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Caracterizacion bioguimica v funciona | de las dos UDP-Glc: glicoproteina

glucosiltransferasas codificadas en el genoma de C. elegans

La UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa (UGGT) es el sensor de la conformacién de las
glicoproteinas en el “Control de Calidad de Plegamiento de Glicoproteinas” ya que sélo
presenta actividad sobre glicoproteinas que no se encuentran en su conformacion nativa.
Las glicoproteinas que presentan oligosacaridos monoglucosilados interaccionan con
lectinas-chaperonas presentes en el Reticulo endopldsmico (RE) como Calnexina y
Calreticulina lo cual previene que los intermediarios de plegamiento inmaduros continten su
camino hacia el Aparato de Golgi. En C. elegans existen dos genes, uggt-1 y uggt-2,
homélogos a los que codifican para las UGGT en diferentes organismos. La expresion de
las proteinas UGGT-1 y UGGT-2 en S. pombe alg6 gptl-, que carece de actividad de UGGT,
permiti6 demostrar que uggt-1 codifica para una UGGT activa (CeUGGT-1), mientras que la
proteina codificada por uggt-2 carece de actividad de UGGT (CeUGGT-2). Mediante la
construccion de proteinas quiméricas, se determind que el dominio C-terminal de CeUGGT-2
es incapaz de transferir glucosa a proteinas mal plegadas. El estudio del gusano mutante de
uggt-2 (VC1961) revel6 que CeUGGT-2 es esencial para la viablidad del nematodo ya que
los gusanos uggt-2 -/- se arrestan en estadios embrionarios y en L1 mostrando un tamafo
menor y posibles defectos en la cuticula. Mediante Real Time PCR observamos que ambos
genes se expresan durante todo el ciclo de vida de C. elegans. Mediante la construccion de
gusanos transgénicos pudimos detectar expresion de CeUGGT-1 en todas las células y
tejidos del nematodo. uggt-1 se induce en condiciones de estrés de RE a través de la via de
sefializacion de ire-1 en la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR), mientras que uggt-2
no lo hace. El silenciamiento de la expresién de la proteina UGGT-1 y UGGT-2 por ensayos
de RNAI produjeron un retraso en el desarrollo en gusanos uggt-1(RNAI) y uggt-2(RNAI) y
resultaron en una disminucion de la sobrevida de gusanos uggt-1(RNAi). CeUGGT-1 vy
CeUGGT-2 juegan un rol protector ante condiciones de estrés de RE ya que con 10 pg/ml de
Tunicamicina (TN) se arrestd el crecimiento de gusanos uggt-1(RNAI) y uggt-2(RNAI) en
L2/L3 pero no el de gusanos control. Ademas ensayos de RNAI a bajas concentraciones de
TN en ausencia de ire-1, sugirieron que CeUGGT-2 es importante para aliviar los bajos
niveles de estrés de RE en ausencia de esta via de la UPR. Estos resultados indicarian que

ambos homodlogos de UGGT de C. elegans poseerian distintas funciones biol6gicas.

Palabras clave: Glucosiltransferasa, Reticulo Endoplasmico, N-glicosilacion, Plegamiento de

glicoproteinas, UGGT, Control de Calidad, Caenorhabditis elegans, desarrollo.



Biochemical and functional characterization of the two UDP-Glc: glycoprotein

glucosyltransferase codified in _ C. elegans genome

The UDP-GIc:glycoprotein glucosyltransferase (UGGT) is the sensor of glycoprotein
conformations in the glycoprotein folding quality control as it exclusively glucosylates
glycoproteins not displaying their native conformations. Monoglucosylated glycoproteins thus
formed may interact with the lectin-chaperones calnexin and calreticulin. This interaction
prevents premature exit of folding intermediates to the Golgi. Bioinformatic analysis showed
that in C. elegans there are two genes, uggt-1 and uggt-2, coding for UGGT homologues.
Expression of both genes in S. pombe mutants devoid of UGGT activity showed that uggt-1
codes for an active UGGT protein (CeUGGT-1). On the other hand, uggt-2 coded for a
protein (CeUGGT-2) apparently not displaying a canonical UGGT activity and conversely to
what happens in humans, the C-terminal domain of CeUGGT-2 is inactive. However, uggt-2
is not a pseudogene as we can detect its expression along the entire development. The study
of the mutant worm VC1961 revealed that CeUGGT-2 is essential for viability. Worms uggt-2
-/- were arrested in embryonic and L1 stages and they showed smaller size and possible
defects in the cuticle. Furthermore, Real-time PCR analysis showed that both uggt-1 and
uggt-2 genes are expressed during the entire C. elegans life cycle. Moreover, transgenic
worms constructed by fosmid recombineering technique carrying the gfp under the control of
uggt-1 promoter indicated that that CeUGGT-1 is expressed in all cells and tissues of the
nematode. uggt-1, but not uggt-2, is upregulated under ER stress through the ire-1 arm of the
unfolded protein response (UPR). RNAi-mediated depletion of CeUGGT-1 but not of
CeUGGT-2 resulted in a reduced lifespan and that of CeUGGT-1 and CeUGGT-2 in a
developmental delay. We found that both CeUGGT1 and CeUGGT2 play a protective role
under ER stress conditions, since 10 pg/ml tunicamycin (TN) arrested development at the
L2/L3 stage of both uggt-1(RNAI) and uggt-2(RNAI) but not of control worms. Furthermore,
we found that the role of CeUGGT-2 but not CeUGGT-1 is significant in relieving low ER
stress levels simulated with TN in the absence of the ire-1 unfolding protein response
signaling pathway. Our results indicate that both C. elegans UGGT homologues may have

distinct biological functions.

Key words: Glucosyltransferase, Endoplasmic reticulum, N-glycosylation, Glycoprotein

Folding, UGGT, Quality Control, Caenorhabditis elegans, development.
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ABREVIATURAS
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CCPG: Control de Calidad de Plegamiento de Glicoproteinas
cDNA: DNA copia
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CNX: Calnexina

CRT: Calreticulina

CZ: Cruzipaina

DNA: Acido desoxirribonucleico

DNJ: 1-deoxinokirimicina

Dol-P-P: Dolicol pirofosfato

DTT: 1,4-Dithiothreitol

EDEM: Proteina estimuladora de la degradacién asociada al reticulo endoplasmico
Endo H: Endo-B-N-acetilglucosaminidasa H

ERAD: Degradacion asociada al Reticulo Endoplasmico
ERES: ER exit sites (sitio de salida del RE)
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GIcNAc: N-acetilglucosamina

GXMY: Oligosacéarido de composicion Glcy,Man,GIcNAc;
HRP: Peroxidasa de rabanito

HSP: Heat Shock Protein

IPTG: Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido

KO: Knock Out o disrupcion génica

L1: Larval

L2/L3: Larva203

L4: Larva 4

M6PR: Receptor de manosa 6 fosfato

M9: Oligosacarido de composicién MangGIcNACc;
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Un tercio de las proteinas sintetizadas en las células eucariontes son translocadas
co-traduccionalmente al reticulo endoplasmico (RE) donde son subsecuentemente
modificadas . En el lumen del RE se encuentra presente la maquinaria de proteinas que
forman parte del Mecanismo de Control de Calidad del Plegamiento de las Glicoproteinas.
Las glicoproteinas son necesarias para la viabilidad celular y desarrollan importantes
funciones en la célula participando en procesos como la respuesta inmune, la cascada de
coagulacion, cascadas de sefializacion y diversas funciones celulares. Dada su importancia,
el correcto funcionamiento de este mecanismo de control es fundamental para mantener la
homeostasis celular. En esta tesis se estudiara el Control de Calidad de Plegamiento de

Glicoproteinas utilizando como modelo el nematodo C. elegans.

Proteinas de la via secretoria

Aquellas proteinas cuyo destino final es el espacio extracelular, la membrana
plasmatica, el Aparato de Golgi (GA) o los lisosomas, son denominadas proteinas
secretorias y son translocadas co-traduccionalmente al RE para su correcto plegamiento.
Estas proteinas presentan un péptido sefial que las dirige al RE y una vez en el lumen del
mismo la maquinaria de plegamiento compuesta por distintas enzimas y chaperonas, las
asisten para que adquieran la estructura tridimensional funcional y puedan alcanzar su

destino final en los diferentes compartimentos subcelulares o en el exterior celular.

Translocacion de las proteinas secretorias a través de la_ membrana del RE

La sintesis de las proteinas secretorias comienza en ribosomas libres en el citosol
hasta que se sintetiza en el extremo amino terminal de los polipéptidos nacientes una
secuencia sefial hidrofébica de 16 a 30 residuos que forma el sitio de unién para la Particula
de Reconocimiento de la Sefial (SRP) ®. La SRP es una ribonucleoproteina que se une
transitoriamente a la secuencia sefal de la proteina naciente, a la subunidad mayor del
ribosoma y al Receptor de SRP (SRPR) dirigiendo entonces el ribosoma hacia la membrana
del RE (Fig. 1). Una vez que el complejo SRP-ribosoma se encuentra unido al SRPR en la
membrana del RE, se inicia la transferencia de la cadena polipeptidica naciente a través de
un complejo proteico denominado translocon. En ese momento la particula SRP se disocia
del ribosoma y es liberada al citosol quedando disponible para interaccionar nuevamente con
el péptido sefial.

El translocon es un conjunto de proteinas que forman un canal a través de la

membrana del RE. La unioén del ribosoma con el complejo polipeptidico naciente produce el
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cambio conformacional que forma el poro acuoso del translocén ©. La fuerza que dirige la
translocacion proviene tanto de la elongacién misma de la cadena polipeptidica como de la
hidrélisis de GTP durante la traduccién ®. La proteina ingresa a través del canal en un
estado desplegado y el plegamiento no comienza hasta que la misma llega al interior del
compartimento subcelular. En el caso de las proteinas solubles, se elimina el péptido sefial
mediante la “Peptidasa de la sefial” asociada a la cara luminal del complejo del translocén y
la proteina es liberada finalmente en el interior del RE (Fig.1).

Las proteinas de membrana poseen sefiales especificas que dirigen su insercién en
la membrana y la orientacion de los diferentes segmentos, determinando de esta manera la
topologia final que adquirira la proteina.

5 &
R A,

Hs™ '
3 zignal
FEQUENCE
i
SAF receptor
cytozol ”
EF. membrang !J -
ER lumen Translocon Tranzlocon

[clozed]  [open) cgaxﬁd"l

zeglence|
Fig. 1- Union del ribosoma al RE . La particula SRP se une a la secuencia sefal en el extremo amino
terminal del polipéptido naciente que luego es conducido al receptor de SRP en la membrana del RE.
La unién del complejo SRP-SRPR modifica la conformacion del translocén formando un poro y
permitiendo de esta manera que el polipéptido ingrese al lumen del RE. Figura tomada de la

Referencia 5.

Retencién de proteinas en el RE

Si bien la mayoria de las proteinas que son incorporadas al RE, continGan su
camino a través del GA y de la via secretoria, las proteinas denominadas residentes de RE
llevan a cabo su funcién en dicho compartimento (chaperonas, peptidasa de la sefial, la
proteina disulfuro isomerasa, etc.). La recuperacion de las proteinas solubles residentes de
RE se realiza mediante una secuencia C-terminal especifica, XDEL, que es reconocida por el
receptor de XDEL. Este receptor es una proteina de siete pasos transmembrana, que
continuamente cicla entre el RE y el ERGIC (ER-Golgi intermediate compartment), un
compartimento intermedio entre el RE y el GA ©. Este receptor de XDEL interacciona en su
extremo luminal con la proteina soluble que posee la sefial XDEL y en su extremo citosélico
con un complejo proteico formado por diferentes proteinas adaptadoras y la proteina COPI

que reviste a las vesiculas de transporte ” y las dirige nuevamente al RE ® donde las
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vesiculas se fusionan liberando las proteinas solubles al lumen del mismo. La unién de las

proteinas al receptor XDEL se regula por diferencias de pH del limen entre el GAy el RE ©.

Plegamiento de proteinas en el RE

El lumen del RE es el sitio donde los polipéptidos se pliegan, oligomerizan y sufren
modificaciones post traduccionales tales como N-glicosilacion, isomerizacién de prolinas,
formacion de puentes disulfuro, etc “?. Existen condiciones especificas en el RE que lo
hacen propicio para el plegamiento de proteinas como el ambiente oxidante que favorece la
formacion de enlaces disulfuro ™.

Como se explicé anteriormente, las proteinas que ingresan al RE se encuentran
desplegadas por lo que exponen parches hidrofobicos y cisteinas reactivas desapareadas
por lo cual tienden a agregarse facilmente y/o formar enlaces disulfuro no nativos. Por lo
tanto, la maquinaria de chaperonas moleculares presentes en el RE desempafa un rol
crucial en el correcto plegamiento y ensamblado de las proteinas.

La interaccion de las distintas chaperonas con las proteinas presentes en el RE
depende tanto de los componentes estructurales que presentan los intermediarios de
plegamiento como de la afinidad de la unién de la chaperona por la proteina mal plegada. En
el lumen del RE se encuentra presente un gran namero de chaperonas moleculares, por lo
tanto existe cierta competencia entre las mismas por el polipéptido naciente. Aquella
chaperona que posea una afinidad mayor es la que se une al polipéptido, impidiendo de esta

forma que otras chaperonas de menor afinidad interactien con el mismo.

En la primera fase del plegamiento, intervienen chaperonas moleculares como
BiP/Grp78 (familia de Hsp70) (Fig. 2). Las proteinas que ingresan al RE a través del
translocon, interaccionan primero con BiP “? ya que la misma es atraida al dominio J de la
proteina Sec63 que forma parte del translocén. El dominio J es un dominio conservado de
las familas de ATPasas que median cambios conformacionales en las proteinas . BiP
podria actuar tirando del polipéptido hacia el lumen del RE o bien impidiendo movimientos

reversos del polipéptido hacia el citosol ¥

. Ademas, BIP interacciona con polipéptidos
altamente desplegados ya que se une a segmentos hidrofébicos formados por 7 u 8
aminoacidos en aquellos polipéptidos que aun no se han plegado correctamente; mantiene la
estructura desplegada de los mismos impidiendo de esta manera su interaccién con otras

moléculas y evitando su agregacion.
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Los pasos posteriores en el plegamiento de las proteinas hasta que alcanzan su
estructura tridimensional funcional pueden ser variados. Algunas proteinas se pliegan sin
asistencia de otras chaperonas “*!® mientras que otras interaccionan con GRP94 " o
Calreticulina/ Calnexina (CRT/CNX) ®® 1°) (Fig. 2). Si bien, la mayoria de las proteinas se
asocia primero con BiP y luego interacciona con CRT/CNX, en algunos casos, las proteinas
se asocian directamente con estas Ultimas y no con BiP ©?.

GRP94 es una proteina de estrés de RE representante de la familia de HSP90 ?V que
se une a intermediarios de plegamiento avanzados 0 a proteinas incorrectamente
ensambladas, por reconocer moléculas totalmente oxidadas. Por estas caracteristicas, su
interaccion es posterior a la de BiP 7).

Las proteinas N-glicosiladas co-traduccionalmente, como se explicara mas adelante,
pueden asociarse a CNX o CRT, lectinas-chaperonas no convencionales que reconocen
oligosacaridos monoglucosilados de estructura G1M9 (Fig.2). CNX es una proteina de
membrana de tipo | y CRT es su homologo soluble. Ambas proteinas contienen un Gnico
dominio globular de unién a carbohidratos y un dominio rico en prolinas, llamado dominio P
al cual se unen proteinas como ERp57 “?. La asociacién de las chaperonas-lectinas a las
glicoproteinas que aun no han alcanzado su estructura nativa facilita la actividad de enzimas
del plegamiento como las proteinas disulfuro isomerasas (PDIs), que catalizan reacciones
como la formacién de puentes disulfuro intra o intercatenarias; o las Peptidil-prolil-cis-trans-
isomerasas (PPIs) que producen la peptidil-prolil-cis-trans isomerizacion. Las PDls, entre las
gue se encuentran ERp57, ERp72 y PDI, catalizan la ruptura de puentes disulfuro incorrectos
y la re-formacién de aquellos puentes disulfuro que estabilizan la estructura tridimensional
funcional. Las PPIs como FKBP51 y FKBP52, son chaperonas pequefias que catalizan la
isomerizacion correcta de los enlaces amida que involucran residuos de prolina. La
configuracion cis de las uniones peptidicas en el caso de los residuos de prolina conduce a
un giro en la cadena polipeptidica que puede ser el adecuado en el caso de ciertas
estructuras, pero que puede obstaculizar el plegamiento de proteinas en otros casos.

Mediante este conjunto de procesos se evita la agregacion, se mantiene a las
proteinas nacientes en un estado competente de plegamiento y se facilita las fases de
maduracion oxidativa del polipéptido. De esta forma las proteinas pueden comenzar a
plegarse y ensamblarse en los complejos multiméricos incluso antes de que se complete su
sintesis @? (Fig. 2). Las chaperonas funcionan in vivo no como catalizadores de estructura

secundaria y terciaria sino para reconocer y estabilizar los intermediarios de plegamiento. Sin
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embargo, las reglas que gobiernan la seleccion de las diferentes chaperonas que participan

en el plegamiento y la maduracion de cada proteina en particular ain deben esclarecerse.

B e ne y
Liiinien dei RE BiP

& v
L ;! ' = Citosoi

Figura 2. Translocacion co-traduccional de proteinas al lumen del RE y maduracion. Las
cadenas nacientes son co-traduccionalmente transportadas al lumen del RE a través del complejo
Sec61 del translocon. Las proteinas nacientes se asocian con distintas chaperonas moleculares y
enzimas del plegamiento residentes del RE (ERp57, PDI, GRP94, BiP; CNX y CRT) y son sustrato de
diversas enzimas modificadoras (Oligosacariltransferasa (OST); Gl y Gll: glucosidasas | y |l
respectivamente). Los residuos de Asn de la secuencia Asn-X-Ser/Thr son modificados por la OST
con la adicién covalente de un oligosacarido pre ensamblado sobre un lipido, dolicol pirofosfato
(Dolicol-P-P) (N-glicosilacion). Figura modificada de cita 10.

N-glicosilacion

La N-glicosilacion es un proceso esencial para la viabilidad celular y constituye una de las

s @29 Esta modificacion se encuentra

modificaciones post-traduccionales mas frecuente
altamente conservada en Eubacteria, Archaea y Eukarya “®®. La adicién de oligosacaridos
cumple un papel fundamental en diversas actividades biolégicas tales como el destino
intracelular de proteinas, la motilidad celular, el reconocimiento célula-célula, la adhesién
celular, la transduccion de sefiales y la respuesta inmune % 2" Los glicanos presentes en las
glicoproteinas, poseen un gran ndmero de grupos hidroxilo que les confieren un cardcter
altamente hidrofilico modificando las propiedades fisicoquimicas de las proteinas tales como
su conformacién, su resistencia a la digestion por proteasas, su estabilidad y su solubilidad
9 Como se explicé anteriormente, el agregado de azlcares puede ser beneficioso durante

la maduracién de las glicoproteinas, ya que permite la interaccién con proteinas-lectinas
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como CNX y CRT, facilitando su plegamiento y su transporte a lo largo de la via secretoria
(26)_

La N-glicosilacion es un proceso por el cual se transfiere a las proteinas un glicano de
composicion GlcsMangGIcNAC, (G3M9) a los residuos de Asn en la secuencia Asn-X-Ser/Thr
(donde X es cualquier aminoacido excepto Prolina) de péptidos nacientes en el lumen del RE
(Fig.3). Ademas de esta secuencia consenso, se necesitan ciertos requerimientos
estructurales como la exposicion de el residuo Asn. Por ello, los potenciales sitios de
glicosilacion pueden encontrarse glicosilados, parcialmente glicosilados o no glicosilados.
Cuando el residuo de Asn se encuentra a una distancia de 10-12 aminoacidos de la
membrana interna del RE, la oligosacariltransferasa (OST) lleva a cabo la transferencia del
glicano completo G3M9, previamente formado, desde el dador lipidico dolicol pirofosfato-
G3M9 (Dol-P-P-G3M9) 2 (Fig.3).

Sintesis del Dol-PP-Oligosacarido

La sintesis del Dol-PP-oligosacéarido es un proceso complejo (Fig. 3). Se inicia en la
cara citoplasmatica del RE mediante el agregado secuencial de dos residuos de N-acetil-
glucosamina (GIcNAc) (cuadrados azules Fig. 3) y cinco residuos de Man (circulos verdes
Fig. 3) sobre el Dolicol-P por glicosiltransferasas especificas (codificadas por genes alg), a
partir de los nucleétidos azticares UDP-GIcNAc y GDP-Man ©°3V. E| intermediario de la
sintesis Dol-P-P-MansGIcNAc; es translocado por una flipasa hacia la cara interna del RE (32)
y la sintesis se completa con el agregado de cuatro residuos de Man y tres residuos de Glc
a partir de Dol-P-Man y Dol-P-Glc ®¥. El sustrato completo Dol-PP-oligosacérido queda en el
lumen del RE donde se encuentra el sitio activo de la OST. El agregado de los distintos
residuos de Man o Glc es secuencial y las glicosiltransferasas especificas reconocen una
estructura en la que participa el residuo transferido en el paso anterior. Por lo tanto, si la
célula carece de alguna enzima que participa en este proceso el residuo posterior no es
transferido al oligosacarido, formandose entonces un glicano truncado que es transferido con
dicha estructura al polipéptido naciente. Por ejemplo, las levaduras S. pombe alg6-
transfieren un glicano de composicion Man9GIcNAc2 (M9).

Tanto el Dol-P-Man como el Dol-P-Glc son sintetizados en la cara citoplasmética del
RE mediante la transferencia de residuos de Man o Glc al Dol-P a partir de los nucle6tidos
azlcares correspondientes (GDP-Man y UDP-GIc) a partir de glicosiltransferasas especificas

codificadas los genes dpm1 y alg5 respectivamente (Fig. 3).
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Fig. 3- Formacién del glicano de estructura G3M9 . El glicano comienza a formarse en la cara
citoplasmatica del RE, hasta tener una estructura Man5GIcNAc2, luego es transferido a la cara interna
del RE donde se continda el agregado de Man y Glc hasta que se genera la estructura del glicano
completo Glc3Man9GIcNac2 (G3M9).

La composicion del oligosacarido transferido (G3M9) durante la N-glicosilacion se
encuentra conservada en eucariotas y es la misma en animales, hongos y plantas.
Inmediatamente después de la transferencia del glicano al polipéptido naciente comienza su
procesamiento por parte de glucosidasas y manosidasas del RE y luego puede continuar su
procesamiento en el GA. El procesamiento de N-glicanos en el GA involucra la accion de
numerosas glicosiltransferasas que resultan en la generacion de glicanos altamente

complejos y diversos ©¥.

Control de calidad de plegamie nto de glicoproteinas en el RE

El plegado de proteinas en una célula viva es un proceso complejo, con alta
probabilidad de seguir caminos equivocados. Errores en el plegamiento o procesos de
agregacion producidos durante el mismo pueden llevar a que las proteinas queden
irreparablemente mal plegadas. Existen numerosas enfermedades asociadas a problemas
en el plegamiento de las glicoproteinas conocidas como enfermedades conformacionales.

Este conjunto de enfermedades se puede dividir en dos grandes grupos: el primero se
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caracteriza por la acumulacién de proteinas mal plegadas y su posterior degradacién en el
proteasoma, como ejemplo de este tipo de enfermedades podemos mencionar a la fibrosis
guistica y a ciertos tipos de enfisema. El segundo grupo, en cambio, estd compuesto por
enfermedades caracterizadas por la acumulacién de proteinas mal plegadas que forman
placas insolubles en diversos organos; en este grupo podemos mencionar a las
enfermedades de Alzheimer, de Parkinson vy la diabetes tipo Il %2,

En el RE existen mecanismos destinados a asegurar que las glicoproteinas
recientemente sintetizadas alcancen su estructura espacial funcional. En los mismos

participan numerosas chaperonas y enzimas que asisten al plegamiento de otras proteinas.

Rama A
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=
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Fig. 4- Estructura del oligosacarido transferido a las proteinas durante la N-glicosilacion
(Glc3Man9GIcNAc2). Las letras (a, b, c,...) siguen el orden de adicién de monosacaridos durante la
biosintesis del derivado dolicol-PP y se indican los genes alg involucrados en dichos pasos. La
Glucosidasa | (Gl) remueve el residuo n y la Glucosidasa Il (Gll) los residuos my I. La UGGT adiciona
nuevamente el residuo |. EndoH: sitio de corte de la Endo H. La rama A comprende los residuos d, f,
gy I-n. La rama B comprende los residuos h e i. La rama C comprende los residuos j y k.

El mecanismo de control de calidad de glicoproteinas comienza con el procesamiento
del glicano G3M9 transferido a proteinas. La Glucosidasa | (GI) remueve el residuo de
glucosa (Glc) mas externo (residuo n en la Fig. 4) formandose Glc,MangGIcNAc, (G2M9) y
posteriormente la Glucosidasa Il (Gll) remueve los dos residuos de Glc restantes (Glc m y |
en la Fig. 4), formandose sucesivamente Glc;MansGIcNAc, (G1IM9) y ManyGlcNAc, (M9)
Si la glicoproteina ha adquirido su conformacion nativa continda su camino a través de la via
secretoria. Sin embargo, si ain no ha adquirido su estructura tridimensional funcional, es re-
glucosilada por la UDP-glucosa::glicoproteina glucosiltransferasa (UGGT) que funciona como
el sensor del estado conformacional de las glicoproteinas ya que sélo reconoce aquellas
proteinas que no se encuentran en su conformacion nativa (Fig. 5).
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Fig. 5- Control de calidad de plegamiento de glicoproteinas en el RE . Las proteinas que ingresan
al RE son N-glicosiladas por la OST al emerger del translocon Sec6l. Dos Glucosas (Glc) son
removidas por la accion secuencial de Gl y Gll para generar especies monoglucosiladas que son
reconocidas por CNX y/o CRT (s6lo se muestra CNX). El complejo formado por CNX y las
glicoproteinas en proceso de plegamiento o mal plegadas es disociado cuando el residuo de Glc mas
interno es removido por Gll. Si la proteina continia mal plegada la UGGT agrega un residuo de Glc
permitiéndole interaccionar nuevamente con CNX/CRT. Una vez que las glicoproteinas han alcanzado
su conformacién nativa, Gll remueve el residuo de Glc remanente y libera a la glicoproteina del
anclaje a la lectina. Estas especies, correctamente plegadas, ya no son reconocidas por UGGT y son
transportadas al GA. Las glicoproteinas incapaces de plegarse correctamente son demanosiladas por
la ER-a-manosidasa | (ERManl) y retrotranslocadas al citosol donde son degradadas por los
proteasomas. Figura tomada de la referencia 37.

La adicién del residuo de Glc (residuo | en fig. 4) por la UGGT permite la interaccion
del oligosacaridos monoglucosilado con las lectinas/chaperonas del RE, CNX y CRT. De
esta forma CNX y CRT retienen a las glicoproteinas en el RE hasta que adquieran su
estructura nativa (Fig. 5). La remocion de la Glc mas interna (residuo |, Fig. 5) dada por GlI
libera a las glicoproteinas de la uniéon a CNX y/o CRT ©% (Fig. 5). Las estructuras
monoglucosiladas durante el plegamiento pueden formarse tanto por deglucosilacién parcial
dado por la accién de Gl y GIl o por la re-glucosilacién producida por UGGT sobre
oligosacaridos deglucosilados. Las actividades opuestas de UGGT y GIl permiten la re-
asociacion y disociacion de las glicoproteinas con CNX y CRT dando lugar al llamado “ciclo
de CNX/CRT” (Fig.5). Dicho proceso tiene lugar hasta que las glicoproteinas adquieren su

estructura espacial funcional, por lo que se convierten en sustrato de Gll pero ya no de
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UGGT debido a que esta Ultima reconoce determinantes en las glicoproteinas sustrato que
no se encuentran expuestos en la estructura nativa. Las glicoproteinas que han adquirido su
estructura tridimensional funcional continan su camino hacia el GA (Fig. 5).

Si el plegamiento resulta defectuoso, la prolongada permanencia en el RE de los N-
glicanos permite que las al,2-manosidasas de RE (ERManl y EDEM 1, 2 y 3, en mamiferos,
o Mnslp y Htmlp en levaduras) remuevan los residuos terminales de Man. La progresiva
demanosilacién del glicano facilitaria la interrupcion del ciclo CNX/CRT y conduciria a las
glicoproteinas irreversiblemente mal plegadas a ser retrotranslocadas al citosol donde son
degradadas en los proteasomas. Este proceso es conocido como “degradacién asociada al
RE” (ERAD) ?®3® En caso de que la respuesta de ERAD no sea suficiente para mantener la
homeostasis del RE se desencadena la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) que se
explicara méas adelante ©9.

Para una mejor comprensién de estos procesos, se describen a continuacién las

caracteristicas de las proteinas que participan en el control de calidad de plegamiento.

La Glucosidasa |

La Gl es una proteina de membrana de tipo Il, miembro de la familia de las glicosil
hidrolasas 63. Es una al,2-exoglucosidasa, que se encuentra asociada al complejo del
translocon muy cercana a la OST (Fig. 2). La OST transfiere el N-glicano a la cadena
polipeptidica naciente cuando el oligosacarido se halla a 72 residuos del sitio P del ribosoma,
la misma distancia requerida para que posteriormente la Gl remueva la Glc mas externa (Glc
n en Fig. 4) ®. Debido a la rapidez de la reaccion, se sugiere que los sitios activos de OST y
Gl se encuentran en gran proximidad uno del otro “?. La remocién de la glucosa por Gl
previene la subsecuente interaccién del oligosacarido con la OST.

La estructura generada por Gl (G2M9) no ha sido muy estudiada, tomandose sélo
como un intermediario transitorio del procesamiento que rapidamente era procesado por la
Gll. Sin embargo, recientemente se ha caracterizado una proteina de membrana tipo |
llamada Malectina, residente de RE y altamente conservada entre especies, como una
putativa lectina de oligosacaridos diglucosilados de alto contenido en Man “?. La
identificacion de Malectina sugiere una posible funcién para el intermediario de
procesamiento del glicano generado por Gl (G2M9) en la biogénesis de glicoproteinas, pero
la misma no ha sido definida ain @,

En C. elegans la Gl esta codificada por el gen F13H10.4 y aln no ha sido estudiada
su funcién. Los gusanos mutantes para Gl (F13H10.4(0k2135)IV/nT1[qls51] (IV;V).) son
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mantenidos en heterocigosis ya que en homocigosis presentan un fenotipo estéril y vulva
anormal. Experimentos de RNAI contra la Gl en C. elegans han dado como resultado
distintos fenotipos como un retraso en el crecimiento, un color palido en los nematodos,
modificaciones en la locomocién “? y formacién de agregados proteicos “?. Esto se

explicara con mayor detalle mas adelante.

La Glucosidasa Il

La Gll es una glicosil hidrolasa soluble del RE responsable de la remocién de las dos
Glc mas internas presentes en los N-glicanos transferidos a las proteinas durante su
biogénesis (residuos | y m de la Fig. 4). Ademas es responsable de la remocién de la Glc
agregada por la UGGT sobre las proteinas que aln no han alcanzado su conformacion
nativa (Fig. 4 y 5).

La Gll es un heterodimero compuesto por las subunidades Glla (subunidad catalitica
de 107 kDa) y GIIB (subunidad regulatoria de 58 kDa) unidas de forma no covalente “3*%. La
naturaleza heterodimérica de la Gl fue demostrada bioquimicamente “® y por aproximacion
genética en la levadura de fision S. pombe “®. Este organismo, a diferencia de la levadura S.

cerevisiae que no posee UGGT “?

, posee un mecanismo de control de calidad del
plegamiento de glicoproteinas similar al presente en células de mamiferos “®. La Gll actta
con un pH 6ptimo neutro y se inhibe por 1-deoxinojirimicina (DNJ).

La subunidad Glla, se encuentra ampliamente conservada en levaduras, mamiferos,
nematodos, parasitos y plantas. La Glla es la subunidad catalitica, ya que posee la
secuencia (G/F)(L/I/VIM)WXDMNE caracteristica del sitio activo de la familia de
glicosilhidrolasas 31. Posee, ademas, la secuencia N-terminal hidrofébica de ingreso a via
secretoria (péptido sefial) ©”. En todas las especies estudiadas, esta subunidad carece de la
sefial aminoacidica consenso para la retencidén de proteinas solubles en el RE de tipo XDEL
en su extremo C-terminal “®*?. La subunidad GIIB, contiene, segln la especie, motivos EF-
hand de unién a Ca®*, un motivo rico en acido glutamico (dominio &cido), y un dominio
homélogo al dominio lectina del receptor de Man6P (M6PR, receptor responsable del llenado
de las vesiculas lisosomales en el trans Golgi) denominado MRH por M6PRhomologous
domain “9. La superficie de GIIB que interaccionaria con Glla se encontraria en un dominio
altamente conservado entre GIIf de distintas especies llamado G2B, situado en la region N-
terminal ®. Se le atribuyeron funciones estructurales a la subunidad GII asistiendo al

(51)

plegamiento y/o maduracion de Glla " y se postulé que GIIB participaria en la maduracién

del heterodimero pero no en la actividad de Gll una vez plegadas las subunidades y formado
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el complejo “®). Recientemente se demostré que GlIp es fundamental para la actividad de Gll
ya que es requerida para la deglucosilacion eficiente de los sustratos fisiolégicos G2M9 y
G1M9 mediante la interaccion del dominio MRH presente en GII con las manosas en las
ramas B y/o C del glicano ®? . Estudios realizados en S. pombe demostraron que la actividad
de GllI es dependiente de la cantidad de manosas presentes ya que la misma disminuye con
la remocién de manosas del glicano. Sin embargo, este efecto no se observé para UGGT ©2).
Los resultados obtenidos indicarian que aquellas glicoproteinas que permanecen en el RE
por un periodo prolongado y cuyos glicanos son demanosilados, ya no serian sustratos de la
Gll pero si de la UGGT.

En C. elegans, Gll no ha sido estudiada hasta el momento. Glla esta codificada por
los genes aagr-3 y aagr-4 y ha sido definida como una a-4cido-gluosidasa neutral ya que se
ha estudiado si era capaz de degradar glicégeno a glucosa en los lisosomas careciendo de
dicha actividad ®®. No se ha propuesto su actividad como Gll. Por otro lado, se estudié que
tanto aagr-3 y aggr-4 interactdan con GIIf (codificada por gen ZK1307.8) que también posee
funciéon desconocida en C. elegans ®%. Posteriormente se ampliara la informacién sobre

estos genes.

La UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa

La UGGT es una enzima soluble de RE ®® que funciona como el sensor del estado de
plegamiento de las glicoproteinas ®® ya que reconoce aquellas proteinas que atn no se han
plegado correctamente. Es una enzima clave en el control de calidad de plegamiento y

constituye el tema principal de estudio de esta tesis.

UGGT: Chaperona y glucosiltransferasa

La UGGT es una glicosiltransferasa de la familia 8 (IPR002495) ®” capaz de sensar
el estado de plegamiento de las glicoproteinas en el lumen del RE. Posee caracteristicas
particulares combinando las actividades de chaperona clasica y la de glucosiltransferasa.

La principal caracteristica de esta enzima es que sélo presenta actividad sobre
proteinas parcialmente plegadas que aun no han alcanzado su estructura tridimensional
funcional y no presenta actividad sobre las proteinas en su conformacién nativa ©® ni
tampoco sobre proteinas totalmente desnaturalizadas ©?, las cuales son reconocidas por
otro tipo de chaperonas como BiP ©°. Esta caracteristica se basa en el reconocimiento de
dos componentes estructurales que no se encuentran expuestos en las proteinas nativas: el

primero es la GIcNAc mas interna que se encuentra oculta en la conformacién nativa de la
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proteina ®? y el segundo es una regién de aminoéacidos hidrofébicos que se encuentran
expuestos en intermediarios de plegamiento avanzados con estructura de glébulo fundido
(626364 - Ademas de sensar estructuras terciarias, la UGGT también puede actuar sobre
estructuras cuaternarias, como en el caso de las subunidades del receptor T cuya
reglucosilaciéon continla hasta que el mismo se encuentra completamente formado y
ensamblado ©®. Otra evidencia del reconocimiento de la estructura cuaternaria por UGGT ha
sido demostrada mediante ensayos in vitro, en los cuales se ha observado que la UGGT
reconoce complejos formados por subunidades correctamente plegadas de Aglutinina de
granos de soja (SBA) que aln no se han ensamblado . En cuanto al reconocimiento de
proteinas con multiples dominios que se pliegan de forma independiente, la UGGT reconoce
los defectos de plegamiento en cada uno de estos dominios por separado y reglucosila solo
los glicanos presentes en aquellos dominios proteicos que aln no han adquirido su
estructura nativa ®”. Sin embargo, el mecanismo molecular exacto mediante el cual la UGGT
reconoce las proteinas mal plegadas debe ser aun determinado.

A pesar de que reconoce una gran variedad de sustratos endégenos, solo unos
pocos han podido caracterizarse. El primero fue la proteina lisosomal de Trypanosoma cruzi
Cruzipaina (CZ) ©®. Se observé en experimentos in vivo en parasitos que CZ se asocia con
CRT en estadios de plegamiento en los cuales los puentes disulfuro ya se han formado,
indicando que UGGT actta sobre intermediarios avanzados de plegamiento ®® mientras que
formas completamente o parcialmente reducidas de CZ interactlan principalmente con BiP.
En este organismo, como el glicano transferido del Dol-P-P carece de glucosa, el Unico
camino mediante el cual la glicoproteina puede asociarse con CRT es habiendo sido
glucosidado anteriormente por UGGT. Otro sustrato de UGGT que se ha identificado es una
proteasa lisosomal de células animales rica en puentes disulfuro llamada Prosaposina .
Tanto para CZ como para Prosaposina, la falta de UGGT produce una deficiencia en el
tréfico de las mismas a los lisosomas y una posterior formacién de agregados en el RE.
Algunos otros sustratos endégenos reportados incluyen la proteina de influenza HA ™V, la
proteina G del virus de estomatitis vesicular y la transferrina 2.

