. 21 A). Por el
contrario estas ultimas generaron un producto resistente al tratamiento con la
enzima, que migra como GlciMangGIcNAc y GlciMansGIcNAc (Fig. 21 A). Dado que
la resolucién obtenida entre la manosa y el disacarido mencionado mas arriba no fue
la 6ptima, estos compuestos se eluyeron del papel y se recromatograﬁaron. en otro
solvente (solvente C, ver MATERIALES Y MtTODOS). En este caso pudo confirmarse sin
duda la presencia de Mani1GlcNAc y manosa para las mutantes (Fig. 21 E) (solo se
muestra lo obtenido en el caso de a/g 6 ya que con a/g 5se obtuvo el mismo
resultado). La Fig. 21 D muestra que la recromatografia de los productos que
migraron entre los cm 21 y 23 de la Fig. 21 A, solo generan manosa y no se detect6 el
disacarido ManjGlcNAc. Con el objetivo de analizar la composicién de las sustancias
resistentes al tratamiento con a-manosidasa que migraron como GlciMangGlcNAc y
GlciMansGIcNAc en la Fig. 21 A se realizé una hidrolisis acida fuerte de estos
compuestos. Los productos obtenidos se corrieron en una cromatografia en papel
obteniéndose solamente glucosa y manosa (Fig 21 F). Es necesario mencionar que
cuando la cepa salvaje se incuba en condiciones similares con [14C]glucosa pero en
ausencia de DN], solo se obtienen MangGlcNAc, MangGIcNAc y Man7GlcNAc
(Parodi et a/ 1984).
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Figura 21. Caracterizacién de los oligosacdridos sintetizados por
S. cerevisiae.

Panel A. Los oligosacdridos que migraron entre los cm. 12 y 27 de la Fig 20 panel A
fueron tratados con a-manosidasa y posteriormente corridos en una cromatografia en
papel en solvente C.

Panel B. lo mismo que el panel A pero en este caso los oligosacdridos tratados con
a-manosidasa fueron los que migraron entre los cm 21 y 34 del panel B Fig. 20.

Panel C. lo mismo que en el panel A pero los oligosacdridos que se trataron con la
enzima fueron los que migraron entre los cm. 22 y 36 en el panel C de la Fig. 20.

Panel D. las sustancias que migraron entre los cm 21 y 23 del panel A se corrieron en
una cromatografia en papel en solvente B.

Panel E. lo mismo que en panel D, pero en este caso se corrieron los productos que
habian migrado entre los cm. 20 y 25 del panel C.

Panel F. las sustancias obtenidas entre los cm 5 y 10 del panel A fueron sometidas a
una hidré6lisis 4cida fuerte y corridas en una cromatografia en papel en solvente B.
Standards: 1, manosa; 2, ManiGlcNAc; 3, GlciMangGlcNAc; 4, GlciMansGlecNAc; y
5, glucosa.
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Estos resultados indican que los oligosacéaridos sintetizados por las células mutantes
no contienen glucosa, ya que son completamente degradados por la a-manosidasa a
residuos de manosa y Man1GicNAc. Este disacarido es resistente ya que presenta
uniones de tipo b. Los resultados obtenidos con las células salvajes demuestran que
la DNJ inhibi6 eficientemente la remocién de glucosas debida a la actividad de la
glucosidasa II, ya que no se detect® la formacién de Man1GlcNAc entre los productos
de degradacién por la a-manosidasa. El hecho de que no se encontraron en las
células mutantes oligosacaridos que contengan glucosa, confirma que la
glucosilacion transitoria de glicoproteinas, no ocurre en .5 cerevisiae Los residuos de
glucosa detectados en los oligosacaridos unidos a proteinas en las células 'salvajes
provienen de los ‘compuestos unidos al dolicol-P-P, y que son transferidos a las
proteinas como oligosacaridos glucosilados que luego de ser incorporados en las
proteinas son procesados dentro del RE.

Cabe mencionar que células de 7' cwz incubadas con [14C]glucosa en presencia de
DN]J acumulan GlciMangGlcNAc; GlciMangGIcNAc; y GlegMan7GIcNAc; unidos a
proteinas por accion de la glucosiltransferasa (Gafian ef @/ 1991). Este parasito posee
una serie de particularidades en su mecanismo de N-glicosilacion de proteinas. Es
incapaz de sintetizar dolicol-P-Glc por lo que transfiere a proteinas oligosacéridos no
glucosilados de estructura MangGIcNAc;. Los mutantes de .5 cerevisize utilizados
en el experimento anterior son idénticos a lo descripto para 7 crwzi Sin embargo
estas levaduras fueron incapaces de reglucosilar los oligosacaridos unidos a
proteinas. Por lo tanto queda demostrado tanto /7 vfro como 77 vivo que
S cerevisiae carece de actividad de UDP-Glcglicoproteina glucosiltransferasa. Estos
datos junto con otras evidencias que se discuten anteriormente con respecto a la
proteina Kre5 nos hacen pensar que este gen no corresponde a la glucosiltransferasa.
Mas ain el otro integrante del mecanismo de control de calidad del plegamiento de
glicoproteinas en el RE es la calnexina. Cuando se buscé el gen de esta proteina en
S cerevisiae (Parlati ef aj 1995), se encontrd el gen C/NV£ 7 Este codifica para una
proteina que es similar a la calnexina pero que a diferencia de esta carece del dominio
citoplasmatico, no une Ca*?, y la disrupcién de dicho gen no fue letal para las
levaduras ni causa ningin fenotipo detectable (a diferencia de la disrupcién de la
calnexina en S pombe que es letal). Esto induce a pensar que .S cerevisize posee
algan otro mecanismo de control para el plegamiento de las glicoproteinas o que
directamente carece de él.
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Expresién del gen gptl en S. pombe glucosiltransferasa menos

