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Rol de la Subunidad B de la Glucosidasa Il en el Control de Calidad del

Plegamiento de Glicoproteinas en el Reticulo Endoplasmico

La Glucosidasa Il (Gll) cumple un rol fundamental en la biogénesis de glicoproteinas
en el reticulo endoplasmico (RE). Es responsable por la remocion secuencial de los dos
residuos de glucosa (Glc) mas internos del glicano (GlcsMangGIcNAc,) transferido a los
residuos de Asn en las glicoproteinas nacientes en la via secretoria. Gl participa en los
ciclos de Calnexina (CNX)/Calreticulina (CRT) ya que remueve el residuo de Glc agregado a
intermediarios de plegamiento por la UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa (UGGT). La
Gll un es un heterodimero soluble del RE cuya subunidad a (Glla) posee el sitio catalitico
mientras que el rol de la subunidad B (GlI3) es controvertido, si bien ha sido involucrada en la
retencion en el RE de Gll y en el plegamiento de Glla. En esta tesis demostramos que en
ausencia de GIIB, la subunidad catalitica Glla de la levadura de fision Schizosaccharomyces
pombe (un organismo que posee un mecanismo de control de calidad de plegamiento de
proteinas similar al presente en células de mamiferos) adopta una conformacion activa y es
capaz de hidrolizar el analogo de sustrato p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido. Sin embargo GIIB
es necesaria para la correcta localizacion de Gll en el RE y para la deglucosilacion eficiente
de los sustratos fisioldgicos Glc,MangGIcNAc, y GlciMangGIcNACc,. El dominio homdélogo al
dominio lectina del receptor de Manosa 6-fosfato presente en el C-terminal de GIIp
interacciona con manosas en las ramas B y/o C de los N-glicanos mediando la hidrdlisis del
sustrato por Glla. Demostramos, también, que el dominio G2B del N-terminal de GIIf es
necesario para la interaccion Glla-GlIB. Por ultimo, demostramos que una reduccion en el
contenido de manosas de los N-glicanos disminuyd significativamente la deglucosilacion in
vivo mediada por GllI pero no afecté la glucosilacion in vivo mediada por UGGT, favoreciendo
la formacién de derivados monoglucosilados. Esto sugiere que Gll funcionaria como un
regulador de la permanencia en los ciclos de CNX/CRT de las glicoproteinas que se pliegan
muy lentamente, y por lo tanto han sido demanosiladas, otorgando mas oportunidades de

plegamiento a las proteinas antes de enviarlas a degradacion.

Palabras clave: Glucosidasa I, Reticulo Endoplasmico, N-glicosilacion, Plegamiento de

glicoproteinas, Control de Calidad



The role of Glucosidase Il 8 subunit in the quality control of glycoprotein

folding in the Endoplasmic Reticulum

Glucosidase Il (Gll) plays a key role in glycoprotein biogenesis in the endoplasmic
reticulum (ER). It is responsible for the sequential removal of the two innermost glucose
residues from the glycan (GlcsMangGIcNAC,) transferred to Asn residues in proteins. Gll
participates in the Calnexin (CNX)/Calreticulin (CRT) cycle as it also removes the single
glucose unit added to folding intermediates and misfolded glycoproteins by the UDP-
Glc:glycoprotein glucosyltransferase (UGGT). Gll is a heterodimer whose a subunit (Glla)
bears the glycosyl hydrolase active site, whereas its 3 subunit (GlIB) role is controversial and
has been reported to be involved in Glla ER retention and folding. Here, we report that in the
absence of GlIB, the catalytic subunit Glla of the fission yeast Schizosaccharomyces pombe
(an organism displaying a glycoprotein folding quality control mechanism similar to that
occurring in mammalian cells) folds to an active conformation able to hydrolyze p-nitrophenyl-
a-D-glucopyranoside. However, GlIB is required for correct Gll ER retention and for efficient
deglucosylation of the physiological substrates Glc,MangGIcNAc, and GlciMangGIcNAc,. The
interaction of the mannose 6-phosphate receptor homologous domain present in the C-
terminal of GIIB and mannoses in the B and/or C arms of the glycans mediates N-glycan
hydrolysis enhancement. We also found that the N-terminal GIIf G2B domain is essential for
Glla-GlIB interaction. Finally, we show that a decrease in the N-glycan mannose content sig-
nificantly diminished in vivo Gll-mediated deglucosylation but did not affect in vivo UGGT
activity. This suggests that Gll may be an in vivo regulator of misfolded and slow-folding
glycoprotein permanence in the ER as these glycoproteins are characterized by a detectable
ER mannosidase(s)-catalyzed N-glycan demannosylation and therefore, an increased
possibility of displaying monoglucosylated structures able to interact with CNX or CRT for

longer time periods is likely to occur.

Key words: Glucosidase Il, Endoplasmic reticulum, N-glycosylation, Glycoprotein Folding,

Quality Control.
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INTRODUCCION



Alrededor de un tercio de las proteinas sintetizadas en las células eucariontes son
cotraduccionalmente translocadas al reticulo endoplasmico (RE). Los polipéptidos nacientes
que emergen en el lumen del RE son expuestos a maquinarias que asisten a la maduracion
conformacional y a mecanismos disefiados a retener y eventualmente destruir las proteinas
irreversiblemente mal plegadas. La homeostasis celular depende del balance regulado entre

estas actividades (1).

Sintesis de proteinas en la via secretoria

El lumen del RE es el sitio de maduracion de todas las proteinas de la via secretoria,
es decir, aquellas destinadas a los compartimentos endociticos y exociticos y a la membrana
plasmatica. Los polipéptidos que ingresan al RE se pliegan, oligomerizan y sufren
modificaciones post traduccionales tales como N-glicosilacién, isomerizacién de prolinas,

formacion de puentes disulfuro, etc (1).

La mayor parte de las proteinas que ingresan al RE estan caracterizadas por la
presencia de una secuencia corta en el extremo N-terminal altamente hidrofébica: el péptido
senal. Dicho péptido permite el anclaje de la proteina a la membrana del RE y su posterior
translocacion al lumen, y es normalmente removido cotraduccionalmente. Las proteinas son
translocadas al RE a través de un canal formado por el complejo heterotrimérico Sec61
(Figura 1), al que ingresan como cadenas desplegadas. La fuerza que dirige su translocacion
proviene tanto de la elongacién misma de la cadena como de la hidrélisis de GTP durante la
traduccién (2). Las cadenas polipeptidicas nacientes que emergen del poro del translocén
exponen parches hidrofébicos, cisteinas reactivas desapareadas y otros determinantes
propensos a la agregacion que durante el proceso de plegamiento acabaran orientados
hacia el interior de los conféormeros nativos. La intervencién inmediata de chaperonas
moleculares como BiP/Grp78 (familia de Hsp70) y Grp94 (familia Hsp90) y de otras enzimas
del plegamiento como proteinas disulfuro isomerasas (PDIs, entre las que se encuentran
ERpS57, ERp72 y PDI) situadas sobre la cara luminal del RE es esencial para evitar la
agregacién, mantener a las proteinas nacientes en un estado competente de plegamiento y
para facilitar las fases de la maduracién oxidativa del polipéptido (Figura 1). Asi, las
proteinas pueden comenzar a plegarse y ensamblarse en los complejos multiméricos incluso
antes de que se complete su sintesis (1).

Aquellas proteinas que son N-glicosiladas son capaces de asociarse a las
chaperonas/lectinas del RE Calnexina (CNX) o su homodlogo soluble Calreticulina (CRT) y
dicha asociacién facilita la actividad de enzimas del plegamiento que catalizan reacciones
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Introduccion

como la formacién de puentes disulfuro intra o intercatenarias o la peptidil-prolil cis/trans

isomerizacion.

La asociacion a chaperonas y/o lectinas chaperonas también ayuda a retener
proteinas dentro del RE hasta que se encuentren completamente plegadas ya que las
chaperonas llevan secuencias de retencion/recuperacion al RE tales como XDEL para
proteinas luminales o KKXX para proteinas de membrana tipo I. Las proteinas que alcanzan

su correcto plegamiento continian su camino por la via secretoria (1).

Lumen del RE

Ribosoma :
- Citasol

Figura 1. Translocacién co-traduccional de proteinas al lumen del RE y maduracién. Las
cadenas nacientes son co-traduccionalmente transportadas al lumen del RE a través del complejo
Sec61. Las proteinas nacientes se asocian con distintas chaperonas moleculares y enzimas del
plegamiento residentes del RE (ERp57, PDI, GRP94, BiP; CNX: calnexina y PDI: proteina disulfuro
isomerasa) y son sustrato de diversas enzimas modificadoras (OST: oligosacariltransferasa; Gl y Gll:
glucosidasas | y Il respectivamente. Los residuos de Asn de la secuencia Asn-X-Ser/Thr son
modificados por la OST con la adicion covalente de un oligosacarido pre ensamblado en un Dolicol-P-
P (N-glicosilacion). Figura modificada a partir de la referencia 1.
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N-glicosilacién

La glicosilacion es una modificacion post-traduccional que expande la diversidad del
proteoma celular. En particular, la N-glicosilacion afecta profundamente las propiedades
biofisicas de las glicoproteinas tales como su conformacion y solubilidad (se agrega un grupo
altamente hidrofilico y voluminoso), y permite el reconocimiento por proteinas que unen a
glicanos (lectinas). Los N-glicanos juegan un rol critico, ademas, en una gran variedad
procesos bioldégicos como el destino intracelular de proteinas, la motilidad celular, el
reconocimiento célula-célula y la respuesta inmune. Esta modificacion post-traduccional es
también uno de los mecanismos destinados a asegurar que las glicoproteinas de la via

secretoria alcancen una estructura nativa funcional (1).

La N-glicosilacion se encuentra altamente conservada y ocurre en los tres dominios
de la vida: Bacteria, Archaea y Eukarya (3). La N-glicosilacién en eucariotas consiste en el
agregado de un oligosacarido de composicion GlcsMangGIcNAc, (G3M9, Figura 2) a los
residuos de Asn en la secuencia Asn-X-Ser/Thr (donde X es cualquier aminoacido excepto
Pro) de péptidos nacientes en el lumen del RE. La transferencia del glicano preensamblado
es llevada a cabo por la oligosacariliransferasa (OST) desde el dador lipidico dolicol
pirofosfato (Dol-P-P), en la membrana del RE, cuando el residuo de Asn se encuentra a una

distancia de 10-12 aminoacidos de la membrana interna del RE (Figura 1) (4, 5).

La composicidon del oligosacarido transferido (G3M9) durante la N-glicosilacion en
eucariontes se encuentra conservada y es la misma en animales, hongos y plantas. Esta
estructura comun contrasta con la enorme diversidad de glicanos encontrada en las
glicoproteinas maduras, que resulta de su modificacion a lo largo de la via secretoria (6).
Luego de la remodelacion inicial de glicanos en el RE por parte de glucosidasas y
manosidasas (estos procesos seran objeto de estudio central en este trabajo), el
procesamiento de N-glicanos en el Golgi involucra la accion de numerosas
glicosiltransferasas que resultan en la generacion de glicanos altamente complejos y
diversos (7).

Las modificaciones post-RE de glicanos en levaduras involucran la adicién de
residuos de Man resultando en glicanos altamente manosilados y ramificados. En
mamiferos, las glicosiltransferasas del Golgi adicionan diversos monosacaridos tales como
N-acetilglucosamina (GIcNAc), galactosa (Gal), acido sialico, fucosa, y N-acetilgalactosamina
(GalNAc) (8, 9).
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Figura 2. Estructura del oligosacarido transferido a las proteinas durante la N-glicosilacién
(Glc;MangGIcNAC,). Las letras (a, b, c,...) siguen el orden de adicion 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 m y I. La UGGT re-
agrega el residuo |. EndoH: sitio de corte de la Endo H. La rama A comprende los residuos d, f, gy /-
n. La rama B comprende los residuos h e i. La rama C comprende los residuos j y k.

Control de calidad de plegamiento de glicoproteinas en el RE

El procesamiento del glicano G3M9 comienza inmediatamente después de su
transferencia a las proteinas: la Glucosidasa | (Gl) remueve el residuo de glucosa (Glc) mas
externo (residuo n en la Figura 2) formandose Glc,MangGIcNAc, (G2M9) y posteriormente la
Glucosidasa Il (Gll) remueve los dos residuos de Glc restantes (Glc m y / en la Figura 2),
formandose sucesivamente Glc;MangyGIcNAc, (G1M9) y MangGIcNAc, (M9) (3). La remocion
de las Glc por Gl y Gll determina la formacién de estructuras monoglucosiladas que permiten
la interaccion de las glicoproteinas con las lectinas/chaperonas del RE CNX y CRT (Figuras
1y 3) (6). CNX es una proteina de membrana de tipo | y CRT es su homdlogo soluble.
Ambas contienen un unico dominio globular de unién a carbohidratos y un dominio rico en
prolinas, llamado dominio P. Este dominio recluta a la oxidoreductasa ERp57 (Figura 1) que
cataliza la formacion de puentes disulfuro en polipéptidos en proceso de plegamiento. El
dominio globular de tipo lectina de CNX y CRT puede acomodar la rama A completa del

glicano monoglucosilado sobre una lamina 8 concava, donde la Glc interacciona por uniones
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de tipo puente hidrogeno con tres residuos aminoacidicos (3). La interaccién de las
glicoproteinas monoglucosiladas con CNX y/o CRT facilita el plegamiento y previene la
agregacién, permitiendo la interaccibn con otras chaperonas y reteniendo a las
glicoproteinas en el RE hasta que adquieran su estructura terciaria nativa. La remocién de la
Glc mas interna (residuo /, Figura 2) libera a las glicoproteinas de la unién a CNX y/o CRT (6)
(Figura 3).

Los oligosacaridos monoglucosilados se producen no soélo por deglucosilacién del
glicano transferido sino también por re-glucosilacion del oligosacarido M9 por la
UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa (UGGT). La UGGT actia como un sensor del
estado conformacional de las proteinas, ya que esta transfiere una Glc (residuo /, Figura 2) al
oligosacarido M9 de glicoproteinas solo si no han alcanzado aun su estructura plegada
nativa. Durante su plegamiento, las glicoproteinas alternan entre los estados
monoglucosilado y deglucosilado, catalizados por las actividades opuestas de UGGT y Gill.
Estos estados permiten la re-asociacion y disociacion de las glicoproteinas con CNX y CRT
dando lugar al llamado “ciclo de CNX/CRT”. Una vez plegadas correctamente, las
glicoproteinas son sustrato de Gll pero no de UGGT y siguen su transito hacia el aparato de
Golgi. Este proceso se conoce como “Control de calidad del plegamiento de glicoproteinas
en el RE” (Figuras 3) (8).