La actividad enzimatica de UGGT consiste en la transferencia de un residuo de Glc a
la manosa (g) de la Rama A del N-glicano de estructura M9 unido a proteinas mal plegadas
utilizando UDP-Glc como dador (Fig. 4) ®*". Requiere para su actividad concentraciones
milimolares de Ca*? como las que posee el limen del RE 7*™). La actividad de UGGT ha

i (76, 26)

sido parcialmente caracterizada en T. cruz , S. pombe “” D. melanogaster ", e

higado de rata ",
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Con respecto al reconocimiento del oligosacarido, se ha comprobado que reconoce
glicanos de alto contenido de Man (M6-9) cercanos al parche hidrofébico > ™ 7® Debido a
estas caracteristicas, la tiroglobulina desnaturalizada (TG) se ha utilizado en diversos
ensayos como aceptor de esta enzima ya que posee el N-glicano de estructura M9 ©9.
Ensayos in vitro han demostrado que glicanos aislados de composicién MangGIcNAc, (M8) y
Man;GIcNAc, (M7), que poseen intacta la rama A son glucosilados por la UGGT sélo un 50%
y un 15% respectivamente de la glucosilacién del glicano de composicion M9 @” %9 Sj bien
estos resultados indicarian que un mayor procesamiento de los residuos de Man por las
manosidasas del RE, disminuiria el grado de glucosilacion por UGGT, las evidencias in vivo
demuestran que la UGGT no discrimina entre M9, M8 o M7 2 Estos resultados indicarian
gue la UGGT reglucosila con la misma eficiencia los intermediarios mal plegados de alto
contenido de manosas aumentando la probabilidad de interaccion de los mismos con las

chaperonas/lectinas.

Estructura de la UGGT

La UGGT es una proteina monomérica soluble del RE compuesta por
aproximadamente 1600 residuos aminoacidicos (aprox. 175 kDa) que posee un péptido
sefial que la dirige al RE y que luego es eliminado en el lumen del mismo. Ademas, la UGGT
presenta una sefial peptidica del tipo XDEL para la retencién/recuperacion en el RE en su
extremo C-terminal y es normalmente encontrada en el RE y el ERGIC ®3*" Todas las
UGGTs conocidas poseen esta secuencia en su region carboxilo-terminal, con excepcion de
la de T. cruzi de la cual se desconoce el modo en que es retenida en el RE ©9.

La UGGT esta compuesta por dos dominios; el N-terminal, que comprende el 80% de
la proteina, no presenta homologia con otras proteinas conocidas y estaria involucrado en el
reconocimiento de los conférmeros que adn no han alcanzado su estructura nativa; y un
dominio C-terminal que comprende el 20% de la proteina, con actividad catalitica que
contiene el sitio de unién a UDP-Glc ®Y. Este Gltimo posee un dominio glyco-trans-8 similar al
de la familia de glicosiltransferasas 8 involucrado en la transferencia de azlUcares desde
moléculas dadoras a moléculas aceptoras especificas formando enlaces glicosidicos. En el
extremo C-terminal se han detectado dos motivos conservados: DxD (x puede ser cualquier
aminoacido) es el motivo que se encuentra mas conservado en la familia B de las
r 67.82) y el

motivo conservado DQDxxN, que probablemente se encuentre involucrado en el

galactosiltransferasas que probablemente provee el sitio de union a UDP-azlca

reconocimiento del residuo de N-acetilglucosamina unido al residuo de Asn de la
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(82,57)

glicoproteina sustrato a la cual es transferido el azlcar . Por otro lado, otros estudios

determinaron que los residuos D1334, D1336, Q1429 y N1433 de la UGGT de rata

(67

resultaron necesarios para la actividad catalitica Estos residuos se encuentran

conservados en el nematodo.

Conservacion de los dominios

Si bien los extremos C-terminales de las UGGTs de diferentes organismos
presentan un alto grado de similitud (65-70%), no ocurre lo mismo con los extremos N-
terminales (15-49%) ®Y.

Los extremos N-terminales de Rattus norvegicus y Drosophila melanogaster
comparten un 32.6% de similitud. Sin embargo, comparandolos con el extremo N-terminal de
S. pombe se encuentra que presentan un porcentaje de similitud notablemente méas bajo de
15.5 y 16.3% respectivamente. A pesar de que existen tanto evidencias estructurales como
experimentales que apoyan la idea de que el extremo N-terminal estaria involucrado en el
reconocimiento de los confGrmeros no nativos, este punto no ha sido demostrado aun. El
bajo porcentaje de similitud encontrado entre los distintos extremos N-terminales podria
tener dos explicaciones especulativas. La primera es que el extremo que debe reconocer las
proteinas mal plegadas se encuentre menos conservado debido a que debe reconocer
proteinas propias de cada especie que pueden presentar grandes variaciones de una
especie a ofra. La segunda es que estructuralmente los extremos N-terminales sean
similares para reconocer el mismo tipo de sustrato a pesar de que su secuencia
aminoacidica no lo sea. Quimeras combinando los extremos N y C terminales de las UGGTs
de Drosophila 'y S. pombe dieron actividad de UGGT in vivo, indicando que los extremos N-
terminales podrian poseer estructuras similares ©.

El extremo C-terminal donde se encuentra el dominio catalitico presenta un alto
grado de similitud entre las distintas especies. Esto se debe a que el sitio de reconocimiento

al sustrato UDP-Glc se encuentra altamente conservado.

Dos clases de UGGTs

La UGGT se encuentra conservada en células eucariotas que transfieren glicanos de
alta manosa como mamiferos, plantas, nematodos, hongos y parésitos. El Unico organismo
eucariota conocido hasta el momento que transfiere glicanos de alta manosa y carece de
UGGT es S. cerevisiae “”. Este organismo posee una proteina llamada Kre5p que a pesar

de poseer caracteristicas de UGGT carece de dicha actividad y participaria en la biosintesis
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de glucano-6 beta-1, que es un componente mayoritario de la pared de las levaduras ©.
Ademas, UGGT se encuentra ausente en organismos que transfieren versiones cortas del
glicano como Giardia lamblia y Plasmodium falciparum ©2.

En S. pombe, Drosophila melanogaster, T. cruzi y plantas la proteina UGGT es
codificada por un solo gen ®8 7 mientras que en Eutelostomi, un clado que incluye mas del
90% de los vertebrados, existen dos genes que codifican para homoélogos de UGGT. Fuera
de este grupo, Caenorhabditis es el Unico organismo multicelular que posee dos genes que
codifican para UGGTSs.

En humanos, se identificaron dos genes (HUGT1 y HUGT2) que codifican proteinas
con un 55% de identidad entre ellas, y ambas presentan un 31-45% de identidad con los
genes que codifican las UGGTs de Drosophila, C. elegans y S. pombe. El extremo C-
terminal, donde se encuentra el dominio catalitico, es el mas conservado (81% de similitud),
mientras que el N-terminal se encuentra menos conservado (49% de similitud) ©2.

HUGTL1 codifica un polipéptido de 1555 aminoécidos con un péptido sefial en el
extremo N-terminal y una sefial de retencién REEL en el extremo C-terminal que produce
una proteina madura de un peso molecular predicho de 173 kDa. HUGT1 posee tres sitios
potenciales de N-glicosilacién en los residuos 296, 536 y 1220 que no se encuentran
conservados en Drosophila, C. elegans o S. pombe. HUGT2 codifica para una proteina de
1516 aminoacidos, contiene también el péptido sefial y la sefal de retencion HDEL. La
proteina madura posee un peso molecular predicho de 172 kDa y posee cuatro sitios de N-
glicosilacion en los residuos 256, 286, 920 y 950. El primero de estos residuos se encuentra
conservado entre los homologos humanos, pero ninguno de ellos se encuentra conservado
en Drosophila, C. elegans o S. pombe.

Se analizé la expresion de los genes HUGT1 y HUGT2 y se observé que se
expresan en diversos tejidos y difieren moderadamente en su distribucion. HUGT1 se
expresa como multiples especies de mMRNA que son inducidas en niveles similares ante un
estrés de RE dado por Tunicamicina (TN) o el ionéforo de calcio A23187. Sin embargo,
HUGT2 se transcribe como una Unica especie de mRNA y no se induce en condiciones
similares. Por otra parte, se midié actividad in vitro utilizando TG DES (DES) como sustrato
de UGGT en extractos de células de mono COS-1 transfectadas con vectores de expresion
conteniendo el gen HUGTL1 o el HUGT2 observandose que la proteina HUGT2 carecia de
actividad de UGGT en esas condiciones ©?.

Se construyeron proteinas quiméricas combinando los extremos N y C terminales de
HUGT1 y HUGT2. Si bien la proteina HUGT2 carecia de actividad de UGGT, si se
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combinaba su extremo C-terminal con el extremo N-terminal de HUGT1, dicha proteina
quimérica podia transferir Glc a proteinas desnaturalizadas. Por lo tanto, se demostr6 que el
dominio catalitico era activo en la proteina HUGT2 mientras que el dominio involucrado en el
reconocimiento de las proteinas mal plegadas era inactivo. Alun no se ha dilucidado el papel
gue juega la proteina codificada por el gen HUGT2 de humanos. La misma podria reconocer
una clase de sustratos especificos o bien podria haber evolucionado para cumplir otra
actividad biologica ©°.

Mediante analisis bioinformaticos, se han identificado en C. elegans dos ORFs
(F48E3.3 y F26H9.8, de ahora en mas llamados uggt-1 y uggt-2 respectivamente) que
codifican proteinas con un alto grado de similitud con las UGGTs de levadura y de diversos
organismos. Presentan un 40% de identidad entre ellas (52% en el extremo C-terminal y
31% en el N-terminal). Al iniciar esta tesis se desconocia si ambas proteinas poseian
actividad de glucosiltransferasa, si participaban en el mecanismo de control de calidad del
plegamiento o si alguna de las mismas participaba en algun otro proceso en la célula no
relacionado con este Ultimo. En esta tesis se estudiard si ambos genes se encuentran
involucrados en el control de calidad de plegamiento de glicoproteinas y se caracterizara la

proteina codificada por los mismos.

Estudio de la funcion biolégica de la UGGT en diferentes organismos

La delecion de UGGT es usualmente tolerada en organismos unicelulares como S.
pombe y T.cruzi en condiciones normales, sin embargo su crecimiento se altera en
condiciones de estrés de RE ©°#". En algunos casos se ha observado que la delecién de
UGGT dispara la UPR, debido a que los intermediarios de plegamiento no pueden
interactuar con CNX/CRT. Las cepas mutantes de S. pombe spgtl- poseen una tasa de
crecimiento similar a las S.pombe salvajes tanto en condiciones normales como de estrés de

@) Las

RE, aunque poseen un tamafio reducido (30% mas pequefias que las salvajes)
células S. pombe alg6 gptl- en cambio, no pueden crecer a temperaturas restrictivas como
37°C @ debido a que las proteinas se encuentran hipoglicosiladas por carecer del gen alg6
y debido a la falta de UGGT que impide la interaccién de las glicoproteinas con CNX/CRT
aumentando el estrés de RE.

La delecion de UGGT en T.cruzi resulta en una menor infectividad de los parasitos y
en un aumento de BiP ®%. El mutante nulo de UGGT de Arabidopsis thaliana, no presenta un
fenotipo evidente, sin embargo se observo un aumento de varias chaperonas como BiP, PDI,

CNX y CRT 8,
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Estudios realizados en ratones, demostraron que ratones uggt-1 (-/-) presentan un
fenotipo letal embrionario de 13 dias (E13), la penetrancia de este fenotipo es variable y
algunos ratones sobreviven hasta su nacimiento . Sin embargo, fibroblastos embrionarios
de ratén (MEF) nulas para uggt-1 derivados de dichos embriones son viables en cultivo.

El estudio de la UGGT se ha llevado a cabo en gran medida en organismos
unicelulares, sin embargo en organismos multicelulares se conoce muy poco sobre la
importancia de esta proteina. En ratones, el fenotipo encontrado es letal, por lo que la accién
y relevancia bioldgica de esta proteina en el organismo adulto se desconoce. En esta tesis
estudiaremos el papel qgue desempefia la UGGT tanto en el desarrollo larval de C. elegans

como en el nematodo adulto y analizaremos la relevancia de la misma.

Importancia bioldgica de las chaperonas moleculares

El estudio del requerimiento de las chaperonas moleculares mediante la supresion de
genes ha permitido comprender la importancia biolégica de las mismas. El procedimiento
tradicional en mamiferos para crear la supresion en homocigosis de los genes que codifican
para GRP78 ©%, GRP94, GRP58/ERp57 ®Y, CRT ©®? y la UGGT ® han resultado en
letalidad embrionaria. Estos estudios demuestran que en mamiferos, la falta de estas
chaperonas no puede ser compensada por otras proteinas durante el desarrollo.

La falta de GRP78 causa letalidad en embriones de ratén de 3.5 dias (E3.5) debido a
la falla en la peri-implantaciéon del embrion ©°. Los embriones Grp78 -/- no pueden
desarrollarse mas all4 de la zona pellcida in vitro, no pueden crecer en cultivo y exhiben
defectos en la proliferacion. Se ha observado también un incremento masivo de la apoptosis
en la masa de células internas que son los precursores de células madre embrionarias ©.
Estos resultados indican que GRP78 es esencial para el crecimiento del embrién y la
supervivencia de células pluripotentes. Por otro lado, los ratones mutantes Grp78 +/- son
viables y superficialmente lucen como los ratones salvajes. Sin embargo, el nivel de
expresion de GRP78 en dichos ratones es un 50% menor al de los salvajes y los niveles de
expresion de GRP94 y PDI se encuentran elevados. En forma contraria a lo esperado, los
niveles de CNX y CRT no se vieron afectados por la disminucion de GRP78.

Por otro lado, se observo letalidad embrionaria en ratones que poseen suprimido el
gen que expresa GRP58/ERp57, mientras que el ratdn mutante condicional que no posee
esta proteina solo en células B lucen normales. Sin embargo, estos Ultimos no pueden
realizar la presentacion de antigeno por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) de

clase | 9,
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La supresion del gen que expresa CRT es letal en embriones de ratén en el estadio
E14.5 debido a problemas en el desarrollo del corazén. La pared ventricular, formada por
cardiomiocitos, es mas fina en los embriones crt -/-. CRT se encuentra altamente expresada
en cardiomiocitos en estadios tempranos del desarrollo y su expresion disminuye luego del
nacimiento ®?. GRP78 y GRP94 también se encuentran altamente expresadas en las células
gue participan del desarrollo del corazén en embriones, indicando que algunas proteinas de
RE podrian ser esenciales en este proceso 939294,

Los ratones que poseen el gen que codifica para CNX suprimido son viables, sin
embargo el 50% de los ratones cnx-/- mueren a los dos dias de haber nacido y aquellos que
sobreviven son mas pequefios que los ratones salvajes ademas de presentar problemas
motores 9. Ademas, los ratones cnx -/- presentan una pérdida muy grande de fibras
nerviosas de mielina medianas y largas, por lo que el nervio cidtico se ve afectado
presentando un tamafo notablemente menor.

Debido a que en mamiferos la supresion de estos genes produce un efecto letal, la
importancia biolégica de muchos de ellos debe ser estudiada en otros organismos. C.
elegans es un excelente modelo para el estudio de los efectos fenotipicos producidos por la
falta de determinadas proteinas y de esta forma poder estudiar la funciéon que cumplen las

mismas en el organismo adulto.

ERAD

Una vez que las proteinas poseen su estructura tridimensional adecuada continGan
su camino a través de la via secretoria hacia su destino final en la célula. Sin embargo,
aquellas proteinas que finalmente fallan en su intento de alcanzar su conformacién nativa
deben ser removidas del lumen del RE y degradadas en un proceso conocido como ERAD
(degradacién asociada al RE) ya que su acumulacion podria resultar en la formacién de
agregados y afectar el plegamiento de otras proteinas (°°). El proceso de ERAD implica el
reconocimiento del sustrato, su transporte y retrotranslocacion al citosol donde es
ubiquitinado y degradado por el proteasoma 26S.

Las reglas que gobiernan las interacciones entre las chaperonas y los sustratos para
dirigir a las proteinas a degradacién ain no han sido firmemente establecidas. El proceso de
seleccion de las proteinas sustrato de ERAD depende de la presencia de parches
hidrofébicos, cisteinas no apareadas y N-glicanos demanosilados (Fig. 6). Por un lado, las
chaperonas de la familia Hsp70 (como BiP) y Hsp40 estarian involucradas en la seleccion de
aquellas proteinas que son consideradas por la célula como irreversiblemente mal plegadas
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reconociendo parches hidrofébicos y manteniendo la solubilidad de las mismas para luego
ser enviadas a degradacion ©%%). La prolongada interaccién entre el sustrato de ERAD y
Hsp70 seria suficiente para reclutar a la ubiquitin ligasa E3, poli-ubiquitinar el sustrato y
conducirlo a degradacion.

Por otro lado, el procesamiento del N-glicano presente en las glicoproteinas jugaria
un rol esencial en el proceso de diferenciar un intermediario de plegamiento que puede
continuar en el ciclo de CNX/CRT, de una glicoproteina irreversiblemente mal plegada. La
intervencion secuencial de las a 1,2 manosidasas lleva al reconocimiento de proteinas
similares a manosidasas llamadas EDEM que dirigen a las glicoproteinas mal plegadas a
degradacion. Se han identificado tres homdlogos de EDEM (EDEM1, EDEM2 y EDEM3) que
se inducen tanscripcionalmente con estrés de RE mediante la via de IRE1/Xbp-1 de la UPR
(1%) EDEM es requerida para generar la sefial de ERAD en el glicano y la sobrexpresién de
EDEML1 acelera la liberacion de las glicoproteinas mal plegadas del ciclo de CNX/CRT para

19 proteinas como OS-9 que poseen un dominio MRH,

su posterior degradacion
reconocerian la estructura del oligosacéridos para conducirlo a ERAD.

La mayoria de los sustratos de ERAD se ubiquitinan antes de ser transportados al
proteasoma. La ubiquitinacidn y posterior degradacién en el proteasoma requiere la accion
de la enzima activadora de ubiquitina E1, la enzima conjugada a ubiquitina E2 y la ubiquitin

ligasa E3 )

Lumen del RE

Citosol

Figura 6. Modelo de retrotranslocacion de proteinas irreversiblemente mal plegadas al citosol.
Complejo regulador de la retrotranslocacién desde el lumen del RE al citosol de una glicoproteina que
no logro alcanzar su estado nativo de plegamiento. Se muestra parte del complejo Hrd1p (E3 ubiquitin
ligasa) y el canal en la membrana del RE, Sec61, por el que se retrotransloca la glicoproteina (Figura
modificada a partir de la referencia 10).
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C. elegans posee los genes que codifican para todas las proteinas participantes de ERAD
presentes en mamiferos pero muchos de ellos adn no han sido estudiados como es el caso
de los genes que codifican para EDEM. En C. elegans se ha podido estudiar la importancia
biolégica de la proteina p97/Cdc48 y las ubiquitin ligasas E3 (HRDL-1, HRD-1 y MARC-6).
Se determind que las mismas participan en la UPR y que gusanos que carecen de actividad

de las tres ubiquitin-ligasas a la vez poseen un gran retraso en el crecimiento %),

Respuesta a proteinas mal plegadas (UPR)

Estimulos fisiolégicos y bioguimicos como perturbaciones en la concentracion de
calcio, modificaciones del potencial redox o la inhibicién de la glicosilacidon pueden alterar la
capacidad del RE para plegar correctamente las proteinas. Cuando el RE es sometido a
alguno de estos estimulos, se activan caminos de sefializacion especificos destinados a
eliminar el exceso de proteinas mal plegadas. La UPR (Unfolded protein response) es un
complejo sistema de sefiales intracelulares transcripcionales y traduccionales activadas en
respuesta a la acumulacion de proteinas mal plegadas en el lumen del RE y resulta esencial
para el mantenimiento de la homeostasis celular ante condiciones de estrés de RE ©9,

La acumulacién de estas proteinas en el lumen inicia un sistema de sefiales que
son transmitidas tanto al nicleo como al citoplasma y tienen tres funciones: 1) Activar
transcripcionalmente genes que codifican para proteinas chaperonas residentes en el RE
para aumentar la capacidad de plegamiento, 2) Degradar a través de complejos de
degradacion de proteinas aquellas proteinas que hayan sido mal plegadas, 3) Atenuar la
traduccién para limitar el nimero de proteinas mal plegadas en el RE ®®. Si estas
respuestas fallan, se inicia entonces una respuesta apoptotica activandose la protein-kinasa
JNK y las caspasas 7, 12 y 3 199,

Inicialmente, se identifico y caracterizé la UPR en levaduras y luego se probd su
existencia en otros organismos eucariotas superiores “%. Actualmente se sabe que la UPR
es operativa en numerosos organismos entre los cuales se puede mencionar a mamiferos y
a C. elegans. Tanto en mamiferos como en C. elegans, la UPR est4 mediada por tres tipos
de proteinas de membrana del RE: IRE-1 (protein-kinasa y endoribonucleasa sitio
especifica), ATF-6 (activador transcripcional) *°? y PERK/PEK (factor kinasa 2 eucariético de

%) "En mamiferos, a diferencia de nematodos, existen dos

iniciacion de la traduccion)
homélogos de IRE-1 (IREla e IRE1R), el primero se expresa de forma ubicua mientras que
el segundo se expresa solo en intestino. En S. cerevisiae sélo existe el transductor IRE-1
(108,109)
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La BiP (homologa a la hsp-4 de C. elegans) se encuentra unida al dominio luminal
de IRE-1, ATF-6 y PERK/PEK en condiciones normales. Si aumenta el nimero de proteinas
mal plegadas, BiP se une preferentemente a éstas Ultimas y libera el dominio luminal de IRE-
1, ATF-6 y PERK/PEK (Fig. 7 A). IRE-1 se dimeriza y se activa su dominio RNAsa citosélico
gue corta 26 nucledtidos de una secuencia intrénica del mRNA de la proteina de unién a
DNA X-box (XBP-1) ®¥19 posteriormente, XBP-1 migra al nicleo y se une al elemento UPR
en el ADN (UPRE) con el fin de activar los genes de la UPR esenciales para el plegamiento y
degradacion de proteinas en el RE ®). ATF-6, al liberarse BiP, migra al GA y es sustrato de
dos proteasas site-1 (S1P) y site-2 (S2P) liberandose un dominio citosélico de 50KDa “*V. C.
elegans solo expresa la proteasa S2P. El fragmento citosélico se dirige entonces al nicleo
donde, por un lado se une a la secuencia de DNA ERSE (un elemento de respuesta a estrés
de RE), y por otro al factor de unién CCAAT (CBF) para promover la transcripcion de
chaperonas y otras enzimas de plegamiento ™? (Fig. 7A). A diferencia de C. elegans y D.
melanogaster donde solo existe una isoforma de ATF-6, en mamiferos se expresan de forma
ubicua dos isoformas de ATF-6 (a y B). PERK se homodimeriza y atenta temporalmente la
sintesis de proteinas mediante la fosforilacion de la subunidad a del factor de iniciacién 2
(elF2a) que entonces no puede atraer al tRNA de metionina a la subunidad ribosomal 40s.
De todas formas, se pueden traducir preferentemente algunos mRNA con elF2a fosforilado
ya que existen ORFs en la regién 5 sin traducir del mRNA 7112 _E| factor de transcripcion 4
(ATF-4) aumenta su traduccion a partir de la fosforilacion de elF2a y activa genes
involucrados con el metabolismo y transporte de aminoacidos, reacciones de Oxido-
reduccién y apoptosis inducida por estrés de RE (Fig. 7 B). Alternativamente ante UPR
prolongado se pierde la homeostasis del calcio del RE llevando a la activacion de caspasas

12 que activa a caspasas 9 y 3 conduciendo a la célula a apoptosis ©

A
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Fig. 7- Mecanismo de la UPR. A) Activaciéon de los genes de la UPR por XBP-1 y ATF-6 con
iniciacion del UPR. B) Arresto traduccional mediado por PERK mediante la fosforilacion de eF2a.
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El andlisis de nematodos mutantes y el estudio mediante RNAi permite conocer la funcion y
relevancia bioldgica de los genes del gusano. En C. elegans el mutante nulo para el gen ire-1
es viable pero es sensible a estrés de RE ¥, al igual que ocurre en S. cerevisiae. Se realiz6
un analisis por microarreglos mediante el cual se ha demostrado que 202 de los 4050 genes
examinados en C. elegans son inducibles por estrés de RE y de ellos la mayor parte (170
genes) dependen del camino de transduccién de ire-1/xbp-1. Al igual que ocurre en S.
cerevisiae, la via de ire-1 es la responsable de la inducciéon de la mayoria de los genes

canénicos de la UPR, incluyendo la induccién de chaperonas y componentes de ERAD 9.

Lo mismo ocurre en D. melanogaser

. Esto indicaria que la via de atf-6 funciona de
manera muy distinta en C. elegans y en D. melanogaster del modo en que actla en
mamiferos, a pesar de que sus genomas posean un Unico gen atf-6. De hecho, un andlisis
de RNAI en C. elegans demostré que pocos genes dependen de ATF-6 para su induccion en
respuesta a estrés de RE y que las chaperonas de RE y los componentes de ERAD se
encuentran totalmente inducidos en los nematodos mutantes nulos para atf-6. Ademas, los
gusanos mutantes nulos para atf-6 no presentan fenotipos evidentes al ser comparados con
el nematodo salvaje (N2) %,

De los 4050 genes analizados, 324 requirieron por lo menos uno de los transductores de la
UPR para su expresion constitutiva (ire-1, xbp-1, perk-1 o atf-6). 84 de ellos, dependientes
de atf-6, son fundamentales para aliviar el estrés de RE en el gusano, particularmente en la
ausencia de induccién transcripcional de chaperonas y componentes de ERAD. El doble
mutante nulo para ire-1 y atf-6 es letal.

El gusano mutante nulo para pek-1 es indistinguible del gusano salvaje bajo condiciones
normales de crecimiento, pero es sensible a estrés de RE **¥. Sin embargo, el gusano doble
mutante nulo para pek-1 e ire-1 presenta un fenotipo letal embrionario, por lo que la
atenuacioén traduccional de pek-1 es considerada esencial para el desarrollo del nematodo
cuando la transcripcion de chaperonas de RE y componentes de ERAD no se inducen en
respuesta a estrés de RE dada la ausencia de la via de ire-1/xbp-1. Ademas del control
traduccional de pek-1, el andlisis de miroarreglos ha demostrado que 47 de los 202 genes
inducibles por estrés dependen de pek-1 para su induccion transcripcional. Sélo 9 genes de
los 324 requieren de pek-1 para mantener su expresion constitutiva, sin embargo estos
Gltimos también dependen de ire-1/xbp-1 19

Debido a los resultados encontrados en los gusanos atf-6(RNAI) y pek-1(RNAI), la via de ire-
1/xbp-1 parece ser la principal via para contrarrestar el estrés de RE en C. elegans. Sin
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Introduccion

embargo, las células de los nematodos han evolucionado para poder sobrevivir alin en

ausencia de la misma.

Caenorhabditis elegans

C. elegans es un organismo metazoario microscopico que forma parte de una de las
10.000 especies de nematodos existentes, clasificado como pseudocoelomata, chromadorea
(por su cuticula) rabditida, pelloderinae 7.

C. elegans es un gusano pequefio que habita en el suelo donde sobrevive
alimentandose de bacterias. Puede llegar a medir hasta 1 mm cuando es adulto y tiene una
estructura bilateral simétrica, vermiforme, con un cuerpo cilindrico tubular tipico de cualquier

nematodo ™® (Fig. 8).

Distal gonad

Proximal gonad

Fig. 8- Estructura de un hermafrodita adulto . Se observa la faringe (verde), el intestino (violeta) y el
sistema reproductor (en celeste y azul oscuro). El sistema reproductor esta formado por la génada
distal y la gonada proximal, la espermateca y el Utero donde comienza el desarrollo de los huevos.
Figura referencia 118.

Su cuerpo esta formado por un tubo externo y un tubo interno separados por el
pseudoceloma (Fig. 9). El tubo externo esta formado por una cuticula de colageno, la
hipodermis, el sistema excretor, neuronas y musculos. El tubo interno comprende la faringe,
el intestino y la génada en los adultos. Todos los tejidos estan bajo una presién hidrostatica
interna controlada por un sistema osmoregulador. Los fluidos que contiene en su interior le

dan un aspecto transparente.

Pseudecoelomic cavity

Alae

Fig. 9- Seccién de la region posterior del cuerpo del nematodo. Pared del cuerpo (tubo externo)
separada por un pseudoceloma del tubo interno que esté formado por el intestino (violeta) y la gonada
(azul). Fig. referencia 118.
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C. elegans esta constituido por un nimero de células fijas cuya posicidon relativa es
invariable durante el desarrollo de individuo a individuo, de modo que todo el proceso del
desarrollo, desde el cigoto al adulto, puede esquematizarse como un arbol genealdgico
celular. Este “arbol genealdgico” se conoce en forma completa gracias al estudio exhaustivo
de todas las secciones del cuerpo del nematodo mediante microscopia electronica 929,

El nematodo realiza un movimiento sinusoidal gracias a sus musculos longitudinales
y posee dos sexos: hermafrodita (XX) que puede auto-fertilizarse, y macho (XO) que surge
de una no disyuncién meiética (0.1%) pero que también puede reproducirse sexualmente. El
macho adulto esta compuesto por 1031 células, mientras que el hermafrodita esta
constituido de 959 células. Este Ultimo es capaz de autofecundarse y de engendrar
Unicamente hermafroditas. Posee una cabeza con un orificio bucal que le permite ingerir las
bacterias con las que se alimenta y su Unico requerimiento de crecimiento y reproduccion es
un medio himedo y un ambiente templado (15-25°C) con oxigeno en la atmésfera.

El huevo es generalmente el estadio mas resistente en el ciclo de vida del gusano y
posee tres capas: la capa vitelina externa, la capa media de quitina y la capa interna de
lipidos. La capa de quitina juega un papel importante como escudo protector para el huevoy
su resistencia permite la descontaminacion de los nematodos en el laboratorio.

Este nematodo fue el primer eucariota cuyo genoma fue completamente
secuenciado Y. Su genoma posee 97 x 107 pb, contiene 19000 genes **? y se compone de
5 autosomas y un cromosoma sexual X. Los gusanos hermafroditas son diploides para todos
los cromosomas, mientras que los machos lo son sélo para los autosomas.

Aproximadamente el 50% de los genes humanos poseen homodlogos en el
nematodo y codifican para proteinas que tienen funciones semejantes. EI nematodo
comparte estructuras celulares y moleculares con organismos superiores. C. elegans se ha
convertido en un importante modelo de estudio para la biologia, especialmente para la
genética de desarrollo, y fue introducido en laboratorios de genética y bioquimica en los afios
70 por Sydney Brenner.

Este organismo modelo en biologia molecular, se ha adaptado para estudios
genéticos con el fin de estudiar, entre otros mecanismos, el silenciamiento génico; la
apoptosis y su relacion con el proceso de desarrollo animal; el envejecimiento celular; el
desarrollo embrionario y la fisiologia sensorial.

C. elegans presenta varias condiciones morfolégicas y funcionales favorables para
la investigacion. Su ciclo de vida es corto y su genoma es compacto; presenta transparencia
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a lo largo de toda su vida (lo que facilita su observacion bajo el microscopio); al ser
hermafrodita, es posible la obtencion y mantenimiento de individuos con mutaciones
recesivas; resulta relativamente facil silenciar genes especificos con RNAI; es un organismo
diploide de facil mantencion en el laboratorio en cajas de Petri a una temperatura constante
de aprox. 20C; tiene un gran nimero de descendencia y los fenotipos que se observan en el
nematodo son sencillos de observar o medir. Las cepas pueden ser mantenidas congeladas
por largos periodos de tiempo y son capaces de resistir condiciones ambientales
desfavorables gracias a que pueden entrar a un estadio de desarrollo alternativo llamado
“Dauer” en el cual pueden sobrevivir entre cuatro y ocho veces su ciclo normal de tres
semanas de vida %,

A pesar de su simple sistema anatémico, el nematodo es capaz de realizar un gran
repertorio de conductas incluyendo: locomocién, alimentacion, defecacién, puesta de
huevos, formacién de estadio “dauer”, respuestas sensoriales al toque, gusto, olores y
temperatura. También poseen algunos comportamientos complejos como el apareamiento

del macho, comportamiento social, aprendizaje y memoria *?%.

CICLO DE VIDA DE C. elegans

El ciclo de vida completo de C. elegans demora aproximadamente 3.5 dias en
condiciones 6ptimas y varia con la temperatura. Su embriogénesis ocurre en 12 horas
durante las cuales el embrion continda dividiéndose y utilizando las reservas energéticas
almacenadas en los granulos. La proliferacidn celular puede dividirse en dos fases: en la
primera, el cigoto establece las células fundadoras del embrion y en la segunda, que
comprende desde la gastrulacion hasta el comienzo de la organogénesis, se produce una
serie de divisiones celulares. Las primeras divisiones ocurren en el Utero del gusano
hermafrodita y cuando el embrion llega a un estadio de 30 células es ovipuesto.

Al finalizar el desarrollo embrionario, nace una larva 1 (L1) con 558 células
(hermafrodita) o 560 células (macho), donde la organogénesis esta casi terminada. Las
divisiones celulares suplementarias (959 células) se produciran hasta el desarrollo del
estadio adulto (2.5 dias). Se suceden cuatro estadios larvarios entre la eclosion y el adulto,
comenzando en L1 luego de la eclosion y finalizando en L4 antes del estadio adulto. El
nematodo se reproduce cada 2 6 3 dias, coloca entre 200 y 300 huevos y tiene una

esperanza de vida de 2 a 3 semanas (Fig. 10).
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Fig. 10- Ciclo de vida de C. elegans. Se indican los distintos estadios del desarrollo y la duracion
aproximada de los mismos. El embrién comienza a desarrollarse en el Gtero hasta un estadio de 30
células donde es ovipuesto. Contintdan las divisiones celulares pasando por estadio de comma, 1.5-
fold, 2-fold y 3-fold. Luego nace y pasa por cuatro estadios larvarios (L1, L2, L3, L4) hasta llegar a
adulto. Si existen condiciones adversas puede entrar en el estadio “dauer”. Figura referencia 118.

Como se menciond anteriormente, en caso de sobrepoblacion, ausencia de
alimento o cambios de temperatura, la L1 puede entrar en un estadio larvario alternativo o de
hibernacién, generando la formacion de individuos dauer (dauer state) que no se alimentan,
poseen un metabolismo particularmente lento y pueden sobrevivir en estas condiciones mas
de cuatro meses, siendo resistentes al estrés y al envejecimiento (Fig. 10). Cuando el
gusano esta en estadio de larva “dauer”, su cuticula es mas densa y cierra todos los orificios
para evitar la pérdida de agua “*9.

C. elegans v el control de calidad de plegamiento de glicoproteinas

genoma de C. elegans codifica para homdlogos de genes de mamiferos
implicados en el ensamblado y procesamiento de una gran variedad de glicanos “%). Todos
los genes de mamiferos que codifican para las proteinas participantes del control de calidad
de plegamiento de glicoproteinas se encuentran presentes en C. elegans. Sin embargo, sélo

la funcion de algunos de ellos ha sido confirmada ya que muchos genes ain no han sido
estudiados.
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A pesar de que los N- y O-glicanos en C. elegans posean caracteristicas en comun
con los glicanos de vertebrados en términos de la biosintesis del nicelo del mismo, las
estructuras terminales presentan variaciones. EIl conocimiento del rol de los glicoconjugados
en C. elegans se ha logrado en gran medida gracias a la identificacion de mutaciones en
genes involucrados en su biosintesis.

Entre las enzimas involucradas en la biosintesis del oligosacarido G3M9, se
encuentran en C. elegans todas las proteinas codificadas por los genes alg presentes en
mamiferos (Fig. 3 y tabla 1). Entre ellas, las enzimas ALG-1, ALG-3, ALG-6, ALG-7, ALG-8,
ALG-9 y ALG-10 no poseen funcidon conocida hasta el momento ya que nunca han sido
caracterizadas en el nematodo. Existen mutantes nulas tanto para alg-6 como para alg-8 y
ambas presentan un fenotipo similar: en homocigosis los gusanos son estériles o presentan
un fenotipo letal. También el gusano mutante de la enzima codificada por el gen alg-10,
presenta un fenotipo letal. Sin embargo, se ha observado que la penetrancia de este fenotipo
no es total y ciertos gusanos homocigotas para la delecién de alg-10 nacen aunque
presentan arresto larval, crecimiento lento, tamafio pequefio y morfologia mas ancha y corta
(“Dumpy”-dpy). La enzima ALG-2 que transfiere el segundo residuo de manosa al glicano
Dol-P-P-GIcNAc-Man en el lado citoplasmatico del RE, ha sido estudiada en el nematodo. Es
requerida para la colonizacién por Microbacterium nematophilum y genera una respuesta de
hinchazén en la cola del nematodo ante la infeccion. Es esencial también para la
morfogénesis del embridn durante la organizacion del neuroblasto y facilita la migracion de la
epidermis. Es requerida también para la integridad de la cuticula y la locomocién (tabla 1).

También se encuentran presentes en el nematodo los genes que codifican para el
complejo de la Oligosacariltransferasa formado por OST1/riboforina, Riboforina I, Ost48,
OST2/DAD-1 y STT3 (tabla 1). No se ha podido estudiar el efecto de dichos genes en
gusanos mutantes nulos. Sin embargo, gracias a las técnicas de RNAIi se ha observado que
la disminucion en la expresion de dichos genes produce un fenotipo letal embrionario o
estéril. Ademas de estos dos fenotipos, también se han observado otros mas suaves que se
presentan en la tabla 1.

Por otro lado, existen genes que codifican para las glicosidasas de procesamiento
del oligosacarido G3M9. Entre ellos se encuentran genes que codifican para Gl y Gll
(subunidades a y B) (tabla 1). La funcién de dichos genes no ha sido estudiada hasta el
presente y solo se infiere su funcidn por homologia de secuencia. Se han realizado estudios
a gran escala de RNAI clonando una biblioteca genémica que posee todos los genes de C.
elegans, en un vector que posee promotores para generar RNAds (RNA doble cadena) y
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luego se utilizé el método de “RNA feeding” (alimentacion de los nematodos con bacterias
gue expresan dicho vector). Dicho estudio reveld que la falta de Gl produce problemas de
locomocion, retraso en el crecimiento, agregacion de proteinas y fenotipo pdlido. El gusano
mutante para Gl F13H10.4 (0k2135) presenta en homocigosis un fenotipo estéril con vulva
anormal.