Se transformé la cepa glucosiltransferasa ~ con un plasmido de expresioén que llevaba
el gen gptl Los detalles de la construccién de este plasmido se describen en
MATERIALES Y METODOS. El gen de la glucosiltransferasa se encuentra bajo el control
del promotor nm¢/ ('no message in thiamine") (Maudrel, 1993). Este puede ser
desreprimido cuando la concentracién de tiamina del medio de cultivo es inferior a
05 mM. Existen tres versiones de este promotor que permiten obtener distintos
grados de expresion. En este caso se usaron los plasmidos llamados pREP3x, pREP41x
y pREP81x de niveles de expresion fuerte, media y débil respectivamente (Basi ef a/
1993; Forsburg 1994). Las células que llevaban el plasmido pREP3x se crecieron en
medio minimo suplementado con adenina y tiamina para mantener el promotor
reprimido o medio minimo suplementado solo con adenina con el fin de
desreprimir el promotor y lograr la expresion del gen gp# Las células que llevaban
las otras dos versiones del promotor (pREP41x y pREP81x) se crecieron en ausencia
de tiamina. La actividad de glucosiltransferasa obtenida en los microsomas para cada
una de las distintas condiciones se puede observar en la Tabla IV.

TABLA IV
ACTIVIDAD DE GLUCOSILTRANSFERASA BAJO EL CONTROL DEL PROMOTOR
NMT1

Células Plasmido Tiamina cpm/mg Prot
gottt s e 7607
gptt =  emememeeen e 511
gpt1 - pREP3x 10 pg/ml 3059
gpt1 - pREP3x cocemeeeeee 17343
gpt1 - pREP41x 4920
gpt1 - pREP81x 3445

Los procedimientos experimentales se detallan en MATERIALES Y METODOS.
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La actividad obtenida en el caso de las células transformadas con el plasmido que
lleva el gen gpf7 bajo el control del promotor fuerte (17343 cpm/mg proteina) fue
superior a la obtenida con el extracto preparado a partir de las células gof7 +
(7607 cpm/mg proteina), lo que sugiere que en estas condiciones la
glucosiltransferasa se esta expresando a niveles superiores al normal. Esta actividad
fue nula en el caso de las células gp/7-. Era de esperar que las células que llevaban el
plasmido pREP3x y que fueron crecidas en presencia de tiamina tuvieran una
actividad de glucosiltransferasa nula sin embargo se obtuvieron 3059 cpm/mg
proteina. Se ha demostrado que aGn en presencia de tiamina usando distintas
proteinas como genes “reporter”, el promotor 77727 no se reprime totalmente. Con
los plasmidos de niveles de expresion media (pREP41x) y baja (pREP81x) se obtuvo
una actividad de glucosiltransferasa similar. Para el pREP41x 4920 cpm/mg proteina
y para el pREP81x se obtuvieron 3445 cpm/mg proteina. Con ninguno de ellos se
logré tener la actividad presente en los microsomas de las células salvajes

Las proteinas microsomales fueron analizadas en un SDS-PAGE (Fig. 22). La
intensidad de las bandas obtenidas coincide con la actividad de glucosiltransferasa
ensayada en cada caso. En el mismo gel se corrié una muestra de glucosiltransferasa
de higado de rata (HR) parcialmente purificada (Fig. 22 linea 4). En un extracto crudo
de microsomas de .5 pombe salvaje la glucosiltransferasa es apenas visible (linea 3) y
esta ausente en el caso de las células que son glucosiltransferasa - (linea 2). Cuando
las células transformadas con el vector pREP3x se crecieron en ausencia de tiamina la
banda correspondiente a la glucosiltransferasa se hace claramente visible (linea 5).
Para las mismas células crecidas en presencia de tiamina (linea 6), lo que deberia
reprimir al promotor, se observé una banda de intensidad similar a la obtenida con
las células transformadas con el vector pREP81x (linea 8). Como se menciond mas
arriba la actividad de glucosiltransferasa en el caso de las células transformadas con el
vector pREP3x (promotor reprimido) y pREP81x (promotor promotor desreprimido)
fue similar. Las células transformadas con el plasmido pREP41x (linea 7) presentan
una banda correspondiente a la glucosiltransferasa de intensidad apenas superior a la
de las células transformadas con el plasmido de expresion débil.
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Figura 22. Andlisis por SDS-PAGE de las proteinas microsomales en S.

pombe gptl * | gptl - y gptl - transformadas con los pldismidos de
expresion.

Las proteinas se analizaron en un SDS-PAGE al 7.5 %. El gel se tiié con Coomassie Blue.
Se sembraron aproximadamente 300 pg de proteinas totales en cada calle. En el caso de
la calle 4 donde se sembré un fraccién parcialmente purificada de Ila
glucosiltransferasa de higado de rata se sembraron 25 pg de proteinas totales. La banda
correspondiente a la glucosiltransferasa se senala con una flecha.
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Los niveles de expresion obtenidos aun con el promotor fuerte pueden parecer bajos,
sin embargo; hay que tener en cuenta que por la forma en la que esta construido el
plasmido entre el promotor y el codon de iniciacion ATG hay 76 pb. Esta distancia es
superior a la 6ptima, que no deberia superar los 30 pb para tener niveles de expresion
mayores. Pese a esto se logré obtener la expresion de glucosiltransferasa en células
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DISCUSION

Excepto en unos pocos casos extraordinarios (Strous ef a2/ 1987, Kaushal ef a/ 1990 ;
Ohta ef a/ 1992), no se han detectado glicoproteinas maduras con oligosacaridos de
estructura GlcyMany.¢GIcNAc,; Esto indica que la glucosa no es un componente
normal de las N-glicoproteinas maduras, interviniendo sdlo transitoriamente en su
biosintesis. En primer término la presencia de los tres restos de glucosa en el
intermediario GlcgMangGIcNAc;-P-P-Dol parece servir como sefial para su
transferencia a la proteina. Inmediatamente después de la transferencia, los residuos
de glucosa son removidos por las glucosidasas [ y II (Kornfeld y Kornfeld, 1985;
Kaplan ef a/ 1987). A continuacién operaria el mecanismo de reglucosilacion
de los oligosacéaridos deglucosilados unidos a proteina. La formacién 77 vivo de
GlcyMan; ¢GIcNAc,-Prot a partir de los correspondientes compuestos deglucosilados
es transitoria.