Si el plegamiento resulta defectuoso, la prolongada permanencia en el RE expone a
los N-glicanos a a1,2-manosidasas de RE (ERManl y EDEM 1, 2 y 3, en mamiferos, o Mnslp
y Htm1p en levaduras) que remueven los residuos terminales de Man. La progresiva
demanosilacion del glicano bajaria su afinidad como ligando de CNX y/o CRT. Esto facilitaria
la interrupcion del ciclo y conduciria a las glicoproteinas irreversiblemente mal plegadas a ser
retrotranslocadas al citosol donde son degradadas en los proteasomas. Este proceso es
conocido como “degradacion asociada al RE” (ERAD) (Figura 3) (10, 11).

A continuacion se describen las caracteristicas de las enzimas que catalizan la N-

glicosilacién y la modificacion posterior del glicano transferido.
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Figura 3. 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 translocén Sec61. Dos Glc son
removidas por la accidon 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 vy 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 y
la glicoproteina vuelve a interaccionar con CNX/CRT. Una vez que las glicoproteinas han alcanzado
su conformacion nativa, Gll remueve el residuo de Glc remanente y libera a la glicoproteina del
anclaje a la lectina. Estas especies, correctamente plegadas, no son reconocidas por UGGT y son
transportadas al Golgi. 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 12.
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La Oligosacariltransferasa

La OST es un complejo multiproteico que cataliza la transferencia en bloque de un
oligosacarido de alta manosa preensamblado a los residuos de Asn de los polipéptidos
nacientes que ingresan al lumen del RE (13). El oligosacarido dador unido a pirofosfato
(GlcsMangGIcNAc,-P-P-Dol)  se ensambla secuencialmente por glicosiltransferasas
(codificadas por genes alg) localizadas en las caras citoplasmatica y luminal de la membrana
del RE (Figura 1).

La OST esta ubicada a la salida del poro del translocon y monitorea las cadenas
nacientes en busca de la secuencia consenso de la N-glicosilacion (Asn-X-Ser/Thr). El grupo
hidroxilo de la Ser o la Thr se posiciona proximo al grupo amida de la Asn que es activado
para recibir la adicion covalente del oligosacarido preensamblado. Las OST pertenecientes a
vertebrados y levaduras son complejos hetero-oligoméricos sorprendentemente complejos
que constan de siete u ocho subunidades (Ost1p, Ost2p, Ost3p/Ost6p, Ostdp, Ost5p, Stt3p,
Wbp1p y Swp1p en levaduras; riboforina I, DAD1, N33/IAP, OST4, STT3A/STT3B, Ost48 y
riboforina Il en mamiferos). Recientes avances de diversos laboratorios han provisto
evidencia que la subunidad STT3 es crucial para la actividad catalitica (13, 14). Mas aun, un
homodlogo de STT3 (PgIB), ha sido descripto codificado en el genoma de la bacteria

Campylobacter jejuni (15).

La Glucosidasa |

La Gl es una proteina de membrana de tipo Il, miembro de la familia de las glicosil
hidrolasas 63. Es una a1,2-exoglucosidasa, que se encuentra asociada al complejo del
translocén en proximidad con la OST (Figura 1). Luego de la incorporacion del N-glicano, el
mismo se encuentra accesible a la Gl que remueve la Glc mas externa cuando el
oligosacarido se halla a 72 residuos del sitio P del ribosoma, que es la misma distancia
requerida para la incorporacion del azucar (4). La reaccion es inmediata y muestra que los
sitios activos de OST y GI se encuentran en gran proximidad uno del otro (1). Este hecho
apoyaria la hipotesis de que el procesamiento de la Gl contribuiria a una mayor eficiencia de
la glicosilacion por desplazamiento del equilibrio de la reaccién catalizada por la OST hacia

el producto, ya que el mismo es sustrato de Gl (3).

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 |
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llamada Malectina, residente de RE y altamente conservada entre especies, como una
putativa lectina de oligosacaridos diglucosilados de alto contenido en Man (16). La
identificacion de Malectina sugiere una posible funcion para el intermediario de
procesamiento del glicano generado por Gl, G2M9, en la biogénesis de glicoproteinas, pero

la misma no ha sido definida aun (3).

La UDP-GIc:glicoproteina glucosiltransferasa

La UGGT es una proteina particular que combina las actividades de chaperona
clasica junto con la de glucosiltransferasa. Esta enzima reconoce glicanos de alto contenido
de Man (M6-9) en el contexto de proteinas que no han adquirido su estructura nativa (17,
18). La UGGT se encuentra presente en la mayoria de los organismos eucariotas con la

notable excepcion de la levadura Saccharomyces cerevisiae (19).

La UGGT es una proteina monomérica soluble del RE compuesta de
aproximadamente 1600 residuos aminoacidicos y que lleva una sefal peptidica del tipo
XDEL para la retencion/recuperacion en el RE en su extremo C-terminal (12). La UGGT es
una glicosiltransferasa de la familia 24 que transfiere un Unico residuo de Glc desde el
nucledtido azucar UDP-GIc a la Man terminal de la rama A (residuo /, Figura 2) del N-glicano
de composicion M9 unido a proteinas (10). La presencia de este residuo de Glc determina
que la glicoproteina pueda interaccionar con CNX/CRT y prolongar su permanencia en este
ambiente de plegamiento (Figura 3).

La UGGT se compone de al menos 2 dominios estructurales. El dominio N-terminal
comprende alrededor del 80% de la molécula y no posee homologia con otras proteinas
conocidas. Este es el dominio que se encargaria del reconocimiento de conformaciones no
nativas. El dominio C-terminal contiene el sitio catalitico y el sitio de uniéon a UDP-Glc y
comprende cerca del 20% de la proteina (20). La UGGT reconoce el grado de exposicion del
nucleo hidrofébico en los intermediarios de plegamiento, centrando su actividad en estados
de plegamiento avanzados del tipo glébulo fundido, mientras que otras chaperonas, como
BiP, son las encargadas de lidiar con intermediarios de plegamiento tempranos (21).

La actividad de UGGT no solo depende de la estructura de la proteina sustrato sino
también de la estructura del oligosacarido receptor de la Glc unido a la proteina. Se ha
reportado que el residuo mas interno de GIcNAc seria importante en el reconocimiento (12).
También se ha demostrado, in vifro, que la UGGT tiene alta afinidad por el core
pentasacarido MansGIcNAc,. El reconocimiento del residuo mas interno de GIcNAc podria
ser un elemento adicional en la preferencia de la enzima por glicoproteinas en estado no
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nativo, ya que este residuo tiene alta interaccion con los aminoacidos vecinos cuando la
especie se haya completamente plegada (10). Por otro lado, se determind in vitro que
glicanos aislados de composicion 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
glucosilacion del glicano de composicién M9 (22). Si 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, no hay aun evidencias in vivo que confirmen estos

resultados.

La Glucosidasa ll

La Gl es una glicosil hidrolasa soluble del RE responsable de la remocion de las dos
Glc mas internas del de los N-glicanos transferidos a las proteinas durante la biogénesis de
las glicoproteinas y de la Glc agregada por UGGT (residuos / y m de la Figura 2), es decir la
hidrélisis de G2M9 (enlace Glca1,3Glc) y G1M9 (Glca1,3Man) (Figura 4 y Referencia 12).

OH OH

\J ¥
Corte1 Corte2
(Glca1, 3Glc) (Glca1, 3Man)

Figura 4. Enlaces hidrolizados por Gll. Se detallan las reacciones de hidrdlisis de GlI. El paso de
G2M9 a G1M9 implica un corte de un enlace Glca1,3Glc mientras que el segundo corte (el paso de
G1M9 a M9) resulta del procesamiento de un enlace Glca1,3Man.

Se ha propuesto que el primer y segundo corte de la enzima poseen cinéticas
diferentes, siendo mas rapida para la formacion de G1M9 que para la de M9 (23, 24, 25).
Debido a que el ultimo residuo de Glc se encuentra en diferente orientacion espacial que el
anterior, este ultimo evento de corte requiere de la separacion momentanea vy
reposicionamiento del sitio activo de GIlI (3). Esta ventana de tiempo es posiblemente
aprovechada por CNX y/o CRT para asociarse con el intermediario monoglucosilado durante

el proceso de plegamiento.

La GIl es un heterodimero compuesto por las subunidades Glla y GIIf unidas de
forma no covalente (26, 27). La naturaleza heterodimérica de la GIl fue demostrada
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bioquimicamente (26) y por aproximacidon genética en la levadura de fision
Schizosaccharomyces pombe (27). En este organismo, el mecanismo de control de calidad
del plegamiento de glicoproteinas es similar al presdente en células de mamiferos (27): a

diferencia de S. cerevisiae posee UGGT, ademas de Gl, Gll y CNX.

La GIl actua con un pH optimo neutro y se inhibe por 1-deoxinojirimicina,
castanospermina y bromocondruitol. La actividad de Gll ha sido ensayada tanto usando el
pequefo analogo de sustrato p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (pNPG) como N-glicanos (28,
29, 30). In vitro se ha determinado que la actividad de GIl sobre N-glicanos con un alto
contenido en Man disminuiria junto con la remocién de las Man de las ramas B y/o C del

oligosacarido (Figura 2) (31), pero estos resultados no se han verificado in vivo.

Subunidad a de la Glucosidasa Il (Glla)

La subunidad Glla, de aproximadamente 107 kDa, se encuentra ampliamente
conservada en levaduras, mamiferos, 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 glicosil hidrolasas 31. Posee, ademas, la secuencia N-terminal hidrofébica de ingreso a
via secretoria (péptido sefal) (12). En todas las especies estudiadas, esta subunidad carece
de la sefial aminoacidica consenso para la retencion de proteinas solubles en el RE de tipo
XDEL en su extremo C-terminal (26, 27, 32).

En humanos y ratones, se expresan dos mensajeros que codifican Glla, los cuales

son variantes de splicing que varian en 66pb y ambos originan isoformas cataliticamente

activas (33).

Subunidad B de la Glucosidasa Il (GlIB)

La funcioén de la subunidad GlIf, de 58 kDa, esta menos definida y ha sido objeto de
creciente interés en los ultimos afios, dado que mutaciones en el gen humano que codifica
GlIB (pero no Glla) causan las formas autosémicas dominantes de la enfermedad de higado
poliquistico (34).

El gen de GIIf codifica en su extremo N-terminal el péptido sefal requerido para la
translocacion de proteinas al lumen del RE. Tanto la GlI humana como la de la levadura de
fisibn S. pombe poseen ademas la secuencia candnica para la retencién de proteinas
solubles en el RE de tipo XDEL en su extremo C-terminal (26, 27), mientras que no la llevan
la del parasito Trypanosoma cruzi ni la de la levadura S. cerevisiae (12) (Figura 5). GII

también contiene, segun la especie, motivos EF-hand de unién a Ca®*, un motivo rico en
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acido glutamico (dominio acido), y un dominio homdlogo al dominio lectina del receptor de
Man6P (M6PR, receptor responsable del llenado de las vesiculas lisosomales en el trans
Golgi) denominado MRH por M6PR homologous domain (35). La superficie de GIIf que
interaccionaria con Glla se encontraria en un dominio altamente conservado entre GIIf de
distintas especies llamado G2B y situado en la regiéon N-terminal (36).

GlIB seria una subunidad regulatoria, que ha sido involucrada en distintas funciones

gue se discuten en las siguientes secciones.

G2E | “:.r,.,- .::., | ::,;, 3 | Glip Homo Sapiens 528 aa.

E 2B {i | | GIB Schizosoccharomyces pombe 506 aa.
E G28 | Wt Wl . f GIIp Sacchoromyces cerevisioe 703 aa,
E G2B f;;n E TH i Gl Trypanosoma cruzi 481 aa.

| E G2B GIE Leishmeanio mexicons 337 aa

Figura 5. Estructura y dominios de GIIB en distintas especies. Se ilustran los dominios
conservados de la proteina asi como también las diferencias entre las proteinas de distintas especies.
PS: péptido seinal. El tamafio de los dominios no se esquematiza a escala.

Funcién de GIIB en la retencién de Glla en el RE

En células eucariontes la mayoria de las proteinas que residen en el RE contienen
informacion en su estructura primaria que determina su localizacion subcelular (37). La
localizacién en RE de proteinas solubles depende, principalmente, de la presencia del
tetrapéptido especifico del tipo XDEL (o secuencias estrechamente relacionadas) en su
extremo C-terminal (38). La secuencia aminoacidica en mamiferos es por lo general KDEL,
mientras que en S. pombe se conocen proteinas residentes de RE con secuencias VDEL,
ADEL, PDEL, etc. La utilizacion de diferentes secuencias tetrapeptidicas fusionadas a
proteinas de la via secretoria no residentes del RE utilizadas como sondas reporteras, ha
demostrado que estas sefales son suficientes para la retencion de proteinas solubles en el
RE (39, 40). El mecanismo de retencion en el RE dependiente de las secuencias de tipo
XDEL es en realidad de retencién/recuperaciéon, mediante el cual cada vez que las proteinas
escapan de esta organela a un compartimento post-RE son recuperadas mediante la
interaccion con un receptor especifico y un transporte vesicular retrégrado desde el Golgi

hacia el RE que utiliza vesiculas recubiertas por COP | (41, 42).
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Si bien hay cierto consenso en la literatura de que la subunidad GIIf es necesaria
para la localizaciéon de Glla en el RE en células de mamifero (43) y de S. pombe (27), en un
trabajo reciente se demostré que en la levadura S. cerevisiae no lo es (44). Cabe aclarar que
tanto GIIB como Glla de S. cerevisiae carecen de secuencia de retencion en el RE por lo que
se desconoce su mecanismo de localizacion en el RE. Por otro lado, no hay casos conocidos
de una enzima que requiera de una subunidad adicional sélo para su localizacion en el RE,
por lo que la hipotesis es que la subunidad GIIf le aporta ademas alguna otra funcién a la
subunidad catalitica Glla.

En la referencia 27 se describe como la disrupcién de Glla resultd en una total
pérdida de actividad Gll tanto in vivo como in vitro, mientras que en S. pombe carentes de
GIIB se pudo observar la formacién de glicanos de estructura G1M9 in vivo. Se asumié que
la falta de GIIB evitaba la correcta localizacion de Glla en el RE pero que Glla en transito a
través del RE era la responsable de la poca actividad detectada. Sin embargo, tampoco era

posible descartar un plegamiento defectuoso o parcial de la subunidad catalitica.