En el caso de la GllI, como se menciond anteriormente, la subunidad a de la misma
esta codificada por dos genes (aagr-3 y aagr-4) mientras que la subunidad B se encuentra
codificada por el gen ZK1307.8. Los genes aagr-3 y aagr-4 han sido estudiados junto con
aagr-1 y aagr-2 como cuatro a-acido-gluosidasas y se propuso que aagr-3 y aagr-4
codificaban para enzimas neutrales activas del tipo GH31 (glicosil hidrolasa de la familia 31
gue catalizan la hidrélisis de uniones a-1,4- y a -1,6-glucosidicas a pH &cido) ignorando su
actividad como GllI. Mediante un ensayo de RNAI para cada uno de los genes se evalu6 el
impacto de la actividad a glucosidasa a pH 4.0 (acido) y pH 6.5 (neutral), con o sin el
inhibidor acarbosa. Sélo se ha encontrado dicha actividad para las dos primeras variantes y
no para aagr-3 y aagr-4 por lo que su funcién aiun es desconocida. El gen aagr-3 fue
estudiado por RNAI y presenta un fenotipo letal embrionario y arresto de larvas tempranas y
tardias. No se ha aislado un mutante del gen aagr-3 pero si de aagr-4, aunque el mismo no
presenta ningln fenotipo detectable, al igual que muestran los estudios de RNAIi. Andlisis
bioinformaticos muestran que estos genes presentan un alto grado de similitud con los genes
gue codifican para Gll a en otras especies (38-43%). Se ha visto que aagr-3 se expresa en la
faringe, en el intestino, epitelio rectal y sistema nervioso. Por otro lado, se observé que tanto
AAGR-3 como AAGR-4 en C. elegans interactian con la proteina codificada por el gen
ZK1307.8 (Gl B) que posee dominios EF-hand y de unién a calcio, aunque dicha subunidad
tampoco ha sido caracterizada en el nematodo. La falta de Gll f en humanos produce la
enfermedad de higado poliquistico. Existe un gusano mutante nulo para Gll B que no
presenta ningun fenotipo evidente, sin embargo ha sido producido en proyectos a gran
escala y no ha sido estudiado con detalle hasta el momento. Los mismos resultados se han
observado en ensayos de RNA..

Las UGGT de C. elegans tampoco habian sido caracterizadas hasta el comienzo de
esta tesis. Como se menciond anteriormente, las variantes de C. elegans presentaban
homologia con las UGGTs de otros organismos. No se habian observado defectos
fenotipicos detectables mediante RNAI y se habia estudiado la expresion para el gen uggt-1,
el cual se expres6 en sistema nervioso. El mutante del gen uggt-2 fue producido por
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mutagénesis con EMS gracias al trabajo del consorcio de mutantes (C. elegans gene Knock-
out consortium) durante el afio 2010.

Las lectinas-chaperonas CNX y CRT y la enzima formadora de enlaces disulfuro
PDI-2 han sido estudiadas en C. elegans. CNX-1 se une a calcio y se ha predicho que
funciona como una chaperona molecular requerida para el plegamiento y maduracién de las
glicoproteinas como también para la regulacién de los niveles de calcio intracelular. La
actividad de CNX-1 es requerida para que los nematodos posean un nivel de fertilidad
adecuado y para el correcto desarrollo del embrién y la larva a la temperatura maxima
tolerada por C. elegans para su desarrollo (25°C). Por otro lado, la actividad de CNX-1 es
necesaria para mantener la viabilidad durante condiciones de estrés *?®. Los mutantes nulos
de cnx-1 presentan diversos fenotipos entre los que se encuentra letalidad o arresto en el
embrién y larva temprana, desarrollo larval anormal, crecimiento lento, desarrollo de la
gonada anormal, presencia de vacuolas intestinales, menor descendencia, desarrollo
sensible ante condiciones de estrés e hipersensibilidad a Tunicamicina (TN). CNX-1 se
expresa de forma ubicua en el embrién temprano y luego su expresion se restringe a la
cabeza y cola. En cuanto a la expresidn post-embrionaria, la misma se observa en células
excretoras con forma de H (“H-shaped”), intestino, corddén nervioso ventral y dorsal,
espermateca, neuronas de la cabeza y de la cola. Los niveles de expresion del mRNA de
cnx-1 y los niveles proteicos aumentan ante condiciones de estrés de RE sugiriendo su
participacion en la UPR como se ha visto con anterioridad. CNX-1 se encuentra N-glicosilada
en los residuos Asn(203) y Asn(571) y dicha glicosilacion es fundamental para su actividad
(126).

CRT-1 es una chaperona que une calcio localizada en el lumen del RE. En C.
elegans se ha demostrado que la expresion de crt-1 se induce ante condiciones de estrés de
RE (con TN) y, mediante ensayos in vitro, se ha observado que su expresion puede prevenir
la agregacion de proteinas inducida por calor. crt-1 no es necesaria para la viabilidad del
nematodo en condiciones normales de crecimiento, pero si es requerida para el desarrollo
normal del esperma, para la eficiencia en la cOpula en el macho y para la fertilidad del
hermafrodita a altas temperaturas, lo que pone en evidencia su papel en la respuesta a
estrés. Los gusanos mutantes nulos crt-1(bz30) y crt-1(jh101) presentan una menor tasa de
crecimiento y dejan menor descendencia a 25°C. Ademas, los gusanos crt-(jh101) poseen un
tamafio relativamente menor y su esperma es defectuoso. Por otro lado, se ha demostrado
que crt-1 requiere IRE-1 y XBP-1 pero no ATF-6 ni PEK-1 para su expresion en condiciones
de estrés. Dicha observacién es coincidente con la presencia de una region de union de
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XBP-1 en el promotor de cnx-1 (entre -284pb y -278 pb) necesaria para la induccién por TN.
Estudios de RNAIi demostraron que la disminucion de la expresion de crt-1, pdi-2 o pdi-3
aumentan la expresiéon de crt-1 mientras que la disminucion de la expresion de hsp-3 o hsp-4
no tienen ningun efecto en la expresion de crt-1 por lo que existe una red compensatoria
compleja ante estrés de RE ™27,

Ratones mutantes nulos para CNX/CRT presentan un fenotipo severo mientras que
en C. elegans los mutantes nulos calreticulina [crt-1(jh101)]- y calnexina [cnx-1(nr2009)]
presentan un fenotipo leve sugiriendo que existiria una maquinaria de chaperonas que
pueden compensar su falta. Un posible mecanismo que podria estar funcionando es el
aumento de los miembros de la familia hsp70 y PDI ).

PDI es una proteina disulfuro isomerasa formada por dos subunidades a (PHY-1 y
PHY-2) y una subunidad B (PDI-2). En C. elegans puede formar un tetramero PHY-1/PHY-
2/2(PDI-2) o bien dimeros PHY-1/PDI-2 o PHY-2/PDI-2 **?_ PDI-2 es requerida para varios
procesos en el nematodo como la locomocién, la fertilidad, la muda, la deposicién de
coldgeno y la correcta morfologia del cuerpo (tabla 1). Los gusanos mutantes nulos de pdi-2
son letales o estériles. Los niveles de mMRNA de pdi-2 aumentan en respuesta a estrés de RE
130 pdi-2 se expresa en la hipodermis que es el tejido encargado de secretar la cuticula de
colageno *%9.

hsp-3 y hsp-4 codifican dos proteinas hsp70 de C. elegans, homélogas a grp78/BiP
en mamiferos “3V. Se ha estudiado que la disminucién de la expresién de hsp-4 por RNAI
afecta la viabilidad de embriones y larvas (tabla 1). También se han observado otros
fenotipos por RNAIi como defectos durante la division celular en la fase diplotene, morfologia
defectuosa del RE y contenido graso aumentado (tabla 1). hsp-4 se expresa en varios tejidos
incluyendo hipodermis, intestino y espermateca. Por otro lado, participaria en la UPR ya que
se observé que el MRNA de hsp-4 se induce ante condiciones de estrés de RE @2,

HSP-3 es una chaperona molecular soluble de RE que posee un extremo amino
terminal hidrofébico y una secuencia KDEL de retencibn en RE ™. Se expresa
constitutivamente (su expresién no es inducida por calor) a lo largo de todo el desarrollo con
un pico de expresion en L1. Los niveles de mRNA de hsp-3 aumentan en condiciones de
estrés de RE (dado por DTT o TN) 32, Estudios realizados por RNAi han demostrado que la
disminucion de hsp-3 produce fenotipos como letalidad embrionaria, arresto larval o
esterilidad, asi como también fenotipos mas leves como defectos en la locomocion,

agregacion de proteinas o gusanos con morfologia gorda y pequefa (dpy) (tabla 1).
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Las proteinas que participan en la UPR (IRE-1, PEK-1, ATF-6 y XBP-1) han sido
muy estudiadas en C. elegans y han dado origen a una numerosa cantidad de papers. C.
elegans posee, como se mencioné anteriormente, todos los genes que codifican para los
transductores de sefial de la UPR.
ire-1 se expresa en todas las células de embriones y larvas “3¥. Mediante estudios
de RNAIi se ha demostrado que la falta de ire-1 impide la induccion de crt-1 en condiciones
de estrés generadas por TN 2. Otros estudios de RNAi han dado como resultado diversos
fenotipos tales como arresto larvario en L2, gusanos lentos y enfermos, gusanos con
intestino anormal, estériles 0 nematodos con un aumento del contenido graso. Los gusanos
mutantes de ire-1 presentan un fenotipo hipersensible a TN y al hambreado ademas de un
intestino de color mas oscuro dado por la falta de hidrélisis de las gotas de lipidos presentes
en el mismo (tabla 1).
xbp-1 se expresa en todas las células del embrion y de la larva, pero a diferencia de
ire-1 se observa un aumento de su expresion en neuronas, sobre todo durante el desarrollo.
Un estudio del tréfico de proteinas neuronales en C. elegans a través del RE indicaria que
las neuronas requieren de la sefializacién de la UPR para transportar las subunidades de los
receptores de glutamato (GLR-1, GLR-2 y GLR-5) desde el RE a través de la via secretoria
133 por otro lado, un estudio del gusano mutante nulo de xpb-1 mostré que su ausencia
impide la induccion de crt-1 en condiciones de estrés de RE dadas con TN. xbp-1 tendria
también funciones en condiciones normales ya que su falta produce la pérdida de miosina en
la faringe aunque el musculo faringeo se encuentre presente “*%. Estudios de RNAi contra
xbp-1 han producido diversos fenotipos en el nematodo como arresto larvario en larva
temprana o en L2, intestino anormal, defectos en la locomocion y una reduccién de la
sobrevida del nematodo (tabla 1).
En C. elegans pek-1 se expresa en células del intestino. Estudios de RNAi han
dado como resultado que la disminucion en su expresion produce diversos fenotipos tales
como retraso en el desarrollo, arresto larvario en L2, intestino anormal, gusanos lentos y

enfermos (tabla 1,).

PEK-1 es requerida para la induccion de 23% de aquellos genes
inducibles por UPR mientras que su falta no afecta la expresién de los genes genes
constitutivos de UPR. En humanos la mutacién de pek-1 produce el sindrome de Wolcott-
Rallison, un desorden autosémico recesivo que produce diabetes mellitus en la infancia,
displasia, osteopenia y retardo mental o retraso en el desarrollo.

En C. elegans, ATF-6 es una proteina transmembrana con un dominio de
transcripcion bZIP en su extremo citosolico amino-terminal que es liberado mediante la
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accion de la actividad proteolitica de la enzima codificada por el gen Y56A3A.2 (un homdlogo

de la proteasa S2P) en condiciones de estrés. En C. elegans tanto la delecién de ire-1 o xbp-

1 junto con atf-6 o pek-1 es letal, produciendo un arresto en el estadio L2. Sin embargo el

mutante nulo de atf-6 superficialmente no presenta ningun fenotipo. No obstante, los

gusanos atf-6(RNAI) se arrestan en larva temprana y poseen alteraciones en el intestino

(tabla 1).
Nombre Secuencia Fenotipos por RNAI Mutante y fenotipos
codificante
Sintesis del oligosacarido
alg-6 C08B11.8 WT tm1540: ste, let (NBP)
alg-8 CO8H9.3 Iva, pvl, ste ©*> emb, rbs *° tm5407/tm5711: ste, let
(NBP of Japan)
alg-7 T08D2.2 WT RB1580: WT
alg-1 T26A5.4 emb, ste *7” -
alg-2 T23F2.1 inf, bich, drg, ctl, emb™?, Ico, | CB6055: Inf, ctl, drg (CGC)/
(bus-8) gro, pvl dpy “?, mit 39 tm1410: let, ste (NBP)
alg-3 KO9E4.2 WT -
alg-9 Cl4A43 WT -
alg-10 T24D1.4 pha, loc ™*? VC569: dpy, gro, emb, lva (CGC)

Complejo de la Oligosacariltransferasa

OST1/riboph | T22D1.4 emb "V ste, lva ™%, Ico " lon | -
orin 143 gy 49

Ribophorin Il | MO1A10.3 div ™, emb ™Y, let, ste ™ -
WBP1/DDO | T09A5.11 emb, Iva, gro, lon, loc ** -
ST/Ost48

OST2/DAD- | F57B10.10 (d | emb™?", gro™® lva, unc -
1 ad-1)

STT3 T12A2.2 emb ™Y Iva, lon ), ste ™ -

Glicosidasas de procesamiento

Gl F13H10.4 pale , gro, loc, agr ©** VC1681: vlv, ste (CGC)
aagr-3 (Gll | F40F9.6 emb, lva #*+147 -

a)

aagr-4 (Gl | F52D1.1 WT RB1307: WT

a)

ZK1307.8 ZK1307.8 WT RB1610: WT
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(Gl B)

Glicosiltransfe

rasas del Control de Calidad de Plegamiento

uggt-1

F48E3.3

WT

uggt-2

F26H9.8

WT

VC1961

Chaperonas d

el control de cali

dad de plegamiento

cnx-1 ZK632.6 emb VC1801: WT /NS2938: snt DTT y
EGTA, emb, Iva, rbs, gro, drg *%®

crt-1 Y38A10A.5 | loc ™™ rbs ™ |et %) KJ216: gro, rbs, sprm, snt TN,
sma 9 | RB1021 (CGC)/
ZB1029: gro y rbs

pdi-2 CO07A12.4 dpy, Iva, Ico, emb ™%, agr ™ VC858: let, ste/TP69: dpy, let
(CGC)

hsp-3 C15h9.6 ste ™Y loc ¥, agr ¥, Iva, | RB1104: WT (CGC)

emb, dpy, fat ¥, ERv ***
hsp-4 F43E2.8 Div, emb, fat ™%, ERv ™7 VC1099: WT (CGC)

Proteinas part

icipantes de la UPR

ire-1 C41Ca.4 Iva (L2), slu, sck, int ™, fat ™% | SJ30/RB925/RE666: int >, strv
ste %9, @59 snt TN 427 (CGC)

xbp-1 R74.3 Iva (L2), int ™™ Toc ™| Ifs ™9 SJ17 (CGC)

pek-1 F46C3.1 gro 7 int, Iva (L2), slu, sck ™ | RB545 (CGC)

atf-6 FA5E6.2 lva, int % RB772 (CGC)

Tabla 1- Genes que codifican para proteinas relacionadas al control de calidad de plegamiento

de glicoproteinas del RE y de la UPR en el genoma de  C. elegans. Fenotipos: letal embrionario
(emb), estéril (ste), letal (let), menor nimero de descendencia (rbs), vulva protuyente (pvl), arresto
larvario (lva), gusanos mas cortos y gordos (dpy), tasa de crecimiento anormal (gro), movimientos
faringeos alterados (pha), alteraciones en la locomociéon (loc), resistente a infecciones de
Microbacterium nematophilium (inf), cuticula fragil (ctl), hipersensible a drogas (drg), hipersensible a
lavandina (blch), deficiencia en la muda (mlt), gusanos largos y finos (lon), gusanos descoordinados
(unc), problemas en la division celular (div), gusanos palidos (pale), agregacién de proteinas (agr),
vulva anormal (vlv), sensible (snt), esperma defectuoso (sprm), gusanos chicos (sma), alteracién en la
morfologia del RE (ERv), aumento del contenido graso (fat), intestino anormal (int), hipersensible al
hambreado (strv), gusanos con movimiento mas lento (“sluggish”- slu), gusanos enfermos: tamafio,
movimiento, pigmentacion, viabilidad o fertilidad alteradas (sck), reduccion en la sobrevida (Ifs). NBP
of japan: National Bioresource Project for the Experimental Animal “Nematode C. elegans”.
Department of Physiology, Tokyo Women’s Medical University School of Medicine, Tokyo, Japan.
CGC: Caenorhabditis Genetic Center- University of Minessota.

ARN de interferencia y silenciamiento génico

La interferencia de RNA (RNAI) es un método eficiente para inhibir la expresion de

genes y es utilizada como estrategia en la investigacion cientifica. Esta estrategia de estudio
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por pérdida de funcién debido a la inhibicién de la expresién de una proteina permite evaluar
los cambios que ocurren en los organismos y asi definir el papel que juega la misma.

El llamado silenciamiento génico es un mecanismo que ocurre a nivel del RNA,
impidiendo que el mismo se traduzca a proteina mediante la degradacion especifica de la
secuencia de mRNA. Este proceso en algunas especies se induce mediante la expresién de
RNA simple cadena (la cadena complementaria del mMRNA que se desea inhibir), mientras
gue en otros se induce por la produccion de moléculas de RNA doble cadena (RNAdSs). Este
dltimo funciona con mayor eficiencia en el caso de C. elegans %8 9.

Los siRNAs se dividen en dos clases: aquellos que derivan directamente de RNAds
y funcionan sin amplificacion, y los siRNAs que requieren amplificacion de un RNA inicial
doble cadena por una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP). Este ultimo caso es el
gue ocurre en C. elegans. Los siRNAs primarios son producidos a partir de RNAds mediante
la enzima Dicer que procesa el RNAds desde su extremo moviéndose cada 21 nucleétidos,
por lo que deja RNA pequefios de ese tamafio. El RNAds producido forma un complejo con
Argonauta y otras proteinas. Este complejo efector contiene solo una de las dos cadenas de

siRNA ancladas mediante su extremo 5™ a un dominio de union a fosfato en dicho complejo.

Dicer

Primary
siANAs

A AR pOpG™

8 a2
& %
y 2y
RdRP AdRP.
—— ool
Dicer
&
| Secandary 5-ppp.
¥ siEiNAS 5'ppp
_— 5'-ppp
| |
Y Y

Current Biology

Fig. 11- Amplificacion de la respuesta de RNAI por la RdRPs en plantas y gusanos

Plantas, hongos y algunos animales como C. elegans codifican para enzimas RdRP.

El pri-siRNA producido gatilla la produccion de siRNAs secundarios por una RdRP que usa el
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RNA blanco como templado (Fig. 11). Este siRNA secundario es transcripto directamente sin
necesidad de un intermediario de RNAds por lo que aumenta mucho su abundancia en la
célula. Los siRNAs secundarios son antisentido al mRNA blanco. En C. elegans estos
siRNAs ademas poseen secuencias 5 con grupos di o trifosfato caracteristicos de la
transcripcién mas que del producto de Dicer. Es decir que la funcion primaria de los pri-
siRNAs en el gusano es la de reclutar RdRps al RNA blanco. Se cree ademas que luego
estos siRNAs son acomplejados con otro tipo de Argonauta que anclaria siRNAs
multifosfato.

En C. elegans el RNAi es extremadamente especifico y solo las secuencias de
MRNA idénticas son secuencias blanco. Las secuencias que se encuentran altamente
relacionadas o poseen alta homologia no serian secuencias blanco *¢%.

En algunos organismos, como C. elegans, el silenciamiento es heredable, ya que
los mediadores de interferencia pueden viajar desde las células en que se producen hasta
otras células del organismo, logrando asi el silenciamiento génico en el organismo completo
y en su descendencia “®Y. Este mecanismo serfa gracias a la presencia de un canal llamado
SID-1 que se encuentra presente en todas las células de C.elegans con excepcién de las
células del sistema nervioso 160162163

Existen tres métodos para la incorporacion del RNAds en C. elegans: el primero
consiste en sumergir al gusano en una solucion de RNAds y de este modo el RNA es
incorporado ™®?, el segundo consiste en alimentar al nematodo con bacterias que expresan

el RNAds ® y el tercero es mediante la inyeccién del RNAds en el intestino.
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El objetivo general del trabajo es comprender cual es la funcidon biolégica que
desempefian las dos putativas UGGTs codificadas en el genoma de C. elegans. Se detallan
a continuacién los objetivos puntuales propuestos y las hipotesis de trabajo que hemos
construido para analizar el objetivo planteado. Utilizaremos como modelo experimental,
principalmente, al nematodo C. elegans ya que al igual que vertebrados posee dos UGGTs
codificadas en su genoma. Ademas es un organismo modelo de facil manipulacion en el
laboratorio y una herramienta genética valiosa para estudiar la funcién biol6gica que
desempefian las UGGTs en la fisiologia del mismo. En particular, podrian extenderse los
estudios ya existentes realizados en organismos unicelulares sobre la importancia del papel
gue desempefia la UGGT como sensora del control de calidad de plegamiento de
glicoproteinas (CCPG) en un organismo multicelular.También utilizaremos la levadura de
fisibn S. pombe que es un microrganismo versatil para la manipulacién genética y posee un
CCPG similar al presente en células de mamiferos para la expresion heteréloga de las
UGGTSs. Utilizamos este modelo tanto en experimentos bioquimicos como para experimentos
de complementacion funcional de ambas UGGTs en levaduras mutantes de la via de

glicosilacion.

Obijetivos especificos

1) Determinar si C. elegans posee actividad de UGGT

El genoma de C. elegans posee dos genes (uggt-1 y uggt-2) que codifican proteinas
con caracteristias similares a las UGGTs de otros organismos. Nuestra hipotesis es que
alguno de los dos genes debe codificar para una proteina con actividad de UGGT ya que el
nematodo tiene genes homologos que codifican para todas las proteinas que participan en el
CCPG. Para verificar esta hipotesis, se realizardn ensayos de actividad de UGGT in vitro
utilizando proteinas microsomales (fraccion subcelular enriquecida en RE) como fuente de
enzima, tiroglobulina desnaturalizada (de estructura M9 desprovista de glucosa) como
sustrato y se analizara la presencia de glucosa en la estructura del oligosacarido unido a
proteina. También se caracterizara bioquimicamente la UGGT de C. elegans, se analizara la
dependencia de la actividad con el pH y el requerimiento de cationes para la misma.
Ademas, se ensayaran distintos aceptores exdgenos. Si nuestra hipétesis es cierta y C.
elegans posee actividad de UGGT observariamos incorporacion de glucosa radioactiva a la

estructura del oligosacarido unido a proteina.
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2) Determinar si Ceuggt-1, Ceuggt-2 o ambos codifican para una UGGT activa

Si bien la presencia de actividad de UGGT en los ensayos in vitro nos indicaria que
C.elegans posee actividad de UGGT, no podemos determinar si la responsable de dicha
actividad es en particular CeUGGT-1, CeUGGT-2 o si ambas contribuyen de una manera
determinada a los niveles de actividad encontrados. En humanos, como se mencion6
anteriormente, existen dos genes que codifican para putativas UGGTs. Mediante
experimentos de sobrexpresion, se comprobé que HUGT-1 posee actividad de UGGT
mientras que HUGT-2 es inactiva. Nuestra hipétesis es que al igual que ocurre en humanos,
la proteina UGGT-1 poseeria actividad de UGGT mientras que UGGT-2 podria haber
adquirido una nueva funcién biolégica. Para poder examinar nuestra hipétesis se clonaran
los genes uggt-1 y uggt-2 de C. elegans en el vector pREP3x y se expresaran en levaduras
S. pombe alg6 gptl- (que no poseen glicanos glucosilados y carecen de UGGT). Se
realizaran ensayos de actividad de UGGT tanto in vitro como in vivo. Para corroborar que
ambas proteinas se expresan en el compartimento subcelular correcto (RE) y con el peso
molecular esperado se fusionara una etiqueta c-Myc en el extremo C-terminal y se realizara
un ensayo de Western Blot. Por otro lado, se realizard un experimento de silenciamiento
génico contra los genes uggt-1 y uggt-2 en C. elegans y se analizara la actividad de UGGT
remanente en estos gusanos. Para ello, se realizaran ensayos actividad in vitro de UGGT
utilizando proteinas microsomales totales preparadas a partir de gusanos uggt-1(RNAI),
uggt-2(RNAI) y gfp(RNAI). En el caso de que nuestra hipétesis sea correcta, observariamos
presencia de glucosa en el oligosacarido unido a proteina para aquellas levaduras
transformadas con uggt-1 y no con uggt-2; y sélo observariamos disminucién de la actividad

en gusanos tratados con RNAI contra uggt-1.

3) Estudiar la funcionalidad de los dom inios N y C terminales de las UGGTs de C.

elegans
Las UGGTs de diversos organismos estdn compuestas por dos dominios
estructurales, el C-terminal que corresponde a un 20% de la proteina y se encuentra
altamente conservado entre diferentes especies, y el N-terminal que corresponde al 80%
restante y posee un porcentaje de similitud menor (30%). El extremo C-terminal es el
encargado de reconocer UDP-Glc y transferir la glucosa al oligosacarido mientras que el
extremo N-terminal seria el encargado de reconocer glicoproteinas con estructura de glébulo
fundido. En humanos, mediante experimentos de sobrexpresion en células se comprob6 que
si bien HUGT-2 es inactiva, si se sobreexpresaba en esas mismas células una proteina
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quimérica combinando el extremo C-terminal de HUGT-2 con el N-terminal de HUGT-1,
entonces dicha proteina poseia actividad de UGGT. Este resultado indicaba que el extremo
C-terminal de la proteina HUGT-2 era activo siendo capaz transferir la glucosa al
oligosacarido. Nuestra hipotesis es que el extremo C-terminal de CeUGGT-2 es capaz de
transferir glucosa a proteinas mal plegadas si posee un extremo N-terminal que sea capaz
de reconocer proteinas mal plegadas. Para probar dicha hip6tesis construiremos proteinas
guiméricas combinando los extremos N y C terminales de CeUGGT-2 y SpGptl+ (UGGT de
S.pombe), transformaremos levaduras S.pombe alg6 gptl- y mediremos actividad de UGGT
in vitro en fracciones microsomales. Si nuestra hipotesis es correcta, detectariamos actividad

de UGGT en las levaduras transformadas con la proteina quimérica Spgtl+N/ CeUGGT-2 C.

4) Analizar si las UGGTs de C. elegans pueden complementar el fenotipo mutante
encontrado de las levaduras  S.pombe alg6 gpt1-

A temperaturas restrictivas donde se produce la acumulacion de proteinas mal
plegadas, las células S. pombe alg6 gptl- al no poseer UGGT, no pueden compensar esta
acumulacién y presentan problemas de crecimiento. Nuestra hipotesis es que CeUGGT-1
gue poseeria actividad de UGGT, seria capaz de complementar el fenotipo observado
mientras que CeUGGT-2 no lo haria. Para ensayar dicha hipo6tesis se realizard un
experimento de complementacion funcional en placa en medio YEA. Alli se sembraran
distintas diluciones de un cultivo de levaduras sp6l1 (WT) o S. pombe alg6 gptl-
transformada con pREP3X, pREP3X uggt-1, pREP3X uggt-2 o pREP3X gptl+.

Si los niveles de actividad de CeUGGT-1 son comparables a los de de SpUGGT
entonces uggt-1 complementaria la cepa mutante alg6 gptl- y observariamos crecimiento de
S. pombe WT, S. pombe alg6 gptl- transformada con pREP3X uggt-1 y pREP3X gptl+
mientras que las levaduras S. pombe alg6 gptl- transformadas con pREP3X y pREP3X uggt-

2 no podrian crecer a temperaturas donde comienzan a acumularse proteinas mal plegadas.

5) Estudiar el patron de expresion de  uggt-1 y uggt-2 en los distintos estadios del
desarrollo de C. elegans

C. elegans uggt-2 podria ser un pseudogen y no ser transcripto in vivo. Postulamos
gue si bien UGGT-2 careceria de actividad de UGGT deberia haber adquirido una nueva
funcién biolégica. Para ello analizaremos por Real Time PCR los niveles de expresion de
uggt-1 y uggt-2 en L1, L2/L3, L4 y adulto. La expresion de uggt-2 indicaria que no es un
pseudogen y ambos genes se expresarian en el nematodo.
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6) Determinar el patrén de ex presion corporal de los genes  uggt-1 y uggt-2 en C.
elegans

La determinacion del patrén de expresion de las proteinas UGGT-1 y UGGT-2 es
importante para comprender la funcion biolégica de las mismas. El patron de expresiéon de la
proteina UGGT-1 de C. elegans fue determinada mediante un estudio a gran escala, sin
embargo no fue posible determinar el patron de UGGT-2. En dicho estudio se muestra la
expresion de CeUGGT-1 en sistema nervioso. Nuestra hipétesis es que CeUGGT-1 al ser la
UGGT de C. elegans que participa en el mecanismo de CCPG, debe expresarse en todas las
células y tejidos del nematodo para poder resguardar la homeostasis del RE ante
condiciones de estrés. La expresion de UGGT-2 podria ser localizada y hallarse solo en
ciertos tejidos del nematodo. Para poder determinar el patrén de expresion de UGGT-1 y
UGGT-2 se haran dos tipos de construcciones. La primera consistira en el clonado del
promotor de ambos genes en el plasmido pPD95 75 (Fire). La segunda construccién
implicard el clonado del gen gfp o mCherry rio abajo del gen uggt-1 o uggt-2 respectivamente
para poder conservar todas las secuencias regulatorias y los intrones. Si la proteina
CeUGGT-1 se expresa en todas las células y tejidos observariamos la presencia de GFP
ubicuamente (quizad mas intensamente en aquellos tejidos que posean alta sintesis proteica),
mientras que la expresion de mCherry podria detectarse localizada en ciertos tejidos del

neméatodo.

7) Estudiar si los genes uggt-1 y uggt-2 se inducen en condici ones de estrés de RE

Los niveles de expresién de las proteinas involucradas en estrés de RE aumentan en
condiciones en las cuales se acumulan proteinas mal plegadas en el lumen del mismo. Para
poder estudiar si ambos genes estan involucrados en el plegamiento de glicoproteinas
decidimos estudiar el incremento en la transcripcion de uggt-1 y uggt-2 en condiciones de
estrés generadas por Tunicamicina (TN). Nuestra hipétesis es que los niveles de expresion
de uggt-1 aumentan ante condiciones de estrés de RE mientras que los niveles de expresion
de uggt-2 podrian incrementarse o no, segun si la actividad que desarrolla hubiera divergido
de la de UGGT-1.

8) Determinar clal es la via de sefializaciéon de la UPR por la que se produce la
induccion de la expresion de los genes  uggt-1 y uggt-2
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Identificamos un elemento UPRE en el promotor uggt-1. Este elemento es el lugar
donde se une el factor de transcripcion XBP-1 que participa en la via de IRE-1. Para poder
estudiar si se incrementa la transcripcion de uggt-1 en condiciones de estrés involucrando a
la via de ire-1, analizaremos los niveles de expresién de de uggt-1 y uggt-2 en condiciones
de estrés generadas por TN en gusanos salvajes N2 o en mutantes en ire-1, pek-1y atf-6. Si
la expresion de uggt-1 se encuentra regulada por la via de ire-1, esperariamos que no se
observe induccion de uggt-1 en dicha mutante y si en las mutantes de pek-1 o atf-6. No
encontramos en la regiéon promotora del gen uggt-2 secuencias UPRE, ERSE | 0 ERSE I, a
las cuales se unen factores de transcripcion que inducen la UPR, por lo que no esperamos

induccion de uggt-2 en las mutantes de la via de UPR.

9) Investigar que efectos producen la ausencia de CeUGGT-1 y CeUGGT-2 en el
nematodo

La ausencia de una proteina en un determinado organismo produce efectos
fenotipicos que pueden ser severos o leves dependiendo de la importancia de la funcién que
desempefie dicha proteina y de la expresion de proteinas redundantes que desempefien la
misma funcién. Nuestra hipotesis es que la ausencia de las proteinas UGGT-1 y UGGT-2
podria generar fenotipos diferentes en los gusanos asociados a las funciones que
desarrollan y los mismos podrian colaborar a dilucidar la funcién aln desconocida de la
proteina UGGT-2. Para poder estudiar el efecto que produce la ausencia de los genes uggt-1
y uggt-2 se realizardn experimentos de silenciamiento génico por RNAI contra los mismos y
se analizardn distintos aspectos de la biologia de los mismos como el desarrollo, la
supervivenia y las alteraciones morfolégicas en los gusanos uggt-1(RNAI) y uggt-2(RNAI).
Esperariamos encontrar diferencias morfolégicas, diferentes curvas de crecimiento y
sobrevida. También se estudiara el gusano mutante de uggt-2. Se estudiaran las diferencias
morfolégicas, las curvas de crecimiento y supervivencia para los gusanos interferidos contra
cada uno de los genes. También se estudiara el gusano mutante de uggt-2. No se dispone

de una mutante de uggt-1 que permita realizar estudios equivalentes.

10) Estudiar los efectos biolégicos de la ausencia de CeUGGT-1 y CeUGGT-2 en
condiciones de estrés de RE en gusanos  salvajes y en gusanos que carecen de las
proteinas transductoras de las vias de sefializacién de la UPR en estas condiciones
El objetivo es analizar si en estas condiciones la falta de CeUGGT-1 y CeUGGT-2
ante condiciones de estrés de RE genera fenotipos mas pronunciados que colaboren a
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dilucidar la funcién que llevan a cabo cada una de ellas y la importancia de las mismas en
distintos procesos. Nuestra hipltesis es que se observara un aumento de los efectos
observados con RNAI en ausencia de estrés. Para comprobar dicha hipotesis, realizaremos
experimentos de silenciamiento génico por RNAI contra los genes uggt-1, uggt-2 o gfp en
gusanos KP3948, hipersensibles al RNAI, en condiciones de estrés de RE provocadas con
TN.

Por otro lado, también estudiaremos el efecto fenotipico en gusanos KP3948, ire-1,
atf-6 y pek-1 tratados con RNAI para cada uno de los genes mencionados anteriormente en
bajas concentraciones de TN para simular un bajo nivel de estrés basal (un poco mayor al
qgue puede generarse durante el desarrollo en periodos donde se requiere de la sintesis
elevada de proteinas).
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MATERIALES Y METODOS

El extracto de levadura y la bactopeptona fueron de Difco. El extracto de malta fue de
Britania. La Endo-B-N-acetilglucosaminidasa H (Endo H), los inhibidores de proteasa, el
ditiotreitol (DTT), los aminoacidos y suplementos para medios de cultivo fueron de Sigma. La
[**C]Glc (301 Ci/mol) fue de Perkin Elmer Life and Analytical Sciences (Boston, MA). La N-
metil-1-deoxinojirimicina (NMDNJ) fue de Research Chemicals (North York, ON, Canada).
Las enzimas utilizadas en procedimientos de DNA recombinante fueron de New England
Biolabs (Ipswich, MA). El resto de los reactivos fueron provistos por Sigma (St. Louis, MO).

Cepas, plasmidos vy primers

Durante la realizacién de esta tesis se utilizaron distintas cepas de bacterias, de la levadura
S.pombe y del nematodo de vida libre C.elegans. En la siguiente tabla se resume las cepas
utilizadas en cada caso.

Cepas

Cepa | Genotipo | Origen

Bacterias

OP50 Auxotrofa para URA. Fuente de alimento para | CGC
mantenimiento de C. elegans

HT115(DE3) Transformadas con el vector L4440 vacio o con los | Open Biosystems
target de los genes F48E3.3 y F26H9.8. También
transformadas con L4440 gfp (“RNAI feeding”)

E. coli STBL3 F— mcrB mrr hsdS20 (rB—, mB-) recA13 supE44 ara- | Invitrogen, Carlsbad, CA
14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20 (StrR ) xyl-5 A leu mtl-
1

EPI300 F mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC)  @80dlacZAM15 | Oliver Hobert 2009

AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU | National Cancer Institute
galK A" rpsL (Str®) nupG trfA tonA

SW105 Derivada de la cepa DH10B-. Estas bacterias | Oliver Hobert 2009
contienen un profago defectuoso A con las proteinas | National Cancer Institute
recombinantes exo, bet, and gam siendo controladas

por un represor sensible a
temperatura cl857Genotipo: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ®80dlacz

M15 AlacX74 deoR recAl endAl araD139

A(ara, leu) 7649 galU galK rspL nupG [AcI857 (cro-
bioA) ]. También contienen un gen flpe controlado
por arabinosa que media la recombinacion entre dos
sitios frt. A su vez, estas células se pueden utilizar
para recombinaciéon positiva/negativa mediante
seleccién por galK al contener un gen Flpe inducible
por ara.
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S. pombe

Sp61
(WT)

h’, leul-32, ade6-M210, ura4-D18, adel

D’Alessio et al., 1999

gptl/alg6 S. pombe

(Sp61G4A (h-, ade6-M210, adel, leul-32, ura4-D18,
gptl::ura4-D1684, alg6::urad+)

Fanchiotti et al.1998

gptl/algé S. pombe

(Sp61G4A (h-, ade6-M210, adel, leul-32, ura4-D18,

Fanchiotti et al.1998

(gpt1+N-uggt-2C) o
(uggt-2N-gpt1+C)

pREP3X gpt1N-uggt-2C c-Myc o pREP3X uggt-2N-
gptlC c-Myc

pREP3X gptl gptl::ura4-D1684, alg6::urad+) Transformada con

pREP3X gptl+.
gptl/algé S. pombe | Sp61G4A (h-, ade6-M210, adel, leul-32, ura4-D18, | Esta tesis
pREP3X uggt-1 o | gptl::ura4-D1684, alg6::.urad+), transformada con
pREP3X uggt-2 pREP3X uggt-1 c-Myc o pREP3X uggt-2 c-Myc
gptl/alg6 S. | Sp61G4A (h-, ade6-M210, adel, leul-32, ura4-D18, | Esta tesis
pombe, pREP3X | gptl::ura4-D1684, alg6::urad+). Transformada con

Caenorhabditis elegans

pPD95_75 Puggt-1

uggt-1 y plasmido de co-inyeccion rol-6

N2 C. elegans wild type, subclon DR de CB original (Tcl | Caenorhabditis Genetics

patrén ). Center (CGO),

KP3948 (eri-1(mg366) 1V; lin15B (n744) X). Sensible para | Universidad de

ARNi. Crecimiento de 15 a 20C. Temperatura | Minnesota, EE.UU.
sensible: 25C. Mutdgeno EMS.