Los resultados aqui presentados demuestran que la UDP-Glc:glicoproteina
glucosiltransferasa, la enzima responsable de la glucosilacion transitoria, de
Schizosaccharomyces pombe es una proteina soluble del interior del RE, ya que
presenta una sefial de retencién (PDEL) para proteinas residentes del RE. Esto habia
sido demostrado por ensayos bioquimicos para la enzima de higado de rata
(Trombetta ef 2/ 1991). Recientemente en un trabajo en colaboracién entre el
laboratorio del Dr. A. Parodi y el Dr. ]. Bergeron se secuenci6 el gen que codifica para
la glucosiltransferasa de higado de rata que presenta en su extremo C-terminal la
secuencia HEEL. Desde 1995 se conoce la secuencia de la glucosiltransferasa
de Drosophila melanogaster que tambien presenta una sefial de retencién
para proteinas solubles del RE, esta es HGEL (Parker ef 2/ 1995). La caracterizacién de
la UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa como una proteina soluble del lumen
del RE, coincide con la localizacién de sus sustratos 77 v7vo-las glicoproteinas, el
UDP-Glc y el Ca?+. En las células de mamiferos el RE es el principal reservorio celular
de Ca?* pudiendo alcanzar concentraciones de 3 mM, tres ordenes de magnitud
mayor que en el citoplasma (Sambrook, 1990). En el caso de las levaduras se sabe que
el calcio se almacena en las vacuolas, aunque se comprobd que la concentracion de
este ion en el RE es mayor que la que se encuentra en el citoplasma de estos
organismos. Se describié para las células de mamiferos un sistema que transporta
especificamente UDP-Glc desde el citoplasma, donde es sintetizado, hacia el RE.
En % pombe deberia existir un sistema similar que proporcione el UDP-Glc que la
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enzima utiliza como dador de azucar. La glucosiltransferasa tendria entonces la
misma localizacién subcelular que la otra enzima del ciclo de glucosilacion-
deglucosilacién, la glucosidasa Il (Lucocq ef 2/ 1986). Resulta interesante que todas
las glicosiltransferasas y glicosidasas involucradas en la sintesis y procesamiento de
N-glicoproteinas estudiadas hasta el momento son proteinas de membrana
(Paulson y Colley, 1989), excepto las involucradas en la glucosilacion transitoria;
la UDP-Glc: glicoproteina glucosiltransferasa y la glucosidasa Il. Ambas enzimas
pueden compartir la misma ubicacién dentro del RE, lo que tal vez contribuya a la
répida desaparicién de los compuestos glucosilados, o tal vez se sitten en distintos
sub-compartimentos del RE, ya que existen algunas comunicaciones que permiten
suponer dicha subcompartimentalizacién (Kabcenell y Atkinson, 1985; Rizzolo ef 2/
1985; Pathak efa/ 1988, Rizzolo y Komnfeld, 1988; Prime, 1989). La disponibilidad de
anticuerpos contra la glucosiltransferasa y la glucosidasa I permitira resolver esto
por colocalizaciéon al microscopio electronico.

Es interesante observar que cuando se comparan las secuencias de las
glucosiltransferasas de S pombe L. melanogaster e higado de rata, todas tienen
aproximadamente el mismo tamafio y presentan una elevada identidad en el
extremo C-terminal. Sin embargo son muy diferentes en el extremo N-terminal. Esta
caracteristica es similar a lo que ocurre entre proteinas de la familia hsp70 que
incluye a la chaperona BiP del RE. El extremo N-terminal de estas proteinas donde se
encuentra la actividad de ATPasa es muy sismilar, mientras que la region C-terminal
que contiene sitios de reconocimiento y unidbn a péptidos hidrofébicos, es mucho
menos conservada. Como se menciond anteriormente se ha demostrado que la
glucosiltransferasa de higado de rata se une a péptidos hidrofébicos expuestos en las
glicoproteinas mal plegadas (Sousa y Parodi, 1995). Esta estructura de dos dominios
nos permite especular que el extremo C-terminal, que ademas presenta similaridad
con algunas glicosiltransferasas bacterianas (Parker ef 2/ 1995), tendria la actividad de
glucosiltransferasa. Por lo tanto seria la regibn encargada de reconocer el
nucleotido-azucar (dador del residuo de glucosa) y el oligosacarido en la glicoproteina
sustrato. La region N-terminal tiene una composicion de amino acidos muy variable,
lo que le permitiria el reconocimiento de una gran variedad de péptidos hidrof&bicos
diferentes que quedarian expuestos cuando las proteinas tienen una conformacién
diferente a la nativa.