Funcién de GlIB en el plegamiento de Glla

A GIIB se le atribuyen funciones estructurales asistiendo al plegamiento y/o
maduracion de Glla, ya que si se expresa Glla en células COS o en sistema de
baculovirus/célula de insecto la proteina es inactiva y se agrega, y soélo se forma un complejo
activo capaz de hidrolizar sustratos cuando se co-expresa junto a GIlIp (43). Si bien otros
autores fueron capaces de expresar Glla activa en sistema de baculovirus/célula de insecto
en ausencia de GlIB, la coexpresion de GIIB resultdé en un aumento de la actividad GlI (45).
Se planted, entonces, la hipotesis de que GIIB era necesaria para la maduraciéon y/o
actividad de Glla. Trabajos posteriores demostraron que si se purifica el heterodimero a
partir de higado de rata y se proteoliza selectivamente GIIB, la actividad catalitica de la
enzima utilizando pNPG como sustrato no se modificaba (32), por lo que se postulé que GIIB
participaria en la maduracion del heterodimero pero no en la actividad de GIl una vez

plegadas las subunidades y formado el complejo.

Funcién de GlIB en el procesamiento/reconocimiento del N-glicano

Se le atribuyen a GlIf ademas funciones regulatorias de la actividad Gll: aunque se
ha asumido que el reconocimiento del sustrato del primer corte de la Gll (Glca1,3Glc) es
equivalente al segundo (Glca1,3Man), y se ha demostrado que la Glla. posee un unico sitio
catalitico, existen evidencias de que los dos pasos son mecanisticamente distintos siendo
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mucho mas lenta la reaccion para el segundo (23, 44, 46) (Figura 4), lo que hace atractiva la
posibilidad de que la diferencia esté dada por un reconocimiento diferencial por parte de
GlIB. En este sentido se han publicado dos trabajos aparentemente contradictorios entre si.
En el primer trabajo se demostrd in vitro que en células de mamifero se requeria de mas de
un oligosacarido en la misma glicoproteina para la remocion in vivo de la primera Glc por Gll
(Glc m, Figura 2), es decir, para el procesamiento de G2M9 (46). Se sugirié un modelo por el
cual el primer corte por Glla requiere de la activacién en trans por la union de un segundo
oligosacarido al dominio lectina MRH de GlIp. Esto induciria un cambio conformacional en la
subunidad catalitica Glla. que activaria el clivaje del oligosacarido G2M9 unido al sitio
catalitico. Una vez producido este corte, la Glc mas interna del glicano (Glc /, Figura 2) seria
procesada sin la necesidad de una activacion en trans por otro oligosacarido (Figura 6). Esta
explicacién se basé en el hecho de que la estructura por RMN del oligosacarido
Glcz;MangGIcNAc, mostrd una necesidad de reorientar el sustrato para el segundo corte lo
que probablemente previene el corte consecutivo de las dos Glc, permitiendo la formacién de

oligosacaridos monoglucosilados y por lo tanto la unién a CNX y/o CRT.

o] e (N
b 1

0.

o T

Actividad Basal Activacion en trans Activacion en cis de
de Glly 1er corte Gll'y 2do corte

Figura 6. Uno de los modelos propuestos para la hidrélisis por Gll. Helenius y colaboradores
sugirieron que existe una actividad basal de Gll y que Glla puede ser activada por la unién de
residuos de Man del glicano al dominio MRH de GII. Dada la orientacion del primer enlace (Glca1,
3Glc), Gll solo puede ser activada por Man en un segundo glicano (frans activacién). Para el segundo
corte, que ocurre del lado opuesto de la Rama A, Gll puede ser activada por Man del mismo glicano
(activacion en cis). Figura modificada a partir de la Referencia 46.
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En el segundo trabajo, realizado en la levadura S. cerevisiae, se demostré que la
presencia de GIIB es clave para el procesamiento de la Glc mas interna del oligosacarido
transferido a las proteina G1M9 (44). Aunque se habia asumido que este organismo carecia
de GIIB, se reportdé que su genoma codifica una proteina de 703 aminoacidos a la que se
llamé Gtb1p (por glucosidase two beta subunit). Dicha proteina se localiza en el RE y
experimentos de co-inmunoprecipitacién revelaron que interacciona fisicamente con Glla,
pero, como ya se mencioné mas arriba, no posee sefial del tipo XDEL en su extremo C-
terminal. La disrupcién del gen que codifica GIIf no afectd la localizacion de Glla en el RE ni
la conversion de glicanos diglucosilados a monoglucosilados, pero impidié la remocion del
residuo de Glc mas interno de los mismos. Se especulé que GIIB de alguna manera
modificaba el sitio catalitico o de union al sustrato permitiendo asi la formaciéon de glicanos
totalmente deglucosilados. Esta funcidon postulada es de gran interés, ya que el
procesamiento del oligosacarido G1M9 para el que seria requerido GlIf es lo que libera a las
glicoproteinas de la interaccion con CNX y/o CRT, permitiendo que éstas sigan su camino en
la via secretoria si ya han adquirido la estructura nativa o de lo contrario vuelvan a ser re-

glucosiladas por UGGT.

Dominio MRH de GIIB y proteinas de la via secretoria que contienen el dominio MRH

Como hemos mencionado previamente, los N-glicanos se hayan involucrados en
procesos intracelulares como el plegamiento de proteinas y destino intracelular de especies
proteicas, los cuales requieren el reconocimiento de ciertas estructuras especificas de dichos
oligosacaridos. Aunque algunas proteinas de la via secretoria con funciones de lectina han
sido identificadas, poco se sabe acerca de las bases estructurales de dichos
reconocimientos (35).

En las células eucariontes los receptores de Man6P (M6PRs) participan en el
direccionamiento de ~60 diferentes hidrolasas &cidas sintetizadas de novo a los lisosomas
(Figura 7). Los M6PRs reconocen una sefal de Man6P que se encuentra en los N-
oligosacaridos de dichas enzimas a través de un dominio lectina. Existen dos M6PRs
distintos: el Receptor de Man6P dependiente de cationes de 46 kD (CD-MPR) y el Receptor
de Man6P independiente de Cationes (CI-MPR) de alrededor de 300 kDa (47).
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Figura 7. Formacion de Lisosomas y direccionamiento de enzimas lisosomales. Las hidrolasas
son sintetizadas y N-glicosiladas en el RE y viajan al Golgi mediante transporte vesicular (Paso 1). Alli
dos enzimas realizan la modificacion glicosidica que forma Man6P en los N-glicanos (Paso 2). Los
M6PRs reconocen la sefial en el glicano y dirigen las enzimas hacia los lisosomas (Paso 3), donde
luego se disocian del receptor debido al cambio de pH en el medio (Paso 4). Los M6PRs son
posteriormente reciclados hacia el Golgi (Paso 5). En el panel derecho se indican en detalle las
modificaciones sobre el glicano y la interaccion con el M6PR en cada paso.

La familia de proteinas que contienen dominios con homologia al dominio lectina del
receptor de Man6P (dominios MRH) incluye a proteinas residentes del RE (GIIB, XTP3-B,
0S-9) y a una glicosiltransferasa de Golgi (subunidad y- de la GIcNAc-fosfotransferasa), y
todas se caracterizan por la presencia de uno o mas dominios MRH (Figura 8 A). Muchas de
estas proteinas actuan como lectinas y unen N-glicanos de alta Man fosforilados (M6PRs) o
no fosforilados (XTP3-B, OS-9). Esta familia de proteinas juega un rol importante en la via
secretoria: mientras que GIIB, XTP3-B y OS-9 se hayan involucradas en la biosintesis de
glicoproteinas en el RE, los M6PRs y la subunidad y- de la GlcNAc-fosfotransferasa estan
involucrados en el llenado de los lisosomas como mencionamos anteriormente (48).

Estudios estructurales y de unién de oligosacaridos al M6PR han permitido identificar
con detalle los aminoacidos en el dominio lectina que contactan a los residuos de Man del
glicano (Figura 8 B) (49, 50). Todos los aminoacidos involucrados en la interaccion con los
residuos de Man se encuentran conservados en la subunidad GIIf de S. pombe con la
notable excepcion de aquellos que interaccionan con el fosfato (Figura 8 A) (35). Por tal
motivo el dominio MRH presente en GIIf se presenta como un candidato interesante a
cumplir funciones de reconocimiento de oligosacaridos durante el procesamiento de los N-
glicanos en el RE por la GlI.
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Figura 8. Proteinas con dominio MRH e interaccion del dominio lectina del M6PR con Man6P.
(A) Alineamiento de secuencias de las regiones indicadas de los M6PRs humanos y ofras tres
proteinas humanas que contienen un dominio MRH. Gluco-ll (Subunidad GIlIg), GNPTase-
y (Subunidad y de la GIlcNAc fosfotransferasa). Los residuos idénticos o conservados entre tres o
mas secuencias se sombrean en negro y gris respectivamente. Se detalla la estructura secundaria del
CD-MPR con lineas onduladas (a-hélices) y flechas (lamina ). Se indican con puntos los residuos
involucrados en el contacto con el ligando del CD-MPR (35). (B) Esquema de las interacciones entre
Man6P vy el CD-MPR. Las lineas punteadas sefialan potenciales enlaces de hidréogeno. Analisis
mutacionales demostraron que los cuatro residuos en violeta son esenciales para el contacto con el
glicano. Se indican ademas los residuos homdlogos en el CI-MPR (Figura obtenida de la referencia
51).
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Otras posibles funciones de Gl

Ademas del rol que GIIB estaria cumpliendo en el procesamiento de oligosacaridos
en el RE, recientes estudios han ubicado a GIIf en distintos procesos celulares que
aumentan las implicancias e importancia de los estudios sobre dicha subunidad.

La enfermedad autosémica de higado poliquistico (PCLD) remite a una condicion
patolégica en la que numerosos quistes se hayan dispersos a lo largo del parénquima
hepatico. En 2000, el gen que causa la PCLD fue localizado en un intervalo de 12.5-
centimorgans (cM) en el cromosoma 19p13.2-13.1 (52). Posteriormente se identifico al gen
PRKCSH (proteina sustrato de proteina kinasa C 80K-H) como el gen responsable de la
PCLD (34). Se denominé Hepatocistina al producto proteico de PRKCSH, una proteina de 59
kDa, y estudios posteriores la identificaron como la subunidad 3 de la GllI, de expresion
ubicua en los tejidos y altamente conservada en la evolucion desde la levadura de fision S.
pombe hasta los humanos (53, 54). Se han descripto hasta el momento ocho diferentes
mutaciones causantes de PCLD las cuales indican que a pesar de la naturaleza dominante
de esta patologia, la PCLD surge a partir de una perdida de funcion de la proteina (55). Se
observo, en estudios de transfeccion en células HelLa que variantes mutantes de GIIp
(truncadas en el C-terminal, carentes de la sefial XDEL) son incapaces de interaccionar con
Glla, pierden retencién en el RE y son secretadas al medio (56). Esto llevd a pensar que la
no retencion de Gll llevaria a sucesos patoldgicos. Sin embargo, en 2008 el grupo de Drenth
demostré que la variante mutante de Hepatocistina no es secretada a los quistes de
pacientes con PCLD (57).

Por otra parte, se ha encontrado que el mMRNA de GIIB, pero no el de Glla, se induce
durante la diferenciacion de células progenitoras neurales de rata y también en respuesta al
factor neurotréfico derivado de células gliales (GDNF) (58).

En otro estudio, se investigan los mecanismos de la regulacion por etanol de la
subunidad NR1 del receptor NMDA. Se identificaron tres proteinas que actian en frans y se
unen a dicho transcripto, y una de ellas resulté ser GlI3. Se observd ademas como dicha
proteina aumenta su sintesis en presencia cronica de etanol (50 mM, 5 dias) (59).

A pesar de que fue siempre descripta como una proteina residente del RE, hay otros
estudios que también involucran a GIIB en funciones citoplasmaticas. La CRT es la unica
proteina descripta hasta ahora en la literatura que es capaz de retrotranslocar al citosol y
cumplir funciones en diversos compartimentos celulares (60, 61). GIIp seria el segundo caso
de confirmarse estos estudios. Es interesante destacar que tanto la CRT como la GIIp de H.
Sapiens poseen en sus secuencias un dominio o motivo con una gran extension de
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aminoacidos cargados negativamente lo que seria responsable de la habilidad de
retrotranslocar debido a la modificacién estructural que este dominio sufre en respuesta a

fluctuaciones de Ca®* en el RE (61).

Por ultimo, la secuencia de GIIB de mamiferos y T. cruzi presenta dominios EF-hand
de unién a Ca?*. Recientemente un estudio demostré una nueva funcién para la proteina
80K-H (GlIB) como un regulador (que depende de los dominios EF-hand) del canal de Ca**
TRPV5 (62).

Todas estas funciones han sido propuestas para GIIf y no para Glla lo que permite
inferir que dichos roles no estarian relacionados con las funciones de Gll en el control de

calidad de plegamiento de glicoproteinas en el RE.

Destino de glicoproteinas: ;via secretoria o ERAD?

Las proteinas que alcanzan su estado de plegamiento correcto y se encuentran
completamente ensambladas pueden abandonar el RE en vesiculas transportadoras
cubiertas por la proteina citosélica COPII. En levaduras, las vesiculas cubiertas por COPII se
dirigen directamente al Golgi mientras que en mamiferos, las mismas se fusionan con un
compartimiento intermedio entre el RE y el Golgi (ERGIC). Desde aqui, las proteinas
alcanzan el cis-Golgi en vesiculas cubiertas por COPI. La exportacion de ciertas
glicoproteinas del RE requiere la presencia de lectinas que ciclan entre este compartimiento
y el Golgi (1, 3).

Las proteinas que finalmente fallan en su intento de alcanzar su conformacion nativa
deben ser removidas del lumen del RE y degradadas en un proceso conocido como ERAD
(degradacion asociada al RE) ya que su acumulacién podria inhibir la capacidad del RE de
asistir al plegamiento de las cadenas nacientes.