RB772 [atf-6 (0k551) X],

RB545 [pek-1 (0k275) X]

SJ30 [ire-1(zcl4) 1I; zcls4 V]

MT8190 lin-15B(n765) nis51X.

VC1961 [uggt-2 (0k2510)/ hT2[bli-4(e937) let-?(q782) qls48] C.elegans Reverse
Genetics Core Facility at
the University of British
Columbia

Gusanos Gusanos N2 transformados con vector pPD95 75 | Esta tesis

Agradezco a la Dra.
Pauline Cottee por la
microinyeccion.

Gusanos
transformados con
féosmido
WRMO0610Af03
uggt-1::SL2-gfp

Gusanos lin-15 transformados con el fésmido uggt-
1::SL2-gfp

Esta tesis
Agradezco al Dr. Diego
Rayes por la

microinyeccion.

Tabla 2. Cepas de levaduras bacterias, S. pombe y C. elegans utilizadas en este trabajo.

Plasmidos

Los plasmidos utilizados en esta tesis fueron:

Plasmido Caracteristicas relevantes Qrigen o referencia

PDONR™ 201 Kan", vector de clonado Invitrogen

pREP3X Leu+, derivado del REP3 Mumberg et al
Provisto por la Dra. Susan
Forsburg (Department of
Biological Sciences,
University of  Southern
California, Los Angeles,
CA)

pCR-2.1TOPO 3.9 Kb, Promotor Lac, sitio para | Invitrogen

primer M13, LacZa ORF, MCS,
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gen letal ccdB, resistencia a
Ampicilina y Kanamicina, ori
pUC y f1 ori.

pL4440 2790 pb, promotores T7 RNApol | Timmons and Fire
con orientacién invertida,
RNAdSs, inducible por IPTG, Ori,
LacZ, Amp', feeding
pL4440 gfp Contiene un fragmento target | Cold Spring Harbor Course

del gen gfp

pL4440 FA8E3.3 Contiene la secuencia del gen | Esta tesis
FA8E3.3 para realizar RNAI
pL4440 F26H9.8 Contiene la secuencia del gen | Esta tesis

F26H9.8 para realizar RNAI

pPD95_75 IVSA, gofpN, IVSR, gfpS65C, | Andrew Fire Lab
IVSS, IVST, gfpC, IVSL, decoy.
AMPR
pBALU9 Promotor gpd-2::NLS::gfp | Luisa  Cochella  (Oliver
(intronic FgF). KANR Hobert Lab)
pBALU12 Promotor gpd-2::NLS::mChopti | Luisa  Cochella  (Oliver
(intronic FgF). KANR Hobert Lab)
Fosmido WRMO610Af03 El vector del fésmido es el | Source BioScience
pCC1FOS (Epicentre) de bajo n° | LifeSciences
de copias (1 a 5 por bacteria)
hasta ser inducido. Posee el gen
F48E3.3 entre otros.
Fésmido WRM02625Ca09 Posee el gen F26H9.8 entre
otros.
Fésmido WRMO0610Af03 | Posee el gen F48E3.3 con su | Esta tesis
(uggt-1 STOP + SL2 + gfp) codon stop, luego una
secuencia intercistrénica SL2 vy
el gen de la gfp.
Fésmido WRMO02625Ca09 | Posee el gen F26H9.8 con su | Esta tesis
(uggt-2 STOP + SL2 + | coddn stop, luego una
mCherry) secuencia intercistréonica SL2 y

el gen de la gfp.

Tabla 3- Plasmidos utilizados en esta tesis
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Materiales y Métodos

B Xl == NEINER,

pDONR201

Eagl
] Sac | Sac Il Hot |
7 pmml‘ﬂer CCGGCJ\SGHATCTGATETCETCGATGMTTCGAGCTCCRCCG@JGT-SGCGGCCGCTC
—_

Xma

I
Xba | CS‘BQ 1 éxe | Neo | Nhal Miu | Smal Pstl
TAGATCTAGARCTAGTGGATCCACCEGTTCCATGGCTAGCCACGTGACGCGTGEAT CCCCEGEGCTGCA
Hing Il Hine 1t S Xho Apa I
n
ceanTTCGRTATCA R AT canTAc e A e ead®eennr T7 promoter
Ehal S Sall BamHlLS Smal D TS R e Healn Konl  Sact Baml  Spel

C

T3 G Aoh cor BIS BEE ATS ATT ACG CCAAGS TTG GTA CCG At Tos GaT coa ona
EEMEEErNERERsR SR
SW I B.B.IIX\ EcoR | EDAI)RI
Patl EcoRi ST ACE GoT oo AGT GTG'CTG Gaa TTC Goo ISP coo cha TrC Toc
Tin TEE oo o T O EE B AN R Ga 28 G0 oF Rac Ace
Hindlll
ED?RV BstX 1 M.i}ﬂ Xho | Nsi | Xbal Apal
i j

() I
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG [CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

BGT GAG TCG TAT TAL AAT TCA[CTG GCC GIC GTT TTA CpA COT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA ATG TTR AGT |GAC CGG CAG CAR RAT GIT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

induced: EMM
rapressed: EMH + Suddml
e

Hind |1l

predicted saquence of polyinken:
TEGLCTCOAGETCOAC TET AGAGGATCCCCOGG

E

PER322_crigin

pPD25_T5
4487 bp

Fspl (2801}

Figura 12. Vectores utilizados en este trabajo. A Mapa del pldsmido pL4440 y estructura del sitio
de clonado multiple (MCS). B) Mapa circular del plasmido pDONR201 C) Mapa circular del plasmido
pREP3X D) Mapa del plasmido pCR 2.1 TOPO y MCS E) Mapa del plasmido pPD95_ 75 F) Esquema
de la GFP contenida en el plasmido pBalu9.
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Primers utilizados

Nombre

Secuencia

GTp quimera Xho FWD

GACGGTCTCGAGATGAGATGGGGCTTTTGGTTTGCT

9.8 quimera Xho FWD

GACGGTCTCGAGATGCGTTTAACTCATTTCCTTTTG

3.3 quimera Xho FWD

GACGGTCTCGAGATGAACTTGACTGGTCTTCTTATC

GTp Nter 9.8 C Ter FWD

TTTAATTTCAAACGTAAAGAAGCAGTTATTAACGTTTTCTCTCTTGCT

GTp Nter 9.8 C Ter REV

AGCAAGAGAGAAAACGTTAATAACTGCTTCTTTACGTTTGAAATTAAA

9.8 Nter GTp C ter FWD

TTTGCTTCTCCTGAACCTTCTGAATCTATAAATATTTTTTCTGTTGCC

9.8 Nter GTp C ter REV

GGCAACAGAAAAAATATTTATAGATTCAGAAGGTTCAGGAGAAGCAAA

3.3 N ter 9.8 C ter FWD

TCTTCTAAGGAAAAGACTCAAGAAGTTATTAACGTTTTCTCTCTTGCT

3.3 Nter 9.8 Cter REV

AGCAAGAGAGAAAACGTTAATAACTTCTTGAGTCTTTTCCTTAGAAGA

Prom 3.3 FWD GCCGAAGCTTACTCTTTCCACATTCCCTTTTTCTC
Prom 3.3 Rev CAGATCCCGGGCATAATTACCTGGAAAATTG

Prom 9.8 Fwd GCCGAAGCTTTAATGTAGCAAAATGTACTTAAATAC
Prom 9.8 Rev GCGCATCCCGGGCATTGGAGACGGGTCAAATTTAAC
act-4 FWD TGAAGATCCTCACTGAGCGC

act-4 REV AGCACTTGCGGTGGACAATC

actl-1008Fwd RealT

CAAGTACTCCGTCTGGATCGGA

actl-1068Rev RealT

CATCTGTTGGAAGGTGGAGAGG

ama-1F CCTACGATGTATCGAGGCAAA
ama-1 R CCTCCCTCCGGTGTAATAATG
9.8idt F2 CAACATGCTTCACGAAGTTCC
9.8idt R2 GCCGAGTTCAGTTTTGGTTC
3.3idtF4 GATTCAACGTCACTTTTAGCCG
3.3idt R4 TTTTCCCAATTCAATGTACCGAC
hsp-4 FWD GCAGATGATCAAGCCCAAAAAG
hsp-4 REV GCGATTTGAGTTTTCATCTGATAGG
9.8 external left GTGACCCTTCGAAAAGTGGA
9.8 external right TTTCAGTTTTTGGCACGTTTT
9.8 interno delecion REV | CGCCTGACCACCATATAC

9.8 Fusion mCho FWD C

TCGAAAGTTTTGAATTCTGCAGATATCAACACTCCATCACCATCAGTGG
ATATGGTCTCAAAGGGTGAAGAAGATAACATGG
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9.8 Fusion mCho REV
con RDEL

GATACAGTTTAAGAAACAAAAAATTCAAATAATGAAAAAATACAGGAAAA
TTATAATTCATCTCGCTTATACAATTCATCCATGCCACC

3.3 FosmidRec FWD

CTTCGGATAATGTCATTTCTGAAAATGATGACTCTCACACGGAACTTTAA
GCTGTCTCATCCTACTTTCACCTAGTTAAC

3.3 FosmidRec REV

GAAACATTTTCAATAAATAACGGGTAAACTTGGCATATGAAAAGATTAAT
CTATTTGTATAGTTCATCCATGCCATG

9.8 FosmidRec FWD

CTGCAGATATCAACACTCCATCACCATCAGTGGATCGAGATGAATTATG
AGCTGTCTCATCCTACTTTCACCTAGTTAAC

9.8 FosmidRec REV

GATACAGTTTAAGAAACAAAAAATTCAAATAATGAAAAAATACAGGAAAA
TTACTTATACAATTCATCCATGCCACC

A 3.3 Fosmid-150 FWD AATGCTGTGCCATTGATCTG
B 3.3 Fosmid+150 REV TTTATTGGATAGAGAGAGGC
A 9.8 Fosmid-200 FWD GTGTGATGATGGAAGTAAAG
B 9.8 Fosmid+200 REV ACGCAGATTATTTTATTTTG
C GalK pBalu REV TATGCCGATGATTAATTGTC
D pBALU9 GFP FWD GGAGAAGAACTTTTCACTGG
E pBALU9 GFP REV CTGCCATGATGTATACATTG
D pBALU12mCho FWD AAGGTGCATATGGAGGGATC
E pBALU12mCho REV CTCGAAGTTTGACTTTATAA

GTp ¢ myc BAM REV

CGCAATGGATCCTTATAATTCATCAGGCAGATCTTCTTCAGAAATAAGTT
TTTGTTCAAGTTCGTCCGGAGATGAGTTG

uggt-1FWDRT GATGAGAAGACAACTTATGC
uggt-1REVRT TATCATAATCAGAGTTGA
uggt-2FWDRT GTAGTGTCGAATGGATTG
uggt-2REVRT TGTCATAGTTCTTGCCAC
gpt-1FWD AGGAATTGATGGATATGGATT
gpt-1REV AAATCGATTGTTTTGGCG
act-1FWD GGCTCTGGTATGTGCAAAG
act-1 REV CAACGTTACCGTACAAATC

Tabla 4. Primers utilizados en este trabajo.

Técnicas de C. elegans

Medios v condiciones de cultivo

C. elegans fue crecido a 15-20°C en medio NGM solido compuesto por NaCl 0,3%,
Bactopeptona 0,25%, Buffer KPO4 1M 2,5%, Colesterol 5mg/ml 0,1%, CaCl, 1M 0,1%,
MgSO,4 1M 0,1%, IPTG 0.8 M 0,125% y Ampicilina 50 ug/ul final (Estos dos ultimos solo en el
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caso de placas de RNAI). Para el crecimiento en medio liquido se utilizé6 medio S (S. Basal

100%, Citrato de potasio 1%, Solucion trace metal 1%, Cloruro Calcio 1M 0,3%, MgSO4 1M

0,3%) con agitacion a 150 rpm. Los medios soélidos se hicieron con agar 2%. Los

componentes de los medios de C. elegans se describen a continuacion:

e Buffer KPO4 (1 I.): KH2PO4 108.3 g, K2HPO4 35.6¢g

e Colesterol (50 ml): Colesterol 250 mg, Etanol 95% c.s.p

e Basal (11.): NaCl 5.85 g, Colesterol (5 mg/ml) 1 ml, K2HPO4 1 g.

e Citrato de potasio 1M (1 1.): Acido Citrico 20 g, Citrato de Potasio 293.5 g

e Solucion trace metal (1 I.): EDTA disddico 1.86 g, FeSO4 7H20 0.69 g, MnCl2 H20 0.2 g,
ZnS04 7H20 0.29 g, CuS0O4 5H20 0.025 g

Antibioticos

Antibidtico Solucién  madre Concentracién final (ug/ml)
(mg/ml)

Kanamicina 200 25

Ampicilina 200 200 (bacterias) , 50 (C. elegans)

Cloranfenicol 125 12.5

Tabla 5- Antibiéticos y concentraciones utilizadas.

Conservacion

Los gusanos se mantienen a corto plazo en placas NGM con bacterias OP50 y se incuban a
una temperatura entre 15 a 22°C. Para su conservacion a largo plazo, los nematodos pueden

congelarse como se indica en la referencia 165.

Preparacién de bacterias como fuente de alimento para C. elegans

Se crecen bacterias de la cepa OP50 o de la cepa HT115 (en el caso de cultivos

para RNAI) como se indica en la referencia 165.

Preparacion de placas de NGM con bacterias

Para la preparacion del medio NGM se siguio el protocolo de la referencia 165. Las
placas se dejan secar dos o tres dias a temperatura ambiente o 40 min. en flujo laminar
antes de sembrarlas con bacterias para que las mismas se absorban facilmente. Para

sembrar las placas de NGM se sigue el protocolo indicado en la referencia 165. Las placas
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se conservan a 5-8°C hasta su uso. Las placas para RNAi deben utilizarse en un periodo no

mayor de 7 dias ya que el IPTG se oxida.

Transferencia y visualizacion de  C. elegans

El gusano adulto alcanza un tamafio de aprox. 1 mm por lo que no es posible
distinguirlo a simple vista. Se utilizé una lupa Nikon 3X (magnificacion total 5X a 20X).

Se utilizaron dos técnicas para transferir los nematodos de una placa a otra. La
primera, llamada “chunk” consiste en cortar de la placa un trozo de agar y apoyarla boca
abajo sobre una nueva placa conteniendo bacterias OP50 y de esta forma los gusanos se
trasladan a la nueva placa. El otro método consiste en la utilizaciéon de un ansa de platino,
llamado “pick”. Este método es el utilizado en caso de necesitar seleccionar gusanos

individualmente. Para mayor detalle consultar la referencia 165.

Descontaminacion y _sincronizacion de C. elegans

Usualmente las placas de C. elegans pueden contaminarse con hongos u otras
bacterias que no son las utilizadas normalmente como alimento. Estos contaminantes no
dafian al gusano ya que su habitat es el suelo, pero dificultan su visualizaciéon y si son
incorporadas podrian alterar la fisiologia del nematodo por lo tanto las placas deben
mantenerse sin contaminantes. Para ello, se siguié el protocolo indicado en la referencia
165.

Montaje de los gusanos para observacion al microscopio

Precalentar a 65°C 2% de agarosa en agua, colocar una gota en el centro de un
portaobjetos y aplastarla con otro portaobjetos de manera de obtener una pelicula delgada.
Dejar secar y deslizar el portaobjetos de arriba. De esta forma queda una fina capa de
agarosa que servird de "colchon" sobre la cual se colocaran los gusanos y asi no seran

dafiados al colocar el cubreobjetos encima.

Método de “RNAI feeding”

Se utilizo la técnica de silenciamiento mediado por RNAIi por alimentacion. Para
realizar este procedimiento, las bacterias HT115 (DE3) se transformaron con el plasmido
L4440 conteniendo los ORF completos F48E3.3 (uggt-1) y F26H9.8 (uggt-2). Las mismas se
utilizaron como fuente de alimento para los nematodos en las placas de NGM. El plasmido
pL4440 a partir de los promotores T7 ubicados en direcciones opuestas en los extremos del

MCS, permite la transcripcion de RNA doble cadena (RNAds) del fragmento que se
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encuentre clonado. En particular, del gen blanco del que se desea inhibir su expresion.
HT115 se utiliza tanto como alimento para los gusanos como para introducir el RNAds a los
mismos. De esta forma el RNAds producido por las mismas actla inhibiendo la traduccién de
los mMRNA especificos y por ende la expresion de las proteinas producto de dichos genes
(ver introduccién seccion RNAI). Como se explicé anteriormente, la solucién de IPTG
utilizada en la preparacion de las placas debe ser fresca y las mismas deben usarse en no
mas de 7 dias para evitar la inactivaciéon del IPTG ya que el mismo es un compuesto labil y
de facil oxidacion. Se sincronizaron los gusanos y se crecieron las L1 en las placas con RNAI
hasta el estadio deseado.

Bacterias y levaduras: Medios, co ndiciones de cultivo y conservacion

E. coli fue cultivada en medio LB (NaCl 0,5%, triptona 1%, extracto de levadura 0,5%)
a 37°C con agitacion (200 rpm) con ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o en ausencia de
antibiético (ver concentraciones en tabla 5) segun se indica en cada caso. En todos los
casos los medios soélidos se hicieron con agar 2%.

Las levaduras S. pombe se crecieron a 28C (a 200-250 rpm en el caso de los
cultivos liquidos), en medio rico YEA (extracto de levadura 0,5%, Glc 3%, adenina 75 mg/L) o
en medio minimo MM (KH ftalato 0,3%, Na,HPO, 0,22%, NH,CI 0,5%, Glc 2%, con agregado
de sales, minerales y vitaminas (descriptas en referencias 166 y 167). Los medios minimos
fueron suplementados con adenina (75 mg/L).

Por periodos breves las cepas se conservaron a 5-8°C. Para su conservacién a largo

plazo se congelaron las células en glicerol 20 % a -80°C.

Analisis bioinformatico

Las secuencias de los genes uggt-1 (F48E3.3) y uggt-2 (F26H9.8) pueden

encontrarse en la base de datos de C. elegans en la pagina www.wormbase.org. En dicha
pagina también se encuentra toda la informacién disponible sobre los mismos hasta el
momento como su patron de expresion, posible actividad de los genes, interacciones
predichas, etc.

Se analiz6 la similitud de secuencia existente entre las proteinas que codifican para
los genes de UGGT de C. elegans y los de humanos mediante el programa Clustal W2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).
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Para la identificacion de los dominios conservados presentes en las proteinas
CeUGGT-1 y CeUGGT-2, se utilizé el programa “SMART"” (http://smart.embl-heidelberg.de/).

Este programa permite encontrar, ademas de dominios conservados, otras estructuras

dentro de la proteina como el péptido sefial, regiones de desorden intrinseco, etc. Por otro

lado, se utilizo el programa HHPRED (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred) para encontrar

dominios de estructura conservados en las proteinas.

Preparacion de muestras

Preparacién de microsomas

Para la obtencion de microsomas de S. pombe se sigui6 el siguiente protocolo:

Se utilizaron cultivos en MMA en un volumen final de de 0.25 |, utilizando un inéculo de
levaduras crecido a ODsoo 1 0 1.5. Se realiz6 una dilucion 1/200 de dicho in6culo en medio
fresco y se lo cultivd 14 - 24 h a 28°C, hasta que el cultivo alcanzara una ODgyp= 1. Se
cosecharon los cultivos por centrifugacion con el rotor JA 14 en centrifugas Beckman a 3000
Xg por 10 min. Se eliminé el remante de medio de cultivo resuspendiendo el pellet de células
en agua fria y transvasandolas a un tubo mas pequefio, para el rotor JA20. Las células
resuspendidas se centrifugaron a 3000 xg durante 10 min. Finalmente, las mismas se
resuspendieron en 2 ml de Solucion A con inhibidores de proteasas (ver concentraciones en
tabla 6) y se agregaron bolitas de vidrio de manera tal que representaran las ¥ partes del
volumen obtenido. Para romper la pared y lisar las células, se utilizé el vortex a maxima
potencia 20 veces por 1 min. Una vez finalizado este procedimiento, se centrifugaron las
células a 3000 xg por 10 min., se tomé el sobrenadante y se lo conservé en hielo. Se
resuspendio el pellet en 2 ml. mas de SN A y se repiti6 nuevamente el procedimiento
anterior. Finalmente se reunieron ambos sobrenadantes y se centrifugaron a 3000 xg por 10
min. El sobrenadante obtenido en esta Ultima centrifugacion se colocé en un tubo de
ultracentrifuga y se centrifugé posteriormente a 100000 xg 1 h, al finalizar se tomé el pellet
obtenido y se lo conservé en freezer a -80°C hasta el momento de su utilizacion. Finalmente,
el pellet fue resuspendido en solucién A con inhibidores a una concentracion final de 20-50
mg/ml de proteinas.

Solucion A: Buffer Imidazol pH 7,5 20 mM, Sacarosa 0.25M y EDTA 5mM.
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Concentacion de uso

Leupeptina | 10 uM

Pepsatina 1uM

PMSF 1 mM
TPCK 1 mM
E-64 1M

Tabla 6- Inhibidores de proteasas utilizados en la preparacion de microsomas

Microsomas de C. elegans

Se tomaron gusanos crecidos en 4 placas de Petri grandes, se colocé 1 ml de medio Sy se
aspir6 el medio con los gusanos con pipeta. Se colocaron en un erlenmayer con 250 ml de
medio S basal. Como alimento se utilizé E. coli OP50. Para ello, se inoculé 1 |. de medio LB
con bacterias OP50 y se cultivo O.N. a 37°C. Se cosecharon las bacterias por centrifugacion
en centrifugas Beckman a 6800 xg por 10 min., y se agregaron a los 250 ml. de medio S
basal. Los gusanos se cultivaron 5 dias a 20°C con agitacién (150 rpm). Para recuperar los
gusanos del medio de cultivo, se colocé el Erlenmayer en hielo con lo cual los gusanos
decantaron a la base del mismo y se retiraron las bacterias que quedaron en suspension.

El liquido remanente en el Erlenmeyer se centrifugd a 3000 xg por 5 min., los gusanos
formaron un pellet denso y se descarté el sobrenadante conteniendo las bacterias. El
remanente de bacterias fue eliminado resuspendiendo en medio M9 y centrifugando a
3000xg dos veces, a este procedimiento se le llamara “lavar”. Finalmente los gusanos se
resuspendieron en solucion A con inhibidores (concentraciones en tabla 6). La lisis de los
gusanos se realiz6 mediante ruptura con vortex y bolitas de vidrio 30 veces por 1 min.
conservando los tubos en hielo. Luego, los tubos se centrifugaron por 5 min. a 3000xg, se
tomo el sobrenadante y se lo conservé en hielo. El pellet de gusanos se resuspendié en 2 ml
mas de Solucién A, y se volvio a realizar la ruptura con vortex 15 veces mas. Se tomo el
sobrenadante de gusanos sin centrifugar y se sonicé 3 veces durante 20 s. en sonicador con
un output de 0.4 volts y un intervalo de 10 s. Por Ultimo, se centrifugaron los tubos a 6800 xg
por 7 min obteniéndose el sobrenadante con los microsomas. El sobrenadante obtenido en
esta Ultima centrifugacion se colocé en un tubo de ultracentrifuga y se centrifugd
posteriormente a 100000 xg 1 h, al finalizar se tomo el pellet obtenido y se lo conservé en
freezer a -80°C hasta el momento de su utilizacién. Finalmente, el pellet fue resuspendido

en solucién A con inhibidores a una concentracion final de 20-50 mg/ml de proteinas.
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Microsomas de higado de rata

Los microsomas de higado de rata fueron preparados como se describe en la referencia 73.

Cuantificacion de proteinas totales (Bradford)

Para la cuantificacion de proteinas totales se siguié el método de Bradford, un sistema de
medicion espectrofotométrico *®®. Se uitilizé el kit de Bradford de Biorad (Bio-Rad Protein
Assay) y se siguieron las instrucciones del fabricante. Se realiz6 la medicion en un lector de
Elisa a ODsgs.

Ensayos bioguimicos

Ensayo de actividad de Glucosiltransferasa in vitro utilizando TG o0 AG

Se utilizé el siguiente protocolo para: A) La determinacién de la actividad bioquimica de
UGGT en C. elegans utilizando microsomas de gusanos N2, B) En los ensayos realizados
para la caracterizacion de la UGGT en C. elegans (con diferentes cationes, pH y aceptores),
C) Para los ensayos de actividad de UGGT en animales interferidos y D) En el estudio de los
dominios de las proteinas quiméricas.

La mezcla de incubacién contenia en un volumen final de 50 pl los siguientes componentes:

Compuestos Concentracion final
Tiroglobulina o Aglutinina desnaturalizada | 225 pg por reacciéon

o0 nativa 12.5 mg/ml

Tris HCI 20mM pH 7.5*" 6 mM

UDP-[**C] Glc (295 pCi/pmol) 200.000 CPM - 3 uCi
Lubrol 5% 0.5%

CaCl,0.1 M ** 10 mM

DNJ* (deoxinojirimicina) 50mM 1 mM

Microsomas (50-800 ug)

Tabla 7- Mezcla de incubacion

*DNJ es un analogo estructural de la glucosa que funciona como inhibidor competitivo de la
Gll.

En los ensayos de caracterizacion de la UGGT de C. elegans se utilizo:

*A Buffer imidazol (pH 8, 8.5, 9y 9.5) o Tris-Cl (pH 6, 6.5, 7, 7.5y 8)
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*8 CaCl2, MnCI2 0 MgCI2 0, 2.5, 5, 10 0 20 mM.

La TG fue desnaturalizada con urea 8 M como se indica en la referencia 55.

El protocolo utilizado para realizar el ensayo fue el siguiente:

Los microsomas obtenidos de la forma en que se explico anteriormente, en las
concentraciones presentadas en la tabla 7, se incorporaron a la mezcla de incubacién en
tubos de vidrio y se dejaron en hielo. Luego, se solubilizaron los mismos con agitacién, se
incubd la reaccion por 30 min. a la T° correspondiente y se detuvo la reaccion mediante el
agregado de 1 ml de TCA 10%. En el caso del tubo de tiempo cero (TO) la reaccion se
detuvo inmediatamente. Los tubos se incubaron a 80°C durante 5 min. hasta que se observé
la apariciébn de un precipitado blanco que se recuperé por centrifugacion (5 min. en
centrifuga clinica a maxima velocidad). Se volcé el sobrenadante y se “lavd” 3 veces el
precipitado de proteinas con 1 ml de TCA 10%. El precipitado se resuspendié en 500 ul de
hidréxido de Hiamina y se calent6 a 65°C para completar la solubilizacién. Una vez
solubilizada la mezcla, se agregaron 10 ul de acido acético glacial para disminuir el pH y que
no interfiera con la reaccion. La radioactividad incorporada se determiné en un contador de

centelleo liquido utilizando 2.5 ml de Tolueno PPO como mezcla centelleadora.

Ensayo de actividad de Glucosiltransferasa in vivo

Se realiz6 el ensayo utilizando células S. pombe alg6/gptl- transformadas con pREP3X-
uggt-1, pREP3X-uggt-2 y pREP3Xgpt1*y se marcaron las mismas con [**C]Glc. Para ello, se
cultivaron 250 ml de células de S. pombe anteriormente mencionadas hasta la fase
exponencial (ODeoo 1) se resuspendieron en 40 ml de YNB 1% (Difco) y se centrifugaron;
este procedimiento se repitié 3 veces. Se obtuvo aproximadamente 1 g. de células de cada
una de las cepas. Las células se resuspendieron en 1% YNB con DTT 25 mM y se
incubaron 5 min. a 24 o 28°C en un volumen total de 2 ml de YNB y 3.6 mM 1-
deoxinojirimicina (DNJ). Se agregaron 100 pl de YNB conteniendo 150 pCi de [*C]Glc (301
Ci/mol) y 50 mM de glucosa y se incubaron las células durante 20 min. a 24 o 28°C segun
corresponda. La reaccién se detuvo mediante el agregado de 4 ml de metanol y 6 ml de
cloroformo. La mezcla se agit6 vigorosamente y luego se centrifugd a baja velocidad
obteniéndose una interfase que se “lavd” 3 veces con 2 ml de metanol y 1 ml de agua. El
extracto de proteinas obtenido se digiri6 con 50 mg de pronasa (una mezcla de proteinasas
aisladas de Stremtomyces griseus) O.N. a 37° C en una mezcla conteniendo 3ml de Tris 150
mM pH 8 y CaCl, 5mM. Una vez terminada la digestion, la mezcla fue concentrada a un
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volumen final de 0.5 ml, se centrifugd a baja velocidad para eliminar los restos solidos
remanentes y el glicopéptido se separd del resto de los componentes marcados a través de
una columna de Sephadex G10 equilibrada con 2-propanol 7%. ElI material obtenido en el
volumen de elusién fue sometido a electroforesis en papel en acido formico 10% por 3 h. a
25 Vicm. Las sustancias cargadas positivamente que migraron entre 8 y 20 cm hacia el
catodo fueron eluidas y tratadas con EndoH (una enzima recombinante que digiere entre las
dos N-acetilglucosaminas del N-glicano) liberando el oligosacéaridos de la Asparagina. La
digestion se llevo a cabo en 250 pl de buffer acetato de trietilamina 50 mM pH 5.5 por 16 h. a
37°C. Los productos obtenidos en esta reaccibn se sometieron nuevamente a una
electroforesis en papel en acido formico 10% por 3 h. y luego se eluyeron del papel (el pico
neutro corresponde a los oligosacaridos EndoH sensibles que no migraron y permanecieron
en el origen). Los compuestos obtenidos se analizaron por una cromatografia en papel

Whatman 1 en solucién: (A) 1-propanol/nitrometano/agua (5: 2: 4)

Hidrolisis acida

La hidrolisis &cida se realiz6 segun se describe en la referencia 47 y los compuestos se
analizaron por cromatografia en papel utilizando el solvente (B) que contiene: 1-
butanol/piridina/agua (10:3:3).

Caracterizacion del oligosacaridos _in vitro

Se determiné la estructura del oligosacéarido y la presencia de glucosa radioactiva en el
mismo mediante un ensayo de actividad in vitro, en el cual se estudio la actividad de UGGT
en microsomas de C. elegans y en microsomas de S. pombe alg6 gptl- transformados con
pREP3X uggt-1 y pREP3X uggt-2. Para ello se realiz6 el protocolo siguiente:

Compuestos Concentracion  final
Tiroglobulina desnaturalizada (90 mg/ml) | 3 mg/ ml

Tris Maleato 50 mM pH 7.5 5mM

UDP-[**C] Glc (325 pCi/pmol) 1 uCi ---9 uM

Triton X-100 0.6%

CaCl,0.1 M 10 mM

NMDNJ (1-deoximanojirimicina) 50mM 5mM

Microsomas (6.5mg)

Tabla 9- Compuestos utilizados para el ensayo  invitro .
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Las mezclas de reaccion contenian un volumen final de 1 ml y las incubaciones se realizarén
a 24°C (en el caso de C. elegans y S. pombe) y 37 °C (para el caso de microsomas de
higado de rata), por 30 min. La reaccién se detuvo mediante el agregado de 3 volimenes de
metanol y se incub6 a 50 °C durante 5 min para favorecer el proceso.

El precipitado de proteinas obtenido se traté como en el caso de la medicién de la actividad
in vivo en levaduras descripto en la seccion “Ensayo de actividad de Glucosiltransferasa in
vivo”. Se obtuvieron los oligosacaridos EndoH sensibles y se analizaron por cromatografia
en papel con solvente (A).

Clonados

Clonado vy expresion de uggt-1 vy uggt-2 en células S. pombe gptl/alg6

Se sintetizaron versiones optimizadas (GenScript - Piscataway, NJ) de los ORFs
F48E3.3 (uggt-1) (Cromosoma X: 7500939-7495639) y F26H9.8 (uggt-2) (Cromosoma I:
9317728-9327204) para la expresion en levaduras. Las secuencias de uggt-1 y uggt-2 fueron
optimizadas en el uso de codones incrementando el "Indice de Adaptacion de Codones"
(Codon Adaptation Index-CAl) de 0.66 a 0.92 para uggt-1 y de 0.70 a 0.92 para uggt-2. La
frecuencia de utilizacién éptima de codones se incremento de 48 a 86 % para uggt-1 y de 56
a 87 % para uggt-2. El contenido de GC y los picos desfavorables fueron optimizados para
prolongar la vida media de los mMRNA. Se rompieron los enlaces que pueden formar hélices
en la estructura del mRNA y asi alterar la unién ribosomal y la estabilidad del mensajero.
Estas secuencias optimizadas fueron clonadas en el vector de expresion pREP3x (LEU2) en
S. pombe alg6 gptl- bajo el control del promotor nmt. Los plasmidos fueron introducidos por
electroporacion en células S. pombe alg6/gptl- y las transformantes fueron seleccionadas en
placas de MM Adenina conteniendo 15 uM de tiamina. Un valor CAl de 1 es considerado
perfecto en el organismo deseado y un valor CAl > 0.9 es considerado muy bueno. El valor
CAI obtenido para ambos genes es 0.92, por lo que los niveles de expresién de ambos

genes deberian ser muy buenos.

Agregado de una etigueta c-Myc

Para el agregado de la etiqueta de c-Myc en el extremo C-terminal de UGGT-1 y UGGT-2 se

realizé el siguiente procedimiento:
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Se realiz6é una PCR en la cual se utilizé como templado DNA de los plasmidos pREP3x uggt-
1 y pREP3x uggt-2 conteniendo las versiones optimizadas (Genescript) y se utilizaron los
primers:

e 3.3 quimera Xho Fwd y 3.3 BamHI c-Myc Rev para uggt-1

e 9.8 quimera Xho Fwd y 9.8 BamHI c-Myc Rev para uggt-2

El fragmento de PCR obtenido de esta PCR se cloné en el vector PCR Topo 2.1 siguiendo
las instrucciones del fabricante y luego se subcloné en los sitios Xho-BamHI presentes en el
MCS del vector pREP3X.

Construccion de prot einas quiméricas

A fin de determinar la funcionalidad de los extremos N y C terminales de la proteina UGGT-2,
se realizaron proteinas quiméricas combinando el extremo N terminal de S. pombe con el C-
terminal de CeUGGT-2 y también se realizo la construccién inversa. Para ello se clonaron las
secuencias correspondientes en el vector pREP3X:

A) Spgptl+ N terminal- uggt-2 C terminal c-Myc (Quimera A)

B) uggt-2 N terminal - Spgpt1+C terminal c-Myc (Quimera B)

Para realizar dichas construcciones se realizaron dos PCR. Una primer PCR para obtener la
region de DNA correspondiente al extremo N terminal y la region correspondiente al extremo
C terminal por separado, y una segunda PCR donde se fusionaron los extremos generados
(Fig. 13).

En la primer PCR se utilizé como templado el vector pREP3X-uggt-2 y pREP3X-gptl+ y los
primers:

Extremo N-terminal de A: GTp quimera Xho FWD/ GTp N ter 9.8 C ter REV

Extremo C-terminal de A: GTp N ter 9.8 C Ter FWD /9.8 c-Myc BAM REV

Extremo N-terminal de B: 9.8 quimera Xho FWD ( Primer 1 en fig. 13)/9.8 Nter GTp C ter
REV(Primer 2 en fig. 13)

Extremo C-terminal de B: 9.8 Nter GTp C ter FWD ( Primer 3 en fig. 13) / GTp c-Myc BAM
REV ( Primer 4 en fig. 13)
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uggt-2 N gpt1C

Fig. 13- Ejemplo de la construccion de la quimera (B) uggt-2 N/gpt1C

Se purificaron los fragmentos obtenidos en la primer PCR y se utilizaron como templado para
una segunda PCR con los primers:

A) GTp quimera Xho FWD y 9.8 c-Myc BAM REV

B) 9.8 quimera Xho FWD (Primer 1 Fig. 13) y GTp c-Myc BAM REV (Primer 4 fig. 13)

Cabe aclarar que los primers que contactan los extremos N y C terminales poseen extremos
de 20 pb protuyentes, de manera de que los productos de PCR obtenidos posean 40 pb que
se solapen entre si para poder producir una PCR de fusion y obtener de esta forma la
qguimera correspondiente. Luego se purificaron los fragmentos de PCR conteniendo la
guimera deseada, se clonaron en el vector TOPO 2.1 segun las instrucciones del fabricante y

finalmente se subclonaron al vector pREP3X.

Construcciones reporteras utilizadas para est udiar la expresion de los promotores de

ugat-1 y uggt-2

Se amplificaron mediante PCR las regiones promotoras de los genes uggt-1 y uggt-2
de C. elegans clonados en el vector pDONR P4-P1R por el proyecto Promoterome (C.
elegans promoter library) de Open Biosystems “* con los primers Prom 3.3FWD- Prom
3.3REV y Prom 9.8FWD-Prom 9.8REV respectivamente. Estas regiones corresponden al
espacio que hay entre el final de un gen y el comienzo del siguiente. El primero corresponde
a una region de 300 pb rio arriba del ATG iniciador del gen uggt-1 y el segundo corresponde
a una regién de 2000 pb rio arriba del ATG iniciador del gen uggt-2. Los fragmentos de PCR

correspondientes a ambos promotores fueron amplificados mediante la polimerasa (Hot start
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KOD, Roche) y clonados en el MCS del vector pPD95.75 (Addgene) rio arriba de las
secuencia codificante de la GFP para generar Promotor uggt-1::gfp y Promotor uggt-2::gfp.
Las construcciones fueron microinyectadas a 50-75 ng/ul en la génada sincicial de adultos
jovenes N2 junto con 100 ng/ul del pldsmido pRF4 conteniendo el gen dominante rol-6
(su1006) @9 Se agradece a la Dra. Pauline Cottee por haber realizado las
microinyecciones. Se obtuvieron varia lineas de nematodos contendiendo el marcador de co-
transfeccion rol-6 y se estudié en los mismos la expresion de GFP. Los gusanos que dieron
origen a lineas estables se visualizaron mediante microscopia confocal segun se describe en

la seccion “Microscopia Confocal”.