Existe otra proteina que presenta semejanzas en el extremo C-terminal con las
glucosiltransferasas, esta es la proteina Kre 5 de Sacc/iaromyces cervisiae No se sabe
a ciencia cierta cual es 1a reaccidn que cataliza esta enzima (si es que cataliza alguna).
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Se cree que participa de algin modo en la sintesis del (1-6)-f-D-glucano de la pared
celular de dichas levaduras. Dado su semejanza con las glucosiltransferasas se penso6
que podia ser la UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa de S cerevisiae. Sin
embargo por dos motivos suponemos que el gen 47e 5no codifica para dicha
glucosiltransferasa: i) Utilizando el mismo ensayo /7 wvifro con el que se detectd
actividad de glucosiltransferasa en 7" cwzj S pornbe y células de mamifero (higado
de rata) no se pudo detectar la actividad enziméatica en microsomas de 5 cerevisize
Para confirmar que la glucosilacidn transitoria no ocurria en dichas levaduras se
recurrid a un ensayo /7 wvo mediante el cual se crecieron células mutantes de
S cerevisize con [14Clglucosa en presencia de un inhibidor de la glucosidasa iI. Dado
que estas células mutantes solo transfieren a sus proteinas oligosacaridos
no glucosilados, la presencia de glucosa en sus glicoproteinas deberia provenir
Gtnicamente por accién de la glucosiltransferasa. Ninguno de los dos mutantes
utilizados fue capaz de formar 77 o glicoproteinas glucosiladas. Por lo tanto las
evidencias tanto /7 vvo como /7 viro demuestran que dichas levaduras son los
unicos organismos eucariontes conocidos hasta el momento que carecen de actividad
de glucosiltransfersa. ii) La identidad de los residuos de aminoacidos encontrada en
la zona C-terminal de las tres glucosiltransferasas conocidas (S pombe
L melanggastere higado de rata) es superior al 58 % a pesar de que estas sean
especies tan distantes en la escala evolutiva. Cuando se compara la misma regién con
la proteina Kre 5 la identidad es inferior al 20 %. Como se menciona mas arriba se
cree que Kre 5 participa de alguna manera en la sintesis de glucano. Es posible que la
homologia observada entre estas protefnas se deba a que en la zona C-terminal se
encuentra la regioén encargada de reconocer el nucleotido-azucar (UDP-Glc ?). Existe
otra identidad posible para la proteina Kre 5. La disrupcién del gen de la
glucosiltransferasa en S pombe no afect6 la viabilidad de las células, por el contrario
las células 425~ mostraron un fenotipo alterado y dificultades en el crecimiento a
28 °C. A pesar que la disrupcion de la calnexina en S pombe es letal, en S cerevisize
se encontr60 un gen similar cuya disrupcibn no tiene efecto alguno para el
crecimiento de las células. Dado que se comprobé que la glucosiltransferasa se une
especificamente a péptidos hidrofébicos se podria especular que ésta posee /7 vig
ademas de una actividad enzimaética, una de chaperona. Estos antecedentes
permitirfan suponer que la proteina Kre 5 es una glucosiltransferasa que perdié su
actividad catalitica pero que conserva su propiedad de chaperona. Al estar ausente en
las células &re5 - los efectos observados en el fenotipo se podrian deber a la ausencia
de su actividad como chaperona. Se podria evaluar esta posibilidad expresando la
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glucosiltransferasa de S pombe en S cerevisize kre5 ~ lo que deberia restituir el
fenotipo salvaje.

La caracteristica mas saliente mostrada por la UDP-Glc:glicoproteina glucosil-
transferasa (tanto para la de higado como para la de $ pombe) ha sido la absoluta
selectividad por glicoproteinas desnaturalizadas. El efecto de la desnaturalizacion no
fue el de hacer accesibles a los oligosacaridos que pudieran estar escondidos en las
estructuras nativas ya que: (a) los glicopéptidos generados por tratamiento de
glicoproteinas con Pronasa o con tripsina fueron pobremente glucosilados a pesar de
que los oligosacéridos se encuentran totalmente expuestos al medio en estas especies;
y (b) los oligosacaridos en las glicoproteinas nativas que tampoco fueron glucosilados
fueron, sin embargo, accesibles a sondas macromoleculares como Con A-Sepharosa,
Endo H y a-manosidasa.

En experimentos orientados a develar las bases moleculares del reconocimiento
exclusivo de glicoproteinas desnaturalizadas por parte de la UDP-Glc:glicoproteina
glucosiltransferasa, se obtuvo evidencia de que uno de los elementos del sistema de
reconocimiento es el residuo mas interno de N-acetilglucosamina de los
oligosacaridos (Sousa y Parodi, 1995). Este residuo no es completamente accesible a
una sonda macromolecular como la Endo H en la mayoria de las glicoproteinas
nativas. En estas el clivaje de los oligosacaridos por la Endo H requiere la
desnaturalizacion de la glicoproteina. Se demostré6 también "para la
glucosiltransferasa de higado de rata que existirian determinantes proteicos cuya
interaccién con la enzima es requerida para que la reaccién de transferencia tenga
lugar (Sousa y Parodi, 1995). Estos determinantes se encuentran expuestos en las
formas desnaturalizadas de las glicoproteinas pero no en las nativas. La necesidad
del reconocimiento no solo del residuo mas interno de N-acetilglucosamina, sino
también de determinantes proteicos estd claramente evidenciada por el hecho de que
los glicopéptidos obtenidos por digestion con Pronasa o con tripsina son muy
pobremente glucosilados. Los determinantes proteicos y el oligosacarido deben estar
covalentemente unidos para que la reaccion de glucosilacion tenga lugar. Esta es una
restricciéon importante dado el gran niumero de proteinas y glicoproteinas
desplegadas, parcialmente plegadas o mal plegadas que existen en el lumen del RE. Si
no fuera necesario que los elementos proteicos y el oligosacarido a ser glucosilado
estuviesen covalentemente unidos, podria suponerse que los determinantes
proteicos de especies no plegadas inducirian la glucosilacién de oligosacaridos
pertenecientes a moléculas correctamente plegadas, siempre y cuando estas
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Gltimas tengan el residuo mas interno de N-acetilglucosamina accesible a la
glucosiltransferasa.

La selectividad por glicoproteinas desnaturalizadas encontrada en sistemas libres de
células concuerda con lo descripto 77 v para la proteina G de mutantes del virus
de la estomatitis vesicular (VSV) y para una quimera entre la hormona de
crecimiento de rata con un fragmento de la hemaglutinina del virus influenza.