Como se menciond anteriormente, el procesamiento del N-glicano de 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 manosidasas seria
requerida para generar la sefial de ERAD en el glicano. Estas ultimas son retrotranslocadas
al citosol donde son poli-ubiquitinadas y degradadas en los proteasomas. Por otro lado, dado
que los oligosacaridos monoglucosilados con capaces de interaccionar con lectinas
chaperonas del RE, la salida del ciclo de CNX/CRT de forma definitiva sélo es posible luego
del procesamiento de una Man de la rama A del glicano (Figura 2), ya que se removeria el
residuo necesario para la reglucosilacién por la UGGT (3).
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Las sefiales que envian a las glicoproteinas a ERAD deben ser luego reconocidas y
las glicoproteinas retrotranslocadas al citosol (63). Receptores de tipo lectina reconocerian
los sustratos de ERAD: las proteinas 0S9.1/089.2 (Yos9p, de levaduras) y XTP3-B.1/XTP3-
B2 se encuentran implicadas en el reconocimiento de las glicoproteinas mal plegadas. El
dominio MRH de OS9 se uniria a glicanos con residuos Man terminales a1,6 (3), por lo que
se requiere de una demanosilacion previa del oligosacarido (Figura 2) unido a la
glicoproteina destinada a ERAD. Ademas OS9 es parte del complejo Hrd1p (E3 ubiquitin
ligasa) al que se encuentra unido a través de SEL1 (Hrd3p en levaduras), una proteina de
transmembrana con un dominio luminar que llevaria a cabo la actividad de reclutar a las

proteinas mal plegadas mientras que OS9 escanearia la estructura del glicano del sustrato.

SELIL Lumen del RE
I.TEI-“* 4 (i e
it il

Citosol

Figura 9. Modelo de retrotranslocacion de proteinas irreversiblemente mal plegadas al citosol.
Complejo regulador de la retrotranslocacion desde el lumen del ER al citosol de una glicoproteina que
no logré 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 1).
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OBJETIVOS E HIPOTESIS



El objetivo general del trabajo es comprender cual es el rol de la subunidad GlIp de la
Gll en el procesamiento de los oligosacaridos de las proteinas que entran en el llamado
“control de calidad del plegamiento de glicoproteinas en el RE”, analizando su funcién en la
localizacion en el RE y en la adquisicién de la conformacién nativa de la subunidad Glla, su
requerimiento para el procesamiento de los dos residuos de Glc del oligosacarido unido a las
proteinas y su influencia en la permanencia de las glicoproteinas en los ciclos de CNX/CRT.
Se detallan a continuacion los objetivos puntuales que nos propusimos y las hipotesis de
trabajo para abordar cada problema planteado. Utilizaremos como modelo experimental,
principalmente, a la levadura de fision S. pombe debido a que es un microrganismo versatil
para la manipulacion genética y para realizar experimentos bioquimicos. Por otra parte la
GIIB de S. pombe posee un alto grado de homologia (mayor al presente en GlIf de T. cruzi
o de S. cerevisiae entre otros) con la GlIB de mamiferos. Por ultimo, S. pombe posee un
mecanismo de control de calidad de plegamiento de glicoproteinas similar al presente en

células de mamiferos (27).

1) Determinar si en la levadura S. pombe GlIf participa unicamente en la retencion en

el RE de Glla o también en su plegamiento y/o maduracion

Una de las funciones postuladas para GlIf es la de localizar a la subunidad Glla en el
RE a través de su secuencia de retencidn/recuperacion del tipo XDEL. Por otro lado,
también, diversos autores postulan que GIIf seria necesaria para el plegamiento de Glla de
forma cataliticamente activa. Nuestra hipétesis fue que en la levadura S. pombe, la GlIp
participaria de la retencién de Glla en el RE a través de su tetrapéptido C-terminal VDEL,
pero no en la adquisicion de una estructura terciaria nativa de la subunidad catalitica. Para
verificar esta hipdtesis se compard la actividad Gll en extractos celulares totales con
fracciones microsomales (fraccion subcelular enriquecida en RE) de S. pombe carentes de
GlIB. Si GIlIB participara solo de la retencién se esperaba encontrar Glla activa, pero
deslocalizada del RE, mientras que si participara del plegamiento de la subunidad catalitica,

Gll seria inactiva en todos los casos.

2) Analizar si el motivo VDEL presente en GllIf es suficiente para la localizacion de Glla

en el RE de S. pombe

Postulamos que la senal de retencion/recuperacién VDEL en el C-terminal de GIIp es
suficiente para la localizacion de Glla en el RE. Se expreso, en levaduras carentes de Glla y

GIIB, la subunidad Glla con el agregado en su C-terminal del tetrapéptido VDEL presente en
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GlIB, se midié la actividad de Glla en RE y se evaluaron los niveles de Glla por
inmunodeteccion. Si el tetrapéptido VDEL es suficiente para retener a Glla, esperabamos

detectar Glla activa en el RE.

3) Determinar si GlIf esta involucrada en el procesamiento de los glicanos G2M9 y
G1M9

Reportes previos sugerian, por un lado, que GIIf seria necesaria para la hidrolisis de
G1M9 en S. cerevisiae (44) y, por otro lado, que la interaccion de GIIf con un glicano
permitiria el corte de G2M9 de otro glicano presente en la misma glicoproteina (46). Nos
propusimos analizar si existia un requerimiento de GIIf para el procesamiento de ambos
sustratos fisiologicos de Gll: G2M9 y G1M9. La hipétesis de trabajo fue que GII seria
responsable de modular el procesamiento por Gll de G2M9 y G1M9. Para verificar dicha
hipotesis se determiné la capacidad de hidrolizar G2M9 y G1M9 in vivo e in vitro de S.
pombe carentes de GIIB que expresan Glla en el RE. Se esperaba que si GlIf fuese
necesaria para el procesamiento eficiente, G2M9 y/o G1M9 no serian procesados (o el

procesamiento no seria eficiente) en ausencia de GlIB.

4) Analizar qué motivos de Gllf son necesarios para el procesamiento del

oligosacarido por Gll

La region C-terminal de GlI3 posee un dominio altamente homdlogo al dominio lectina
del M6PR involucrado en el transporte de glicoproteinas del Golgi a lisosomas (35),
denominado dominio MRH. Los aminoacidos responsables de la interaccion del receptor con
los residuos de Man del oligosacarido Man6P estan presentes en GlIB, lo que sugirié que
este dominio podria estar involucrado en el reconocimiento del glicano mediado por GIIf. Si
el MRH esta involucrado en el reconocimiento del glicano, esperabamos que la mutagénesis
de aminoacidos clave en el dominio MRH de GIIp afectaria la capacidad de GlI de procesar

los sustratos G2M9 y/o G1M9 de la misma forma que la ausencia de GIIp.

5) Analizar el efecto del contenido de Man del glicano en la actividad GlI

Postulamos que el dominio MRH de GIIf interacciona con los N-glicanos de las
glicoproteinas y modula la actividad de Gll. Para ello analizamos los residuos de Man que
son reconocidos en el sustrato por GlI. Si GlI, a través del dominio MRH, reconoce residuos
de Man en las ramas B y/o C del N-glicano la actividad GlI se veria reducida si el sustrato es
demanosilado enzimaticamente hasta lograr estructuras de G2M4-5 o G1M4-5, del mismo
modo que mutando el dominio MRH.
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6) Investigar el efecto del contenido de Man del glicano en la actividad in vivo de las
enzimas involucradas en el Control de Calidad de Plegamiento de Glicoproteinas en el
RE

El objetivo fue comprender si la demanosilaciéon de los N-glicanos, un proceso que
ocurre en células de mamifero en glicoproteinas que tienen una permanencia extensa en el
RE (glicoproteinas mal plegadas, complejos glicoproteicos ensamblados de modo
incompleto), resultaba en un aumento relativo de la glucosilacién por UGGT por sobre los de
deglucosilacion por Gll, y por lo tanto en un aumento de la permanencia de las especies mal
plegadas en los ciclos de CNX/CRT. Para tal objetivo, utilizamos levaduras S. pombe
mutantes en las que se interfirid genéticamente en la biosintesis del oligosacarido transferido
y por lo tanto transfieren a las proteinas glicanos truncados. Para dicho objetivo propusimos

en particular:

a) Determinar los niveles relativos de deglucosilacion mediada por Gll de glicanos de
composicion G2M9, G2M7, G2M6 y G2M5 transferidos a las glicoproteinas. Hipotetizamos
que a medida que decrece el contenido de Man en los N-glicanos, Gll no seria capaz de

procesar glicanos eficientemente debido a un menor reconocimiento por el MRH de GIIp.

b) Evaluar si podria existir un efecto de la demanosilacion del sustrato en las
actividades in vivo de UGGT y GIl. Se evaluaron los niveles relativos de deglucosilacion
mediada por Gl de glicanos de composicion G3M9, G3M7, G3M6 y G3M5 y también las
tasas relativas de glucosilacion mediada por UGGT de glicanos de composicion M9, M7, M6
y M5 en mutantes de S. pombe que transfieren dichos oligosacaridos truncados.
Hipotetizamos que podria existir una influencia de la demanosilacién en la actividad in vivo
de ambas enzimas. Este objetivo fue realizado en conjunto durante la tesis de licenciatura de

la Lic. Solana Alculumbre.

c) Evaluar la especificidad del dominio MRH en organismos que transfieren
naturalmente glicanos de bajo contenido de Man. Se empled el modelo del protozoo
tripanosomatido L. mexicana que transfiere MangGIcNAc, (M6) a sus glicoproteinas. Se
comparé la actividad Gll respecto de G1M6 y G1M9 para determinar si la Gll de dicho
parasito prefiere el glicano con el contenido de Man que transfiere fisiologicamente (G1M6) o
G1M9.
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MATERIALES Y METODOS



Materiales

El extracto de levadura, la bactopeptona y la base nitrogenada de levadura con o sin
sulfato de amonio fueron de Difco. El extracto de malta fue de Britania. La Endo-p-N-
acetilglucosaminidasa H (Endo H), la N-glicanasa (PNGasa F), la tripsina porcina, la jack
bean a-manosidasa, la lisozima, los inhibidores de proteasa, el p-nitrofenil o-D-
glucopirandsido (pNPG), el ditiotreitol (DTT), los aminoacidos y suplementos para medios de
cultivo fueron de Sigma. La ["C]Glc (301 Ci/mol) fue de Perkin Eimer Life Sciences. La N-
metil-1-deoxinojirimicina  (NMDNJ) y la 1-deoximanojirimicina fueron de Toronto
Biochemicals. La Geneticina (o G418) de Invitrogen y la Nurseotricina fueron de Werner
BioAgents. La Zimoliasa 100T fue de Seikagaku Corporation. Las enzimas utilizadas en
procedimientos de DNA recombinante fueron de New England Biolabs. La Clonasa Gateway

LR fue de Invitrogen.

Cepas y medios de cultivo

Las cepas de bacterias Escherichia coli utilizadas para procedimientos de clonado
fueron DH5a (fhuA2, A(argF-lacZ)U169, poa, ginV44, @80, A(lacZ)M15, gyrA96, recAf,
relA1, endA1, thi-1, hsdR17) y JA226 (hsdR, hsdM, trpE5, fecAl, LeuB6, Zopll, thil, recBC,
strR), mientras que para la expresion de las proteinas recombinantes se utilizaron E. coli
BL26 (F-, A-, dcm, ompT, hsdS, gal, lon, AlacZ). Las bacterias se crecieron a 37°C en medio
LB (NaCl 0,5%, triptona 1%, extracto de levadura 0,5%) con ampicilina 200 mg/L o

kanamicina 35 mg/L. En todos los casos los medios solidos se hicieron con agar 2%.

Las cepas de S. pombe empleadas en este trabajo se detallan en la Tabla 1. Las
levaduras S. pombe se crecieron a 28°C en medio rico YEA (extracto de levadura 0,5%, Glc
3%, adenina 75 mg/L) o en medio minimo EMM (KH ftalato 0,3%, Na,HPO, 0,22%, NH,CI
0,5%, Glc 2%, con agregado de sales, minerales y vitaminas (descriptas en referencias 64 y
65). Los medios minimos fueron suplementados con adenina (75 mg/L), uracilo (75 mg/L) y/o
leucina (250 mg/L). Los cruzamientos se realizaron en medio sélido ME (Extracto de Malta
3% pH 5,5 suplementado con adenina, uracilo y leucina). Para la seleccién del marcador
KanMX6 se utilizé geneticina 200 mg/L y para la seleccién del marcador NatMX6 se utilizd
nurseotricina 100 mg/L, ambas en YEA. En los casos en que se realizé una doble seleccion
por marcadores de auxotrofia y antibidtico, se reemplazé el NH,Cl en el EMM por L-
glutamato monosédico 0,37%. Para la marcacion in vivo de oligosacaridos de S. pombe se

utilizé el medio YNB (base nitrogenada de levaduras sin aminoacidos 1%, NH;SO,4 0,5%).
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Cepa
(Nombre coloquial)

Genotipo

Origen

Sp61 h', leu1-32, ade6-M210, ura4-D18, ade1 Stock del laboratorio
(WT) (D Alessio et al., 1999)
Sp61lla h’, leu1-32, ade6-M210, ura4-D18, ade1, Stock del laboratorio
(AGlla) Agls2a::ura4” (Soussilane et al., 2009)
SpADIIB h’, leu1-32, ade6-M210, ura4-D18, Agls2B::ura4” Stock del laboratorio
(AGIIB) (D"Alessio et al., 1999)
SpADllaf h’, leu1-32, ade6-M216, ura4-D18, Agls2a::ura4’, Stock del laboratorio
(AGllap) Agls2B::ura4’ (Soussilane et al., 2009)
SPBC1734.12C h*, leu1-32, ade6-M216, ura4-D18, Aalg12::KanMX4 | Bioneer

(Aalg12)

SPAC1834.05 h*, leu1-32, ade6-M216, ura4-D18, Aalg9::KanMX4 Bioneer

(Aalg9)

Sp61A h', leu1-32, ade6-M210, ura4-D18, ade1, Este trabajo

(Aalg6) Aalg6::ura4”

ADpA3 h+, leu1-32, ade6-M216, ura4-D18, Aalg3::KanMX6 Tesis de Licenciatura
(Aalg3) Solana Alculumbre
SpA6A12-3D h’, leu1-32, ade6-M210, ura4-D18, Aalg6::ura4”, Tesis de Licenciatura
(Aalg6/Aalg12) Aalg12::KanMX4 Solana Alculumbre
SpABA3-8C h’, leu1-32, ade6-M210, ura4-D18, Aalg6:: ura4”, Tesis de Licenciatura
(Aalg6/Aalg3) Aalg3::KanMX6 Solana Alculumbre
SPAC56F8.06¢ h+leu1-32, ade6-M216 ,ura4-D18, Aalg10::KanMX4 | Bioneer