Construccion de uqat-1 ::afp v uggt-2:mCherry _mediante la técnica de recombinacion

de fésmidos

Esta técnica se basa en la insercidon de la secuencia de una proteina fluorescente rio
arriba del gen de interés en un fragmento de DNA de gran tamafo llamado fésmido. La
insercion puede realizarse en fase removiendo el codon STOP lo que genera una proteina
de fusién fluorescente, o bien puede realizarse luego del codén STOP mediante una
secuencia intercistronica llamada SL2 por lo que se generan dos proteinas independientes
reguladas mediante el mismo promotor. Esta Ultima estrategia es utilizada para proteinas
cuyo destino final es algin compartimento subcelular, donde la fusion podria afectar su
localizacion o plegamiento, por lo que fue utilizada en esta tesis dadas las condiciones
oxidantes presentes en el RE que pueden generar enlaces disulfuro no nativos. De esta
forma se puede estudiar la expresién del gen de interés teniendo todas las secuencias
regulatorias del mismo incluyendo el 3’'UTR del propio gen.

La construccién del fosmido se realiz6 siguiendo el protocolo indicado en la referencia
171. Béasicamente, la técnica implica la recombinacion de un fragmento de PCR con
extremos homalogos al gen, que contiene tanto la proteina fluorescente como un casette de
FRT-galK-FRT, mediante la A Red recombinasa en el contexto gendémico del fosmido. (ver
primer panel figura 14). Una vez insertado este casette en la posicién correspondiente (ver
tercer y cuarto panel en fig 14) se induce con arabinosa una Flp recombinasa que remueve
el casette de Galk y de esta forma deja el gen fusionado a la secuencia de la proteina

fluorescente o bien sin fusionar mediante un SL2 (ver dltimo panel fig. 14 y Fig. 15).
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Fig. 14- Esquema de la técnica de recombinacién de fésmidos para generar una proteina de fusion

Se prepararon bacterias competentes SW105 (una cepa de E. coli que induce la A
Red recombinase con calor) y se transformaron con los fésmidos WRMO0610aF03 vy
WRMO02625cA09. Luego se prepararon bacterias competentes SW105 transformadas con los
fésmidos (induciendo la recombinasa presente en dicha bacteria). Se realizé una PCR
utilizando los plasmidos pBalu9 (para uggt-1) y pBalul2 (para uggt-2) como templado a fin
de obtener la secuencia de gfp y mCherry respectivamente. Se utilizaron los primers 9.8
fosmid Rec FWD-9.8 Fosmid Rec Rev para levantar la mCherry del pBalul2 y 3.3 Fosmid
Rec Fwd- 3.3Fosmid Rec Rev para levantar el ORF del gen gfp del pBalu9. Los fragmentos
de PCR obtenidos presentan 50 pb homoélogas a las presentes en los fosmidos para insertar

la secuencia de la proteina fluorescente en la zona de interés.
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Fig. 15- Esquema de la técnica de recombinacion de fésmidos para estudiar la expresion de la
proteina de interés sin fusionar la proteina fluorescente . Se debe conservar el codon STOP y se
utiliza una secuencia intercistronica SL2 y una sefial de localizacién nuclear (NLS) que facilita el
reconocimiento de las células del nematodo en la cual se expresa la proteina fluorescente.

Se transformaron las bacterias con su respectivo fragmento de PCR y se sembraron
en MMgal + Cloranfenicol y se dejaron crecer las bacterias durante 10 d para obtener
transformantes. Las placas fueron preparadas con Agar Britania (para evitar el crecimiento
de bacterias que no poseen el cassette de GalK, ya que otros agar producen crecimiento de
bacterias inadecuado al poseer sustancias que pueden ser utilizadas como fuente de
carbono). Agquellas colonias que crecieron en MMgal + Chl fueron pasadas a Medio Mac
Conkey y se seleccionaron aquellas rojas (las bacterias con actividad galactokinasa cambian
el pH del medio y lo tornan rojo), por lo que se seleccionan aguellas colonias que poseen el
cassette de GalK y por lo tanto la gfp o mCherry. Se estudié la presencia de las
construcciones con los primers 3.3 Fosmid-150Fwd/galk pBaluRev y 9.8Fosmid-
200FWD/galk pBaluRev. Una vez comprobado que los plasmidos contenian la secuencia
correspondiente, se elimin6d el casette de galK creciendo las células en medio LB con

arabinosa 10% a 32°C. Las colonias que crecieron en este medio fueron analizadas por
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Colony PCR con los primers pBalu9GFPFwd/ pBalu9GFPRev y PBalul2mChoFwd/
pBalul2mChoRev para confirmar que hubiesen eliminado el cassette GalK correctamente
(dando como producto un fragmento de 1880pb si contiene galK y un producto de 1257 pb si
el mismo fue eliminado). Por ultimo se transforman bacterias EPI300 con el DNA del fésmido
correspondiente.
Mediante esta técnica se generaron bacterias que poseen las siguientes construcciones:
Fosmido WRM0610aF03: ORF F48E3.3 (uggt-1)STOP + SL2 + GFP
Fésmido WRM02625cA09: ORF F26H9.8(uggt-2)STOP + SL2 + mCherry

Las construcciones fueron microinyectadas a 50-75 ng/ul en la génada sincicial de
adultos jovenes lin-15 junto con 100 ng/ul del plasmido conteniendo el gen lin-15 (los
gusanos lin-15 poseen un fenotipo multivulva que es revertido cuando los mismos son
transformados con el pladsmido conteniendo el gen lin-15). Se agradece al Dr. Diego Rayes
por haber realizado las microinyecciones y al Dr. Mark Alkema por haber puesto a
disposicion su laboratorio en UMASS, Massachusetts. Se crecieron varios adultos
contendiendo el marcador de co-transfeccion lin-15 y se estudié en los mismos la expresion
de GFP o mCherry. Los gusanos que dieron origen a lineas estables se visualizaron
mediante microscopia confocal de la forma en que se describe en la seccién “Microscopia

Confocal”.

Secuenciacion

Las diferentes muestras de DNA se obtuvieron por extracciéon con el KIT “Wizard
Miniprep” (Promega) y se secuenciaron en un secuenciador automatico ABI 377. Para el

andlisis de las secuencias se empled el programa uber Genious 3.6.1.

Procedimientos con DNA

Preparacion de DNA ge noémico de levaduras _S. pombe

Cultivos en fase exponencial (ODgy= 2) se cosecharon por centrifugacion a 6.000 xg
durante 5 min y las células se resuspendieron en 0,2 ml de agua. Se agregaron 0,2 ml de
buffer de lisis (Tris-HCI 10 mM pH 8, Tritén X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM)
y luego 0,2 ml de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Las células se rompieron por
agitacion en vortex en presencia de 300 mg de bolitas de vidrio de 0,5 mm de diametro,

luego se agregaron 0,2 ml de buffer TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH 8) y se volvi6 a
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agitar con vortex. La muestra se centrifugd a 10.000 xg y se recuper6 la fase acuosa a la
cual se le agreg6 1 ml de etanol 100% para precipitar el DNA, se centrifugd, el pellet
obtenido se resuspendi6 en 0,4 ml de buffer TE conteniendo 3 ug de RNasa A. La mezcla se
incub6 5 min a 37C y luego se agreg6 un volumen de cloroformo, se centrifugé a 10.000 xg
durante 5 min y se conservo la fase acuosa. EI DNA se precipité agregando 1 ml de etanol
100% y 10 ul de NH;Ac 4 M. Posteriormente se centrifugd el eppendorf, se lavo el pellet con

etanol 70% y luego se resuspendié en 20 ul de agua libre de DNAsas.

Extraccién de DNA plasmidico vy de fésmidos

Plasmidos: La preparacion de DNA plasmidico en bacterias se realizé6 mediante el método de
lisis alcalina que se describe en la referencia 172.

Fésmidos: Para la extraccion de DNA de fésmidos se realizo la lisis alcalina descripta
anteriormente utilizando 4ml de P1, P2 y P3 " (esta Gltima fria), se incubd la reaccién en
hielo 5 min. y luego se centrifugé a 1000 xg. El sobrenadante fue transferido a un tubo de
vidrio que fue centrifugado por 15 min a 15000 xg. Luego de esta primera centrifugacion, el
sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo, se incub6 el mismo 30 min a -20°C y por
altimo se centrifugé a 15000 xg por 15 min. El sobrenadante remanente fue eliminado y
luego resuspendido en 500 pl de buffer TE (en eppendorf). EI DNA del fésmido obtenido fue
sometido a un tratamiento con RNAsa por 15 min y luego se agregaron 500 pl de NH40Ac,
se mezclo el tubo por inversién varias veces y se incubé en hielo 20 min. Luego, el tubo fue
centrifugado a velocidad maxima y el sobrenadante que contiene el fésmido se colecta en un
nuevo tubo. Posteriormente, se coloco 0.6 volumen de isopropanol y la reaccién se incubo a
-20°C por 20 min. El pellet de DNA obtenido luego de una centrifugacién de 10 min en frio,

se lavd con etanol 70% y se resuspendid en 100 ul de agua libre de DNAsas.

Reacciones de PCR

Para los clonados, se utilizé la polimerasa KOD Hot Start DNA de Novagen (MERCK). La
misma esta constituida por una mezcla de un complejo de KOD DNA polimerasa de alta
fidelidad junto con dos anticuerpos monoclonales que inhiben la DNA polimerasa y la
actividad 3°-5exonucleasa a temperatura ambiente. La KOD es una enzima de alta fidelidad,
alta procesividad y rapida extension que permite amplificar fragmentos de DNA de gran
tamafio (12 y 20 Kbp).

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 50 pl conteniendo:
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Componente Volumen Concentracién final
Buffer KOD Hot Start DNA | 5pl 1X
Polymerase 10X

SO4Mg 25 mM 4 ul 2 mM
Primer Forward (10 pm) * 25 ul 0.5 mM
Primer Reverse (10 pm) * 2.5 ul 0.5 mM
dNTPs (2 mM cada uno) 5ul 0.2 mM clu
KOD polimerasa 0.8 ul 0.016 U/l
DNA molde 4-8 pl

H-0 csp

TOTAL 50 pl

*Los primers variaron de acuerdo a la reaccion y al gen a amplificar:

El ciclado de la PCR se realiz6 de la siguiente manera: En una primera etapa, el templado
fue desnaturalizado a 95C por 5 min, proceso mediante el cual también se degradan los
anticuerpos de la KOD. Dependiendo de la PCR se realizaron entre 30 y 33 ciclos. En una
segunda etapa cuando comienza el ciclado propiamente dicho el proceso se realiza de la
siguiente manera: Desnaturalizacion a 95°C por 50-60 s/ hibridacion a 50-56C por 50-60 s /
extension a 70T por 1-3 min. Luego de 30 ciclos se incubd por 2 min adicionales a 70C y
los productos obtenidos se analizaron en geles de agarosa 1% en buffer TAE (Tris-acetato
40 mM, EDTA 1 mM pH 8). Los fragmentos de DNA se recuperaron del gel con el Kit de

Quiagen.

Clonado al TOPO vector: Los fragmentos de PCR obtenidos de la forma en que se explic

anteriormente, presentaban extremos romos. Por tal motivo, se le agregaron Adeninas en los
extremos romos mediante un "tailing" para poder clonarlas al Topo vector (TOPO 2.1
Invitrogen). El procedimiento fue el siguiente: Se incubd una mezcla conteniendo 2ul de
buffer TAQ 10X, 1.2 pl MgCl2, 0.4 pl dATP, 16 pl de fragmento de DNA y 1ul de TAQ DNA
polimerasa por 30 min a 72°C. Luego, los fragmentos obtenidos se clonaron en el vector pCR
TOPO 2.1 colocando 4l de templado del "tailing”, 1ul de sales diluidas y 1ul de TOPO 2.1 y
se lo incubd 30 min a T° ambiente. Se transformaron bacterias electrocompetentes E. coli
STBLS3, se recuperaron en LB y las bacterias transformantes fueron seleccionadas en placas
LB AMP.
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“Colony” PCR de E. coli y S. pombe: Se resuspendi6é una colonia aislada de bacteria
o levadura S. pombe en 50 pl de la mezcla de reaccion de PCR (dNTPs 0,2 mM c/u, Buffer
TAQ Tris-HCI 10 mM pH 8,3, KCI 50 mM, MgCl, 2 mM y 1 uM de cada oligonucleétido-
primer). El ciclado se realizé de la misma manera que se explicé para las Reacciones de
PCR pero se elevo el tiempo inicial de desnaturalizaciéon a 10 min. En el caso de las colonias
de S. pombe, las mismas fueron incubadas previamente 5-10 min a 100C en 50 pl de

NaOH 20 mM y se tomaron 2 pl como templado para la PCR.

Worm PCR

Se colocaron entre 15 y 20 gusanos en 25 ul de buffer de lisis de gusanos (50 mM KCI, 10
mM Tris pH 8.3, 2.5 mM MgCl2, 0.45% NP-40 (IGEPAL), 0.45% Tween-20, 0.01% gelatina) y
se le agregd 1 pl de Proteinasa K 20 mg/ml. Se centrifugé por 15 s y se congelaron los
gusanos en N2 liquido para facilitar su ruptura. La mezcla se incub6 a 65°C por 90 min vy

luego a 95°C por 15 min. Se utilizaron 3 ul de la reaccion para la realizacion de la PCR.

Métodos de RNA vy Real Time PCR

Preparacion de RNA de levaduras y RT-PCR

Se crecieron 5 ml de S. pombe alg6/gptl- transformadas con las construcciones
pREP3X-uggt-1, pREP3X-uggt-2 0 pREP3X-gptl+ en MMA hasta OD600 1. Las células
utilizaron para preparar RNA total utilizando el KIT "Qiagen RNeasy extraction kit" como
indica el protocolo del fabricante. Se traté 1 ug de RNA total con RQ1 RNase free DNase
(Promega) en buffer 5 mM MgCl, y 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, a 37 C por 30 min y se inactivo
la enzima incubando la mezcla 15 min a 75C. El RNA obtenido se utilizé como templado
para sintetizar cDNA con la trascriptasa reversa SuperScript Il (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. El cDNA resultante fue utilizado como templado para una
reaccién de PCR (4 min a 94°C, 30 ciclos de 45sa 94°C,45sa 53C, 1 mina 72Cy 10
min a 72C) usando "hot start Platinum Taq DNA polymerase" (Invitrogen). Los primers
utilizados para la sintesis de cDNA fueron los siguientes: para uggt-10PT: uggt-1FWDRT y
uggt-1REVRT,; para uggt-2 OPT: uggt-2FWDRT y uggt-2REVRT,; para gptl: gptlFWD y
gptlREV; para act-1: act-1FWD vy act-1REV.
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Preparacion de RNA de C. elegans

Para la preparacion de RNA se utilizaron diferentes cantidades de gusanos crecidos
en placas de NGM: 6000 gusanos para estadio adulto, 8000 gusanos L4, 10000 gusanos
para L2/L3 y 24000 gusanos para L1. Se cosecharon los gusanos y se realizaron 3 “lavados”
con medio M9. Se preparé el RNA mediante el KIT " Qiagen RNeasy extraction kit" siguiendo
el protocolo del fabricante de preparacion de RNA de levaduras con pequefias
modificaciones para adaptarlo a C. elegans. Para ello se colocé la cantidad de gusanos
indicada en cada caso en tubos con tapa a rosca conteniendo bolitas de vidrio estériles con
buffer RLT (buffer de lisis de Quiagen) y 10 ul de B-mercapto etanol. Los gusanos se
sometieron a 3 ciclos de ruptura de 25 s c/u a max. potencia en el homogenizador de tejidos
“Precellys” (Bertin technologies) y se colocé 1 min en hielo entre cada ruptura. El lisado se
transfirié a un nuevo tubo, se centrifugd 2 min a velocidad méaxima para descartar el pellet de
gusanos, se transfiri6 el sobrenadante que contiene el RNA a un nuevo tubo, se agregé
0.25ml. de etanol 75% y se mezclé con pipeta suavemente. La muestra fue transferida,
incluyendo precipitados, a una columna de silica y se centrifugé a 8000 xg durante 2 min. a
temperatura ambiente. Se descart6 el percolado y se realizaron dos lavados con 500 pul de
RPE (Quiagen) con etanol agregado, luego se centrifugdé 1 min. para eliminar toda la
humedad de la columna y por Ultimo se eluyé el RNA total en un tubo estéril libre de
RNAsas. Se corrié el RNA en un gel de agarosa 1% en MOPS 1X (MOPS 5X: MgS0O4
10mM, MOPS 0O.5M, NaCl 2.5M) y se determindé la concentracion de RNA en cada muestra

utilizando un Nanodrop.

Preparacion de cDNA

Se utilizé 1 ug de RNA total como templado en todas las preparaciones de cDNA. El
RNA fue tratado con 1pl de RQ1 DNAsa (Promega) en 5 mM MgCl, y 50 mM Tris-HCI a pH
8.0 por 30 min. y se inactivo la enzima incubando la mezcla a75°C por 15 min. Se reservo 1
ul de dicha reaccion para utilizar posteriormente como control de la efectividad del
tratamiento de DNAsa en una PCR. El resto de la reaccién se utilizé6 para realizar la
transcripcién reversa (RT) con la enzima Superscript || Reverse Transcriptase (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para analizar la eficiencia de la sintesis del cDNA,
realizé una PCR en la que se utilizé6 como templado 1l de la reaccién obtenida y los primers
act-4 FWD y act-4 REV.
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Analisis por Real Time PCR

Se realizé una dilucion 1/10 del cDNA obtenido (aprox. 0.1ug) y se realizé la Real-
time PCR (Stratagene MX300 sp), utilizando la polimerasa Hot start Platinum Tag DNA
polymerase (Invitrogen), SYBR Green y ROX (Invitrogen) como fluoréforos.

La mezcla de reaccion es la siguiente:

Componentes 1X (ulh)
Agua 8.3
Buffer 10X 25
MgCI2 50mM 1
dNTPs 10mM 0.5
ROX [1/10] 0.3
SyBR Green 1/1000 1
glicerol 30% 4.2
Tag Platinum 0.2
X Reaccion 18ul

(1ul 10uM stock c/u) + 2 ul primers
+ 5 ul cDNA
\ii 25 pl

Se selecciona en el programa de Real Time: Comparative Quantitation, fluoréforos:
ROX, SyBR. Programa: 1 plateau, 3 steps, dissociation-melting.

Se analizaron tres muestras biolégicas independientes en cada experimento. Como
control se utilizo el gen ama-1. Los primers utilizados para la reaccion fueron (ver tabla 4):

Para uggt-1: 3.3 idt F4 y 3.3 idt R4

Para uggt-2: 9.8idtF2 y 9.8 idt R2

Para hsp-4: hsp-4F y hsp-4R

Para ama-1: ama-1F y ama-1R.

Analisis de expresion de proteinas

Andlisis de la expresion de las proteinas expresadas por Western Blot

Se analizaron de 80 a 300 ug de proteinas microsomales de cada una de las cepas en geles
de poliacrilamida 8%. La presencia de las proteinas UGGT-1c-Myc, UGGT-2¢c-Myc y las

proteinas quiméricas fue revelada utilizando un anticuerpo monoclonal hecho en conejo que
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reconoce la etiqueta c-Myc. Las proteinas microsomales fueron  resuspendidas y
solubilizadas en “cracking buffer” desnaturalizante y reductor (glicerol 40%, Tris/HCI 240 mM
pH 6.8, SDS 8%, azul de bromofenol 0.04%, beta-mercaptoetanol 5% y DTT) y solubilizadas
mediante una incubaciéon a 100°C durante 5 min. para completar su desnaturalizacion. Las
muestras se corrieron en un gel separador 8% a 120 V durante 1 h y luego se transfirieron
las proteinas en un sistema de transferencia seca 1 h a 95 mA. La membrana se bloqueé
con leche descremada 5% durante 1 h a T° ambiente y luego se incubé O.N. con una
dilucion 1/1000 del anticuerpo anti c-Myc (Sigma) (producido en conejo). La membrana se
lavé con TBS (Tris-Cl 50 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM) y luego se incub6 con Anti- IgG de
conejo conjugado a preoxidasa (HRP) (Sigma) durante 2 h. Para el revelado de la reaccion

se utilizé el KIT de quimiolumiscencia de Pierce TM. El revelado se realizé de forma manual.

Preparacion de células competentes y transformacion

Transformacion de bacterias  E. coli

Preparacién de E. coli electrocompetentes: A partir de un cultivo estacionario de

E.coli en medio LB crecido a partir de una colonia Unica se realizé una dilucién 1/100 del
cultivo en 1 | de medio LB y se incub6 a 37<C durante aprox. 2 h. adicionales hasta una
ODe600= 0.6 0 0.8. Luego se coloco el cultivo en hielo durante 10 min y se cosecharon las
bacterias por centrifugacion a 6.000 xg durante 5 min. Las células se “lavaron” una vez con
agua estéril y dos veces con glicerol 10% y luego se resuspendieron en 2 o 3 ml de glicerol
10% y se conservaron a -80C en alicuotas de 100 pl.

Electroporacion: Las células fueron electroporadas con aprox. 200 ng de DNA
plasmidico, con electroporador de BioRAD a 1,5kV, 200 Ohmy 25 pF.

Transformacion de levaduras _S. pombe

Preparacion de S. pombe competentes: Se crecieron células de S. pombe en YEA

hasta alcanzar una ODgp= 1. Se cosecharon las células por centrifugacion a 3.000 xg
durante 5 min y se realizaron dos “lavados” con agua y otro con sorbitol 1 M a 4<T.
Finalmente se resuspendieron las células en sorbitol 1 M en un volumen 100 veces menor al
del cultivo original.

Electroporacion: Se emplearon 50 ul de la suspension celular que se incubaron con

aprox. 1 ug de DNA y se electroporaron a 1,5kV, 200 Ohm y 25 uF en un electroporador
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Biorad. Las células fueron recuperadas en 1 ml de Sorbitol 1M y se plaguearon en el medio

selectivo adecuado.

Microscopia confocal, Noma rski y de fluorescencia

Para determinar el patron de expresién de los genes uggt-1 y uggt-2 se utilizd
microscopia de fluorescencia o confocal. Para la observacién de los gusanos uggt-2-/- se
utilizé la técnica Nomarski. Los gusanos fueron montados en todos los casos en portaobjetos
contendiendo una lamina de agarosa 2% y se coloc6 Azida de sodio 2% para anestesiarlos.

Las imagenes fueron obtenidas utilizando un microscopio confocal LSM510 Meta
(Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) con un objetivo apochromat 20X. La adquisicion de
imagenes se realizd mediante el software LSM (Carl Zeiss). Se utilizd el microscopio
Olympus BX60 con un objetivo 20x, 40x o 100x para obtener las imagenes de Nomarski y

de fluorescencia.

Ensayos de comp lementacion en S. pombe

Células S. pombe Sp61 o S.pombe alg6 gptl- transformadas con el vector pREP3X,
pREP3X uggt-1c-Myc, pREP3X uggt-2c-Myc o pREP3X gptl+ fueron crecidas en medio
liquido a ODsoo 1 y luego se sembraron en las siguientes diluciones 1, 1/10, 1/100, 1/1000 y
1/10000 en placas de YEA. Las placas se incubaron a 25°C, 28°C y 37°C durante 15 dias.

Ensayos de RNAIi y Tunicamicinaen C. elegans

Actividad de UGGT en gusanos _sometidos a RNAi en medio liquido

Se crecieron hasta estadio adulto gusanos de la primera generacién (P0) en placas NGM de
RNAIi sembradas con bacterias que expresan RNAds de los genes uggt-1, uggt-2 o gfp hasta
estadio adulto. Se sincronizaron como se explicé anteriormente y la F1 se coloc6 en placas
de RNAI nuevamente y se la dejé crecer hasta estadio adulto. Se sincroniz6 la F1 y se crecio
la F2 en placas de RNAI (3 placas de 8000 gusanos) hasta el estadio L4 y se colocaron los
mismos en 1 |. de medio liquido S basal conteniendo bacterias HT115(DE3) inducidas para
gue expresen RNAds contra los genes uggt-1, uggt-2 o gfp. Se crecieron los gusanos en
medio liquido durante 5 d a 20°C y 150 rpm. Se procesaron los gusanos y se prepararon

microsomas como se explicé anteriormente.
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Expresion de uggt-1 v uggt-2 durante el desarrollo

Se colocaron gusanos sincronizados en L1 en placas con NGM a 20°C. Se
procesaron 3 placas conteniendo 10.000, 8.000 o0 6.000 gusanos cada una luego de 24, 48 y
72 hs para preparar muestras de RNA de los estadios L2/L3, L4 y adulto respectivamente.
También se prepar6 RNA total a partir de 24.000 gusanos L1 que fue procesado
inmediatamente. La expresion de uggt-1 y uggt-2 se determind por Real-time PCR. Se
analizaron tres muestras biolégicas independientes en cada experimento y se repitié el

experimento 3 veces.

RNA.I v sobrevida

Se utilizé una poblacién sincronizada de la cepa KP3948 y se la dejo6 crecer en placas
de RNAIi sembradas con bacterias que expresaban RNAds contra el gen uggt-1, uggt-2 o gfp.
Se obtuvo una F2 sincronizada como se explicé anteriormente y se utilizé la misma para
estudiar el tiempo de sobrevida de los gusanos. Se comenzé el experimento en L4 y se
transfirieron los gusanos todos los dias a placas nuevas mientras ponian huevos y luego
cada dos dias. Se contd el nimero de gusanos vivos diariamente y se los consideré muertos
cuando no presentaba el movimiento de "pumping" de la faringe al ser tocado con el "pick".
Los experimentos de RNAI se realizaron como se describio anteriormente en la referencia

173. Se analizaron tres muestras biolégicas independientes en cada experimento.

Expresion de uggt-1 v uqggt-2 con_tunicamicina (TN)

Se sincronizaron gusanos salvajes N2 (Bristol) en L1 y se sembraron en placas de
NGM conteniendo 6000 gusanos cada una. Los gusanos se dejaron desarrollar hasta L2/L.3
0 hasta adultos a 20°C, se cosecharon con M9 y se resuspendieron en 5ml de M9 en
ausencia de droga o con 5 pg/ml de TN. Los nematodos se incubaron 6 h a 20°C, se
“lavaron” 2 veces con M9 para eliminar la TN y se prepar6 RNA como se indico
anteriormente. Los niveles de expresion de uggt-1, uggt-2 y hsp-4 fueron determinados por
Real-time PCR. Para el ensayo de activacién de la UPR se utilizé este mismo protocolo con

gusanos N2, ire-1, pek-1 o atf-6.

Ensayo de sensibilidad a TN

Se colocaron gusanos KP3948 en estadio L1 sincronizados en placas de RNAi sembradas
con bacterias que expresan RNAds de los genes uggt-1, uggt-2 o gfp hasta adultos

hermafroditas (P0). Adultos PO con huevos se utilizaron para obtener una poblacién de L1
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sincronizada (F1). La misma se dejé crecer en placas de RNAI hasta adulto y se transfirieron
los adultos hermafroditas a placas de RNAIi contendiendo diferentes concentraciones de TN
(0, 2.5, 5 0 10 pg/ml) durante 6 horas para que pongan huevos. Se removieron los adultos y
se estudié el desarrollo de estos gusanos F2 uggt-1(RNAI), uggt-2(RNAI) o gfp(RNAI)
durante 5 dias cada 24 h. Se determindé el porcentaje de huevos, L1, L2/L3, L4 y adultos.

Para el ensayo de sensibilidad a TN con las cepas ire-1, atf-6, pek-1 y KP3948 se repitio el

mismo ensayo utilizando solamente TN 0y 2.5 pg/ml.

Caracterizacion de los gusanos VC1961

Se realiz6 la retrocruza de la cepa VC1961 5 veces con la cepa N2 (salvaje) para
eliminar del genoma del mutante otras posibles mutaciones que pudiese contener y asi
obtener Unicamente la mutacién uggt-2 (0k2510). Como la mutacion es letal y debe ser
mantenida con un cromosoma balancer hT2 que contiene GFP que se expresa en faringe, la
delecion se confirmé mediante una PCR utilizando los primers: 9.8 external left- 9.8 external
right que produce un fragmento de 1143pb en el alelo salvaje y un fragmento de 359pb en el
alelo mutante; y con los primers: 9.8 external left- 9.8 delecién REV que genera 603 pb en el
gusano salvaje y no genera ningun producto de PCR en el mutante.

Gusanos N2 y VC1961 uggt-2 (0k2510)/ hT2 fueron sincronizados y se colocaron en
pacas de NGM y se dejaron crecer hasta adultos hermafroditas. Los adultos fueron
transferidos a placas con NGM durante 6h para que pongan huevos y luego fueron
removidas. Se estudié el desarrollo de la F1 durante 5 dias en intervalos de 24 h y se
determinaron los porcentajes de huevos, L1, L2/L3, L4, adultos y adultos con huevos.

Se sincronizaron gusanos VC1961 y se dejaron 24 y 48 h en medio M9. Se
observaron los nematodos L1 al microscopio para poder estudiar si presentaban defectos en

la morfologia del cuerpo.
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dos putativas UDP-Glc:
glicoproteina glucosiltransferasas de

C. elegans
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Analisis bioinformatico sobre la secuencia de los genes ugqgt-1 (F48E3.3)
vy uqgt-2 (F26H9.8)

Se realizé un analisis bioinformético a fin de estudiar la existencia de genes
ortélogos a los genes que codifican para la UGGT en el genoma del nematodo. Para ello, se
realiz6 una busqueda utilizando el programa BLAST (utilizando el algoritmo megablast y la
base de datos de nucle6tidos) y se identificaron dos ORF: F48E3.3 (uggt-1) y F26H9.8 (uggt-

2). Las secuencias se buscaron en la pagina www.wormbase.org donde se encuentra

disponible toda la informacion recopilada sobre el genoma de C. elegans. Ambos genes son
considerados ortélogos a los genes que codifican las UDP-glucosa:glicoproteina-
glucosiltransferasas de diversos organismos.

El gen uggt-1 de C.elegans se encuentra ubicado en el cromosoma X, posee 5293
pb y el mMRNA maduro posee 4482 b. Este ultimo codifica una proteina de 1493 aminoacidos.

Genetic position: X-1.66 +- 0.000 ch
Genomic position: x:7435640..7500939

X

7495K 496K, 7497k 498K, 499K 700K, TE0LK
Gene HModels
FABES .4 uggt-1 (FA8E3.3)
<IN %‘1 ) i B g N

o
killer toxin-resistance protein (5. cerevisiaed

Fig. 16- Esquema del gen uggt-1 ubicado en el cromosoma X

El gen uggt-2 de C.elegans se encuentra localizado en el cromosoma |, posee 9477
pb y el mMRNA maduro posee 4146 b. Posee un intrén largo en el cual se encuentra
codificado, en la hebra contraria, el gen hsp-70 que codifica para una proteina heat-shock de
la familia de hsp70. El gen uggt-2 codifica para una proteina de 1381 aminoacidos.

Genetic position: 113,74 +- 0.000 ci
Genomic position: :3317728..2327204

1
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Fig. 17- Esquema del gen uggt-2 ubicado en cromosoma |
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Analisis de las secuencias

Para analizar en forma mas detallada la relacién entre ambas proteinas de C.
elegans y su similitud con las UGGTs humanas, se realiz6 un analisis con el programa
Clustal W.

Las proteinas UGGT-1 y UGGT-2 de C. elegans poseen un porcentaje de identidad
se secuencia de 40%. El extremo C-terminal, que corresponderia al dominio catalitico @ se
encuentra altamente conservado (52% de identidad) mientras que no ocurre lo mismo con el
extremo N-terminal (31% de identidad) que seria el encargado de reconocer los segmentos
hidrofébicos presentes en las proteinas mal plegadas. Resultados similares se han
encontrado cuando se analizaron las UGGTs de humanos, donde el extremo C-terminal se
encuentra mas conservado (81% de identidad) que el N-terminal (49% de identidad) (Fig.
18). El porcentaje de identidad global entre HUGT-1 y HUGT-2 es mayor (54% de identidad)

gue en el caso de C. elegans.

El primer andlisis que se realizé fue la comparacién entre cada una de las secuencias de las
proteinas de las CeUGGTs con las UGGTs de humanos. Se encontré que CeUGGT-1
presenta un 40% de identidad tanto con HUGT-1 como con HUGT-2 y CeUGGT-2 presenta
un 35% de identidad con ambas proteinas de humanos. El porcentaje de identidad que
presenta CeUGGT-1 con ambas proteinas de humanos es mayor que el que presenta
CeUGGT-2, sin embargo los resultados obtenidos no permiten por si solos definir la relacion

de homologia que podria existir entre cada una de ellas con las UGGTs humanas.
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Resultados
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Fig. 18- Alineamiento de secuencia de HUGT-1, HUGT2, CeUGGT-1 y CeUGGT-2 mediante el
programa Clustal W . Los simbolos utilizados por el programa son: (*) significa que los residuos de
dicha columna son idénticos en todas las secuencias del alineamiento (:) significa que las
sustituciones se encuentran conservadas (¢ ) significa que las sustituciones son semi-conservadas.

Dominios conservados

Las proteinas estan compuestas por dominios funcionales, lo cual permite conocer las
posibles funciones de las mismas mediante un andlisis sencillo. Con el fin de buscar
dominios conservados en las proteinas CeUGGT-1 y CeUGGT-2, se realizé un analisis con
el servidor HHPRED (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred). Este programa alinea la
secuencia de la proteina a estudiar con secuencias proteicas de estructura conocida y busca

regiones homélogas en las mismas.
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Resultados

Para la proteina UGGT-1 se encontraron los siguientes resultados:

1202 443
100 200 SO0 i) 00 B0 T faae] Qo 1000 1100 1200 1300 1400
£ 3bciA 4
Fig. 19. Estructuras homélogas a la proteina UGGT-1 predichas por el programa HHPRED. En el

extremo N-terminal, en naranja y rojo, se muestran dominios de estructura Trx—like del tipo DsbA like
(c6digo PDB 3gyK cadena A) con una insercion (subdominio a—hélice). En el extremo C-terminal
(catalitico), se observa en rojo un dominio de estructura similar a la galactosiltransferasa de neisseria
meningitidis (cédigo PDB 1GAS8) involucrada en la transferencia de nucleétidos azUcar.

Entre los aminoacidos 1202 y 1443 (que comprenden la zona del dominio catalitico) se
encontr6 un dominio de estructura glicosiltransferasa (de estructura a/p) involucrada en la
transferencia del nucle6tido azucar. Este dominio es homologo al de Neisseria meningitidis.
Prob: 99.5% E: 2.2 E-13. (Fig. 19)

Hacia el extremo N-terminal se encontraron dos dominios Trx-like (de fomacién de enlaces
disulfuro tipo tiol-disulfide-oxidoreductasa), de proteinas involucradas en el plegamiento de
proteinas. Este dominio Trx-like es similar al resuelto en Staphylococcus aureus. Prob= 89.6
y E-value= 0.99 (naranja) y Probab= 96.45 E-value= 0.084 (rojo). (Fig. 19y 20)

Fig. 20. Estructura 3D del dominio TRX-like (c4digo PDB 3gyk, cadena A), coloreado segun
elementos de estructura: a hélices del dominio TRX-like en rosa, laminas B del mismo dominio en
amarillo y una insercion en el mismo de estructura a— hélice en azul. Este dominio esta involucrado en
reacciones de dxido reduccion.
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Por otro lado, decidimos realizar un analisis de alineamiento de secuencias
mediante el programa SMART (Simple Modular Architecture Research Tool) en la pagina

http://smart.embl-heidelberg.de/. Este programa es Uutil porque ademas de encontrar

dominios conservados, permite encontrar otras estructuras en las proteinas como péptido
sefial, regiones de baja complejidad, etc. Este programa combina las blsquedas tanto de
BLAST como de Pfam. Pfam es una larga coleccion de familia de proteinas representadas

por alineamientos multiples de secuencias y Modelos ocultos de Markov (HMMs).

Este programa identific6 un péptido sefial en la proteina UGGT-1, no identifico
regiones transmembrana (lo que concuerda con el hecho de que la UGGT es una proteina
soluble de RE) y se encontraron regiones de desorden intrinseco (Fig. 21). Ademas, el
programa distinguié un dominio que corresponde a la superfamilia de las difosfo-nucle6tido
azicar transferasas (SCOP)*™® en el extremo C-terminal de CeUGGT-1, entre lo
aminoacidos 1202-1469. Entre las glicosiltransfersas que presentan este dominio podriamos
mencionar galactosiltransferasas, glicogeninas, manosiltransferasas, N-acetil-
glucosaminiltransferasas, etc. Este dominio se relacionaria con el reconocimiento del

nucleotido-azucar especifico (Fig. 21).

Domains within Caenorhabditis elegans protein QIGPAO_CAEEL (Q9GPAD)

Putative uncharacterized protein
L 100 =00
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Fig. 21 — Proteina UGGT-1 . Segmentos transmembrana predichos por el programa TMHMM2 (),
regiones hélice-vuelta-hélice (coiled coil) determinadas por el programa Coils2 (), segmentos de
baja complejidad determinados por el programa SEG (). Péptido sefal determinado por el

programa SignalP (Ill). Las regiones desordenadas fueron detectadas por DisEMBL (l ).

Se realizé el mismo analisis para la proteina CeUGGT-2:

1055 éSS?