La proteina G normal tiene dos sitios de glicosilacién ocupados con oligosacaridos
complejos y adopta su estructura terciaria nativa y se ensambla en trimeros antes de
ser transportada fuera del RE (Doms ef a/ 1987). La proteina G de la mutante
termosensible ts045 (Gallione y Rose, 1985) lleva una mutacion puntual Ser' 204 por
Phe que hace que a 41 °C (temperatura no permisiva) no sea capaz de adoptar su
estructura terciaria nativa y no se trimerice, formando agregados que son retenidos
en el RE. Al volver a 32 °C (temperatura permisiva) la proteina G recupera la
capacidad de adoptar su estructura terciaria nativa, se trimeriza y es
transportada fuera del RE recuperando el fenotipo normal (Knipe ef a/ 1977,
Bergman ef a/ 1981). Se encontré que la proteina G de la mutante ts045 conserva
oligosacaridos monoglucosilados GlcyManggGIcNAc; a la temperatura no permisiva
(Suh ef a/ 1989). La TM12, una variante que tiene una delecién de 8 amino acidos
(472-479) en el sector transmembrana de la proteina G (Adams y Rose, 1985) tiene el
mismo fenotipo termosensible que ts045 y sus oligosacaridos también permanecieron
monoglucosilados a 41 °C (Suh ef 2/ 1989). En los dos casos la adicion de los residuos
de glucosa fue post-traduccional. A la temperatura no permisiva hubo un pasaje
entre las formas no glucosiladas y monoglucosiladas, indicando que los restos
de glucosa fueron transferidos por la accién de la UDP-Glc:glicoproteina
glucosiltransferasa. Un modelo posible para interpretar la persistencia de oligosa-
caridos monoglucosilados es que las proteinas G mutantes son completamente
deglucosiladas a ambas temperaturas por las glucosidasas [ y II pero a la temperatura
no permisiva son incapaces de adoptar la estructura nativa formando agregados que
quedan retenidos en el RE. Estos son reconocidos como sustratos por la
UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa comenzando un ciclo de glucosilacion-
deglucosilacién. Al volver a 32 °C son capaces de adoptar su estructura nativa y dejan
de ser reconocidas como sustrato por la glucosiltransferasa pasando al Golgi y
continuando con el procesamiento normal.

Un caso similar se ha descripto para una quimera entre un fragmento de la hemaglu-
tinina del virus influenza (HA) y la zona C-terminal de la hormona de crecimiento
de rata (Rizzolo y Kornfeld, 1988). Esta construccion tiene un sitio de N-glicosilacion

80



DISCUSION

ocupado en la secuencia correspondiente a la HA en la que normalmente es proce-
sado al estadio de complejo cuando pasa por el aparato de Golgi. Cuando esta
quimera se expresa por transfeccion en células COS forma agregados que quedan
retenidos en el RE sin llegar al aparato de Golgi (Rizzolo ef 2/ 1985) y conserva sus
oligosacaridos monoglucosilados (Rizzolo y Korfeld, 1988).

Las glicoproteinas aceptoras en su faz inicial de glicosilacion, procesamiento y
ensamblado residen en el interior del RE donde adoptan su estructura nativa antes
de seguir el camino de secrecién o alcanzar su localizacion subcelular definitiva
(Pfeffer y Rothman, 1987, Rose y Doms, 1988; Lodish, 1988; Hurtley y Helenius, 1989).
De acuerdo a la especificidad encontrada ,» vitroe /n vivola glucosiltra'nsferasa
reconoceria como sustratos a las glicoproteinas que ain no adoptaron su estructura
definitiva y hace que conserven sus oligosacaridos monoglucosilados.

En 1983 se describié por primera vez la glucosilacién transitoria de oligosacéridos
unidos a proteina y se propuso que el residuo de glucosa agregado por la glucosil-
transferasa a los oligosacaridos tipo alta manosa podria ser una sefial de reconoci-
miento molecular en el procesamiento ‘de glicoproteinas (Parodi ef a/ 1983).
Posteriormente la selectividad mostrada por la enzima para glucosilar glicoproteinas
desnaturalizadas y los resultados explicados mas arriba relacionados con la
retencién en el RE de las formas no plegadas de la proteina G y el estado monogluco-
silado de sus oligosacaridos, permitié refinar la idea de la funciébn 77 vode la
glucosiltransferasa proponiéndose un rol para la misma en el mecanismo mediante
el cual la célula detecta y eventualmente retiene y degrada las glicoproteinas
incorrectamente plegadas (Sousa ef a/ 1992).

Se ha descripto que la calnexina (una proteina de membrana del RE) y la calreticulina
(una proteina soluble del RE) tendrian una actividad tipo chaperona molecular ya
que se las aislé formando parte de complejos con varias proteinas en proceso de
plegamiento (Degen y Williams, 1991; Degen ef 2/ 1992; Hochstenbach ef a/ 1992).
Estudios posteriores mostraron que la calnexina interactuaba solo con glicoproteinas
no totalmente plegadas y que la inhibicioén de la glicosilacién de esas proteinas con
tunicamicina abolia la interaccidn con la calnexina (Ou ef 2/ 1993; Hammond ef 2/,
1994). Trabajos realizados recientemente fundamentaron la idea de que la calnexina
tendria ademas, una actividad tipo lectina, es decir reconociendo oligosacéaridos, y
que tendria especificidad por oligosacaridos monoglucosilados (Hammond ef 2/
1994). Estos resultados en conjunto permitieron a A. Helenius proponer un modelo
en el cual la calnexina y/o calreticulina, la glucosidasa II y la UDP-Glc:glicoproteina
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glucosiltransferasa forman parte del mecanismo de control de calidad del
plegamiento de glicoproteinas en el RE (Fig 23) (Helenius, 1994).

De acuerdo al mencionado modelo, las glicoproteinas en proceso de plegamiento
sufririan, dentro del RE, ciclos de deglucosilacion y reglucosilacion catalizados por la
glucosidasa II y la glucosiltransferasa respectivamente. Las glicoproteinas no plegadas
serian entonces unidas por la calnexina siendo retenidas dentro del RE dado que la
calnexina es una proteina de membrana. Este ciclo continuaria hasta que Ia
glicoproteina adquiere su estructura terciaria nativa. En estas condiciones dejarian de
ser sustrato de la glucosiltransferasa y solo serian sustrato de la glucosidasa II que las
liberaria del residuo de glucosa y por lo tanto de la interaccion con la calnexina

permitiendo su salida del RE.
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Figura 23 . Modelo de mecanismo de control de calidad de plegamiento de
glicoproteinas en el RE
Tomado de Hammond y Helenius, 1993
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La glucosiltransferasa tendria un rol fundamental dentro de este modelo ya que seria
el sensor de la estructura de las glicoproteinas, marcandolas o no con el residuo de
glucosa que determinara su unién a la calnexina.