(Aalg10)

SpA10—4AK h-, leu1-32, ade6-M210, ura4-D18, Aalg10::KanMX4 | Este trabajo
(Aalg10-K)

SpA10—4AN h-, leu1-32, ade6-M210, ura4-D18, Aalg10::NatMX4 | Este trabajo
(Aalg10-N)

SpA10A12-2B h-, leu1-32, ade6-M210,ura4-D18, Aalg10::KanMX4, | Este trabajo
(Aalg10/Aalg12) Aalg12::KanMX4

SpA10A9-7C h-, leu1-32, ade6-M216, ura4-D18, Aalg10::NatMX4, | Este trabajo
(Aalg10/Aalg9) Aalg9::KanMX4

SpA10A3-7A h+, leu1-32, ade6-M216, ura4-D18, Aalg10::NatMX4, | Este trabajo
(Aalg10/Aalg3) Aalg3::KanMX6

SpA10GIIB-1C h-, leu1-32, ade6-M210,ura4-D18, Aalg10::KanMX4, | Este trabajo
(Aalg10/AGIIB) Agls2B::ura4+

SpA10A12GIIB-10B h+, leu1-32, ade6-M210, ura4-D18, Este trabajo
(Aalg10/Aalg12/AGIIB) | Aalg10::KanMX4, Aalg12::KanMX4, Agls2(B::ura4+

SpA10A9GIIB-12D h-, leu1-32, ade6-M216, ura4-D18, Aalg10::NatMX4, | Este trabajo
(Aalg10/Aalg9/AGIIB) Aalg9::KanMX4, Agls2::urad+

SpA10A3GIIB-14A h-, leu1-32, ade6-M216, ura4-D18, Aalg10::NatMX4, | Este trabajo
(Aalg10/Aalg3/AGIIB) Aalg3::KanMX®6, Agls2[::urad+

Tabla 1. Cepas de levaduras S. pombe utilizadas en este trabajo.
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Las cepas de S. cerevisiae empleadas en este trabajo se detallan en la Tabla 2. Las
levaduras S. cerevisiae fueron crecidas a 28°C en medio rico (YPDA, extracto de levadura
1%, bactopeptona 2%, Glc 2%, adenina 20 mg/L) o en medio minimo SD (base nitrogenada
sin aminoacidos 0,67%, Glc 2%) mas los suplementos apropiados. Se agregd geneticina 200
mg/L al medio para la seleccion del marcador KanMX4. Para la doble seleccion de KanMX4
y un marcador de auxotrofia, la base nitrogenada del SD fue reemplazada por base
nitrogenada sin sulfato de amonio 1,7% y L-glutamato monosédico 0,1%. Las mutantes de S.
cerevisiae MK1-11B 9.16a y BY4741Aqgls2 fueron gentiimente cedidas por A. Herscovics
(McGill Cancer Centre, Montreal, QC, Canada) y A. Colman-Lerner (FCEN, Universidad de
Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina), respectivamente.

Las células del parasito L. mexicana fueron crecidas a 26°C en medio liquido Infusién
brain heart 34 g/L (Difco), triptosa 2 g/L, Na,HPO, 3 g/L, KCI 0,4 g/L, Hemina (Sigma) 0,02
g/L y suero fetal bovino 20% v/v (66).

Cepa Genotipo Origen
MK1-11B 9.16a | MATa, his4-619, mns1::URA3, ams1:: LEU2 Puccia et al.
(1993)
BY4741Agls2 MATa, ura3A0, leu2, his3A1, met15A0, Agls2a::KanMX4 | Winzeler et al.
(1999)
GIIM-36 MATa,Agls2a::KanMX4, mns1::URAS3, leu2A0 Este trabajo

Tabla 2. Cepas de levaduras S. cerevisiae utilizadas en este trabajo.

Plasmidos

Los mapas de los vectores utilizados se muestran en la Figura 10. El vector
pBluescript Il KS (+) fue utilizado para el clonado de Glla de S. pombe. El vector pET22b(+)
fue utilizado para la expresion de Glla o CNX de S. pombe. El plasmido pDONR201,
conteniendo el clon 26/D11 (correspondiente a la secuencia de GIlIf de S. pombe, RIKEN
DNA Bank), fue utilizado como dador de GIIf o GIIf mutante en los clonados por
recombinacion del sistema Gateway (Invitrogen), o bien como templado de PCR para la
mutagénesis de GIIB. El vector pREP3X se utilizé para la expresién en S. pombe de Glla o
Glla fusionada al tetrapéptido VDEL. El vector pREP1-ccdB2 fue utilizado en las
recombinaciones del sistema Gateway como plasmido aceptor para expresar las variantes
mutantes de GIIf en S. pombe. Por ultimo, el vector de expresion en S. pombe pDUAL-
YFH1c se utilizé para expresar GIIf y GIIf mutada en el dominio MRH fusionadas a la

proteina amarilla fluorescente (YFP).
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Figura 10. Vectores utilizados en este trabajo. (A-C) Vectores Bacterianos. (D-F) Vectores shuttle
Bacterias-Levaduras. (A) Mapa del vector pBluescript Il KS (+). (B) Mapa del vector pET22b(+). (C)
Mapa de pDONR201. (D) Mapa del vector para expresion en S. pombe pREP3X. (E) Mapa del vector
de expresion en S. pombe pREP1ccdB2 y (F) Mapa del vector de expresion en S. pombe pDUAL-

YFH1c-ccdB2.
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Procedimientos con DNA

Preparacion de DNA gendémico de levaduras S. pombe y S. cerevisiae

Cultivos en fase exponencial (ODggo= 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, Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM)
y luego 0,2 ml de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Se rompieron las células por
agitacién en vortex en presencia de 300 mg de bolitas de vidrio de 0,5 mm de diametro y
luego se agregaron 0,2 ml de buffer TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH 8). La muestra se
centrifugd a 10.000 xg y se recupero la fase acuosa. Se agregé 1 ml de etanol 100% para
precipitar el DNA, se centrifugd, se resuspendio el pellet en 0,4 ml de buffer TE conteniendo
3 ug de RNasa A y se incubaron 5 min a 37°C. Se agreg6 un volumen de cloroformo, se
centrifugd a 10.000 xg durante 5 min y se conservo la fase acuosa. Se precipitd el DNA
agregando 1 ml de etanol 100% y 10 yl de NH,Ac 4 M. Se centrifugd, se lavd el pellet con

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

Reacciones de PCR

Para las reacciones de PCR se utilizaron como templados DNA gendmico de S.
pombe o plasmidos. Las reacciones se realizaron en un volumen final de 50 ul conteniendo
dATP, dCTP, dGTP y dTTP 0,2 mM cada uno, Tris-HCI 10 mM pH 8,3, KCI 50 mM, MgCl, 2
mM y 1 uM de cada oligonucledtido-primer (Tabla 3). Se utilizaron las polimerasas de
Thermus aquaticus (Taq polimerasa, Invitrogen) o KOD (Merck). La enzima KOD fue
empleada en amplificaciones para clonados por su mayor fidelidad, mientras que para
verificaciones se utilizd la enzima Taq polimerasa. El templado fue desnaturalizado a 95°C
por 5 min y se llevaron a cabo 30 ciclos de desnaturalizacién/hibridacién/extension. La
temperatura de hibridaciéon fue entre 50°C y 55°C segun el caso y 72°C la de extension.
Luego de 30 ciclos se incubd por 10 min adicionales a 72°C y se analizaron los productos
obtenidos en geles de agarosa 1% en buffer TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8).

“Colony” PCR de E. coli, S. pombe y S. cerevisiae: se resuspendié una colonia de
bacteria o S. pombe aislada en 50 ul de la mezcla de reaccion de PCR y se elevo el tiempo
inicial de desnaturalizacion a 10 min. Para el caso de S. pombe, las reacciones de PCR se
realizaron como se describid pero elevando el nimero de ciclos totales a 35. Las colonias de
S. cerevisiae se incubaron 5 min a 95°C en 50 pyl de NaOH 20 mM y se tomaron 2 ul como

templado para la PCR.
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Nombre Secuencia

Glla fwd 5"-AAACCGCTCGAGATGAGATATCATGGCATATG-3’

Glla rev 5-CGCGGATCCTTAAACCAAAAAAAGTTGTGG-3’

GllaVDEL rev 5-CGCGGATCCTTATAACTCATCGACAACCAAAAAAAGTTGTGG-37
E73A fwd 5'-GATGCACCAGGTAATAAGC-3'

E73A rev 5-TGACCCGTCAGGGCAATCAC-3'

E114A fwd 5-GATGCAAGTCTTATTAAATGC-3'

E114A rev 5'-AGAACCGTCACAGCAATC-3'

Y462F fwd 5'-GAGTTTTTAATCAAAATGAAGAGC-3’

Y462F rev 5-ACATTTCTGAGCCTCCAGTAC-3’

E456Q fwd 5"-CAGGCTCAGAAATGTGAG-3’

E456Q rev 5-CAGTACACTAACAATCTC-3’

R437K fwd 5-AAATCTGCCATTGTTACTG-3’

R437K rev 5"-ATGAGGACCATTCCAGCAAC-3’

Q407E fwd 5"-GAAGATTCCATTCTATTAGG-3’

Q407E rev 5-AAAAACATTTTCGTAAAACACC-3’

Y462F/E456Q fwd | 5-GTGTACTGCAGGCTCAGAAATGTGAGTTTTTAATCAAAATG-3’

Y462F/E456Q rev

5-CATTTTGATTAAAAACTCACATTTCTGAGCCTGCAGTACAC-3’

MD1

5-CGGATCCCCGGGTTAATTAAGGCG-3’

MD2 5-GAATTCGAGCTCGTTTAAACACTGGATGGCGTTAGTATCG-3’
KanMX rev 5-AAACAACTCTGGCGCATCG-3

SpAlg10s 5'NC 5-CCAAACTTCCTGCCAACAAC-3’

ClonNat Fwd 5-CTTCGTGGTCGTCTCGTAC-3’

SpAlg10 3'NCa 5-ACCAAAAATCAACGAGCACC-3’

W-alg12s 5-GATGAAGCGGGATGACTTCT-3’

SpAIlg9 5’NC 5 TTCATCGTTCCGCTAGGTAC 3

W-alg3s 5'-TCACAGTAATGATTACGCTCCG-3’

X-KanMX-alg3a

5-GGGGATCCGTCGACCTGCAGCGTACGAGTAACCAGCCATAGGAACCAAG-3'

Y-KanMX-alg3s

5-GTTTAAACGAGCTCGAATTCATCGATCACATCCGACTACAGAAAACCC-3’

Z-alg3a 5'-ATCAATCTGTCAATCCCCTGAG-3'

Spalg3s-5'NC 5-TACGACTTTTTGGTTAGGCG-3’

Glla-Nde1 fwd 5-GAATTCCCCATATGCAAGCTCATAAACC-3’
Glla-Xho1 rev 5-CGGCGGCTCGAGTTCAGCGTCAGGGTTGCC-3"
CNXsNdel 5-GGAATTCCATATGCCTGAATCCGAACAAGAACC-3’
CNXaXhol 5-TCCGCTCGAGCTCGATGATGGTTTCAAACTAG-3’
MT1 5-AGAAGAGAGAGTAGTTGAAG-3’

MP 5-ACGGTAGTCATCGGTCTTCC-3’

MM 5-TACGTTCAGTAGACGTAGTG -3’

GIIBAVDEL fwd

5-GATGAGTTATAACCCAGC -3’

GIIBAVDEL rev

5-TGCCTCGCAGGAAGGAAATG -3’

Tabla 3. Primers utilizados en este trabajo. Se subrayan las regiones en las que se introdujeron

mutaciones a la secuencia original.
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Clonados mediante sistema Gateway

Gateway (Invitrogen) es una tecnologia de clonacién por recombinacion que se basa
en la integracién del bacteriéfago lambda en el genoma de E. coli durante su ciclo lisogénico.
En el presente trabajo utilizamos el kit de reaccion LR que se encarga de la recombinacion
de los sitios affL. presentes en los vectores de entrada con los sitios atftR presentes en los
vectores de destino, catalizando asi la transferencia de un inserto del primer vector al
segundo. Se realiza una mezcla de ambos plasmidos (entrada y destino), se incuban con la
mezcla comercial de enzimas (LR clonase) segun instrucciones del fabricante y luego se
transforma una alicuota de esta reaccion en bacterias E. coli DH5a (Figura 11). La seleccién
positiva se realiza mediante la resistencia de la bacteria al antibiético presente en el vector
de destino. Ademas es posible una seleccion negativa dado que los vectores de destino que
no hayan recibido el inserto contienen el gen ccdB el cual es citotoxico para la cepa de E.

coli transformada (67).
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Figura 11. Esquema de la reaccién de clonado por recombinacién LR del sistema Gateway. El
kit comercial de enzimas cataliza la reaccién de recombinacidon mediada por los sitios attL y affR en el
cual el inserto contenido en el vector de entrada se transfiere al vector de destino. Figura obtenida de
la referencia 67.
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Mutagénesis de GIIf8

Las versiones mutadas del DNA de GIIB (E77A, E114A, Y462F, E456Q, R437K,
Q407E y GIIBAVDEL) fueron generadas por PCR inversa utilizando el plasmido pDONR201
(Figura 10) compatible con el sistema Gateway que contiene el clon 26/D11 (subunidad GII3
de S. pombe, SPCC825.02) del banco de RIKEN DNA Bank como templado (72). Los
fragmentos amplificados fueron fosforilados, religados y transformados a células E. coli
JA226. Los primers utilizados fueron: E73A fwd y E73A rev, E114A fwd y E114A rev, Y462F
fwd y Y462F rev, E456Q fwd y E456Q rev, R437K fwd y R437K rev, Q407E fwd y Q407E
rev, y GIIBAVDEL fwd y GIIBAVDEL rev (Tabla 3). Se construyé ademas una variante de
GIlIB con dos mutaciones utilizando los siguientes primers: Y462F/E456Q fwd vy
Y462F/E456Q rev. Los clones de GIIB WT y mutados fueron transferidos a los vectores de
expresion en S. pombe compatibles con el sistema Gateway pREP1-ccdB2 y pDUAL-YFH1c-
ccdb2 (RIKEN). Debe aclararse que en las anteriores construcciones (utilizando el vector
pREP1-ccdB2) existieron 10 aminoacidos extra rio abajo de la secuencia final VDEL en el C-

terminal de GlIB, debido a las secuencias de recombinacion de las cuales se vale el sistema.