Lipcy 200 F00 40 L) ad) Finiy G 00 L] 1100 1200 1300
k  3hciH 4 k_Shd5_H 4
Fig. 22. Estructuras homoélogas a la proteina CeUGGT-2 predichas por el servidor HHPRED . En

el extremo N-terminal, en naranja y verde, se muestran dominios de estructura Trx—like del tipo DsbA
like (c6digo PDB 3gyK, cadena A) con una insercion (subdominio a—hélice). En el extremo C—terminal
(catalitico), se observa en rojo un dominio de estructura similar a la galactosiltransferasa de Neisseria
meningitidis (cédigo PDB 1GAS8) involucrada en la transferencia de nucleétidos azucar.
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Mediante el programa HHPRED se encontr6 un dominio de estructura
glicosiltransferasa (de estructura o/B) entre los aminoacidos 1095 y 1337, involucrado en la
transferencia del nucleétido azucar. Este dominio, al igual que el encontrado en la proteina
CeUGGT-1, es homologo al de Neisseria meningitidis. Prob: 99.5% E: 2.2 E-13 (Fig. 22).

Hacia el extremo N-terminal se encontré el mismo dominio que para CeUGGT-1, un
dominio Trx-like similar al de Staphylococcus aureus. Probab=93.04 E-value=0.48
(naranja). El dominio verde es un dominio tiol de intercambio de enlaces disulfuro de la
proteina DSBA (PSIl) de Bordetella parapertussis. Probab=64.19 E-value=0.84 (verde).
(Fig. 22)

Mediante el programa SMART se detectd en la proteina CeUGGT-2 la presencia de
un péptido sefal, varias regiones de desorden intrinseco y no se han identificado posibles
regiones transmembrana indicando que es una proteina soluble de RE (Fig. 23 ).

Ademas, se identific6 el dominio conservado Glyco_transf 8 (Fig. 23). El dominio
“Glicosil-transferasa 8 (Glyco_transf _8)" corresponde a una familia de enzimas que
transfieren residuos azlcar a moléculas aceptoras. Los miembros de esta familia estan
involucrados en la biosintesis de lipopolisacaridos y de glucégenos. Incluye entre otros
miembros a la lipopolisacarido-galactosiltransferasa, lipopolisacarido-glucosiltransferasa y la

glicogenin-glucosiltransferasa.

Domains within the query sequence of 1381 residues

1 100 200
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Fig. 23 — Proteina CeUGGT-2. Segmentos transmembrana predichos por el programa TMHMM2
(" ), regiones hélice-vuelta-hélice (coiled coil) determinadas por el programa Coils2 (EH),
segmentos de baja complejidad determinados por el programa SEG (). Péptido sefial determinado

por e programa SignalP (ll). Las regiones desordenadas fueron detectadas por DiSEMBL ( i ).

Segun los resultados obtenidos en esta seccion, ambas proteinas podrian poseer
actividad de UGGT ya que ambas poseen el dominio de reconocimiento y transferencia del
nucleédtido azicar. Ambas proteinas presentan un péptido sefial por lo que son translocadas
al RE y ninguna posee dominios transmembrana por lo que serian proteinas solubles del RE.
Ademas, ambas poseen la sefial de retencién/recuperacion de RE del tipo XDEL en su
extremo C-terminal. CeUGGT-1 y CeUGGT-2 son proteinas con dominios similares y no
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podemos adjudicar ninguna funcién diferencial a las mismas a través del andlisis con estos
programas. Los dominios TRX-like presentes en el extremo N-terminal podrian ser utilizados
para el reconocimiento de proteinas mal plegadas, como sucede en el caso de PDI que
posee una actividad chaperona con proteinas que no poseen enlaces disulfuro “™ o bien
podrian sugerir alguna otra funcién relacionada a la accion de formaciéon de enlaces
disulfuro. Sin embargo, los valores E de estos dominios TRX-like son muy bajos por lo que
los mismos podrian no estar presentes en dichas proteinas.

Estos resultados en conjunto, indicarian que ambas proteinas podrian ser
glucosiltransferasas. Sin embargo, los dominios encontrados podrian sugerir alguna otra
actividad relacionada con la transferencia de azucares (como la transferencia de galactosa,
manosa, etc) o bien la transferencia de glucosa a otro aceptor endégeno que no sean los

sustratos ya conocidos de UGGT.
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Actividad bioguimica de UGGT en C. elegans

Para determinar si C. elegans poseia actividad de UGGT, se procedié a realizar un
ensayo de actividad enzimatica mediante un ensayo in vitro utilizando microsomas de
gusanos N2 (WT).

Microsomas + UDP-[**C]Glc + TG — [*"C]GlciMan7-9GIcNac2-TG

Se determinaron las condiciones Optimas de ensayo, utilizando distintas
concentraciones de proteinas microsomales de gusanos N2 (fraccién enriquecida en RE
utilizada como fuente de enzima), Tiroglobulina desnaturalizada (TG DES) o Tiroglobulina
nativa (TG NAT) y UDP-[**C]GIc como dador de glucosa. La TG DES se utiliza como aceptor
ya que posee un glicano de estructura M7-M9 y ademas se encuentra desnaturalizada
exponiendo parches hidrofébicos. La TG NAT si bien posee el N-glicano, no presenta
regiones hidrofébicas expuestas y por lo tanto no es reconocida por la UGGT. Como se
menciond en la introduccién, la caracteristica fundamental de esta enzima es que es capaz
de diferenciar entre los estados de plegamiento de la proteina aceptora, por lo que se espera
obtener mayores niveles de actividad para los ensayos con TG DES. Para ello se realizo el
ensayo in vitro utilizando distintas concentraciones (0, 50, 100, 250, 400 y 800 ug) de

proteinas microsomales totales. Los resultados obtenidos se muestran en la fig.24.

7.5
6 P -
@ 45 2
- L + TG Des = TG Nativg
£ 3 4
8‘ , e P -
/, /r’/"
154 ¥ .-
/’ »I///
0 #= ; ‘ ; ;
0 200 400 600 800 1000
Microgramos de proteina

Fig. 24- Incorporacion de glucosa radioactiva a TG DES y TG NAT (valores en cpm). Microsomas
de gusanos N2 fueron incubados en una mezcla que contenia Tris-HCI 20 mM, CaCl, 10 mM, Triton
X-100 0.6%, DNJ 5mM y UDP-[**C]Glc 3 uCi, a 20 T por 30 min. Las proteinas fueron precipitadas
mediante el agregado de 1 ml de tricloroacético (TCA) 10% y se determiné la radioactividad
incorporada.
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Existen diferencias significativas entre los valores obtenidos para TG DES y TG
NAT. Esto sugiere que habria actividad de UGGT en C. elegans ya que es la Unica enzima
conocida hasta el momento que utiliza UDP-Glc como sustrato y puede discernir entre
ambos estados de plegamiento. Previamente, en el laboratorio se determind que en las
condiciones de ensayo no hay transferencia de glucosa mediante el Dol-PP-Glc a lipidos
intermediarios por lo que la incorporacién de la glucosa radioactiva a proteinas proviene solo
del UDP-Glc ®®. El incremento observado en los valores de TG NAT corresponde al aumento
de aceptores enddgenos presentes en los microsomas al aumentar la cantidad de proteinas

totales.

C. elegans posee una UGGT activa

Para confirmar que C. elegans efectivamente posee actividad de UGGT se analizé
la estructura de los oligosacaridos unidos a proteina y la presencia de glucosa en los
mismos. Para ello se incubaron microsomas de gusanos salvajes N2 utilizando TG DES
como aceptor y UDP-[**C]Glc como dador. Luego, se obtuvieron los oligosacéaridos Endo-H
sensibles como se indica en “Materiales y Métodos”. Los mismos fueron analizados por
cromatografia en papel utilizando oligosacéridos estandares de estructura conocida. Se

realizd el mismo analisis utilizando microsomas de higado de rata como control.

A B
G1M8E C. elegans 15 G1MS Higado de rata
2.5 ¥ v
W3 '
o 20 o 10
x 15 < G 1*MB
E 1.0 E_ 5 GI1MT
a L5 ]
0.5 ¥
0.0 - a
20 25 0 a5 40 20 25 30 35 40
cm desde ¢l origen cm desde el origen

Fig. 25- Actividad de UGGT en C. elegans . Proteinas microsomales de (A) C. elegans (B) Higado de
rata fueron incubadas en una mezcla conteniendo buffer Tris-maleato 5 mM pH 7.5, CaCl, 10 mM,
Triton X-100 0.6%, NMDNJ 5 mM y UDP-[*'C]Glc 3 puCi, a 24 T (A) y 37 T (B) por 60 min. Los
glicanos obtenidos por tratamiento con Endo H fueron analizados por cromatografia en papel con
solvente A. Estandares G1M9: Glc;MangGIcNAc; G1M8: Glc;MangGIcNAc and G1MT7:
Glc;Man;GIcNAc.

En la figura 25 se observan glicanos de estructura G1M9, G1M8 y G1M7 tanto en
microsomas de C. elegans (Panel A) como de higado de rata (Panel B), confirmando la
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presencia de actividad de UGGT en C. elegans. Por otro lado, se observa que la actividad de

la UGGT de higado de rata seria mayor que la de C. elegans.

Caracterizacion de la actividad de UGGT de C. elegans

1) Dependencia de la actividad con distintos aceptores exdgenos

Se estudio la actividad de UGGT utilizando distintos aceptores exdgenos. Para ello se
incubaron microsomas de gusanos N2 en presencia de UDP-[**C]GIc como dador y se
estudid la incorporacion de glucosa radioactiva a TG desnaturalizada (TG DES) o Aglutinina
de soja (SBA) desnaturalizada como se indica en “Materiales y Métodos”. Ambos aceptores
comparten la caracteristica de poseer un N-glicano libre de glucosas el cual puede ser
reconocido por la UGGT, pero difieren en su peso molecular. La TG tiene un peso molecular
de 660 kDa mientras que la SBA posee 340kDa.

Actividad con distintos sustratos

600

® Tiroglobulina
O Aglutinina
500 4
400 - P °
E_ 300 +
o
L]
200 - °
[ o
100 -
U T T T
0 200 400 600

Microgramos de protina aceptora

Fig. 26- Actividad de UGGT en C. elegans utilizando distintos aceptores . Microsomas de gusanos
N2 fueron incubados en una mezcla que contenia Tris-HCI 20 mM pH 7.5, CaCl, 10 mM, Triton X-100
0.6%, DNJ 5mM y UDP-[**C]GIc 3 uCi, a 20 T por 30 min con 0, 200, 400 y 600 pg/pl de TG o SBA.
La reaccion fue detenida mediante el agregado de 1 ml de TCA 10% y se determind la radioactividad
incorporada a proteinas totales.

Se observaron mayores niveles de incorporacion a TG DES que a SBA DES
indicando que la UGGT reconoce de forma mas efectiva dicho aceptor. Por dicho motivo en

los siguientes ensayos se utiliz6 TG como proteina aceptora.
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2) Dependencia del pH y de la presencia de cationes

Se analizé la dependencia de la actividad de UGGT con el pH y la presencia de
cationes. Para ello se incubaron microsomas de gusanos salvajes N2 utilizando TG DES
como aceptor y UDP-[**C]Glc como dador y se estudié la incorporacion de glucosa
radioactiva a TG DES como se indica en “Materiales y Métodos”.

En el primer caso se estudié la dependencia del pH y para ello se utiliz6 la misma
mezcla de reaccién que en los experimentos anteriores pero se varié el buffer segun lo
indicado:

A) Buffer imidazol (pH 8, 8.5, 9 0 9.5) o Tris-ClI (pH 6, 6.5, 7, 7.5y 8)

En el segundo caso se estudié la dependencia de la presencia de cationes y para ello
se utilizé la misma mezcla de reaccion que en los experimentos anteriores pero se modificod
el tipo y la concentracion de los cationes segun lo indicado:

B) CaCl,, MnCl, 0 MgCl, (0, 2.5, 5, 10 0 20 mM)

A Dependencia del pH B Dependencia de cationes
10 7

-]
L

" RN

2 20 mM imidazol HCI
o—=: 20 mM Tris CI

CPM x102
CPM x 102

6 65 7 75 8 85 9 95
pH

Fig. 27- Dependencia de la actividad de UGGT en C. elegans del pH (A) y de la presencia de
cationes (B) . Microsomas de gusanos N2 fueron incubados en una mezcla que contenia A) CacCl, 10
mM, Triton X-100 0.6%, NMDNJ 5mM y UDP-[**C]GIc 3 uCi, a 20 T por 30 min en una concentracién
20 mM de los siguientes buffers -e-e- imidazol HCI; -o-o- Tris HCI a distinto pH. B) Tris-HCI 20 mM
pH 7.5, Triton X-100 0.6%, DNJ 5mM y UDP-[*C]Glc 3 uCi, a 20 T por 30 min y - e-e-CaCl, , -0-o-
MgCl, y -¥-¥ MnCl, en las concentraciones indicadas. La reaccion fue detenida mediante el
agregado de 1 ml de TCA 10%. Se midid la radioactividad incorporada a las proteinas totales. Los
valores mostrados corresponden al promedio de dos experimentos independientes. Las barras de
error representan el desvio estandar.

La actividad de UGGT depende exclusivamente del catién Ca*? ya que ni el Mn*? ni el
Mg*? pudieron reemplazar dicho cation. La actividad dptima se encuentra entre 5y 10 mM
siendo dependiente de la concentracion de dicho catidn. Como se menciond anteriormente,
existen concentraciones milimolares de Ca* en el RE, lo cual es consistente con esta
observacion. También confirmamos que esta enzima necesita un pH 6ptimo neutral para su

actividad y una temperatura 6ptima de 24°C (no se muestra). Las caracteristicas encontradas
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para la CeUGGT son similares a las observadas para las UGGTs de otros organismos en

cuanto a la dependencia del pH y la presencia de cationes.

El gen uqgqgt-1 codifica para una UGGT activa

A fin de identificar cual de los dos genes (uggt-1 o uggt-2) es responsable de la
actividad de UGGT o si ambos eran responsables de la misma, se expresaron de forma
heterdloga cada uno de los genes en una levadura mutante de S. pombe alg6 gptl-. Esta
levadura al carecer del gen alg6 transfiere glicanos hipoglicosilados que carecen de glucosa
y ademas carece del gen gptl por lo que no posee la proteina UGGT (Ver Fig. 3). De esta
forma se puede estudiar la incorporacion de glucosa por accién exclusiva de la actividad de
UGGT.

El clonado de los genes de C. elegans resulté un proceso muy complejo y demandé
la utilizacion de diferentes estrategias hasta encontrar el sistema apropiado. Como primera
estrategia, se intentd realizar el clonado en las versiones originales de estos genes en
vectores tanto de bajo como de alto niUmero de copias, pero todas ellas llevaron siempre a
mutaciones en la secuencia a pesar de usar una enzima de alta fidelidad para la obtencion
de la secuencia de los genes, indicando que la expresién de la secuencia de DNA de
C.elegans resultaba téxica para las bacterias. En todos los casos se presentaron humerosas
mutaciones puntuales, recombinaciones o se observo lisis celular. Como segunda estrategia,
se intentd realizar el clonado in vivo en S. cerevisiae de forma de evitar la utilizacion de
bacterias ’®. Sin embargo, utilizando esta estrategia de clonado se obtenfan clones que
poseian mutaciones puntuales en la secuencia de los genes. Si bien en todos los casos las
proteinas se expresaban, carecian de actividad (tesis de Licenciatura Lucila Buzzi).

Debido a que el uso de codones de C. elegans es muy diferente al de las levaduras
decidimos sintetizar versiones optimizadas de los genes uggt-1 y uggt-2 para su expresion
en S. pombe. La empresa Genescript fue la encargada de la sintesis de dichos clones, la
cual realiz6 una optimizacion de los codones de los genes uggt-1 y uggt-2 para que se
adecuen al uso de codones de S. pombe (ver materiales y métodos). Se decidio expresar las
versiones optimizadas en la levadura S. pombe ya que el mecanismo de control de calidad
de plegamiento es mas parecido al de mamiferos que en el caso de S. cerevisiae. Ambos
genes fueron clonados en el vector pREP3X (LEU2) y se transformaron células S. pombe
alg6 gptl- con dichas construcciones. Se realizé un ensayo de actividad in vitro utilizando
microsomas de S. pombe alg6 gptl- transformadas con el vector pREP3X-uggt-1, pREP3X-
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uggt-2, pREP3X-gptl+ o pREP3X (ver Materiales y Métodos). En dichos ensayos se utilizé
NMDJ como inhibidor de la proteina Gll, de manera que aquella glucosa que sea
incorporada por la UGGT no sea removida por esta enzima (Ver Fig. 4 y 5). Luego se analizé
la estructura de los glicanos Endo-H sensibles unidos a proteinas por cromatografia en papel

(Materiales y Métodos).
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Fig. 28- uggt-1 codifica para una UGGT activa. Ensayos in vitro . Proteinas microsomales de S.
pombe alg6 gptl- obtenidas a partir de células tranformadas con pREP3X-uggt-1 (A) o pREP3X-gptl+
(B) fueron incubadas con una mezcla de reaccion conteniendo buffer Tris-maleato 5 mM, pH 7.5,
CaCl, 10 mM, Triton X-100 0.6%, NMDNJ 5 mM y UDP-[**C]Glc 3 pCi (300 Ci/mol), a 24 T por 30
min. Los glicanos obtenidos por tratamiento con Endo H fueron sujetos a una cromatografia en papel
con solvente A.

Los microsomas derivados de levaduras S.pombe tranformadas con pREP3X-uggt-
1 o pREP3X-gptl+ produjeron oligosacaridos que migraron en cromatografia en papel como
los estandares de G1M9, G1M8 y G1M7 indicando la presencia de actividad de UGGT (Fig.
28 A y B). Sin embargo, los microsomas derivados de células transformadas con pREP3X y
pREP3X-uggt-2 no presentaron oligosacéaridos Endo-H sensibles marcados con [**C]Glc. Por
otro lado, se puede observar que la actividad de UGGT de S.pombe es mayor que la de
CeUGGT-1. Estos resultados indicarian que sélo CeUGGT-1 presenta actividad de UGGT.

Como los resultados anteriores sugieren que no hay actividad de UGGT en la cepa
S. pombe alg6 gptl- pREP3X-uggt-2, decidimos confirmar que dicho resultado se debia
efectivamente a la falta de actividad de la proteina CeUGGT-2 y no a un problema de
expresion del gen uggt-2. Para ello realizamos un andlisis mediante RT-PCR y detectamos
gue los niveles de mRNA de uggt-2 son comparables a los niveles de expresion del mRNA

de uggt-1 y de gptl+ (Figura 29).
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Fig. 29- Expresion de uggt-1, uggt-2 y gptl+. Se sintetizé cDNA utilizando RNA total de S. pombe
alg6 gptl- conteniendo el vector pREP3X-gptl+, pREP3X-uggt-1, pREP3X-uggt-2 o pREP3X como
templado. Se realizé la RT-PCR con primers especificos para los mRNAs de gpt-1, uggt-1, uggt-2 y B-
actina.

Para confirmar que la proteina CeUGGT-2 carecia de actividad de UGGT, se realiz6
un ensayo de actividad in vivo. Para ello las células de S. pombe alg6 gptl- transformadas
con pREP3X-gptl+, pREP3X-uggt-1 y pREP3X-uggt-2 se incubaron en presencia de [**C]Glc
y se analizaron los oligosacaridos EndoH sensibles unidos a proteinas sintetizados in vivo
(Figura 30). Para realizar dicha marcacién se incubaron las células con la marca radioactiva
durante 30 min en presencia de NMDNJ y DTT (un compuesto que previene el pasaje de las
glicoproteinas sintetizadas del RE al GA). Se obtuvieron los oligosacéaridos Endo H sensibles
y se analizaron por cromatografia en papel (Fig. 30 A, B, C).

Las células S. pombe transformadas con pREP3X-gptl+ y pREP3X-uggt-1 produjeron
oligosacaridos de estructura G1M9, M9, G1M8 y MangGIcNAc (M8) (Fig. 30 A y B). Sin
embargo, las células transformadas con pREP3X-uggt-2 solo produjeron compuestos que

migraron como los estandares de M9 y M8 (Figura 30 C).
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Fig. 30- uggt-1 codifica para una UGGT activa. Andlisis in vivo. Las células S. pombe alg6 gptl-
fueron preincubadas por 60 min con NMDNJ, y los ultimos 5 min en presencia de DTT 5mM. Luego se
realizé6 un pulso por 30 min en Glc 5mM con [**C]Glc 150 uCi a 24<C. Los glicanos liberados por el
tratamiento con Endo H fueron corridos en una cromatografia en papel con el solvente A. A-C)
Estructura de los oligosacaridos unidos a proteinas de S. pombe transformadas con A) gptl B) uggt-1
y ¢) uggt-2. D-F) Hidroélisis acida y cromatografia en papel con solvente B de los oligosacaridos que

migraron entre 24 y 35 cm en los paneles A, B y C respectivamente. Estandares: G1M9,
Glc;MangGIcNACc; M9, MangGIcNAc; G1M8, Glc;MangGIcNAc y M8 MangGIcNAc.

A fin de confirmar la presencia de glucosa en los oligosacaridos, se sometieron los
glicanos que migraron entre GIM9 y G1M8 a una hidroélisis 4cida y los compuestos obtenidos
fueron analizados mediante una cromatografia en papel con solvente B de forma de
determinar su composicién quimica (Fig. 30 D, E, F). Solo las células transformadas con

uggt-1 y gptl+ presentaron residuos de glucosa y manosa, mientras que las células
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transformadas con uggt-2 so6lo presentaron residuos de manosa por lo que carecen de
oligosacaridos glucosilados. Estos resultados confirman los obtenidos anteriormente e
indicarian que CeUGGT-1 corresponderia a la UGGT activa en C. elegans mientras que
CeUGGT-2 careceria de dicha actividad.

Expresion de UGGT-1y UGGT-2 en S. pombe

A fin de estudiar la expresion de las proteinas expresadas en levaduras, se
produjeron anticuerpos contra las UGGTs de C. elegans (utilizando polipéptidos
correspondientes al extremo C-terminal que fueron purificados de cepas bacterianas y luego
inyectados en ratones). Se analizé la expresion de la proteinas UGGT-1 y UGGT-2 en
ensayos de Western blot pero los mismos no detectaron la presencia de las mismas en
microsomas de C. elegans ni de S. pombe transformadas con pREP3X-uggt-1 o pREP3X-
uggt-2.

Anteriormente, se habian producido anticuerpos contra la UGGT de rata ®? y de S.
pombe (Guerin et al.), sin embargo no fue posible realizar un anticuerpo contra la UGGT de
T.cruzi en nuestro laboratorio. Si bien dichos anticuerpos fueron capaces de detectar la
presencia de la UGGT, lo hacen en altas concentraciones de la misma. Analizamos la
presencia de UGGT en microsomas de C. elegans y en microsomas de S. pombe
transformadas con pREP3X-uggt-1 o pREP3X-uggt-2 en ensayos de Western Blot que fue
revelado con los anticuerpos anti-UGGT de rata y de S. pombe. Sin embargo lIos mismos no
reconocieron las UGGTs de C. elegans.

Por resultados previos, habiamos determinado que la presencia de una etiqueta de
HA en el extremo C-terminal de la proteina CeUGGT-1 anulaba la actividad de UGGT (Tesis
de licenciatura Lucila Buzzi). Por este motivo, las versiones optimizadas de los genes uggt-1
y uggt-2 clonadas en el vector pPREP3X no poseian secuencias codificantes para etiquetas
reconocidas por anticuerpos comerciales.

Para poder confirmar que efectivamente CeUGGT-2 carecia de actividad de UGGT
resultaba necesario corroborar que la proteina se estuviese expresando correctamente. Para
ello, se clonaron las versiones optimizadas de los genes uggt-1 y uggt-2 con una secuencia
codificante para una etiqueta c-Myc rio arriba de los genes, de forma de obtener dicha
etiqueta en el extremo C-terminal de las proteinas (ver Materiales y Métodos). Se analiz6 la
expresion de CeUGGT-1y CeUGGT-2 en microsomas de S.pombe alg6 gptl- transformadas
con pREP3X-uggt-1 o pREP3X-uggt-2 mediante Western Blot utilizando anticuerpos
comerciales (Materiales y Métodos).
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Fig. 31- Expresién de uggt-1 y uggt-2. Se analizaron microsomas de células S. pombe alg6 gptl-
conteniendo el vector pREP3X-uggt-1 c-Myc, pREP3X-uggt-2 c-Myc o pREP3X mediante Western Blot
con un un anticuerpo primario anti c-Myc producido en conejo y un anticuerpo secundario Anti- IgG de
conejo conjugado a HRP. CeUGGT-1 posee 1493 aminoacidos lo que da origen a una proteina de
aprox. 168KDa, CeUGGT-2 posee 1381 aminoacidos por lo que la proteina posee aprox. 158KDa.

Los resultados obtenidos indican que tanto CeUGGT-1 como CeUGGT-2 se expresan
correctamente, poseen el peso molecular adecuado y se encuentran presentes en los
microsomas por lo que localizan en el RE.

Se realiz6 un ensayo de actividad in vitro utilizando las células S. pombe alg6 gpt1-
conteniendo el vector pREP3X-uggt-1 o pREP3X-uggt-2 y se demostré6 que CeUGGT-1 c-
Myc posee actividad de UGGT mientras que CeUGGT-2 c-Myc no posee dicha actividad,
indicando que el agregado de la etigueta no modifica la actividad de UGGT-1 y que
CeUGGT-2 carece de actividad de UGGT (ver Fig. 33 mas abajo). La actividad encontrada
para CeUGGT-1 c-Myc no presenta diferencias significativas con respecto a la encontrada
para CeUGGT-1.

Actividad de UGGT en gusanos interferidos con RNAI

Los resultados presentados hasta esta parte muestran que CeUGGT-2 carece de
actividad de UGGT. CeUGGT-1 posee actividad de UGGT siendo esta proteina entonces la
Unica la responsable de la actividad encontrada en C.elegans. Para confirmar este resultado
decidimos analizar la actividad de UGGT en gusanos interferidos con RNAI. Se realizé un
ensayo de actividad in vitro utilizando microsomas de gusanos F2 KP3948 uggt-1(RNAI),

uggt-2(RNAI) y gfp(RNAI) como control (Materiales y Métodos).
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Fig. 32- La actividad de UGGT disminuye en gusanos uggt-1(RNAI) pero no en gusanos uggt-2
(RNAI). Proteinas microsomales de gusanos F2 uggt-1(RNAI), uggt-2(RNAIi) y gusanos control
gfp(RNAI) fueron incubados en una mezcla de reaccion conteniendo Tris-HCI 5 mM, pH 7.5, CaCl, 10
mM, Triton X-100 0.6%, NMDNJ 5mM y UDP-[**C]Glc 3 pCi, a 20 T por 30 min. Las reacciones se
detuvieron con 1 mL de TCA 10% y se midio la radioactividad incorporada. Los valores mostrados son
el promedio de dos experimentos independientes. Las barras de error representan el desvio estandar.
* indica diferencias significativas.

Se observ6 una disminucion de 57,69 + 4.3 % en la actividad de UGGT en gusanos
uggt-1(RNAI) con respecto a gusanos gfp(RNAI). Estos datos fueron analizados mediante la
prueba de ANOVA de un factor y una prueba posterior de Bonferroni mostrando diferencias
significativas entre el nivel de actividad de UGGT en gusanos uggt-1(RNAI) y gfp(RNAI) con
un valor P < 0.001. No se encontraron diferencias significativas entre gusanos uggt-2(RNAI)
y gfp(RNAIi) P> 0.05. Estos resultados confirman que CeUGGT-2 carece de actividad de
UGGT.

Estudio de los dominios de las UGGTs de C. elegans

Como se mencioné en la introduccién, el grupo de Kaufman habia realizado proteinas
guiméricas combinando los extremos N y C terminales de las UGGTs de humanos y
comprobd que, si bien la proteina HUGT2 carecia de actividad de UGGT, su dominio C-
terminal era activo. Por otro lado, el dominio N-terminal de HUGT-2 resultd inactivo ©2).

Para poder determinar si el extremo C-terminal de CeUGGT-2 posee actividad de
UGGT Yy si su extremo N-terminal es capaz de reconocer proteinas mal plegadas, realizamos
proteinas quiméricas combinando la UGGT-2 de C. elegans con la UGGT de S.pombe. Se
realizaron dos construcciones:

1) CeUGGT-2 N-terminal/ SpGptl+ c-Myc C-terminal

2) SpGptl+ N-terminal/ CeUGGT-2 c-Myc C-terminal
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Se clonaron dichas construcciones en el vector pREP3x y se expresaron en células
S.pombe alg6 gptl-. Para confirmar que las proteinas quiméricas se estuviesen expresando
correctamente, estudiamos su expresibn mediante un ensayo de Western Blot con
microsomas de células S. pombe alg6 gptl- pREP3x uggt-1 c-Myc, pREP3x uggt-2 c-Myc,
pREP3X Spgptl+N/uggt-2C c-Myc, pREP3X uggt-2N/Spgptl+C c-Myc y pREP3X como se

indica en Materiales y Métodos.

pREP3x-gen-c Myc
S. pombe

alg6 gpt1-| Ug9t-1  uggt-2 gpt1*N/ uggt-2N/  —

uggt-2C gpt1*C

Fig. 33- Expresiébn de las proteinas quiméricas con una etiqueta c-Myc. Se analizaron
microsomas de S. pombe alg6 gptl- conteniendo el vector pREP3X-uggt-1 c-Myc, pREP3X-uggt-2 c-
Myc, pREP3X Spgptl+N/uggt-2C c-Myc, pREP3X uggt-2N/Spgpt1+C c-Myc o pREP3X mediante un
ensayo de Western Blot con un anticuerpo primario anti c-Myc (producido en conejo) y un anticuerpo
secundario Anti- IgG de conejo conjugado a HRP.

CeUGGT-1, CeUGGT-2, SpGptIN/UGGT-2C, UGGT-2N/SpGptlC se expresan
correctamente, poseen el peso molecular adecuado y se encuentran presentes en los
microsomas indicando que localizan en el RE.

Se realiz6 un ensayo de actividad in vitro con células S.pombe alg6 gptl-
transformadas con pREP3X, pREP3X-gptl+, pREP3X-uggt-1 c-Myc, pREP3X-uggt-2 c-Myc,
pPREP3X-uggt-2N/Spgpt1+C c-Myc, pREP3x Spgptl+N/uggt-2 C c-Myc.
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Fig. 34- El extremo C-terminal de CeUGGT-2 carece de actividad de UGGT. Ensayos in vitro.

Proteinas microsomales de células S. pombe alg6 gptl- transformadas con pREP3X-gptl+, pREP3X-
uggt-1 ¢c-MYC, pREP3X-uggt-2 c-MYC, pREP3X, pREP3X-uggt-2N/Spgptl+C c-MYC, pREP3x
Spgpt1l+N/uggt-2C c-MYC fueron incubadas con una mezcla de reaccién conteniendo Tris-HCI 5 mM
pH 7.5, CaCl, 10 mM, Triton X-100 0.6%, NMDNJ 5mM y UDP-[**C]GIc 3 pCi, a 20 T por 30 min. Las
reacciones se detuvieron con 1 mL de TCA 10%y se midio la radioactividad incorporada. Los valores
mostrados son el promedio de dos experimentos independientes. Las barras de error representan el
desvio estandar. * indica diferencias significativas.

Tanto la quimera uggt-2N/Spgpt1+C c-Myc como Spgptl+N/uggt-2C c-Myc carecen
de actividad de UGGT indicando que el extremo C-terminal de CeUGGT-2 es incapaz de
glucosilar proteinas mas plegadas (Fig. 34). CeUGGT-1 c-Myc posee actividad de UGGT
mientras que CeUGGT-2 c-Myc carece de actividad de UGGT al igual que se observé en los

ensayos anteriores.

Ensayos de complementaci 6n funcional en levaduras

Las células S. pombe WT a temperaturas cercanas a los 37°C comienzan a presentar

problemas en el plegamiento de las proteinas y crecen mas lentamente que a temperaturas
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Resultados

de crecimiento 6ptimas (28-30°C). La cepa S. pombe alg6 gptl- transfiere oligosacaridos de
estructura M9, por lo que la eficiencia de la transferencia por la OST es menor provocando
hipoglicosilacién (no se ocupan todos los sitios consenso que se ocupan normalmente
cuando el glicano transferido es G3M9). Esto provoca disminucion de la solubilidad de las
proteinas que carecen de algunos o todos los glicanos voluminosos e hidrofilicos que los
mantienen en solucién. Por otro lado, esta cepa de levaduras no posee UGGT por lo que los
glicanos transferidos no pueden interactuar con CNX/CRT ya que las glicoproteinas nunca
presentan oligosacaridos monoglucosilados. Esto provoca que se comiencen a acumular
proteinas mal plegadas en el RE, por lo que las levaduras mutantes poseen problemas de
crecimiento.

Para determinar si CeUGGT-1 en S. pombe funcionalmente reemplaza la UGGT, se
realizé un ensayo de complementacion funcional en mutantes S. pombe alg6 gptl-. Se
sembraron diluciones crecientes de S.pombe alg6 gptl- transformadas con pREP3X,
pREP3X-Ceuggt-1, pPREP3X-Ceuggt-2 y pREP3X-gptl+ en fase exponencial y se comparo el
crecimiento de la misma con la levadura sp61 (WT) en medio rico (YEA) a diferentes

temperaturas (25°, 28° y 37°C). Se realizé el ensayo por triplicado.

YEA 37°C

Sphi

pREP3X
pREP3X-uggt-1
pREP3X-uggt-2
pREP3X-gpt1

S.pombe
algh gpt-

Sp61

pREP3X
pREP3X-uggi-1
pREP3X-uggt-2
pREP3X-got!

S.pombe
algh gotd-

Fig. 35- Complementacién funcional de  S. pombe alg6 gptl-. Se comparé el crecimiento de S.
pombe WT (sp61) con la mutante S. pombe alg6 gptl- transformadas con pREP3X, pREP3X-Ceuggt-
1, pREP3X-Ceuggt-2 o pREP3X-gptl+. Se observa en la figura el crecimiento a 25°C (A), 28°C (B) y
37°C eneldia4 (C)y a 37°C en el dia 15 (D) en medio rico YEA.
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Como se observa en la Fig. 35 A y B, tanto a 25°C como a 28°C, todas las células
son viables observandose crecimiento hasta en la mayor dilucion.

A 37°C las levaduras se encuentran en un estado de estrés por acumulacion de
proteinas mal plegadas. En estas condiciones la UGGT es necesaria debido a que la
inducciéon de chaperonas como BiP no alcanza a compensar dicha acumulacion, que se
encuentra alin mas incrementada en la cepa alg6 gptl- debido a la hipoglicosilacién de sus
proteinas. La complementacién con UGGT revierte esta dificultad (Fig 35 C). De hecho a
37°C, las Unicas células que pueden crecer son las que poseen UGGT incluso incubandolas
durante mucho tiempo (Fig. 35 D) ya que esta proteina es fundamental para que las
proteinas mal plegadas puedan interactuar con las lectinas-chaperonas presentes en el RE.
Incluso se observa un mayor crecimiento de la mutante S. pombe alg6 gptl- transformada
con pREP3xgptl+, que de la WT (sp6l1) ya que la primera posee una sobrexpresién de
UGGT (Fig. 35 C y D). A 37°C las células que expresan los genes Ceuggt-1 y Ceuggt-2 no
pueden crecer, indicando que a pesar de que CeUGGT-1 es activa, los bajos niveles de
actividad de CeUGGT-1 no serian suficientes para complementar funcionalmente la falta de
UGGT en S. pombe (Fig. 35 C).
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Capitulo 1l

Estudio de la expresion de los

genes uggt-1 y uggt-2 en C. elegans
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ugat-1 vy uggt-2 se expresan en distintos nive les durante el desarrollo

Los resultados obtenidos hasta el momento indican que CeUGGT-1 es la responsable
de la actividad de UGGT en C. elegans. Ceuggt-2 podria ser un pseudogen y no ser
transcripto o traducido in vivo o bien podria codificar para una proteina que desarrolle otra
funcién bioldgica. Para confirmar que ambos genes se expresan en C. elegans se cuantificd
la expresion de ambos por Real Time PCR utilizando el gen ama-1 como referencia. Se

utilizaron gusanos sincronizados en L1, L2/L3, L4 y adultos.

A B

0.5

3

0.4+

=
%,
i

0.34

0.2+

w
1

Expresion de uggt-1
(relativizada a ama-1)
2
expresion de uggt-2
(relativizada a ama-1)

L

(1IN
: e | =

L2/L3 L4 Adultos L2iL3 L4 Adultos
Estadio del desarrollo Estadio del desarrollo

o
[

Fig. 36- Patron de expresion de uggt-1 y uggt-2 durante el desarrollo. Los niveles de expresion
del mMRNA de uggt-1(A) y uggt-2 (B) relativos a los del mMRNA de ama-1 fueron cuantificados por Real
Time PCR. Los valores mostrados son el promedio de tres experimentos independientes. Las barras
de error representan el desvio estandar.

Los resultados muestran que ambos genes presentan el mismo patrén de expresion
durante el desarrollo (Fig. 36). Ambos se expresan durante todo el ciclo de vida del
nematodo observandose un maximo de expresion en el estadio de L2/L3. La expresiéon de
uggt-2 corresponde a lo sumo al 3% de la expresién de uggt-1 en todos los estadios de
desarrollo. El gen uggt-1 es un gen de baja expresion (aprox. un 30% de la expresion de
ama-1). Estos resultados indicarian que Ceuggt-2 no es un pseudogen.

ugqgt-1 se expresa en sistema nervioso

Para analizar el patrén de expresion corporal de los genes uggt-1 y uggt-2 en C.
elegans se realizaron construcciones que contenian los promotores de cada uno de estos
genes en un vector de expresion de gusanos que contiene la secuencia codificante de la gfp

(ver Materiales y Métodos). Se utilizaron los promotores seleccionados por el proyecto
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“Promoterome”, que corresponde a la region de DNA comprendida entre el final del gen
inmediatamente anterior y el inicio del gen de interés. El promotor de uggt-1 posee aprox.
300 pb y el de uggt-2 aprox. 2000pb (ver materiales y métodos). Estas construcciones, junto
con un marcador de co-inyeccion rol-6, fueron microinyectadas en la gonada de gusanos

adultos jovenes N2 y se obtuvieron gusanos transgénicos en la progenie que contenian el

plasmido. Se analizé la expresién de GFP por microscopia confocal.