Si esta fuese la funcién de la glucosiltransferasa /7 v7v es posible pensar que un
incremento de proteinas mal plegadas en el RE produciria una alteracién en la
transcripcion de su mRNA. Para probar esto se crecieron las células en condiciones
que se sabe causan una acumulacién de proteinas de estructura aberrante en el
lumen del RE. Se comprobé que el nivel de transcripcién del mRNA de la
glucosiltransferasa aumenté entre 2 y 9 veces en las condiciones ensayadas. Se
comprobd de esta manera que la glucosiltransferasa de 5. pornbe es una prdteina de
stress. Esto concuerda con el hecho de haberse encontrado en el promotor de la
enzima, una secuencia que esta muy conservada entre distintos promotores de
proteinas que se inducen por calor en S cerevisiae y S pombe. Estos resultados
apoyarian el rol que la glucosiltransferasa tendria /7 wio y su participacion en el
modelo propuesto por A. Helenius.

Se ha demostrado recientemente que la- calnexina de mamiferos puede formar
complejos estables con la subunidad e del receptor de las células T aunque carezca de
oligosacaridos unidos a asparagina como a una version recombinante de la
glicoproteina P en la cual el sitio de N-glicosilacion fue removido por mutagénesis
(Loo y Clarke, 1994 ; Rajagopalan e/ a/, 1994). Tambien ha sido comprobado en
células de mamiferos que la formacion de oligosacaridos monoglucosilados no es
esencial para la supervivencia de las células. Mutantes carentes de glucosidasa I en
los que no se forman glicoproteinas monoglucosiladas ni por deglucosilacion del
oligosacarido transferido ni por reglucosilacion por la glucosiltransferasa, no
presentaron alteraciones en su crecimiento (Ray ef a/ 1991). Estos antecedentes
sumados al hecho de que .5 cerevisize no presenta actividad de glucosiltransferasa
concuerdan con los resultados obtenidos cuando se analiz6 el efecto de la disrupcién
del gen de la glucosiltransferasa en .5 pombe. Concretamente cuando se realizo dicha
disrupcion la viabilidad en S pombe resultd no estar afectada, solo se observé una
diferencia en la morfologia de las células que llevaban la mutacion. Por el contrario
la calnexina demostro ser esencial para la viabilidad en las mismas levaduras
(Jannatipour y Rokeach, 1995). Estos parecen ser resultados contradictorios. Una
explicacion posible para esta aparente incongruencia serfa que la formacion de
Glcy MangGIcNAG, (el ligando que es reconocido por la calnexina) que se produce por
deglucosilacién del oligosacarido transferido a las proteinas (GlcgMangGIcNAcy),
seria suficiente para para asegurar la uniébn a la chaperona. De esta forma la
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glucosiltransfersa actuaria como un mecanismo de auxilio. Es decir, el rol de la
UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa seria el de facilitar el reconocimiento de la
calnexina por las glicoproteinas parcialmente o mal plegadas de las cuales han sido
removidos todos los residuos de glucosa. Sin embargo es 16gico pensar que las células
que son gpf7” (carentes de actividad de glucosiltransferasa) presenten alteraciones en
la asociacién de las glicoproteinas con la calnexina en el RE y que por lo tanto se
encuentre afectada la velocidad de secrecién de las glicoproteinas desde el RE. Esto
tltimo podria estar relacionado con la alteracién encontrada en la morfologia de las
células gpof7 - y con el hecho de que éstas presentan una diferencia (no muy
pronunciada pero reproducible) en la velocidad de crecimiento a 28 °C cuando se las
compara con la cepa salvaje. Es posible también que el reconocimiento inicial de
proteinas mal plegadas que llevan oligosacaridos monoglucosilados por parte de la
calnexina sea un mecanismo de seguridad pero no esencial. Esto se podria comprobar
analizando la interaccién de la calnexina con distintas glicoproteinas en células de
S pombe mutantes donde todas las glicoproteinas carezcan de glucosa en sus
oligosacaridos. Estas se podrian obtener generando células mutantes que transfieran
oligosacaridos no glucosilados (anélogos a las mutantes ajg 6 y ajg & de S cerevisiae)
y ademas carezcan de la posibilidad de reglucosilar los oligosacaridos unidos a
proteinas (deberian ser gp/7-). También seria interesante observar que sucede con la
secrecion de las glicoproteinas en células que carecen de actividad de glucosidasa II y
por lo tanto no pueden generar oligosacaridos mono o deglucosilados ya que solo
producirian proteinas con oligosacaridos de tipo Glc;MangGIcNAc,. Estas dos
tltimas posibilidades estan siendo analizadas en nuestro laboratorio.

En el modelo propuesto por A. Helenius en 1994 la calnexina y/o cailreticulina, la
glucosidasa Il y la UDP-Glcglicoproteina glucosiltransferasa forman parte del
mecanismo de control de calidad del plegamiento de glicoproteinas en el RE. Sin
embargo no se puede descartar la existencia de otra u otras proteinas cuya accién sea
necesaria para asegurar el correcto funcionamiento de dicho mecanismo de control.
En este sentido se estan llevando a cabo en nuestro laboratorio experimentos que nos
permitirian saber si existe algin gen cuyo producto interacciona especificamente con
la glucosiltransferasa de 5 pombe. Dado que el gen gp/7 resulté no ser escencial para
dichas levaduras, es posible que una mutacion en otro gen genere células no viables
o con algtn defecto observable unicamente en las células que son gpf7-. Este
procedimiento para buscar ese otro gen se conoce con el nombre de "Synthetic lethal"
y permite identificar la interaccién requerida entre dos proteinas para la misma

funcién escencial.
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L DP-GLC:GLICOPROTEI FERA YCE
.UNA P | M NTRQL DE