Clonado de Glla y expresion en S. pombe

El gen de Glla de S. pombe, que carece de intrones, fue amplificado por PCR
utilizando DNA gendmico como templado con los primers Glla fwd y Glla rev o GllaVDEL rev
(Tabla 3) para obtener Glla, o Glla con la sefial de retencion VDEL fusionada en el C-
terminal, respectivamente. Los productos de PCR fueron luego ligados al vector de expresion
en S. pombe pREP3x bajo el control del promotor nmt1 (por no message in thiamine),
obteniendo asi las construcciones pGlla y pGllaVDEL. Estas ultimas fueron electroporadas a
S. pombe vy los niveles de expresion fueron regulados con el agregado de tiamina 0,5 uM al
medio de cultivo.

Otros procedimientos con DNA

La preparacion de DNA plasmidico en bacterias se realizé mediante el método de lisis
alcalina que se describe en la referencia 68. Los cortes con enzimas de restriccion,
ligaciones, fosforilaciones y purificaciones de fragmentos de DNA a partir de geles de

agarosa fueron realizados como se describe en la referencia 68.
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Transformacion de bacterias E. coli

Preparacion de E. coli competentes: Se inocularon 5 ml de medio LB con una colonia
aislada de E. coli y se crecié 16 hs (ON) a 37°C en agitaciéon. Se realizd una dilucién 1/100
del cultivo en 100 ml de medio LB y se incub6 a 37°C durante 2 hs adicionales. Luego se
coloco el cultivo en hielo durante 10 min y se cosecharon las bacterias por centrifugacion a
6.000 xg durante 3 min. Las bacterias se resuspendieron en 10 ml de CaCl, 0,1 M, se incubé
la preparaciéon en hielo durante 30 min y se centrifugd igual que en el paso anterior. Se
resuspendieron las bacterias en 5 ml de CaCl, 0,1 M, glicerol 15% a 4°C y se conservaron

a -80°C en alicuotas de 100 pl.

Transformacion: Las células fueron transformadas con 200 ng de DNA plasmidico,
con un shock térmico de 1 min a 42°C seguido de 10 min en hielo, como se describe en la
referencia 68.

Transformacion de levaduras S. pombe

Preparacion de S. pombe competentes: Se crecieron células de S. pombe en EMM
hasta alcanzar una ODgy= 1. Se cosecharon las células por centrifugacién a 3.000 xg
durante 5 min y se realizaron dos lavados con agua y otro con sorbitol 1 M a 4°C. Finalmente
se resuspendieron las células en sorbitol 1 M en un volumen 100 veces menor al del cultivo
original.

Transformacion: Se emplearon 40 ul de la suspension celular, que se incubaron con 1
Mg de DNA y se electroporaron a 1,5kV, 200 Ohm y 25 pF en un electroporador Biorad. Las
células fueron recuperadas en 1 ml de Sorbitol 1M y se plaquearon en el medio selectivo
adecuado. Cuando se transformé con el plasmido de integraciéon pDUAL-YFH1c, se
digirieron 2 ug de DNA, los cuales fueron dializados y posteriormente el volumen total se

electroporo en las condiciones descriptas anteriormente.

Cruzamientos de cepas de levaduras

Las doble mutantes haploides se obtuvieron por diseccion de tetradas de diploides
generadas por el cruzamiento de las simples mutantes indicadas (64). Las cepas se cruzaron
en medio ME sodlido a 28°C ON. En los casos en los que se observd esporulacion, la
diseccion de tétradas se realiz6é directamente a partir del medio ME. Cuando no se observé
esporulacién en ME, fue necesario realizar una seleccion de los cigotos diploides por

marcadores de auxotrofias y resistencia a geneticina y/o nurseotricina en medio minimo,
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donde ademas se induce la esporulacion. Las colonias diploides esporuladas fueron
transferidas a un tubo eppendorf. Las paredes de los ascos, conteniendo las cuatro
ascosporas, fueron digeridas en agua con 2 mg/ml de Zimoliasa 100T durante 5 min a
temperatura ambiente y luego la diseccion se realizé en medio rico YEA utilizando un
microscopio con micromanipulador manual (Singer Instruments Co). Las esporas se dejaron
germinar a 28°C y las colonias resultantes fueron repicadas a distintos medios selectivos

para analizar la resistencia a antibiéticos o la adquisicién de prototrofias.

La determinacion del tipo de apareamiento h* o h™ de las mutantes de S. pombe
obtenidas fue realizada por cruzamiento de las mismas con cepas de tipo de apareamiento
conocido. El cruzamiento fue realizado en medio ME y se observé en qué casos aparecian
cigotos y/o esporulacion. El tipo de apareamiento fue también determinado por colony PCR
utilizando los primers MT1, MP, y MM (Tabla 3).

Cambio de marcador de seleccion en el genoma de levaduras S. pombe

A fin de cambiar el marcador de seleccién de S. pombe mutantes Aalg10::kanMX
para posibilitar los cruces realizados para generar dobles y triples mutantes se realizé un
intercambio de cassettes de resistencia a antibiético en el genoma. Los primers MD1 y MD2
fueron utilizados para obtener el marcador de resistencia a nurseotricina (NatMX6)
flanqueado por las regiones Prgr ¥ T1er mediante PCR a partir del plasmido pCR2.1-Nat
(gentilmente cedido por el Dr. Toda, London Research Institute, Reino Unido, 69). Este
fragmento lineal de DNA fue purificado y luego utilizado para transformar levaduras mutantes
Aalg10-K (Tabla 1, Figura 12). Las colonias resistentes a nurseotricina fueron repicadas a
diferentes medios para corroborar su sensibilidad a geneticina y la resistencia a
nurseotricina. La recombinacion homologa fue corroborada mediante colony PCR vy la cepa

obtenida fue denominada Aalg70-N.

47



Construccicn del
fragmento de
DA para el
ilarcarmibes de BCRZ.1-MAT
rarcaiones

MOl /y f\\r-.m:-z
T
2

ad

F:'-ﬂg-"r'nEr'I’.l'.l de PCR
P 1P VLA Torr para el intercambio

x x de marcadores
ntercambio de Cepa-falgdii-K

marcadores par l l
O b machoe
homaloga P T 0 DM & gendmicn de

Cepa-Acigi0-N

Figura 12. Estrategia empleada en el intercambio de marcadores de resistencia a antibiéticos.
Se construyé un fragmento de DNA conteniendo el cassette NatMX6 con las regiones flanqueantes 5’
Prer v 3’ T1er, presentes en los marcadores de seleccion KanMX6 y NatMX6, a partir del plasmido
pCR2.1-Nat. Luego se transformaron células de S. pombe competentes Aalg70-K con el DNA
obtenido y se seleccionaron por su resistencia a nurseotricina.

Obtencion de S. pombe mutantes que transfieren glicanos truncados

Produccioén de cepas: Para determinar la influencia de los residuos de Man sobre la
actividad de Gll, Gl y UGGT in vivo se construyeron mutantes de S. pombe que durante la N-
glicosilacién transfieren oligosacaridos con diferente cantidad de Man y Glc (G3-0M9, G3-
0M7, G3-0M6 o G3-0M5). Las cepas Aalg10, Aalg12 y Aalg9, (Aalg12, no forma la rama C
del oligosacarido; Aalg9, no forma la rama C ni completa la rama B del oligosacarido y Aalg3,
no forma las ramas C ni B del oligosacarido, Figura 2) que transfieren glicanos de
composicion G2M9, G3M7 y G3M6 respectivamente, fueron obtenidas en la compania
Bioneer (Daejeon, Korea). La mutante S. pombe Aalg6, que transfiere M9, fue obtenida como
en la referencia 70, pero en el contexto genético Sp61. La obtencion de la cepa S. pombe
Aalg3, que transfiere G3M5, se describe en la referencia 71.

La cepa de S. pombe Aalg10 (h*, Tabla 1) fue apareada con la cepa ADm (h-) para
luego obtener la cepa Aalg10-K. De este modo se intercambid el sexo de la levadura para
poder cruzarla con otras cepas de interés. Posteriormente se realizé el intercambio del
marcador de Geneticina por el de Nurseotricina para obtener la mutante Aalg10-N,como se

describe mas arriba. Las mutantes Aalg10 asi obtenidas se cruzaron con las mutantes que
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no pueden completar la sintesis de las ramas B y/o C del glicano. Asi, las dobles mutantes
Aalg10/Aalg12 transfieren G2M7, las dobles mutantes Aalg10/Aalg9 transfieren G2M6 vy las
dobles mutantes Aalg10/Aalg3 transfieren G2M5 durante la N-glicosilacién a las proteinas
que emergen del translocén. Cada una de estas cepas fue cruzada, posteriormente, con la
cepa AGIIB para obtener dobles y triples mutantes que transfieren glicanos truncados

diglucosilados con distinto contenido de Man y que ademas carecen de la subunidad GIIB.

Los cruzamientos que produjeron cepas que transfieren oligosacaridos
completamente deglucosilados con distinto contenido de Man (4dalg6/Aalg12: M7,
Aalg6/Aalg9: M6 y Aalg6/Aalg3: M5) se detallan en la referencia 71.

Verificacion de Cepas: En todos los casos se buscaron los clones capaces de crecer
en presencia de Nurseotricina (genotipo 4alg10::NatMX6) y en presencia de Geneticina
(genotipos Aalg12::KanMX4, Aalg9::KanMX4 o Aalg3::KanMX6) (Figura 13). Los genotipos
de interés fueron también verificados por Colony PCR y PCR a partir de DNA purificado a
partir de cultivos de los clones de interés utilizando primers especificos (Figuras 12y 13 y
Tabla 3) como se describi6. Para el caso de las triples mutantes Aalg10/AGIIB,
Aalg10/Aalg12/AGIIB, Aalg10/Aalg9/AGIIB, y Aalg10/Aalg3/AGIIB, la seleccion se realizd
como se detalla anteriormente pero ademas seleccionando el crecimiento auxotréfico en
ausencia de uracilo en el medio de cultivo. Los siguientes primers (Tabla 3) fueron utilizados
para verificar los genotipos de las cepas: para Aalg10::KanMX4, SpAlg10s 5'NC y KanMX
rev; para Aalg10::NatMX6, ClonNat Fwd y SpAlg10 3'NCa; para Aalg12::kanMX4, W-alg12s
y KanMX rev; para Aalg9::kanMX4, alg9s 5'NC y KanMX rev; para Aalg6::ura4+, los primers

fueron descriptos en la referencia 71.
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Figura 13. Esquema de los genes alg WT y sus disrupciones. KanMX4 y KanMX6, cassettes de
resistencia a Geneticina con promotor y terminador de la transcripcidon funcionales en S. pombe;
urad+, gen de uracilo WT. Se muestran los primers que fueron utilizados en la corroboracién de los
genotipos correspondientes. El gen mutante alg 70 se describe en la Figura 12. Figura obtenida de la
tesis de licenciatura en Cs. Bioldgicas de Solana Alculumbre, FCEN, UBA.

Expresion de una proteina de fusidon de copia unica en S. pombe

Para determinar la localizacion subcelular de GIIB y variantes mutantes de GII
utilizamos el plasmido pDUAL-YFH1c (Figura 10). Este plasmido es capaz de integrarse en
el locus del gen leut restaurando la capacidad de biosintetizar leucina de mutantes leu7-32 e
integrando al genoma una unica copia del gen de interés fusionado a la YFP en su C-
terminal (Figura 14). Luego de clonar el gen de interés en el vector, la construccion es
digerida con enzimas de restriccion y el fragmento lineal es transformado a las levaduras
electrocompetentes como se describe en la referencia 72. La correcta integracion del
plasmido al genoma de S. pombe fue corroborada mediante PCR.

50



FLAG His

PDUAL-YFH series (B > _onr [ wee [I]

leul a3’ (pDuUAL)

— rr-rmu"-’E>| OFRF [Teajrand] ot —
Chi.T

coni
m——
Chir; Il

1eti7 locus |
cend 5. pombe cell

Figura 14. Integracion en el genoma de S. pombe de una copia de GIIB-YFP. Esquema de la
integracion del gen de interés al locus leu? en S. pombe. Figura modificada a partir de la referencia
72.

Preparacion de extractos proteicos de S. pombe

Los extractos proteicos totales de S. pombe fueron preparados a partir de 20 ml de
cultivo en fase exponencial a ODgpo= 2. Las células se cosecharon, lavaron con agua y se
resuspendieron en Triton X-100 1%, Hepes 0,1 M pH 7,2 y EDTA 5 mM en presencia de
inhibidores de proteasas (fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 100 uM, L-1-tosilamida-2-
feniletil-clorometilcetona (TPCK) 10 pM, Na-p-tosil-L-lisina clorometil cetona (TLCK) 10 uM,
leupeptina 10 uM, pepstatina 10 uM y E64 10 uM). Se rompieron mediante 10 ciclos
repetitivos de vortex por 1 min y hielo por 1 min con bolitas de vidrio de 0,5 mm de diametro.

El lisado fue centrifugado a 20.000 xg durante 20 min a 4°C y se obtuvo el sobrenadante.

La determinacion de la concentracion proteica del extracto obtenido se realizé por el

ensayo BioRad Protein Assay como describe el fabricante.

Preparacion de fracciones celulares enriquecidas en RE

La preparacion de fracciones microsomales de S. pombe (enriquecidas en RE) se
realizé como se describio en la referencia 19. Brevemente, se partié de 250 ml de cultivo de
S. pombe en fase exponencial, las células fueron cosechadas por centrifugacion a 3.000 xg
durante 5 min, luego lavadas con NaN; 5 mM y centrifugadas nuevamente. El pellet se
resuspendid en 2 ml/g de pellet de Soluciéon A (sacarosa 0,25 M, imidazol 20 mM, EDTA 5
mM pH 8) en presencia de los inhibidores de proteasas descriptos mas arriba. Para la
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ruptura de las células se agregé un volumen de bolitas de vidrio y se realizaron 10 ciclos de
ruptura agitando durante 1 min con vortex e incubando en hielo 1 min. El homogenato fue
centrifugado a 4.000 xg durante 10 min a 4°C. Se guardo el sobrenadante, y el pellet se
resuspendid en Solucidon A con inhibidores de proteasas y se repitieron los 10 ciclos de
ruptura. Se centrifugd a 4.000 xg durante 10 min a 4°C, se juntaron ambos sobrenadantes y
la muestra se ultracentrifugd a 100.000 xg durante 1 h a 4°C. Las fracciones microsomales
(pellet) fueron resuspendidas en Solucion A con ayuda de una espatula y homogeneizadas
con pipeta de punta ancha para preservar la integridad de las membranas. La cuantificacion
de la concentracion proteica se realizo por el ensayo BioRad Protein Assay.