Fig. 37- UGGT-1 se expresa en células del sistema nervioso. Gusanos transgénicos N2 que
expresan GFP bajo el control del promotor uggt-1 fueron visualizados por microscopia confocal. A)
Gusano adulto. Microscopia con luz de transmision B) Expresion de gfp por Microscopia confocal en
sistema nervioso.

Se detectd expresion de la construccion Puggt-1::gfp en células del sistema nervioso
tanto de larvas como de gusanos adultos (Fig. 37). GFP se expresa en el anillo nervioso
incluyendo las dendritas de las neuronas quimiosensoriales, en el cordén nervioso ventral y

en la glandula anal.
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Fig. 38- El gen uggt-1 se expresa en células del sistema nervioso.  Gusanos transgénicos N2 que
expresan GFP bajo el control del promotor uggt-1 fueron visualizados por microscopia confocal. A)
"Amphid neurons”, Célula “Amphid Socket” (AMso) y anillo nervioso, B y C) Neurona CAN, neuronas
del cordén ventral y en las comisuras que contactan con el cordén dorsal D) Glandula anal en la zona
caudal.

Especificamente se observa expresién de GFP en las neuronas quimiosensoriales
llamadas “Amphid neurons” (Fig 38 A), células ciliadas ubicadas en la parte lateral de la
cabeza que se encuentran abiertas hacia el exterior en la base de los labios y constituyen los
principales érganos quimiosensoriales de los nematodos. Entre ellas, se observo expresion

en la células “Amphid Socket” derecha e izquierda (AMsoR y AMsoL respectivamente) que
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proyectan sus dendritas hacia los labios y forman un poro con forma de dona en la base de
la boca. También se detectd expresién de GFP en el anillo nervioso (Fig 38 A).

Por otro lado, se observd expresién en las neuronas del cordén ventral y en las
proyecciones neuronales que contactan con el cordén dorsal, asi como también en la
neurona CAN (Fig.38 B, C). La neurona CAN se encuentra a la altura del cuerpo medio,
sobre los laterales, a lo largo del canal excretor. No se conoce su funcién pero se han
observado uniones del tipo “gap” entre las mismas y las células excretoras y es esencial para
la supervivencia del nematodo. Las uniones del tipo "gap" corresponden a las uniones
estrechas que comunican las membranas de dos células conjuntas otorgandoles polaridad.
Se observo también expresion de GFP en la glandula anal localizada en la zona caudal (Fig
38 D).

Los resultados obtenidos indican que uggt-1 se expresa en sistema nervioso, sin
embargo, no se puede descartar que este gen se exprese también en otros tejidos y que no
haya sido posible detectar su expresién debido a que utilizamos como promotor una regién
muy pequefia (300pb). Esta region de 300pb podria no corresponder al promotor completo y
carecer de secuencias fundamentales para su expresién. Otra posible explicacién es que se
requiera para la correcta expresion del gen de secuencias presentes en los intrones del
mismo o en el 3'UTR. Dichas regiones son utilizadas para la regulacion de la expresién
génica en C. elegans y se encuentran ausentes en la construccion utilizada.

No se encontraron gusanos transgénicos para la construccién Puggt-2::gfp. Una
posibilidad es que como la expresion enddégena del gen uggt-2 es muy baja resulte dificil la
deteccion de la proteina fluorescente a partir de este promotor. Otra posibilidad es que, al
igual que ocurriria en el caso anterior, las construcciones utilizadas en esta estrategia
podrian no representar el promotor completo por ser construcciones reporteras, con lo cual
carecen de los intrones del gen utilizados en la regulacion de la expresién génica en C.
elegans. Tampoco se encuentra presente la secuencia 3°'UTR del gen en dicha construccion
gue también juega un rol muy importante en la regulacién de la expresion. Ademas, otras
secuencias regulatorias que se encuentren mas alejadas del gen y no inmediatamente rio

arriba del ATG podrian ser necesarias, como ocurre en el caso de los promotores complejos.

Expresion de UGGT por el sistem a de recombinacion de fésmidos

Debido a que utilizando la metodologia anterior no resulté posible detectar la
expresion de uggt-2, que se observd expresion de uggt-1 so6lo en sistema nervioso y que
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podria existir la posibilidad de que sea necesario un promotor de mayor tamafio o de
secuencias regulatorias para poder estudiar la expresion de los genes, decidimos realizar
construcciones utilizando una técnica llamada “Técnica de Recombinacién de FOsmidos”
(Fosmid Recombineering Technique) (ver Materiales y Métodos). Esta técnica permite utilizar
un fragmento de DNA de gran tamafio (fésmido) e insertar una proteina fluorescente rio
arriba del gen de interés para poder determinar su expresion y de esta forma poseer el
promotor completo y todas las regiones regulatorias.

Para determinar el patrén de expresion de UGGT-1 y UGGT-2 en C. elegans, hicimos
dos construcciones utilizando una secuencia intercistronica llamada SL2, de manera que la
proteina fluorescente se exprese bajo el control del mismo promotor del gen de interés pero
sin encontrarse fusionada a la UGGT. Esto es muy Util en el caso de proteinas de RE, donde
a veces el agregado de una proteina de fusion puede afectar su plegamiento y llevarla a
degradacion. Hicimos las siguientes construcciones:

A) uggt-1 + SL2 + NLS-gfp

B) uggt-2 + SL2 + NLS-mCherry
Sefial de localizacion nuclear (NLS). Es una secuencia aminoacidica que funciona como una
sefial de importacién nuclear.

Estas construcciones junto con un marcador de co-inyeccidon lin-15 fueron
microinyectadas en la génada de gusanos adultos jovenes mutantes para lin-15 (poseen
fenotipo multivulva que es revertido con el marcador de co-inyeccién) y se obtuvieron
gusanos transgénicos en la progenie que contenian el fdsmido. Se analizé la expresién de
GFP y mCherry por microscopia confocal y de fluorescencia. Tanto GFP como mCherry
poseen una sefial de localizacion nuclear (NLS) para observar la expresiéon de las proteinas
en los nucleos de las células y asi facilitar el reconocimiento de las mismas. Se analizaron

gusanos en distintos estadios: huevos, larvas y adultos.

UGGT-1
Huevos

Se analizé la expresion de GFP en estadios embrionarios. No observamos expresién
de UGGT-1 en embriones tempranos (no se muestra). Se detectd expresion de GFP en

huevos de estadio “3-fold” en intestino y faringe, aunque la expresion es muy baja (Fig. 39).
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Resultados

Faringe

Intesting

Fig. 39- Expresion de Puggt-1::GFP en huevos de estadio "3-fold".  Gusanos transgénicos lin-15
que expresan GFP bajo el control del promotor uggt-1 fueron visualizados por microscopia confocal. A
y C) Microscopia confocal con luz de transmisién B y D) Expresion de GFP por microscopia confocal.
Se observa expresion en intestino y faringe.
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Larvas

Faringe

Fig. 40- Expresién de Puggt-1::GFP en L1. A) L1 con microscopia confocal con luz de transmision
B) Expresién de GFP por microscopia confocal. Expresion de GFP en L1 en intestino y faringe.

Se detectd expresion de Puggt-1::GFP en L1. Se puede observar su expresion en

intestino y levemente en la faringe (Fig. 40).
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Fig. 41- Expresién de Puggt-1::GFP en L2/L3. A) Microscopia confocal con luz de transmision B)
Expresion de GFP por microscopia confocal. Se observa expresion de GFP en intestino, faringe y
glandula excretoria.
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Se detectd expresion de Puggt-1::GFP en larvas en estadio L2/L3. Se puede observar
su expresion en células del intestino (puntos redondeados mas intensos), faringe y glandula

excretoria (Fig. 41).
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Fig. 42- Expresion de Puggt-1::GFP en Adultos (composicién de fotos por microscopia confocal).
Se observa expresion en células musculares, hipodermis, intestino, faringe, sistema nervioso y
sistema reproductor.

Se detectd expresion de Puggt-1::GFP en gusanos adultos. La GFP se observo en
células musculares, hipodermis, intestino, faringe, sistema nervioso y sistema reproductor
(Fig. 42). Los gusanos transgénicos que se obtienen son genéticamente "mosaicos" ya que
el fésmido no se encuentra integrado en el genoma de C. elegans y, por lo tanto la
construccion se segrega al azar en las sucesivas divisiones. De esta forma, en el mismo
organismo se pueden observar células que expresan GFP, por ejemplo en intestino, y otras
células intestinales que no expresan GFP. Para poder determinar el patron de expresion hay

gue observar distinas lineas de gusanos y superponer la informacién obtenida.
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Fig. 43- Expresion de Puggt-1::GFP en gusanos adultos mediante microscopia confocal . A) Se
observo expresion en faringe, valvula intestino-faringe, glandula excretoria e intestino B) Se observa
expresion en faringe y también en hipodermis. cf) Expresion de GFP en espermateca d) Expresion de
GFP en corddn nervioso ventral.

Se observa expresion de GFP en faringe, vélvula intestino-faringea, glandula
excretoria e intestino. Por otro lado, se observa expresién de GFP en hipodermis (Fig. 43 Ay
B). Por otro lado, se observa expresion de GFP en la espermateca y en el cordén nervioso
ventral (Fig. 43 C). La expresion de GFP en la linea germinal es muy dificil de observar
debido a que existe silenciamiento de DNA transgénico en estadios tempranos “’”. Este
silenciamiento se debe a la combinacion de diferentes mecanismos. En embriones
tempranos, la expresion de ciertos genes como pie-1 inhiben la transcripcion de genes del
embrién por parte de la RNA polimerasa Il ”® y en embriones tardios, otros mecanismos
regulatorios permiten la expresion de ciertos genes embrionarios y se bloquean la de otros
genes de manera de mantener la identidad de la célula germinal. Existen mecanismos
especificos para silenciar DNA foraneo 7989, por estos motivos probablemente, se observa

so6lo expresién de GFP en espermateca pero no en goénada.
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Fig. 44- Expresién de Puggt-1::GFP en gusanos adultos mediante microscopia confocal . A)
Expresion en corddén nervioso y célula muscular B) Expresiéon de GFP en célula muscular C)
Expresion de GFP en células del intestino D) Expresion de GFP en célula del intestino, glandula anal y
depresor anal.

En la Fig. 44 A y B, se observa expresion de GFP en células musculares y en el
corddn nervioso ventral. Existe un grado de autofluorescencia muy alto en el nematodo, por
lo que otros tejidos que se observan de un color verde tenue en realidad no poseen
expresion de GFP. Ademas en el intestino del nematodo se acumula una sustancia llamada
lipofuscina que es autofluorescente ™%, por lo que es muy importante para detectar su
expresion observar la localizacion nuclear de GFP. Por otro lado, se observa expresion de
GFP en células del intestino, en el depresor anal y en la glandula anal en la region caudal
(Fig. 44 C y D). El depresor anal es un masculo sexualmente dimérfico, posee una forma de
H y participa en la defecacion en los hermafroditas y larvas macho mientras que en los

machos adultos altera su forma y funciona como un muasculo para protraer la espicula. Cabe
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recordar que, el hecho de que ciertas células del intestino posean expresién y otras en el
mismo nematodo no la posean es debido a que el nematodo es un mosaico donde el

fésmido se encuentra en ciertas células y en otras no.

Estos resultados indican que UGGT-1 se expresa ubicuamente en C. elegans. No
solo en sistema nervioso, sino en sistema muscular, reproductor, alimentario, excretor y en la
hipodermis. El resultado obtenido es el esperado ya que la expresion de UGGT-1 en otros
organismos es ubicua por participar en el plegamiento de glicoproteinas que es un
mecanismo altamente conservado. Es de esperar que se exprese en todas las células y
tejidos ya que si bien existen proteinas que no requieren de la misma para su plegamiento,
existen otras cuyo plegamiento es estrictamente dependiente de la misma. En humanos por
ejemplo ambos homdlogos se expresan en distintos tejidos como cerebro, corazén, musculo
esquelético, etc ®?. Ademas en la base de datos “NEXTDB” (The nematode expression

pattern database) se ha encontrado expresion ubicua del gen por hibridacién in situ 82,

No se encontré expresion para CeUGGT-2 mediante la técnica de recombinacion de
fésmidos. Se intento inyectar el fosmido a distintas concentraciones, se encontraron gusanos
transgénicos que restauraron el fenotipo de lin-15 pero no fue posible detectar la expresion
de la proteina fluorescente en ningun estadio. Esto puede deberse a que la expresion del
gen CeUGGT-2 sea muy baja y no llegue a detectarse la expresion de mCherry
adecuadamente. Otra posibilidad es que la inyeccién del fosmido esté resultando toxica y las
células que lo contienen lo eliminen o bien mueran por lo que no se detecta su expresion.
Como Ceuggt-2 es un gen que posee niveles de expresiéon muy bajos (Fig. 36), el agregado
del fésmido introduciria multiples copias del gen por lo que podria resultar toxico para la
célula. La regulacion génica permite a la célula poseer adaptabilidad en distintos procesos
biolégicos como diferenciacion, morfogénesis, ciclo celular, etc. Tanto los niveles de
expresion génica, el momento en el que se expresa un gen y el lugar donde actda la proteina
codificada por el mismo son variables que modifican el destino celular. En general proteinas
con niveles tan bajos de expresién pueden estar relacionadas a la regulacién de procesos
biolégicos que involucran cascadas de sefializacion y la modificacion en los niveles de estas

proteinas podria causar efectos deletéreos para las células.

129



Capitulo Il

Expresion de uggt-1 y uggt-2 en

condiciones de estrés de RE

130



uggt-1 se induce en condiciones de estrés de RE

Los resultados obtenidos en esta tesis indican que CeUGGT-2 carece de actividad de
UGGT, sin embargo se expresa durante todo el ciclo de vida del nematodo con un pico de
expresion en L2/L3. Una posibilidad interesante, es que a pesar de que Ce UGGT-2 carezca
de actividad de UGGT, pueda estar involucrada en el plegamiento de proteinas de alguna
manera. Uno de los procesos que se ponen en juego para compensar el estrés generado por
acumulacién de proteinas mal plegadas, es el incremento en la expresiéon de algunas de las
proteinas involucradas en la UPR “®_ En condiciones en las que se produce la acumulacién
de proteinas mal plegadas en el RE se observa un aumento en la transcripcién de los genes
que codifican para chaperonas “®). A fin de analizar si ambos genes se encuentran
involucrados en la respuesta a estrés, preparamos RNA de gusanos sincronizados en
estadio adulto que fueron tratados o no con 5 pg/ml de TN durante 6 h a 20°C. La TN es un
compuesto que inhibe la transferencia de la N-acetilglucosamina por lo que bloquea el primer
paso de la biosintesis del Dol-P-P-oligosacéarido. Esto inhibe el proceso de glicosilacion
provocando hipoglicosilacion y como consecuencia se acumulan proteinas mal plegadas. Se
determinaron los niveles de expresion de uggt-1, uggt-2 y hsp-4 (ortélogo a la proteina BiP
de mamiferos que se induce con estrés de RE %)) por Real-Time PCR (Fig. 45). Se

utilizé el gen ama-1 como referencia.
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Fig. 45- Solo uggt-1 aumenta su expresién en condiciones de estrés de RE. Se aislé RNA total de

gusanos tratados y no tratados con 5 pg/ml TN y los niveles de expresion de uggt-1, uggt-2 y hsp4
fueron cuantificados por Real-Time PCR utilizando el gen ama-1 como referencia. Los niveles relativos
de expresion representan el cociente: Expresion en gusanos tratados con TN/ expresidn en gusanos
no tratados. Los valores obtenidos para las muestras sin tratar fueron considerados como 1. Los
valores mostrados corresponden al promedio de tres experimentos independientes. Las barras de
error corresponden al desvio estandar. * indica diferencias significativas.
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La Fig. 45 muestra un aumento de 2.3 y 2.7 veces en los niveles de expresion de
uggt-1 y hsp-4 respectivamente, mientras que el aumento de uggt-2 es de 1.5 veces. Los
resultados obtenidos se analizaron mediante una prueba T de dos colas para una muestra.
Se encontraron diferencias significativas con un valor P de 0.02 para uggt-1 y 0.03 para hsp-

4. El aumento observado para uggt-2 no representa diferencias significativas (P= 0.18).

Debido a que el maximo de expresidn observado para ambos genes se encontrd en
los estadios de L2/L3, se decidio preparar RNA total de gusanos en estos estadios en caso
de que los bajos niveles de expresion en adultos no permitan detectar el aumento en la
expresion de los genes. Se prepar6 RNA total de gusanos sincronizados en L2/L3 tratados o
no con 5 pug/ml de TN durante 6 h a 20 C. Se determinaron los niveles de uggt-1, uggt-2 y
hsp-4 por Real-time PCR (Fig. 46).
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Fig. 46- uggt-1 aumenta su expresion en condiciones de estrés de RE en los estadios L2/L3. Se
prepar6 RNA total de gusanos L2/L3 tratados y sin tratar con 5 pg/ml de TN y se analiz6 el nivel de
expresion de uggt-1, uggt-2 y hsp4 mediante Real-time PCR urtilizando el gen ama-1 como referencia.
La expresion relativa representa el cociente: Expresién de RNA en gusanos tratados/ Expresion de
RNA en gusanos no tratados. Los valores obtenidos para las muestran sin tratar fueron consideradas
como 1. Los valores mostrados corresponden al promedio de tres experimentos independientes. Las
barras de error representan el desvio estandar. * indica diferencias significativas.

La Fig. 46 muestra un aumento en los niveles de expresion de 2.01 para uggt-1y de
20.64 para hsp-4. No se observé aumento para uggt-2. Estos resultados se analizaron con
una prueba T de dos colas para una muestra y se encontraron diferencias significativas con
un valor P=0.0034 para uggt-1 y P<0.0001 para hsp-4. El valor encontrado para uggt-2 no
representa diferencias significativas (P=0.602). Los altos valores de induccién de hsp-4 ya
habian sido observados en C.elegans “*¥. Estos resultados indican que solo CeUGGT-1

aumenta su expresién en condiciones de estrés de RE generadas por tratamiento con TN.
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Por otro lado, analizamos los gusanos que expresaban Puggt-1::gfp en condiciones
de estrés (5 pg /ml de TN por 6 h) y en condiciones normales (20°C). No pudimos detectar
un incremento en la expresién de GFP ni en el sistema nervioso ni en otros tejidos con
ninguno de los gusanos transgénicos (ni en la construcciéon Puggt-1(300pb)::gfp ni en el
transgénico transformado con el fdésmido uggt-1::SL2-NLS-gfp). Esto puede deberse a que el
aumento de expresion observado sea leve debido a que el gen se expresa poco y el
aumento de dos veces no pueda ser detectado mediante este procedimiento. Anteriormente,
Carusso et al. observaron resultados similares para el patron de expresién de GFP contiendo
una construccion promotor uggt-1::gfp. No fue posible observar un aumento de expresion en
gusanos transgénicos conteniendo uggt-1::gfp ni cnx::gfp bajo condiciones de estrés con TN
(132 Este resultado puede deberse a que existe una diferencia en la sensibilidad de la Real
Time PCR con respecto a la microscopia. Ademas en el primer caso se esta observando el
aumento en todo el gusano mientras que en el segundo caso solo se observaria un aumento
en los tejidos que estan expresando la GFP que como se menciond anteriormente no

representa el total de los tejidos donde se expresa.

Activacion de la UPR

Como se menciond en la Introduccién, tres proteinas sensan el estrés de RE vy
activan la Respuesta a Proteinas mal plegadas (UPR): IRE-1, PEK-1 y ATF-6. IRE-1 al
digerir el MRNA xbp-1 genera la proteina XBP-1 activa (Ver “UPR” en la introduccién).

Existen tres elementos en "cis" capaces de unir los elementos ATF-6, XBP-1 o
ambos llamados "Elementos de respuesta a estrés de Reticulo I" (ERSE-I), ERSE-Il o
"Elementos de respuesta a proteinas mal plegadas" (UPRE). La transcripcién de este dltimo
depende exclusivamente de XBP-1 ®&",

Identificamos un elemento UPRE potencial GC-TGACGT-CG en las posiciones -
120 a -130 del promotor uggt-1. EI mismo elemento se encuentra presente en los promotores
de hsp-3 y hsp-4. No encontramos secuencias UPRE, ERSE-I o ERSE-II en el promotor de
uggt-2. El aumento en los niveles de expresion de uggt-1 ante condiciones de estrés de RE y
la presencia de un elemento UPRE en el promotor del mismo, sugieren que CeUGGT-1
aumenta su expresion en condiciones de estrés mediante la via de ire-1 en la UPR. Para
confirmar esta hipotesis, preparamos RNA total de gusanos N2 (WT), ire-1, atf-6 o pek-1
(mutantes de la UPR) sincronizados en estadio adulto tratados o sin tratar con 5 pg/ml de
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TN. Los niveles de mRNA de uggt-1, uggt-2 y hsp-4 fueron analizados por Real time PCR
(Fig. 47).
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Fig. 47- La expresion de uggt-1 es regulada por la via de ire-1 en la UPR. Se extrajo RNA total de
gusanos adultos WT, ire-1, atf-6 y pek-1 tratados o sin tratar con 5 ug/ml de TN y se determiné el nivel
de expresion de los genes uggt-1, uggt-2 y hsp-4 por Real time PCR utilizando el gen ama-1 como
referencia. La induccién mostrada en la figura corresponde a: mRNA en gusanos tratados con
TN/mRNA de gusanos sin tratar. Los valores obtenidos para las muestras sin tratar se consideraron 1.
Las barras de error corresponden al desvio estandar. * indica diferencias significativas.

El andlisis revel6 un aumento de 2.41, 1.04, 2.34 y 2.44 veces en la expresiéon de
uggt-1 en gusanos WT, ire-1, pek-1 y atf-6 respectivamente. Estos resultados fueron
analizados mediante una prueba T de dos colas para una muestra y se encontraron
diferencias significativas con un valor P de 0.0072, 0.017 y 0.015 en gusanos WT, pek-1y
atf-6. Sin embargo el valor de 1.04 encontrado en gusanos ire-1 no representa diferencias
significativas (P= 0.12). Se analizaron también los niveles de expresiéon de uggt-2 y no se
encontraron diferencias significativas entre los niveles de expresién de gusanos tratados y
sin tratar en gusanos WT, ire-1, pek-1 y atf-6 (P= 0.3050, 0.737, 0.492 y 0.078
respectivamente).

Estos resultados indican que, en las condiciones ensayadas, el aumento en la
expresion de uggt-1 se suprime en ausencia de ire-1, y no es afectada por la ausencia ni de
atf-6 ni de pek-1. Por lo tanto, ire-1 seria la encargada de realizar la transduccién de la sefial
que generaria un aumento en la expresion del gen uggt-1 en condiciones de estrés de RE.
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UGGT-1 v UGGT-2: Rol en la expectativa de vida y desarrollo de C.
elegans

A fin de estudiar el efecto producido por la ausencia de la expresion de las proteinas

codificadas por los genes uggt-1 y uggt-2, se realizaron experimentos de RNAI en individuos
de la segunda generacién (F2) de la cepa de C. elegans lin-15;eri-1 que es hipersensible al
RNAI, incluyendo el sistema nervioso *®®. Se analizaron gusanos de la F2 ya que al existir
un sistema de replicacion del RNAI, se incrementa el efecto producido por el mismo en la
segunda generacién. Esto se utiliza cuando no se observan efectos que fenotipicos
identificables en la PO y F1 o cuando los mismos son muy leves.

Gusanos F2 sincronizados en L4 uggt-1(RNAI), uggt-2(RNAI) y gfp(RNAI) (como control)
fueron colocados en placas de RNAI y se estudio la supervivencia de los gusanos contando

el nimero de gusanos vivos cada 24h hasta el dia en que muere el tltimo gusano.
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Fig 48. La falta de CeUGGT-1 causa una disminuciéon en la sobrevida y la falta tanto de
CeUGGT-1 como de CeUGGT-2 causa un retraso en el desarrollo.  (A) Gusanos F2 uggt-1(RNAI),
uggt-2(RNAI) y control gfp (RNAI) fueron alimentados en placas de RNAi y monitoreados cada 24 h
durante 16 d Se realizé un analisis de supervivencia mediante el método de Kaplan-Meier y las curvas
de supervivencia fueron compradas mediante un test de rango logaritmico. El dia cero corresponde al
estadio L4. (B) Estudio del desarrollo a estadios larvales progresivos. Gusanos F1 adultos con huevos
uggt-1(RNAI), uggt-2(RNAI) y control gfp (RNAI) fueron transferidos a placas de RNAi para que
pongan huevos durante 6 h y luego fueron removidos. Se analizé el estadio de los gusanos F2
durante 5 d cada 24 h y se determind el porcentaje de gusanos en L1, L2/L3, L4 y adultos. Estos
estudios se realizaron en tres cohortes independientes (n > 60) y se realizaron por triplicado. El
resultado mostrado en (A) es representativo de tres experimentos y en (B) representan el promedio de
tres experimentos.

Se observé que los gusanos uggt-1(RNAI) y no los uggt-2(RNAI) presentaban una
menor supervivencia que los gusanos control gfp(RNAI). La vida media fue de 7.5 para uggt-
1(RNAI) y 10 dias tanto para uggt-2(RNAi) como para gfp(RNAI) (Fig.48 A). Las diferencias
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fueron analizadas mediante un analisis de rango logaritmico mostrando diferencias
significativas en la curva de supervivencia entre uggt-1(RNAI) y el control (P<0.05). No se
observaron diferencias significativas para uggt-2(RNAI) (Fig.48 A).

En cuanto al desarrollo de los gusanos uggt-1(RNAI) y uggt-2(RNAI) se observé un
leve retraso en el pasaje a estadios larvales progresivos con respecto a los gusanos control.
En el dia 3, el nUmero de gusanos uggt-1(RNAI) y uggt-2 (RNAI) que llegaron a adultos fue
comparado con el numero de gusanos adultos de gfp(RNAIi) mediante una ANOVA de un
factor y un post-test de Bonferroni. Se observaron diferencias significativas tanto para uggt-
1(RNAI) como para uggt-2(RNAI) con respecto al control (P < 0.01) (Fig. 48 B). Estos
resultados indican que tanto uggt-1 como uggt-2 son importantes para el desarrollo del
nematodo a estadios larvales progresivos. El retraso se observa justo después del estadio
L2/L3, en el cual ocurre el pico de expresiobn de ambos genes, indicando que en dichos
estadios la expresién de los genes es fundamental para el pasaje a estadios larvales

progresivos.

ugqt-2 es un gen esencial

Dado que en “Wormbase” estaba reportado que el consorcio de mutantes de C.
elegans (C. elegans Gene Knockout Consortium) habia logrado producir un nematodo
mutante para el gen uggt-2 (linea VC1961) pero que la mutante nula de dicho gen generaba
letalidad, decidimos estudiar dicha cepa para determinar que efectivamente el gen uggt-2
fuera esencial. La cepa VC1961 es heterocigota para la delecion ok2510 del gen uggt-2 y
posee una delecién de 783 pb en la region correspondiente al segundo, tercero y cuarto
exon (Fig. 49). La cepa VC1961 uggt-2(ok2510)/+ se encuentra balanceada con un
cromosoma balanceador hT2 (I; 1ll), que contiene una traslocacién entre el cromosoma | y lIl.
Ademas posee un gen de expresion en faringe marcado con GFP que funciona como

marcador de segregacion.
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Fig. 49- Delecion ok2510 del gen uggt-2. Esta delecién se encuentra presente en la cepa VC1961
en heterocigosis. (www.wormbase.org.ar)

Primero, realizamos retrocruzas de la cepa VC1961 con la cepa N2 (WT) cinco veces,
de manera de eliminar por recombinacion otras mutaciones que pudieran exisitir en el
genoma del nematodo y de esta forma obtener una linea uggt-2-/- sin otras posibles
mutaciones en el genoma. Luego de las cruzas se analizaron los nematodos siendo todos
heterocigotos para la mutacién uggt-2 (0k2510). No fue posible obtener la linea mutante

homocigota del gen uggt-2 indicando que efectivamente el gen uggt-2 es un gen esencial.

Los qusanos heterocigotas uggt-2 (ok2510)/+ presentan un retraso en el

desarrollo

Se caracteriz6é el mutante uggt-2 (0k2510) /+ y para ello se dejé poner huevos a los
gusanos VC1961 (PO) durante 6 h y luego se los removio de las placas. Se estudid el
desarrollo de la F1 durante 5 d por intervalos de 24 h. Se conté el porcentaje de huevos
arrestados y el porcentaje de gusanos en estadio L1, L2/L3, L4, adultos y adultos con
huevos (Fig. 50).

Aproximadamente el 50% de los huevos de la cepa VC1961 se encontraban
arrestados y no podian progresar a L1 (Fig. 50 A). Todos los gusanos adultos eran positivos
para GFP. Debido a que hT2[qls48] en homocigosis es letal y que el gen uggt-2 (0k2510) en
homocigosis es letal, todos los gusanos que expresan GFP son heterocigotas para el gen
uggt-2 (ok 2510). (Fig. 50A)

Por otro lado, se analizaron los huevos que eclosionaron y maduraron a estadios
larvales progresivos. Como se observa en la Fig. 50 B, el desarrollo de los gusanos uggt-2
(0k2510)/+ presenta un retraso con respecto a los gusanos N2. Se analiz6 el porcentaje de
adultos en el dia 4 mediante una prueba T de dos colas para una muestra y se encontraron
diferencias significativas entre el nimero de adultos de el mutante VC1961 y el WT (P=
0.018).
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Fig. 50. uggt-2 es un gen esencial. Gusanos hermafroditas heterocigotas uggt-2 (ok2510)/+
(VC1961) y N2 (WT) fueron puestos en placas durante 6 h para que pongan huevos y luego fueron
removidos. Se analizé el desarrollo de los gusanos durante 5 d en intervalos de 24 h y se
determinaron los porcentajes de huevos, L1, L2/L3, L4, adultos jévenes y adultos con huevos. A)
Desarrollo de los gusanos incluyendo en porcentaje de huevos arrestados B) Porcentaje de L1, L2/L3,
L4, adultos y adultos con huevos determinados de aquellos huevos que eclosionaron. Estos estudios
se realizaron para tres cohortes independientes (n >200) y los valores mostrados representan el
promedio de tres experimentos independientes.

Estos resultados demuestran que la expresién de CeUGGT-1 en el gusano uggt-2
(0k2510)-/- no puede reemplazar la funcion de CeUGGT-2 sugiriendo una actividad biologica
diferente de CeUGGT-1. Por otro lado, el nivel de expresion de uggt-2 encontrado en
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gusanos uggt-2 (0k2510)/+ produce un retraso similar al observado en gusanos KP3948
uggt-2 (RNAI) (Fig. 48 B).

Debido al alto nivel de identidad de los genes uggt-1 y uggt-2, no puede descartarse
la posibilidad de que el RNAi para un gen pueda afectar la expresion del otro gen. El
porcentaje de similitud entre los genes uggt-1 y uggt-2 es del 52%. Como se menciond
anteriormente, algunos autores afirman que en C. elegans el RNAi es extremadamente
especifico y solo las secuencias de mRNA que son idénticas son las secuencias blanco. Las
secuencias que se encuentran altamente relacionadas o poseen gran porcentaje de
identidad no serian secuencias blanco “®?, sin embargo hay opiniones muy variadas al
respecto. Ademas, los resultados mostrados anteriormente (Fig. 48 B) que muestran que
existe un efecto fenotipico similar entre los gusanos uggt-2(RNAI) y los heterocigotas uggt-2
(0k2510)/+ y que no se redujo la actividad de CeUGGT-1 en uggt-2(RNAI) (Fig. 32),
refuerzan la idea de que los efectos biolégicos observados son especificos de cada gen y no
se ven influenciados, al menos en gran medida, por el gen homologo.

Al igual que se observé en los experimentos de supervivencia de uggt-2 (RNAI) los
gusanos VC1961 heterocigotas no presentaron diferencias significativas en la curva de
supervivencia con respecto a los gusanos N2. Tampoco se observaron diferencias
significativas en experimentos de retraso en el desarrollo entre la cepa VC1961 y gusanos

uggt-2(ok2510)/ + tratados con RNAI contra el gen uggt-2 (Datos no mostrados).

Estudio de la cepa VC1961 al microscopio

Para poder determinar fenotipos identificables en los gusanos uggt-2 -/- decidimos
observar al microscopio aquellos embriones que no expresaban GFP. Para ello, se
sincronizaron gusanos adultos VC1961 y se dejaron desarrollar los huevos en M9 durante 48

h. Luego se observaron al microscopio Olympus BX60 mediante la técnica Nomarski.
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Resultados

Fig. 51- Gusano VC1961 uggt-2 -/-. Microscopio Olympus BX60, aumento 20x/0.75 (A y B) aumento
100x/1.30 (C y D).

Sorprendentemente observamos un pequefio porcentaje de gusanos L1 arrestados
que no podian desarrollarse correctamente. Los gusanos poseen mayor grosor en el cuerpo
y son mas cortos que los gusanos L1 heterocigotas presentando aprox. el tamafio de un
huevo “3-fold” (Fig. 51 y 52). Observamos en el borde del cuerpo ciertos pliegues que
podrian indicar que poseen problemas en la cuticula (Fig. 51 D). La gran cantidad de
vacuolas hace sospechar que la formacién del intestino seria deficiente (Fig 51 A y B). Se
observaron también defectos en el desarrollo de la cola (Fig. 51 Ay B).
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Fig. 52- Gusanos VC1961 heterocigotas . Microscopio Olympus BX60, aumento 20x/0.75. A)
Microscopia Nomarski B) Microscopia de fluorescencia. Los gusanos heterocigotas poseen expresion
de GFP en la faringe ya que poseen el cromosoma balanceador. Estos gusanos presentan un
desarrollo adecuado en L1 con un tamafio esperado.

UGGT-1 vy UGGT-2 juegan un rol protector ante condiciones de estrés

Debido a que los resultados obtenidos hasta el momento evidenciaban alteraciones
fenotipicas en gusanos uggt-1(RNAi) como el retraso en el desarrollo y disminucién de la
sobrevida en condiciones normales, y habiendo confirmado que uggt-1 se induce con TN;
decidimos estudiar los efectos bioldgicos de la ausencia de ambos genes en condiciones en
las cuales se produce una acumulacion de proteinas mal plegadas en el RE. Para ello
realizamos experimentos de RNAi en gusanos F2 lin-15;eri-1 sometidos a distintas
concentraciones de TN (0, 2.5, 5 y 10 pg/ml). Gusanos adultos F1 con huevos uggt-1(RNAI),
uggt-2(RNAI) y gfp(RNAI) fueron puestos en placas durante 6 h, luego fueron removidos y se
analiz6 el desarrollo de los gusanos F2. Se conté el numero de huevos, L1, L2/L3, L4 y
adultos durante 5 d cada 24 h. (Fig. 53).

Previamente se habia reportado que los gusanos N2 (WT) no se veian afectados en
concentraciones menores a 5 pg/ml de TN (Shen, Ellis et al. 2001; Lee, Singaravelu et al.
2007). Sin embargo, nosotros encontramos un retraso en el desarrollo en gusanos KP3948
inclusive a concentraciones de 2.5 pug/ml, y este retraso aumentd con las concentraciones
crecientes de TN (Fig. 53 A).

Los resultados observados muestran un retraso mayor para uggt-1(RNAi) y uggt-2
(RNAI) con respecto a los gusanos gfp(RNAI). Este retraso se vuelve muy evidente a
concentraciones mayores de TN. Por ejemplo, a 5 pg/ml en el dia 4 hay un 90% de gusanos
ofp(RNAI) alcanzaron la adultez, mientras que 96% de uggt-1 (RNAI) y 82% de gusanos
uggt-2 (RNAI) permanecieron en estadio L2/L3 (Fig. 53). Este dato fue analizado utilizando
un ANOVA de un factor y una posterior prueba de Bonferroni mostrando diferencias
significativas entre los gusanos uggt-1(RNAI) y uggt-2(RNAI) que alcanzaron la adultez con
respecto a los gusanos control gfp(RNAI) (P < 0.001 y 0.01 respectivamente). El efecto se
vuelve muy evidente a concentraciones de 10 pg/ml de TN. A esta concentracion el 80% de
los gusanos uggt-1(RNAI) y uggt-2(RNAI) se arrestaron en L2/L3 y aquellos que maduraron a

L4 se veian enfermos y algunos poseian un tamafio menor (Fig. 53).
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Fig. 53. Ensayo de sensibilidad a TN. El desarrollo de gusanos F2 control gfp(RNAI) (A), uggt-
1(RNAI) (B) y uggt-2(RNAI) (C) fue estudiado bajo diferentes concentraciones de TN (0, 2.5, 5 0 10
png/ml). Se pusieron adultos con huevos a durante 6h en placas para que pongan huevos y luego se
analizo el estadio de los gusanos durante 5 d en intervalos de 24 h y se determind el porcentaje de
L1, L2/L3, L4 y adultos en cada estadio. Los estudios se realizaron para tres cohortes independientes
(n >100) y los valores mostrados representan el promedio de tres experimentos independientes.
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A concentraciones de 10 pg/ml de TN ninguno de los gusanos uggt-1(RNAI) y sélo el
6% de uggt-2(RNAI) alcanzaron la adultez mientras que el 70% de los gusanos gfp(RNAI)
llegaron a estadio adulto. Estos datos fueron analizados con los mismas pruebas
estadisticas anteriores, presentando diferencias significativas entre los grupos tratados y el
control de gfp(RNAI) (Prueba de Bonferroni P < 0.001).

Ademas encontramos diferencias en el porcentaje de sobrevida de gusanos
interferidos con RNAi a 10 pg/ml de TN ya que el 48% de los gusanos gfp(RNAI)
permanecieron con vida en el dia 5, mientras que sélo un 6 % de gusanos uggt-1(RNAI) y un
8% de gusanos uggt-2(RNAI) permanecieron con vida en este dia. El analisis estadistico se
realiz6 mediante el método de Kaplan-Meier y se compararon las curvas de supervivencia
mediante una prueba de rango logaritmico. Las curvas de supervivencia de gusanos tratados
presentaron diferencias significativas con respecto a la curva de los gusanos control (P <
0.002).