CALIDAD DEL PLEGAMIENTO DE GLICOPROTEINAS EN EL RETICULO ENDOPLASMATICO

La N-glicosilacién de proteinas se inicia por la transferencia, en el
lumen del reticulo endolasmico (ER), de un oligosacarido
(Glec3Man9GIcNAc2) de un derivado de dolicol-P-P a un residuo de
asparagina en cadenas polipeptidicas nacientes. El procesamiento de los
oligosacaridos se inicia inmediatamente luego de la reaccién de
transferencia: los residuos de glucosa son removidos por dos glucosidasas
especificas localizadas en el lumen del ER. La glucosidasa 1 remueve la
unidad de glucosa mas externa (unida por unién al-2) mientras que la
glucosidasa Il remueve las dos unidades de glucosa restantes (unidas por
unién ol-3). Algunos residuos de mannosa pueden ser tambien removidos
por manosidasas especificas. Las glicoproteinas son entonces transportadas
al aparato de Golgi donde pueden ocurrir otras reacciones de procesamiento
de oligosacaridos.

Hemos encontrado en nuestro laboratorio que los oligosacaridos
unidos a proteina, ya libres de residuos de glucosa por la accién de las
glucosidasas 1 y II (Man9GIlcNAc2, Man8GIcNAc2 y Man7GIcNAc2) son
transitoriamente re-glucosilados en el ER. Los compuestos formados fueron
identificados como GlciMan9GIlcNAc2, GlciMang8GIcNAc2 vy
GlciMan7GIcNAc2. In vivo estos compuestos son inmediatamente de-
glucosilados. La glucosiltransferasa responsable de la re-glucosilacién (UDP-
Glc:glicoproteina glucosiltransferasa, GT) fue detectada en células de
mamiferos, plantas, hongos y protozoos y fue purificada a homogeneidad de
la levadura Schizosaccharomyces pombe. Se encontré6 que es una proteina
soluble del lumen del ER de peso molecular, en condiciones no nativas, de
alrededor de 150.000, que usa UDP-Glc como dador de glucosa y que
requiere Ca2+ para su actividad. La enzima responsable de la de-
glucosilacién de los compuestos re-glucosilados por la GT es la ya
mencionada glucosidasa II.

La propiedad mas importante de la GT es que en sistemas libres de
células glucosila glicoproteinas mal plegadas (desnaturalizadas) pero no
glicoproteinas correctamente plegadas (nativas). Se observé que
glicoproteinas desnaturalizadas (mal plegadas) y de-glicosiladas con endo-
B-N-acetilglucosaminidasa H (Endo H) son inhibidores potentes de 1la
glucosilaciéon de glicoproteinas desnaturalizadas mientras que la albimina
nativa de suero bovino no tiene efecto. La Endo H corta entre las dos



residuos internos de N-acetilglucosamina liberando los oligosacaridos y
dejando unido a la proteina un dnico residuo de N-acetilglucosamina. Se
concluyé que la interaccién de la GT con dominios proteicos expuestos en
conformaciones desnaturalizadas pero no en las nativas era requerida para
la reaccion de transferencia. En muchas glicoproteinas nativas el residuo de
N-acetilglucosamina no es accesible a una sonda macromolecular como la
Endo H. En esos casos, para permitir la liberacién del oligosacarido por esta
glicosidasa, es necesario desnaturalizar previamente a la glicoproteina. Se
puede especular, por lo tanto, que un plegamiento correcto de la mayoria de
las glicoproteinas ocultaria el residuo de N-acetilglucosamina interna a la GT
y asi impediria la glucosilacién. Por otra parte se encontr6 que ambos
elementos de reconocimiento, los dominios proteicos de amino 4acidos
hidrofobicos expuestos en conformaciones desnaturalizadas y el residuo de
N-acetilglucosamina deben estar unidos covalentemente.

Se identific6 y secuencié el gen que codifica para la UDP-
Glc:glicoproteina glucosiltransferasa de Schizosaccharomyces pombe. Este
gen fue designado como gpt!. Codifica para un polipéptido de 1448 amino
acidos que posee en su extremo N-terminal un péptido seial de 18 amino
acidos. No posee dominios transmembrana, como era de esperar para una
proteina soluble del RE. El extremo C-termianl presenta el tetrapéptido
PDEL que corresponderia a una nueva sefial de retencién para proteinas
solubles del RE en S. pombe. La sintesis del mRNA correspondiente fue
inducida entre 2 y 9 veces por condiciones que se sabe afectan el
plegamiento de glicoproteinas en el RE, esta son: shock térmico, presencia de
un iénoforo de calcio, 2-mercaptoetanol e inhibidores de la N-glucosilacién
como tunicamicina y 2-deoxiglucosa). Esta fue la primer evidencia obtenida
in vivo que apoya la idea de que la glucosiltransferasa participa del control
de calidad del plegamiento de glicoproteinas en el RE. Se realizé la
disrupcién del gen gptl y las células gptl - resultaron ser viables. No se
encontraron grandes diferencias en la velocidad de crecimiento de las
células gptl* y gptl- crecidas a 18, 28 o 39 °C. Ambos tipos celulares solo
difieren un poco en el tamaifio, siendo las gpt/ - un 30% mas cortas que las

gptl *.