El contenido soluble del RE de L. mexicana fue preparado mediante el congelado-

descongelado de los parasitos como fue previamente descripto para Trypanosoma cruzi (73).

Marcacién de S. pombe y analisis de oligosacaridos formados in vivo

Para analizar la composicién de los glicanos presentes en las glicoproteinas del RE
se partio de 250 ml de cultivo de S. pombe. Las células fueron cosechadas en fase
exponencial y lavadas 3 veces con 40 ml de medio YNB 1% sin Glc y resuspendidas en 2
ml/g del mismo medio. Las células fueron luego preincubadas durante 5 min con DTT,
agente reductor, que previene la salida del RE de las glicoproteinas. La marcacion se realizé
con un pulso de 15 min a 28°C en Glc 5 mM con [**C]Glc 300 Ci/mol. La incorporacién total
de la marca en los N-glicanos fue lineal durante el tiempo de incubacion. La reaccion fue
detenida por el agregado de 10 ml de acido tricloroacético 10% (TCA). En experimentos de
pulso y caza, la concentracion de DTT fue aumentada a 10 mM y se agregé cicloheximida
(CHX) 25 mg/L. La incubacién fue detenida luego de 30 min a 28°C.

Para la obtencion y purificacion de los oligosacaridos marcados Endo H sensibles los
precipitados de TCA obtenidos luego de la marcacion fueron resuspendidos en 1 ml de agua
y se realizaron los siguientes pasos de lavado: agua:metanol (33:67), metanol, metanol:CICH
(33:67), metanol, agua:metanol (33:67) y un ultimo lavado con agua. Las glicoproteinas
desnaturalizadas se incubaron ON a 37°C con pronasa (punta de espatula) en 3 ml de buffer
Tris-HCI 0,15 M pH 8,0, CaCl, 5 mM. Se centrifugd a 4.000 xg durante 5 min y los
sobrenadantes fueron concentrados a 1 ml por calor bajo flujo de aire o N,. Los glicopéptidos
se desalaron por pasaje a través de una columna Sephadex G-10 de 1,2 x 57 cm equilibrada
en 2-propanol 7%. El pico eluido en el V, de la columna, donde se encuentran los
glicopéptidos, fue sometido a electroforesis en papel en acido férmico 10% durante 2,5 hs a

25 V/cm. El pico cargado positivamente, donde se encuentran los oligosacaridos unidos al
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residuo de Asn, migra hacia el catodo durante la corrida. El papel fue seccionado en tiras de
1 cm, cada fraccion contada con liquido de centelleo (tolueno + PPO (2,5-difeniloxazol) +
POPOP (1,4-bis(5-feniloxazol-2-il) benceno) en un contador Wallac 1214 RackBeta y las
fracciones conteniendo el pico radiactivo cargado positivamente fueron eluidas del papel con
agua. Los eluidos fueron concentrados y tratados con 0,01 unidades de Endo H en 0,3 ml de
buffer trietilamina-acetato 75 mM pH 5,5 durante 16 hs a 37°C. Esta enzima hidroliza el
oligosacarido en la union B1,4 presente entre los dos residuos de GIcNAc (Figura 2). Las
muestras fueron sometidas a una electroforesis en papel igual a la anterior. Los
oligosacaridos Endo H sensibles neutros no migran durante la corrida por lo que en este

caso las fracciones eluidas fueron las que se encontraban en el origen de siembra

En la cepa que lleva la mutacion Aalg3, que transfiere M5, las proteinas totales de las
células fueron degradadas con tripsina porcina en lugar de pronasa y la remocion de los N-
glicanos se realizé con 5 mU de N-glicanasa. Esto se debe a que los glicanos conteniendo
cinco residuos de Man son resistentes al tratamiento con Endo H. Ademas, para la actividad
de N-glicanasa es necesario que la Asn a la que se encuentra unido el glicano se encuentre

sustituida por aminoacidos en los grupos amino y carboxilo.

Los glicanos fueron separados por cromatografia en papel descendente usando papel
Whatman 1 y como solvente n-propanol:nitrometano:agua (5:2:4). Los glicanos fueron
identificados por estandares corridos en paralelo. Para la obtencién de una mayor resolucion,
los glicanos identificados se eluyeron del papel con agua y se resolvieron por HPLC como se

describe mas adelante.

Resolucion de glicanos mediante Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC)

La resolucion de las muestras de glicanos se llevd a cabo mediante una columna
TSK-GEL Amido-80 de 4,6 mm x 25 cm (Tosoh Bioscience) donde la separacién se produce
por la polaridad de las especies. Como fase movil se utilizd H,O:CH3;CN en un gradiente
lineal de 35:65 a 55:45 en 67 min, a un flujo de 0,75 ml/min a temperatura ambiente. Se
recolectaron muestras de 1 ml, las cuales fueron secadas por evaporacion en una Speed
Vac hasta obtener un volumen de 0,1 ml. A estas muestras se les agregé 500 ul de
Optiphase Hisafe (PerkinElmer) y se contaron en un contador Wallac 1214 RackBeta. Todos

los solventes utilizados fueron de grado HPLC y degaseados previo a su uso.
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Sintesis de N-glicanos marcados radioactivamente

El sustrato de GlI ['“C]Glc,MansGIcNAc (G2M9) marcado en Glc y Man fue obtenido
por la marcacion in vivo y purificacion de N-glicanos de la cepa de S. cerevisiae GIIM-36,
como se describe en la seccién anterior. El sustrato [*C-Glc]Glc;MansGIcNAc (G1M9) se
obtuvo por glucosilacion de tiroglobulina bovina desnaturalizada en presencia de UDP-
['“C]Glc y microsomas purificados de higado de rata como se describié en la referencia 17.
Estos microsomas son una fuente de UGGT que transfiere un residuo de Glc a los N-
glicanos presentes en la tiroglobulina desnaturalizada. Luego de la reaccion se purificé el
glicano como se describid en las secciones anteriores para oligosacaridos Endo H sensibles

y previamente en las referencias 17 y 74.

Los N-glicanos ["“C]Glc,Man,sGIcNAc (G2M5) y [*“C]Glc;Man,sGIcNAc (G1M5)
fueron obtenidos por tratamiento con Jack bean a-manosidasa de los glicanos mencionados

previamente.

Para el experimento de actividad Gll de L. mexicana los oligosacaridos marcados en
Glc y Man ["C]GlciMangGIcNAc (G1M9) y [“C]GlcsMangGIcNAc (G1M6) fueron obtenidos
luego de la marcacion in vivo y purificacion de N-glicanos de células de S. pombe mutantes
Aalg6 o Aalg6/Aalg9. Las levaduras fueron preincubadas con NMDNJ 5 mM durante 60 min y
con DTT 5 mM por 5 min y luego incubadas durante 45 min en Glc 5 mM conteniendo 500
uCi de ["C]Glc. Los glicanos monoglucosilados Endo H sensibles G1M9 y G1M6 fueron
separados de los compuestos no glucosilados mediantes dos cromatografias en papel
sucesivas en el solvente n-propanol:nitrometano:agua (5:2:4). La marca en residuos de Glc
resultdé ser de 27% y 35% del total de G1M9 y G1M6 respectivamente determinado por
hidrolisis acida total de los glicanos seguida por una cromatografia en papel en el solvente n-

butanol:piridina:agua (10:3:3).

Ensayos de actividad Gll

Sustrato pNPG: La actividad Gll fue determinada en extractos proteicos totales de
levaduras S. pombe, fracciones microsomales de S. pombe o L. mexicana o preparaciones
de GIl purificada a partir de higado de rata, utilizando pNPG o glicanos marcados
radioactivamente como sustratos. Para los experimentos con pNPG como sustrato se
desarrollé un ensayo en placa de 96 pocillos, en el cual las reacciones fueron realizadas en
un volumen final de 50 ul conteniendo pNPG 5 mM, buffer HEPES 0,1 M pH 7,2 durante 20

min a 37°C utilizando 125 ug de proteina de extractos totales o de microsomas de S. pombe,
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o 0,5 pg de Gl pura de rata. Las reacciones fueron detenidas con el agregado de 20 pl de
SDS 10% y 50 pl de Tris base 2 M. La hidrdlisis fue cuantificada midiendo la absorbancia de
las muestras a 405 nm en un lector de placas Multimode Detector DTX 880 (Beckman
Coulter, Fullerton, CA) (Figura 15). Determinamos que el valor de Km para la Gll de S.

pombe respecto de pNPG resulto ser de ~4 mM.
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Figura 15. Estructura y reaccion de hidrélisis del pNPG por GIl. La GIlI produce la hidrdlisis del
enlace entre el grupo nitrofenilo y la Glc. La liberacion del grupo aromatico a un medio basico produce
un color amarillo en el medio, cuya intensidad es proporcional a dicha liberaciéon. De tal modo la
reaccion se monitorea mediante la lectura de la absorbancia a 405 nm.

Sustratos Fisiologicos: La actividad de GIl utilizando como sustratos glicanos
marcados radioactivamente, fue medida en microsomas de levadura y de L. Mexicana asi
como en GIl purificada a partir de higado de rata. Se incubaron las concentraciones
indicadas de proteina con los sustratos en buffer fosfato de sodio 40 mM pH 7,2 durante 15
min a 30°C. En este caso se utilizaron 125 pg de fraccidén microsomal de S. pombe o L.
mexicana o 0.1 ug de proteina Gll pura de rata. Las reacciones fueron detenidas por el
agregado de 50 pl de metanol e incubadas a 65°C por 5 min. Las muestras fueron
centrifugadas durante 5 min a 14.000 xg, quedando los glicanos solubles en el
sobrenadante. La Glc marcada radiactivamente liberada por Gll se separd del sustrato
remanente, por cromatografia en papel ascendente usando como solvente 2-propanol:acido
acético:agua (25:4:9) y papel Whatman 1 en tiras de 2,5 x 12 cm. Durante la corrida, la Glc
asciende quedando los glicanos en la linea de siembra.

En los experimentos de actividad en microsomas de L. mexicana se agregd 1-
deoximanojirimicina 1 mM con o sin NMDNJ 1 mM.

Calculos de Actividad GllI: La actividad de Gll se determind como el porcentaje de Glc
liberada respecto del total. Dicho total corresponde a la suma de la marca en el origen mas la
marca de Glc que migra. Cuando se utilizé el sustrato G1M9 el unico residuo marcado era la

Glc, de modo tal que el 100% de la radioactividad se corresponde con la marca total que se
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detecta. En la reaccién se utilizaron 2.000 cpm del sustrato. Basandonos en la radioactividad
especifica dichas cuentas de UDP-["C]Glc (300 Ci/mol) usados para la sintesis de G1M9, se
calculé que la concentracion final de este sustrato en el ensayo fue de 0,06 uM. La
concentracion de G2M9 utilizada en el ensayo fue de 10 yM. Ambos valores calculados
estan por debajo de los valores de Km para Gll por glicanos (~80 uM para la Gll de
mamiferos). Para glicanos marcados en Glc y Man (G2M9, G2M5, G1M9 y G1M6), el 100%
de la radioactividad corresponde a la marca so6lo de unidades de Glc. Para determinar el
porcentaje de Glc marcada radioactivamente se realiza una hidrélisis acida total de los
glicanos, en donde se logran separar las unidades de Glc y Man marcadas. Para el sustrato
G2M9 la marca de Glc fue del 33% de la marca total, mientras que para G2MS5 resulté ser del
38%. En los glicanos G1M9 y G1M6 utilizados para los experimentos de actividad en L.

mexicana el porcentaje de marca de Glc fue de 27% y 35% respectivamente.

Purificacion de Gll de higado de rata y protedlisis de la subunidad GIIf

La purificacion de Gl fue realizada como se describio previamente (26). La subunidad
GlIB de rata purificada fue proteolizada especificamente del heterodimero como se describié
en la referencia 32, con minimas modificaciones. Brevemente, 10 ug de GlI purificada fueron
incubados durante 5 min a 25°C con quimotripsina en una relacion proteasa:Gll de 1:500 en
Tris-HCI 10 mM, pH 8.0. La reaccion fue detenida por la adicion de PMSF 1 mM. Como
controles se realizaron experimentos sin proteasa o solo con PMSF. La protedlisis fue
monitoreada mediante SDS-PAGE 9%.

Ensayos de complementacioén en trans de actividad de Glla por GlIf

Dado que GIIB no posee una actividad enzimatica conocida per se, su funcionalidad
fue determinada por su habilidad o no de complementar la capacidad de la subunidad Glla
para hidrolizar sustratos fisiologicos (G1M9). Se utilizaron 125 ug de proteinas de fracciones
microsomales de S. pombe conteniendo Glla pero no GIIB (células AGllaB transformadas
con pGllaVDEL), 125 ug de microsomas S. pombe que solo contenian variantes de GIIp
pero no Glla (Ej.: mutantes AGlla +pREP3x) o una mezcla de ambos. Se preincubaron las
cantidades de proteina indicadas en presencia de lubrol 0,4%, en buffer fosfato 40 mM pH
7,2, Tritdn X-100 1%, en un volumen final de 50 pl durante 30 min a 4°C. Luego se ensayo
la actividad de Gll sobre el sustrato G1M9 durante 20 min a 30°C para evaluar la habilidad
de GIIB de restaurar la capacidad de Glla de procesar los N-glicanos. Las reacciones de

actividad Gll fueron realizadas y cuantificadas como se describe previamente.
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Produccion de anticuerpos policlonales

Produccioén de suero anti-Glla. El suero policlonal de ratén anti-Glla de S. pombe se
obtuvo de la siguiente manera: un fragmento de 1030 pb del DNA que codifica parte de Glla
fue amplificado por PCR utilizando DNA gendémico de S. pombe como templado (obtenido
como se describié mas arriba) utilizando los primers Glla-Nde1 fwd y Glla-Xho1 (Tabla 2). El
fragmento se clond en el plasmido pET22b(+) y se expresé en bacterias E. coli BL26 como
una proteina de fusion a un Tag de 6X-His en su extremo C-terminal. Luego de la induccion
con IPTG 1 mM a 37°C durante 4 hs, se verifico la expresion de la proteina recombinante
por electroforesis en SDS-PAGE 10%. Se preparé extracto proteico de bacterias por
sonicado de las mismas en buffer de binding (Tris-HCI 20 mM pH 7,9, NaCl 0,5 M, imidazol 5
mM) adicionado con inhibidores de proteasas, Triton X-100 0,5% v/v, lisozima (punta de
espatula) y urea 8M. Las muestras fueron purificadas por afinidad en una columna IMAC
(Inmobilized Metal ion Affinity Chromatography, Chelating Sepharose, General Electric)
precargada con NiCl,. Se sembré el extracto proteico obtenido y la columna fue lavada con
10 volumenes del buffer de binding conteniendo urea 8 M y luego con 10 volimenes de
buffer de lavado (igual al buffer de binding pero con imidazol 60 mM) conteniendo urea 8 M.
Estos lavados permiten limpiar de la columna el material unido de forma inespecifica. La
elucién de la proteina se realizé con buffer de elucion (buffer de Binding con Imidazol 1M)
suplementado con urea 8 M. Se monitored la purificacion por SDS-PAGE 10% en
condiciones reductoras y las fracciones conteniendo la proteina fueron dializadas contra
buffer fosfato 50mM pH7,4, NaCl 10 mM, en sucesivos pasos con concentraciones
decrecientes de urea (8, 4, 2 y 0 M) a 4°C. Se centrifugd y verifico por SDS-PAGE del
sobrenadante que la proteina se mantuviera en la fraccion soluble luego de la dialisis. Se
inyectaron intradérmicamente 7,5 yg de la proteina dializada en ratones BALb/C y se
realizaron dos inoculaciones mas de 5 ug cada una a los 15 y 30 dias. Se analiz la
especificidad del suero de 10 ratones y se juntaron los sueros de los ratones que
reconocieron a la subunidad Glla tanto en extractos totales como microsomales de S.

pombe.