Estos resultados indican que CeUGGT-1 y CeUGGT-2 protegen a los gusanos ante
una disrupcion de la homeostasis del RE y la acumulacién de proteinas mal plegadas.
Durante el desarrollo a los distintos estadios larvarios la organogénesis se encuentra
practicamente terminada, sin embargo los gusanos deben aumentar de tamafio produciendo
gran cantidad de proteinas lo cual produce en consecuencia un aumento de la sintesis de
proteinas involucradas en la UPR 3% Ademas, en el desarrollo, ocurren eventos como la
muda que demandan un aumento en la sintesis proteica para producir la nueva cuticula 5.
La maquinaria de plegamiento por lo tanto se ve exigida ya que debe manejar el aumento de
la concentracion proteica en el RE por lo que necesita de la expresién de chaperonas y
proteinas que asisten al plegamiento ®*. En estas circunstancias, la expresiéon de UGGT-1
es muy importante ya que de otra forma se acumularian proteinas irreversiblemente mal
plegadas llevando a apoptosis y muerte celular . Habria otras proteinas como CNX, CRT
y BiP que deberian estar aumentadas para poder manejar el estrés fisiologico °32719% E]
arresto observado en los gusanos uggt-1(RNAI) y uggt-2(RNAI) en L2/L3, coincidente con el
pico de expresiéon de ambos genes (Fig. 36), podria sugerir una participacion tanto de
CeUGGT-1 como de CeUGGT-2 en salvaguardar la homeostasis del RE ante el estrés
fisioldgico que se produce en los gusanos durante el desarrollo **?. En C. elegans, luego del
estadio L1, el nematodo puede seguir su desarrollo a L2/L3 o bien puede entrar en el estadio
“dauer” si las condiciones del medio son desfavorables “*. Dado que los gusanos uggt-
1(RNAI) y uggt-2(RNAI) no ingresan al estadio de “dauer” y siguen su desarrollo a L2/L3
permaneciendo mas tiempo en dicho estadio, podria suceder que la maquinaria de sintesis
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de proteinas se active de forma de comenzar a desarrollar los 6rganos reproductores
necesarios para la puesta de huevos y el nematodo no pueda lidiar con la cantidad de
proteinas que ingresan al RE. Es en el estadio de L4 donde se termina de desarrollar la
vulva para que el nematodo pueda ingresar a la etapa reproductiva y es justamente en este
momento que sucede el arresto, retardando el pasaje a L4. Por lo tanto los genes uggt-1 y
uggt-2 estarian involucrados en mantener la homeostasis del reticulo en condiciones donde
se presentan gran cantidad de proteinas mal plegadas (aumentadas por TN), impidiendo el

desarrollo adecuado de los nematodos.

UGGT-2 es relevante para aliviar el estrés de RE en ausencia de la

proteina IRE-1 en la via de la R espuesta a proteinas mal plegadas (UPR)

Debido a que se demostrd en el experimento anterior que un nivel de estrés basal
(incluso con 2.5 ug/ml) aumenta los efectos de retraso en el desarrollo de los gusanos uggt-
1(RNAI) y uggt-2(RNAI) se decidié estudiar este proceso en gusanos gque poseen una
respuesta blogueada a la UPR a través de mutantes en los genes ire-1, atf-6 y pek-1. Existe
normalmente un nivel de estrés basal durante el crecimiento, diferenciacion y durante ciertas
respuestas fisioldgicas. Interacciones genéticas entre ire-1, pek-1 y atf-6 regulan la UPR del
nematodo y son requeridas tanto para el crecimiento como la supervivencia. Defectos en la
sefializacion de ire-1/xbp-1 en presencia de una mutacién tanto con pek-1 como atf-6
producen un arresto en L2, lo que indica que la UPR seria muy importante durante el
desarrollo **9),

En los gusanos mutantes de los genes ire-1, atf-6 y pek-1, se pondrian de manifiesto
el papel que juegan las proteinas CeUGGT-1 y CeUGGT-2 en condiciones donde falta
alguna de las vias de respuesta a la UPR y en la cual los gusanos carecen de alternativas
para compensar el estrés generado por la acumulacién de proteinas mal plegadas.

Realizamos experimentos de RNAIi en gusanos F2 mutantes para ire-1, atf-6 o pek-1
en ausencia o en presencia de 2.5 pg/ml de TN para simular un estrés de reticulo basal
similar al que encuentran los gusanos durante el desarrollo. Se colocaron gusanos
hermafroditas durante 6 h para que pongan huevos, luego fueron retirados y se estudi6 el

desarrollo de los gusanos durante 5 dias en intervalos de 24 h.
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Fig. 54. CeUGGT-2 juega un rol en aliviar el estrés de RE producido durante el desarrollo.
Gusanos F2 control gfp(RNAI), uggt-1(RNAI) y uggt-2(RNAI) de las cepas ire-1 (A), atf-6 (B) y pek-1
(C) fueron analizados bajo 0 y 2.5 pg/ml de TN. Se colocaron adultos en placas durante 6 h para que
pongan huevos, luego fueron removidos y se determind el porcentaje de L1, L2/L3, L4 y adultos
durante 5 d en intervalos de 24 h. Estos estudios se realizaron en tres cohortes independientes (n
>100) y los valores representan el promedio de tres experimentos independientes.

En la figura 54 se observa que en la cepa ire-1, uggt-1(RNAI) presenta un retraso con
respecto a los gusanos cotrol gfp(RNAI) similar al encontrado con la cepa lin-15;eri-1.
Sin embargo, encontramos diferencias para el gen uggt-2. Mas del 50% de los gusanos uggt-

2(RNAI) se arrestan en L2/L3 en el dia 4 sin poder pasar a estadios superiores, mientras que
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todos los gusanos control se desarrollaron al estadio adulto en este dia. Este resultado se
analiz6 con una ANOVA de un factor y una prueba de Bonferroni determinando diferencias
significativas entre el control ire-1 gfp(RNAI) y los gusanos ire-1 uggt-2(RNAI) (P value <
0.01).

Los gusanos ire-1 uggt-2(RNAIi) comenzaron a lucir muy enfermos para el dia 4 y un
45% de ellos murié, mientras que el control poseia un 86% de gusanos vivos. Las curvas de
superviviencia mencionadas furon analizadas y se encontraron diferencias significativas
entre uggt-2(RNAI) y los gusanos control (P < 0.0001). Los gusanos ire-1 uggt-2(RNAI) que
aun permanecieron vivos para el dia 4 lucian muy enfermos, presentando un color mas
palido y moviéndose poco. Este defecto fue observado sélo para los gusanos ire-1 uggt-
2(RNAI), mientras que en los gusanos KP3948 uggt-2(RNAI) o los gusanos VC1961
heterocigotas para la mutacion del gen uggt-2, no se observaron dichos defectos.

No se observaron estas diferencias para atf-6 o pek-1, donde el retraso es similar al
observado en el experimento anterior. Estos resultados indicarian que CeUGGT-2 es
particularmente relevante para aliviar el estrés de RE durante el desarrollo en gusanos que

poseen la via de ire-1 mutada.
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DISCUSION vy
CONCLUSIONES



CeUGGT-1 es el sensor del contro | de calidad de plegamiento de

glicoproteinas en C. elegans mientras gue CeUGGT-2 carece de actividad
de UGGT

El modelo de control de calidad de plegamiento de glicoproteinas aceptado
actualmente consta de cuatro componentes principales que participan del ciclo de CNX/CRT:
la UGGT que funciona como el sensor del estado de plegamiento de las glicoproteinas y
cataliza la transferencia de una glucosa a proteinas que aun no han alcanzado su estructura
nativa, la enzima GIll encargada de deglucosilar los glicanos y las lectinas chaperonas
CNX/CRT, a las cuales se asocia la proteina oxidoreductasa ERp57, que asisten el
plegamiento de las proteinas que no han alcanzado su estructura tridimensional correcta
(19456). E| genoma de C. elegans codifica para proteinas homélogas a todos los participantes
del control de calidad de plegamiento de glicoproteinas presente en mamiferos, pero no
todas ellas habian sido caracterizadas al inicio de esta tesis, como en el caso particular de la
UGGT.

Existen solamente en Eutelostomi y en algunos miembros del género Caenorhabditis
(filum Nematoda) dos genes que codifican para posibles UGGTs (uggt-1 y uggt-2), mientras
gue los genomas de otros organismos poseen sdélo un gen que codifica para UGGTs como
es el caso de S. pombe, T. cruzi, Drosophila, etc. Con la informacion disponible sobre las
secuencias que se disponen hasta el momento los resultados parecerian indicar que estos
dos genes parecen haber surgido en dos eventos de duplicacién independientes en el caso
de Eutelostomi y en el caso de Caenorhabditis, sin embargo no se dispone de evidencia
suficiente para confirmar esta hipétesis ya que el registro de los grupos intermedios es
incompleto. Como se mencioné en la introduccién, el estudio de la UGGT se ha llevado a
cabo en gran medida en organismos unicelulares, sin embargo en organismos multicelulares
se conoce muy poco sobre la importancia de esta proteina. Los ratones que carecen de
UGGT presentan un fenotipo letal embrionario, por lo que la accion y relevancia biolégica de
esta proteina en dicho organismo adulto se desconoce. El hecho de que C. elegans posea
dos genes que codifican para UGGTs es muy Util ya que por un lado, permite estudiar la
funcion de la UGGT en un organismo multicelular versétil con un ciclo de vida corto y un
genoma compacto en el cual se pueden realizar gran cantidad de estudios genéticos,
bioquimicos, de silenciamiento génico, etc. Por otro lado, nos permite poder estudiar la

funcion de UGGT-2.
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Durante el desarrollo de este trabajo de tesis, caracterizamos la UGGT de C. elegans,
demostramos la existencia de actividad UGGT en el nematodo (Fig. 25). La enzima
responsable de dicha actividad, CeUGGT-1, posee caracteristicas bioquimicas similares a
las que presentan las UGGTSs de otros organismos. En particular se analiz6 el pH 6ptimo y el
requerimiento de cationes (Fig. 27) 7*%" Ademas, realizamos experimentos de expresion
heterdloga, en los cuales expresamos el ORF F48E3.3 y F26H9.8 (llamados en esta tesis
uggt-1 y uggt-2 respectivamente) en células mutanes S. pombe alg6 gptl-, que carecen de
UGGT Yy transfieren MangGIcNAc,, y comprobamos que solo la proteina CeUGGT-1 posee
actividad de UGGT, siendo esta la Unica responsable de la actividad encontrada en
C.elegans (Fig. 28 y 30). S. pombe alg6 gptl- es incapaz de crecer en condiciones de estrés
a 37°C ®”_ Sin embargo, dicho fenotipo es anulado si se expresa el gen gptl+ en el un
plasmido de expresion de levaduras como pREP3X. Se realiz6 un experimento de
complementacion funcional y se analiz6 la capacidad de crecimiento a 37°C de la levadura S.
pombe alg6 gptl- transformada con pREP3X uggt-1, pREP3X uggt-2 y pREP3X Spgptl+. Se
observé que CeUGGT-1l, a pesar de poseer actividad de UGGT, es incapaz de
complementar funcionalmente el fenotipo mutante de la levadura S. pombe alg6 gptl-. Estos
resultados coinciden con los resultados de las Fig. 25 y 28 que mostraban que en ensayos
de medicidn de la actividad de C.elegans y de células de levaduras alg6 gptl- que expresan
dichos genes, la actividad proveniente de CeUGGT-1 seria menor a la actividad de rata o S.
pombe.

Hasta el presente se desconoce la funcion de la proteina codificada por el gen uggt-2
en mamiferos ®?. Para poder estudiar la proteina UGGT-2 de C. elegans se expresé de
forma heteréloga el gen uggt-2 utilizando el mismo disefio experimental que para CeUGGT-1
(una optimizacion de codones para S. pombe que permitié una frecuencia de utilizacién de
codones de 86% para uggt-1 y 87% para uggt-2). Los niveles de expresion de los
mensajeros de los genes que codifican para CeUGGT-1 y CeUGGT-2 son similares (Fig. 29).
Ambas proteinas se expresan correctamente y con el peso molecular adecuado en la
fraccion de RE, sin embargo no fuimos capaces de detectar actividad de UGGT en levaduras
transformadas con pREP3X-uggt-2 tanto in vitro como in vivo (Fig 28 y 30).

Los resultados encontrados parecerian indicar que la Unica proteina con actividad de
UGGT en C.elegans es UGGT-1. El experimento que permitiria corroborar estos resultados
consistiria en medir actividad de UGGT en gusanos mutantes donde se haya delecionado el
gen que codifica para UGGT-1. Sin embargo, como no se disponen de mutantes para uggt-
1, medimos actividad de UGGT en microsomas de gusanos uggt-2(RNAI), uggt-1(RNAI) y
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ofp(RNAI). Encontramos niveles de actividad similares en microsomas de gusanos uggt-
2(RNAI) y en los gusanos control tratados con gfp(RNAI) mientras que los gusanos uggt-
1(RNAI) presentaron una reduccion del 60% en los niveles de actividad de UGGT con
respecto al control (Fig. 32). Estos resultados indicarian que el gen responsable de la
actividad e UGGT es uggt-1.

Como mencionamos anteriormente CeUGGT-1 y CeUGGT-2 poseen un 40% de
identidad y ambos poseen dominios similares en el extremo C-terminal que se encuentra
altamente conservado tanto entre las UGGTs de C. elegans (62% de similitud) como con las
UGGTs de otros organismos (55-90% de similitud). En humanos, como en el resto de los
vertebrados, existen dos genes homélogos que codifican para putativas UGGTs: HUGT-1 y
HUGT-2. Las proteinas codificadas por estos genes presentan un 55% de identidad. Tanto
HUGT-1 como HUGT-2 localizan en el RE, pero solo el primero posee actividad de UGGT y
aumenta su expresion ante condiciones de estrés de RE ®?. La UGGT es una enzima que
presenta dos dominios estructurales, un dominio C-terminal catalitico y otro N-terminal ©V.
En humanos se determind que si bien HUGT-2 carece de actividad de UGGT, su dominio C-
terminal es activo, mientras que su extremo N-terminal es incapaz de reconocer los
determinantes presentes en las proteinas mal plegadas ®*®. El hecho de que CeUGGT-2
carezca de actividad de UGGT pero que posea un alto porcentaje de similitud podria implicar
gue su extremo C-terminal aun participe en el reconocimiento de UDP-Glc y transferencia de
glucosa a proteinas mal plegadas como en el caso de humanos. Para analizar esta
posibilidad, construimos proteinas quiméricas combinando los extremos N y C terminales de
CeUGGT-2 con los extremos de la UGGT de S. pombe y medimos actividad de UGGT in
vitro. Las quimeras fueron construidas de manera tal de conservar intactos los dominios
estructurales al realizar la fusion de ambos dominios y ademas se tuvieron en cuenta para su
construccion los dominios hallados por el programa HHPRED y SMART (Fig. 19,21-23). El
sistema de expresion utilizado para CeUGGT-1 y CeUGGT-2 son células de levaduras,
mientras que para HUGT-1 y HUGT-2 son células de mamiferos. Las proteinas quiméricas
se expresan correctamente en la fraccion de RE (microsomas) y poseen el peso molecular
adecuado (Fig. 31). Sin embargo, ninguna proteina quimérica gener6 una UGGT activa
indicando que el extremo C-terminal de UGGT-2, a diferencia de lo que ocurre en humanos,
seria incapaz de transferir glucosa a proteinas mal plegadas.

Este resultado puede deberse a que, como mencionamos anteriormente, las UGGTs
de C. elegans y de humanos parecen haber surgido en dos eventos independientes y en
cada caso la proteina se haya especializado para desarrollar una actividad distinta por lo
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cual no se conservo la actividad catalitica en ambos casos. En este escenario, CeUGGT-1y
HUGT-1 serian proteinas homdlogas que cumplen la misma funcién de sensor mientras que
CeUGGT-2 y HUGT-2 no lo serian. Sin embargo, en los experimentos realizados con las
UGGTs de humanos, la quimera activa que combinaba el extremo N terminal de HUGT-1
con el C-terminal de HUGT-2, conservo sélo un 46% de actividad con respecto a la HUGT-1
@ por este motivo, es posible que la quimera obtenida combinando CeUGGT-2 y la UGGT
de S. pombe, haya resultado en un nivel de actividad muy bajo y no haya sido posible
detectarlo en los ensayos in vitro. También existen ciertas similitudes entre HUGT-2 y
CeUGGT-2. Ambas localizan en el RE y no aumentan su expresion en condiciones de
estrés. Ambas poseen porcentajes de expresion muy bajos como muestran los registros de
expresion de "The gene expression atlas - European Bioinformatics Institute”. Por lo tanto,
otro escenario posible, que no puede dejar de considerarse es que ambas hayan surgido de
la misma duplicacion original y que ambas desempefien la misma funcion pero que la
conservacion de la actividad no haya sido relevante para la funcibn que cumplen
actualmente.

CeUGGT-2 realizaria una nueva funcién biologica en el RE de la cual se discutira

mas adelante.

CeUGGT-1 posee una exp resion ubicua en C.elegans. Tanto CeUGGT-1

como CeUGGT-2 se expresan durante t odo el ciclo de vida del nematodo

con un pico de exp resion en L2/L.3

Se analiz6 el patron de expresion corporal de CeUGGT-1 mediante la construccion de
lineas de gusanos transgénicos en los cuales se microinyecté un fosmido contendiendo el
gen uggt-1 con la secuencia de la gfp rio arriba del gen. CeUGGT-1 se expresa en todos los
tejidos del nematodo: células musculares, intestino, hipodermis, faringe, sistema nervioso y
sistema reproductor (Fig. 42). También se observé expresion en huevos, larvas y gusanos
adultos. Dado que la construccién utilizada genera una estructura extracromosomal, que no
fue integrada al genoma, los gusanos transgénicos presentaron mosaicismos en cuanto a la
expresion del mencionado reportero. A partir de la observacion de varios gusanos es que se
puede determinar la expresién de la proteina ‘5%, E| patrén de expresién encontrado para
CeUGGT-1 es similar al encontrado para CRT que se expresa en varios tejidos incluidos
intestino, Gtero, faringe y pared muscular “®”. También es consistente con el resultado

encontrado por “The Nematode Expression Pattern Database (NEXTDB 4.0) por el
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laboratorio de Kohara que realizdé un proyecto a gran escala de hibridacién in situ, en el cual
han observado que el gen uggt-1 se expresa en todas las células y estadios del nematodo
(182)_

En experimentos anteriores, habiamos observado la expresion de CeUGGT-1 en
sistema nervioso solamente (Fig. 37 y 38). En estos experimentos se utilizé6 un promotor de
300 pb el cual fue clonado al plasmido pPD95_75 rio abajo de la gfp. Esta eleccion fue
basada en el proyecto Promoterome %, y probablemente esta regién sea sélo un fragmento
del promotor uggt-1 que dirigiria la expresion en sistema nervioso. Este patron de expresion
ya habia sido observado anteriormente para otras proteinas del control de calidad como CNX
que ademaés se expresa en células H excretorias y en la espermateca “?°. Este fragmento de
promotor dirige especificamente la expresion de UGGT-1 en neuronas probablemente para
manejar el pronunciado incremento en la sintesis de glicoproteinas de membrana tanto
durante la diferenciacion como durante el crecimiento. Ya ha sido previamente reportado en
mamiferos que las neuronas deben manejar una alta tasa de sintesis de glicoproteinas que
genera un nivel de UPR fisiolégico durante el desarrollo °7.

Lamentablemente, tanto en los experimentos donde utilizamos el sistema de
fésmidos como en los experimentos en los que utilizamos el promotor elegido por el proyecto
Promoterome clonado al plasmido pPD95 75 (2Kpb), no hemos podido observar expresién
de CeUGGT-2. En el caso del promotor de uggt-2 de 2 Kpb, el hecho de no haber observado
expresion puede deberse a que dicho fragmento no corresponda al promotor completo y por
lo tanto no sea suficiente para observar expresion del gen. También puede deberse a que el
promotor del gen uggt-2 sea complejo por lo que podria poseer secuencias regulatorias que
se encuentran varios Kpb alejadas del gen u otros factores especificos o bien, que necesite
de algunos de los intrones o del 3'UTR de uggt-2 para su expresion . El 3’'UTR en
muchos casos es fundamental para la correcta expresién de un gen en C. elegans 9979,
Otra posibilidad es que, como se observo en los experimentos de Real time, el nivel de
expresion sea muy bajo y por lo tanto los niveles de deteccion no sean los adecuados para la
visualizacién por este sistema.

Por otro lado, se microinyectaron gusanos lin-15 con el fdsmido que contenia al gen
uggt-2-SL2-mCherry junto con el marcador de co-inyeccion lin-15 y se seleccionaron
aquellos nematodos trangénicos que revirtieron el fenotipo multivulva. En ninguno de estos
nematodos se pudo observar expresion de mCherry. Este efecto, al igual que en el caso
anterior, podria deberse a que los bajos niveles de expresion observados para uggt-2 (3% de
uggt-1) (Fig. 36) no permitan observar la expresion de mCherry correctamente. Otra
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posibilidad es que el mismo gen uggt-2, al poseer un nivel de expresién tan bajo, si se
introducen otras copias del mismo aumentando su expresion, produzca un efecto toxico y se
altere la homeostasis de la célula. También este efecto puede deberse a otros genes que se
encuentren contenidos en el fésmido que puedan resultar téxicos al aumentar el nimero de
copia de los mismos. Si este fuera el problema se podria utilizar en experimentos futuros un
fésmido que contenga un nimero menor de genes.

Otro enfoque que abordamos para analizar la expresion de estos genes fue el estudio
de la expresion por Real Time. No existe un método de fraccionamiento sencillo que nos
permita estudiar érganos o tejidos en el nematodo. Mediante Real Time PCR hemos podido
detectar expresion de uggt-1 y uggt-2 durante todo el ciclo de vida del nematodo con un
maximo de expresion en L2/L3 (Fig. 36). Estos resultados nos indicaron que que si bien la
proteina UGGT-2 carece de actividad, uggt-2 se expresa. Cabe mencionar que, “The
Nematode Expression Pattern Database (NEXTDB 4.0) del laboratorio de Kohara no ha
podido detectar expresién del gen uggt-2 de C. elegans por hibridacién in situ tampoco 82,

Se realizaron experimentos de silenciamiento génico con RNAI contra los genes uggt-
1 y uggt-2 y se observo que la falta de ambos genes produce un retraso en el desarrollo por
lo que los gusanos permanecen mas tiempo en cada estadio larvario antes de pasar al
siguiente probablemente intentando manejar un nivel de estrés enddgeno que surge de una
mayor demanda de proteinas que se deben sintetizar en algunos momentos especificos del
desarrollo. Por este motivo, el pico de expresion observado en L2/L3 para uggt-1 y uggt-2
por Real Time PCR, es coincidente con el hecho de que se observa en el dia 3 de desarrollo
gue un 12.5% de gusanos uggt-1(RNAI) se encuentran en L2/L3, un 6% de gusanos uggt-
2(RNAI) se encuentran en L2/L3 mientras que los gusanos control gfp(RNAI) no poseen
gusanos en dichos estadios siendo ya todos L4 y adultos (Fig 48 B).

También se estudio el desarrollo en gusanos mutantes VC1961. El pico de expresion
en L2/L3 coincide con el hecho de que los gusanos homocigotos para la delecién uggt-2 se
arrestan en estadios embrionarios o en estadio de L1 ya que no pueden continuar su
desarrollo a L2/L3 cuando se requiere un nivel de expresion elevado de este gen. Estos
resultados se relacionan con el hecho de que la expresion de muchas proteinas que se
inducen para restaurar la homeostasis del RE en condiciones de estés por factores externos,
también son requeridas para el normal desarrollo de C. elegans aun en ausencia de estrés
(200)'

El retraso en el desarrollo observado por RNAIi se incrementa en condiciones de
estrés de RE, donde la expresion de ambos genes en L2/L3 resultaria imprescindible. Un
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20% de los gusanos uggt-1(RNAI) tratados con 10 pg/ml de TN (que inhibe la glicosilacion
generando la sintesis de proteinas hipoglicosiladas y la consecuente acumulacion de
proteinas mal plegadas), permanecio arrestado en L2/L3 en el dia 5 y el 80% restante en L4,
mientras que el control gfp (RNAI) no presentaba gusanos arrestados en L2/L3 y solo un
25% permanecié en L4 mientras que el resto ya se encontraba en estadio adulto (Fig. 53).
En el caso de uggt-2(RNAI) tratados con 10 pg/ml de TN en el dia 5, un 80% de los gusanos
se encontraba en estadios de L2/L3 y no ha podido pasar a estadios superiores (Fig. 53).

Ademas, C. elegans, luego del estadio L1 puede seguir su desarrollo a L2/L3 o bien
puede entrar en el estadio “dauer” si las condiciones del medio son desfavorables ®*V. Los
gusanos que contindan su desarrollo a L2/L3, deben aumentar su tamafio y cambiar la
cuticula ademas de comenzar a desarrollar la vulva para ingresar a la etapa reproductiva lo
cual implicaria una alta sintesis proteica. Dado que los gusanos uggt-1(RNAI) y uggt-2(RNAI)
no sensan condiciones desfavorables en el medio y no ingresan al estadio de “dauer”, siguen
su desarrollo a L2/L3. Sin embargo, permanecen mas tiempo en dicho estadio ya que la
magquinaria de sintesis de proteinas se activaria de forma de producir gran cantidad de
proteinas y el RE no podria garantizar el correcto plegamiento de las mismas generando
condiciones de estrés. Aquellos nematodos que pueden continuar el desarrollo mediante un
mecanismo compensatorio aliviando el estrés de RE, logran continuar al estadio L4. Sin
embargo, este mecanismo compensatorio no es suficiente ya que en el estadio L4 se
observa también retraso probablemente debido a que en dicho estadio también hay alta
sintesis proteica ya que el nematodo termina de desarrollar la vulva para ingresar a la etapa
reproductiva.

Estos resultados evidencian que el pico de expresion de ambos genes es coincidente
con la necesidad de los mismos durante el desarrollo para poder sobrellevar el estrés

“fisioldgico” producido por la alta sintesis proteica durante los estadios larvarios.

CeUGGT-1y CeUGGT-2 cumplirian distintas funciones biol6gicas

Mediante los distintos experimentos que hemos realizado, se ha demostrado que
ambos homélogos de C. elegans cumplirian distintas funciones biolégicas. Un primer hecho
a considerar es que la proteina codificada por el gen uggt-1 es la responsable de la actividad
de UGGT en C. elegans mientras que la proteina codificada por el gen uggt-2 carece de
dicha actividad. Por otro lado, se observa en forma analoga a lo que ocurre en humanos, la
induccion de la expresion del gen uggt-1 en condiciones de estrés de RE y no la de uggt-2
(Fig.45) ®2 uggt-1 se induce por estrés de RE debido a la inhibicién de la N-glicosilacién en
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presencia de TN a través de la via de IRE-1 ya que posee un elemento UPRE en la
secuencia del promotor. Esto ya habia sido observado para CRT-1 que también se induce
con TN a través de la via de ire-1. uggt-2 carece de secuencias UPRE, ERSE-I o ERSE-II.
La via de Ire-1 en C. elegans es la responsable de la induccion de la mayor parte de los
genes de la UPR canénicos, incluidas chaperonas del RE y componentes de ERAD 9.

Por otro lado, los fenotipos encontrados en gusanos sometidos a silenciamiento
génico por RNAI para uggt-1(RNAI) y uggt-2(RNAI) son diferentes. Mientras que en el
analisis de supervivencia los gusanos uggt-1(RNAIi) muestran una diferencia significativa con
respecto al control gfp(RNAI), los niveles de supervivencia de uggt-2(RNAI) son similares a
los del control (Fig. 48). Esto indica que una vez alcanzado el estadio adulto, la ausencia de
la proteina UGGT-1 genera que se incrementen los procesos que llevan al envejecimiento.
En cuanto al retraso en el desarrollo, si bien tanto uggt-1(RNAi) como uggt-2(RNAI)
presentan un retraso en el desarrollo, el nivel de retraso observado para uggt-1(RNAI) y
uggt-2(RNAI) es diferente (Fig. 48, 53 y 54). El retraso en el desarrollo también se observa
para gusanos heterocigotas uggt-2 +/-, observandose los mismos efectos que en uggt-
2(RNAI) dados por la disminucién de la expresion del gen (Fig. 50B). Ademas en gusanos
mutantes uggt-2 -/- se observa un arresto en estadios embrionarios y en L1 tempranas,
indicando que el gen uggt-2 es un gen esencial (Fig. 50A). El gen uggt-2 se encuentra
delecionado afectando los exones 2, 3 y 4. La delecion tm2318 que afecta el gen hsp-70,
codificado en el intrén largo del gen uggt-2, no es letal para el nematodo, indicando que la
delecion ok2510 es especifica del gen uggt-2 (Fig. 49). El hecho de que UGGT-1 no sea
capaz de reemplazar la pérdida de funcion de UGGT-2 en el gusano homocigota para la
delecion del gen uggt-2 refuerza la idea que estas proteinas tienen distintas actividades
biologicas. Se obtuvo una cepa mutante del gen uggt-1 en C. elegans en el laboratorio de la
Dra. Monica Driscoll. Esta mutacién no es esencial como se muestra en la tesis doctoral de
Yury Nufiez Lopez ©®°?. De manera similar a C. elegans, el mutante de S. pombe que no
posee UGGT es viable, sin embargo ratones uggt-1 (-/-) presentan un fenotipo letal
embrionario en E13, este fenotipo es variable y algunos ratones sobreviven hasta su
nacimiento ®°. La presencia de HUGT-2 tampoco puede reemplazar la funcién de la HUGT-1
en estos ratones. Los gusanos uggt-2 -/- arrestados en L1, poseen un tamafo similar al de
los huevos, indicando que el arresto de los mismos se produce en un estadio L1 muy
temprano. El desarrollo se encuentra interrumpido y se observaron gusanos con problemas
en el desarrollo del intestino y en la cuticula ya que se observan bordes irregulares y
pliegues en el borde exterior del cuerpo (Fig. 51).
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En C. elegans se observé que la penetrancia de otros genes que participan en el
mecanismo de sintesis de glicoproteinas es similar al encontrado para el gen uggt-2. Por
ejemplo, la mutacién del gen algl0 es letal en el nematodo, sin embargo algunos gusanos
nacen presentando arresto larval y menor tamafo. De la misma manera, otros genes como
pdi-2 y cnx-1 son importantes para el correcto desarrollo del embrion. En mamiferos también
se observaron fenotipos similares para genes que codifican proteinas de la sintesis de
glicoproteinas y del control de calidad. Ratones mutantes grp78-/- son letales, sin embargo
los ratones grp78+/- son viables. Aquellos ratones mutantes cnx -/- mueren a los dos dias de
desarrollo presentando problemas motores y un menor tamario, situacion similar a la que
ocurre en los nematodos uggt-2-/-.

CeUGGT-2 es necesaria ademas para el desarrollo en condiciones de estrés, al igual
gue CeUGGT-1. En condiciones de estrés de RE severas, como la observada en 10 pg/ml
de TN, un 20% de los gusanos uggt-1(RNAi) y un 80% de los gusanos uggt-2(RNAI)
permanecen en estadios de L2/L3 y el porcentaje restante en L4, mientras que en el control
no hay gusanos en L2/L3, el 80% de los gusanos se encuentran en estadio adulto y el 20%
solamente en L4 (Fig. 53). Esta observacién es coincidente con el pico de expresion
observado en L2/L3 tanto para uggt-1 como para uggt-2 (Fig. 36).

Sin embargo, descubrimos que los gusanos ire-1 uggt-2 (RNAIi) que carecen de la
proteina involucrada en la via de sefializacién por la que se estimula la uggt-1, en presencia
de concentraciones de TN muy bajas (2.5 pg/ml), presentaron un nivel de retraso mucho
mayor al encontrado en gusanos KP3948 uggt-2 (RNAI). Los gusanos uggt-2(RNAI) lucian
muy enfermos y palidos y 45% de ellos murieron para el dia 4 (Fig.54). Del porcentaje de
gusanos ire-1 uggt-2 (RNAI) restantes que sobrevivieron, un 50% arrestd su crecimiento en
L2/L3 en el dia 4. Este efecto no fue observado para uggt-1(RNAI) ni para gfp(RNAI). Este
resultado confirma que ambas proteinas homélogas jugarian roles diferentes. La funcion
diferencial de CeUGGT-2 se vuelve evidente en células que no pueden mantener la
homeostasis del RE ante condiciones de estrés. Como los gusanos ire-1 no pueden
transducir la sefial que produce la sintesis de proteinas que alivian el estrés de RE, la
homeostasis del RE no puede ser reestablecida y por lo tanto se produce un arresto de los
gusanos en estadios larvales o se producen defectos graves que llevan a la muerte de los
gusanos durante el desarrollo. Los gusanos ire-1-/- son viables, sin embargo son sensibles a
estrés de RE, por lo tanto uggt-2 deberia causar estrés produciendo la muerte de los
gusanos ire-1 mutantes (Fig. 54). En este contexto existirian dos vias para manejar el estrés
de RE, una dada por la via de IRE-1 que aumenta la expresion de UGGT-1 y otro a través de

156



UGGT-2. Por este motivo, en gusanos uggt-2(RNAI) que carecen de la posibilidad de aliviar
el estrés a través de UGGT-1, el efecto es mayor y mueren. Bajo las mismas condiciones la
falta de CeUGGT-1 produce los mismos efectos observados en gusanos que poseen los tres
transductores de la UPR, confirmando efectos de ambos homélogos diferentes. Se podria
decir que CeUGGT-2 podria estar involucrado en aliviar el estrés de RE que las células
deben afrontar durante el desarrollo mediante un mecanismo diferente. El hecho de que el
mutante de cnx/crt pero no los mutantes de uggt-2 -/- sean viables indica que el rol biolégico
de CeUGGT-2 no depende de las lectinas chaperonas como las UGGTS canonicas.

La funcién de CeUGGT-2 esta relacionada a aliviar el estrés de RE. Esta funcion
podria estar dada por el reconocimiento de otro nucleétido azicar que no sea UDP-GIc, o
bien podria reconocer otro tipo de sustrato como lipidos. Otra posibilidad es que al ser un
gen gue se exprese poco, esté involucrada en algun evento de sefializacién y sus niveles de
expresion sean fundamentales para dicha funcién. C. elegans provee un modelo genético
excelente para el estudio de la funcién del homdélogo de UGGT que carece de actividad
(CeUGGT-2) y constituye un sistema apropiado para el estudio del rol de las

glucosiltransferasas en enfermedades relacionadas al plegamiento.
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Conclusiones

1) C. elegans posee dos genes con caracteristicas similares a las UGGTs de distintos
organismos. Ambos genes poseen un 40% de identidad entre ellos y su extremo C-terminal
se encuentra altamente conservado al igual que ocurre con otras UGGTS (55-90%).
CeUGGT-1 posee un porcentaje de identidad mayor con las UGGTs de humanos que
CeUGGT-2 (40% y 35% respectivamente).

2) CeUGGT-1 y CeUGGT-2 poseen dominios conservados en el extremo C-terminal que
estan involucrados en la transferencia de glucosa desde el nucleétido azucar. En el extremo
N-terminal existen ciertas zonas de estructura TRX-like de formacion de enlaces disulfuro

gue estarian involucradas en el reconocimiento de las proteinas mal plegadas.

3) C. elegans posee actividad de UGGT, la cual es dependiente de la concentracién de Ca*?
y de un pH éptimo neutral al igual que otras UGGTs conocidas. Su temperatura 6ptima es
24°C. Ademas, la TG DES es mejor aceptor que la SBA DES.

4) El gen uggt-1 codifica para la UGGT activa mientras que el gen uggt-2 carece de actividad
de UGGT. Los niveles de mRNA de ambos genes son similares y las proteinas CeUGGT-1y
CeUGGT-2 poseen el peso molecular adecuado y se encuentran presentes en la fraccion

enriquecida en RE.

5) El extremo C-terminal de CeUGGT-2 seria inactivo, y por lo tanto habria perdido la
capacidad de transferir glucosa a proteinas mal plegadas.

6) Los niveles de actividad de CeUGGT-1 serian menores a los de S. pombe spgtl+ y la
UGGT de higado de rata por lo que CeUGGT-1 no puede complementar funcionalmente el

mutante S.pombe alg6 gptl- .
7) CeUGGT-1 y CeUGGT-2 se expresan en todos los estadios del nematodo con un pico de
expresion en L2/L3. El gen uggt-1 se expresa aprox. un 30% con respecto al gen ama-1. El

gen uggt-2 posee niveles de expresion menores a los de uggt-1 (3%).
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8) CeUGGT-1 se expresa en células musculares, intestino, hipodermis, faringe, sistema
nervioso y sistema reproductor. Existe una porcién del promotor del gen uggt-1 que posee
elementos UPRE y que deriva la expresion en sistema nervioso. En ambos casos la

expresion puede observarse en huevos, larvas y estadio adulto.

9) uggt-1 se induce en condiciones de estrés de RE mientras que uggt-2 no lo hace ya sea

en estadio adulto o en L2/L3 donde los niveles de expresidn son mayores.

10) El promotor de uggt-1 posee un elemento UPRE. No se encontraron elementos UPRE,
ERSE-1 o ERSE-II en el promotor de uggt-2. La transcripcion de uggt-1 estaria regulada por

la via de sefalizacion de ire-1 en condiciones de estrés que desencadenan la UPR.

11) La falta de CeUGGT-1 produce una reduccién en la supervivencia. La falta de CeUGGT-
1y CeUGGT-2 producen un retraso en el desarrollo que se ve aumentado en condiciones de

estrés de RE.

12) uggt-2 es un gen esencial. La mayor parte de los gusanos se arrestan en estadios
larvarios y algunos en el estadio de L1. Los gusanos heterocigotos, presentan un retraso en
el desarrollo, al igual que se observé en el caso de la disminucién de la expresion de uggt-2
por RNAI. Los gusanos L1 arrestados poseen un tamafio menor, poseen pliegues en el
cuerpo indicando posibles problemas en la cuticula y parecen presentar problemas en el

intestino.

13) CeUGGT-2 es relevante para aliviar el estrés de RE en ausencia de la proteina IRE-1 en

condiciones de estrés de RE.
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