Las proteinas del camino de secrecién adoptan su estructura terciaria
y en muchos casos tambien cuaternaria en el ER, antes de ser transportados
a las cisternas cis del aparato de Golgi. Solamente las proteinas plegadas
correctamente son transportadas al aparato de Golgi mientras que las mal
plegadas son degradadas en el ER. La existencia de un control de calidad del
plegamiento de proteinas muy estricto es por lo tanto necesaria para
impedir el pasaje de proteinas mal plegadas a las cisternas del aparato de



Golgi. Un modelo para dicho control de calidad aplicable a glicoproteinas ha
sido propuesto recientemente. De acuerdo a este modelo, los oligosacaridos
existen en el ER en dos estados interconvertibles, monoglucosilados y de-
glucosilados. Su formacién estd catalizada, respectivamente, por la GT 1y la
glucosidasa II. La calnexina, una proteina (chaperona) unida a la membrana
del ER que tiene propiedades de lectina ya que reconoce a oligosacéridos
monoglucosilados, unirfa las estructuras con una glucosa y asi retendria a
las glicoproteinas en el ER hasta tanto ellas adopten un plegamiento
correcto. Al adoptar dicho plegamiento, las glicoproteinas serian sustrato
para la glucosidasa II pero no para la GT y serian asi liberadas del ancla de
la calnexina. Las glicoproteinas serian asi capaces de ser transportadas al
aparato de Golgi.

The UDP-glc:glycoprotein glucosyltransferase from H HA Y
POMBE.. A new_ stress protein involved in the quality control of glycoprotein
olding into the ER

N-glycosylation of proteins is initiated by the transfer, in the lumen of
the endoplasmic reticulum (ER), of an oligosaccharide (Glc3Man9GlcNAc2)
from a dolichol-P-P derivative to asparagine residues in nascent
polypeptide chains. Processing of the protein-linked oligosaccharides is
initiated immediately after the transfer reaction: the glucose residues are
removed by two highly specific glucosidases located in the lumen of the ER:
glucosidase 1 removes the more external o(l-2)-linked glucose residue
whereas glucosidase Il excises both o(l-3)-linked glucose wunits. Some
mannose units may also be removed in the same subcellular location by
specfific mannosidases. Glycoproteins are then transported to the Golgi
apparatus where further processing of the oligosaccharides may occur.

It was found in our laboratory that protein-linked oligosaccharides
already freed from glucose units due to the action of glucosidases I and 11
(Man9GIlcNAc2, Mang8GIcNAc2 and Man7GIcNAc2) were transiently re-
glucosylated in the ER. The compounds formed were identified as protein-
linked Glc]Man9GlcNAc2, GlciMan8GlcNAc2 and GlcJMan7GIcNAc). In vivo
these compounds were immediately de-glucosylated by the above
mentioned glucosidase 1I. The glucosyltransferase responsible for the re-
glucosylation (UDP-Glc:glycoprotein glucosyltransferase, GT) was detected in
mammalian, plant, fungal and protozoan cells and was purified to
homogeneity from the yeast Schizosaccharomyces pombe. It was found to
be a soluble protein of the ER, to use UDP-Glc as sugar dono, to have a



molecular weight under denaturing contitions of about 150,000 and to
require Ca2* for activity.

The most striking feature of the GT is that it glucosylates, in cell free
assays, denatured but not native glycoproteins. It was observed that
denatured endo-B-N-acetylglucosaminidase H-(Endo H)-de-glycosylated
glycoproteins were potent inhibitors of the glucosylation of the glycosylated
species whereas native bovine serum albumin had no effect (Endo H breaks
the bond between the internal N-acetylglucosamine residue of the
oligosaccharide, leaving one of the residues linked to the protein moiety). It
was concluded that interaction of the glucosyltransferase with protein
domains exposed in denatured but not in native conformations was
required for the transfer reaction. In many native glycoproteins the
innermost N-acetylglucosamine is not accessible to a macromolecular probe
as Endo H. In those cases, cleavage of oligosaccharides by the
endoglycosidase requires denaturation of the glycoprotein. It may be
speculated that proper folding of most glycoproteins would hinder
recognition of the innermost N-acetylglucosamine unit by the GT and thus
prevent glucosylation. On the other hand, both recognition elements, the N-
acetylglucosamine and the hydrophobic patches exposed in denatured but
not in native conformations, had to be covalently linked.

We have identified and begun the characterization of the gene
encoding UDP-Glc:glycoprotein glucosyltransferase in Schizosaccharomyces
pombe. This gene, here designated gptl, codes for a polypeptide having a
signal peptide of 18 amino acids followed by 1429 amino acids with no
transmembrane domain, as expected for a soluble protein of the
endoplasmic reticulum (ER). The C-terminal tetrapeptide PDEL corresponds
most likely to a novel ER-retention signal in this fission yeast. Synthesis of
the corresponding mRNA was induced 2-9 fold by conditions known to
affect glycoprotein folding in the ER (e.g., heat shock, culture in the
presence of a Ca2+ ionophore, 2-mercaptoethanol or inhibitors of protein N-
glycosylation such as tunicamycin or 2-deoxyglucose). This is the first
evidence obtained in vivo that supports the proposed involvement of the
enzyme in the quality control of glycoprotein folding in the ER. Thus far,
the said involvement was solely inferred from the property of the enzyme
to glucosylate misfolded but not native glycoproteins in cell-free assays.
The gptl gene was disrupted and gpti- cells were found to be viable.
Moreover, no significant differences in the growth rate patterns at 18 0C, 28

OC or 39 OC or in cell morphology between gptl* and gptl- cells were
observed. Both cell types slightly differed in size.



Proteins adopt their tertiary and in many cases their quaternary
structures in the ER, before being transported to the cis cisternae of the
Golgi apparatus. Only properly folded proteins are transported to the Golgi
apparatus whereas misfolded species are degraded within the ER. A very
stringent  quality control is therefore required to prevent passage of
misfolded proteins to the Golgi cisternae. A model for such quality control
applicable to glycoproteins has been recently proposed. According to it, the
oligosaccharides in the endoplasmic reticulum shuttle between
monoglucosylated and unglucosylated structures, their formation being
catalyzed by the GT and glucosidase II. A membrane bound protein
(chaperone), calnexin, that has a lectin-like activity that recognizes the
monoglucosylated oligosaccharides, would bind the monoglucosylated
structures, and thus retain glycoproteins in the ER as long as the protein
moieties are not properly folded. On attaining the correct native
conformations, glycoproteins would become substrates for the glucosidase
but not for the GT and thus be liberated from the calnexin anchor.
Glycoproteins would then be able to be transported to the Golgi apparatus.
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