Produccion de suero anti-CNX: Para la produccion del suero anti-CNX producido en
conejo, se cloné una variante soluble de la proteina CNX (sin el péptido sefial y sin el
fragmento transmembrana) de S. pombe. Se expresd y purific6 como se describid
previamente para Glla, utilizando los primers CNXsNdel y CNXaXhol (Tabla 3) para
amplificar el producto de PCR. Los conejos fueron inmunizados con 100 pg de Cnx1p
recombinante y se dieron tres refuerzos de 50 ug cada uno a las semanas 2, 4 y 6 (75). Solo
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un suero de los tres conejos utilizados reconocié a CNX en extractos totales y microsomales

de S. pombe.

Inmunodetecciones

Se resolvieron 250 pg de extractos proteicos microsomales por SDS-PAGE 9%. Las
proteinas fueron luego transferidas a membranas ImmobilonP (Millipore) de PVDF
(polifluoruro de vinilideno) a 100 mA durante 1 h. Las membranas fueron bloqueadas en
buffer TBST (Tris-HCI 50 Mm pH7,6, NaCl 300 mM, Tween 20 0,1%) conteniendo leche 3%.
Las membranas fueron luego incubadas con un anticuerpo policlonal de ratén anti-CNX
(1:100.000), con un suero policlonal de ratén anti-Glla (1:1.000) o con un suero policlonal de
ratén anti-GlIB descripto en la referencia 71 (1:1.000) en TBST con 3% leche. Como
anticuerpos secundarios se utilizaron sueros de cabra anti-ratén (1:5.000) o anti-conejo
(1:30.000) conjugados a peroxidasa de rabanito (HRP) (Sigma). Las reacciones fueron
detectadas por quimioluminiscencia con el sustrato West Pico SuperSignal (Thermo

Scientific) siguiendo las especificaciones del fabricante.

Microscopia Confocal

Para la determinacién de la localizacién subcelular de GIIf o sus variantes mutadas
se utilizé microscopia de fluorescencia confocal. Levaduras creciendo en fase exponencial
fueron fijadas con p-formaldehido 4% y luego colocadas sobre portaobjetos previamente
tratados con polilisina. Las imagenes fueron obtenidas utilizando un microscopio confocal
LSM510 Meta (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) con un objetivo plan Apochromat 63X/1.4.

La adquisicion de imagenes se realizé mediante el software LSM (Carl Zeiss).
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La subunidad GIIf no es requerida para el plegamiento y/o maduracién de Glla

pero si para su localizacion subcelular en el RE

Con el fin de analizar si en la levadura S. pombe GIIf esta involucrada en el
plegamiento o actividad de Glla, comparamos la actividad GIl en microsomas enriquecidos
en RE con la de extractos proteicos totales, tanto de S. pombe WT como de mutantes
carentes de la subunidad Glla (AGlla) o de la subunidad GIIB (AG/IB) (Tabla 1). Para
determinar la actividad se utilizé6 el analogo de sustrato colorimétrico pNPG (Figura 15).
Como se observa en la Figura 16 las levaduras AGlla tuvieron una actividad casi
indetectable tanto en extractos celulares totales como en fraccidn microsomal, mientras que
en las células AGIIB se observd una gran actividad en extractos totales y una muy baja
actividad en microsomas. Se puede concluir, por lo tanto, que GIIf no se requiere para el
plegamiento o maduracién de Glla ni para su actividad catalitica respecto del sustrato pNPG.
Las condiciones experimentales utilizadas aseguraron que la actividad detectada fue
esencialmente la de Gll dado que: 1) el sustrato utilizado (pNPG) no es hidrolizado por Gl,
2) la adicién de NMDNJ 5 mM (un inhibidor de la actividad Gll) abolié la actividad por
completo, 3) se obtuvieron resultados similares cuando los ensayos fueron realizados en
condiciones en las cuales las glucosidasas vacuolares (lisosomales) son inactivas y/o
inestables (pH 8.0) (76) y 4) no se detectd actividad en extractos totales o microsomas de

levaduras AGlla.

La actividad Gll se ve significativamente reducida en la fraccion microsomal de
células AGIIB (Figura 16 B) respecto de extractos proteicos totales, sugiriendo que GIIB esta
involucrada en la localizacion de Glla en el RE. Un resultado inesperado fue el aumento de
la actividad Glla en extractos totales de células carentes de GIIB. Dicho resultado aun no fue
explicado, pero postulamos que Glla no es retenida en el RE y queda asociada a la pared
celular en el espacio periplasmico, siendo muy facilmente liberada en el proceso de

preparacion del extracto proteico total.
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Figura 16. GIIf no es necesaria para la actividad catalitica de Glla pero si para su retencién en
el RE. La actividad Gll fue medida en extractos celulares totales y en fracciones microsomales. Se
incubaron 125 pg de extractos proteicos totales de S. pombe (A) o de fracciones microsomales (B) de
levaduras WT, AGlla, o AGllaB con pNPG 5 mM durante 20 min a 37°C. Las reacciones fueron
detenidas con 20 pl de SDS 10% y 50 pl de Tris base 2 M. La absorbancia fue medida a 405 nm. La
actividad se tomoé relativa a la actividad de extractos totales (A) o de fraccion microsomal (B) de
levaduras WT.

La seial de retencion VDEL presente en GIIf§ es suficiente para la localizacion
de Glla en el RE

Con el fin de indagar mas en el rol de GIIB en la retenciéon de Glla en el RE,
expresamos Glla con (GllaVDEL) o sin (Glla) la sefal de retencion/recuperacion en RE
presente en el C-terminal de GIIf (VDEL) en levaduras S. pombe AGlla 'y en doble mutantes
carentes simultaneamente de Glla y GIIf (AGllaB). Utilizamos el vector de expresion
pREP3x que dirige la expresion bajo el control del promotor nmt1, el cual se reprime con el
agregado de tiamina al medio de cultivo. Dado que la total ausencia de tiamina resulto en
expresiones muy altas que resultaron téxicas para el crecimiento celular, pusimos a punto la
concentracién a utilizar para tener niveles de expresion detectables sin comprometer la
viabilidad. Determinamos que una concentracién de tiamina de 0,5 uyM es O6ptima para
niveles de expresion de Glla compatibles con el crecimiento celular normal. Esta
concentracion ademas produjo niveles de actividad Gll similares para las construcciones
Glla y GllaVDEL (Figura 17), indicando que el agregado del tetrapéptido no modifica la
actividad enzimatica.
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Figura 17. El agregado del tetrapéptido VDEL a Glla no modifica su actividad enzimatica. Se
incubaron 125 g de fracciones microsomales de levaduras AGlla que expresaban pGlla o
pGllaVDEL con pNPG 5 mM durante 20 min a 37°C. Las reacciones fueron detenidas con 20 pl de
SDS 10% y 50 pl de Tris base 2 M. La absorbancia fue medida a 405 nm.

Como se puede observar en la Figura 18 A, fracciones microsomales de mutantes
AGlla (que poseen GII endégena) que expresaban Glla presentaron niveles de actividad
similares a los que expresaban GllaVDEL. En cambio, a pesar de que hubo niveles mas
bajos de actividad en las levaduras doble mutantes AG/laS que expresan ambas variantes de
Glla, una actividad mas alta fue detectada en el caso de microsomas de doble mutantes que
expresaban GllaVDEL (Figuras 18 A y 18 C) respecto de las que expresaban Glla,
alcanzando niveles similares a aquellos observados para células WT. En todos los casos la
actividad Gll fue medida utilizando pNPG como sustrato y no se observé actividad alguna en

presencia del inhibidor de GIl NMDNJ (datos no mostrados).

Para determinar si los mayores niveles de actividad Gll presentes en las levaduras
AGllaB expresando GllaVDEL respecto de las que expresan Glla correlaciona con una
mayor retencion de Glla en el RE realizamos una inmunodeteccion de Glla en fracciones
microsomales. Como se puede observar en la Figura 18 B los niveles de expresion de Glla
presentes en microsomas, determinados por Western blot, correlacionan con las
determinaciones de actividad (Figura 18 A). La cinética de la reaccion de Gll respecto del
pNPG se muestra en la Figura 18 C, siendo mas rapida para las levaduras que expresan el
plasmido que contiene GllaVDEL. Se puede concluir que GIIf participaria en la localizacién
subcelular de GllI a través de su motivo de retencion VDEL, dado que su adicion a Glla

mejora significativamente la retencién en el RE.
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Figura 18. Rol del tetrapéptido VDEL en la localizacion de Glla en el RE. (A y C) La actividad GlI
fue medida incubando 125 ug de proteinas microsomales de levaduras S. pombe WT, o mutantes
AGlla, AGIIB o AGllaB transformadas con el vector de expresién vacio o con las construcciones pGlla
o pGllaVDEL con pNPG durante 20 min a 37°C. (B) Inmunodeteccion de Glla en fracciones
microsomales de las levaduras analizadas en el panel A. Se sembraron 250 ug de proteinas
microsomales en cada calle, se resolvieron en SDS-PAGE 9% vy transfirieron a PVDF como se indica
en Materiales y Métodos. La membrana fue revelada utilizando sueros policlonales anti-Glla de ratén
(1:1.000) y anti-CNX de conejo (1:100.000). Los anticuerpos secundarios desarrollados en cabra
acoplados a HRP fueron anti-IgG de ratén o de conejo, 1:5.000 y 1:30.000, respectivamente. Las
reacciones fueron detectadas por quimioluminiscencia.
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Existen elementos adicionales en Glla y/o GIIf§ para la retencién de Glla en el
RE

El hecho de que si bien hay una disminucién importante (>50%) en la retenciéon de
Glla en el RE en ausencia de GIlIB, esta no es total (Figura 18), sugirié6 que podia existir
algun elemento adicional en Glla y/o GIIf responsable de dicha actividad remanente. Con el
fin de determinar si el tetrapéptido de retencion VDEL presente en GIIf es el unico elemento
de GIIB involucrado en la localizaciéon en el RE del heterodimero expresamos GIIB
removiendo dicha sefal de su secuencia (pGIIBAVDEL) en levaduras S. pombe AGIIB y
AGllaB. Se analizaron mediante inmunodeteccion los contenidos de las subunidades Glla y
GlIB (Se revelo CNX, proteina residente del RE, como control de carga) en fracciones
microsomales de las levaduras transformadas con pGIIf y pGlIBAVDEL. No se observaron
diferencias en los niveles de Glla y GIIf en presencia o ausencia del elemento de retencion
VDEL en GIIB (Figura 19), por lo que se pudo concluir que la sefial VDEL presente en GII
no es el unico elemento de GIIf involucrado en la localizacion subcelular del heterodimero, y
que existen elementos adicionales en Glla y/o en GII que contribuyen a la retencion del
heterodimero soluble en el RE de S. pombe. El hecho de que en ausencia total de GIIp
exista una pequena actividad Glla residual, que ademas correlaciona con los niveles de Glla
en RE evidenciados por Western Blot sugiere que o bien Glla en transito es responsable de
dicha actividad residual (Figura 16) o que hay un elemento en Glla que contribuye

parcialmente a su localizacion.

S. pombe S. pombe Figura 19. El tetrapéptido de

AGIIB AGllaB retencién/recuperaciéon VDEL no es el Gnico

elemento de GIIB responsable de Ila

localizacién de Glla en el RE.

VDEL en GIIB + - + - Inmunodeteccion de Glla, Gl y CNX en

fracciones microsomales de células AGIIB o
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GIlI es necesaria para la deglucosilaciéon de G2M9 y G1M9 in vitro

Se reportd previamente que en la levadura S. cerevisiae GII3 es requerida para el
procesamiento de G1M9 pero no para el de G2M9, por lo que se hipotetizd que en este
organismo GIIB es requerida para el procesamiento de la Glc mas interna (44). Nuestro
préximo objetivo fue determinar el rol de GIIB en el procesamiento de ambos sustratos
fisiologicos (G2M9 y G1M9) por parte de Gll en S. pombe. Las fracciones microsomales
ensayadas en la capacidad de hidrolizar pNPG en la Figura 18 fueron ahora utilizadas para
medir su actividad respecto de los sustratos fisiologicos G2M9 y G1M9 marcados
radioactivamente (Figura 20). Cuando se utilizaron microsomas derivados de la mutante
AGlla que expresaba GllaVDEL se observé un eficiente procesamiento de pNPG, sin
embargo, dichas fracciones no fueron capaces de procesar los sustratos G2M9 o G1M9
(comparar Figuras 18 A y 20). Estos resultados demuestran que si bien GlIf3 no es necesaria
para hidrolizar el pequefio analogo de sustrato pNPG, en S. pombe GIIf es necesaria, in
vitro, para el primer y segundo corte de Glc del N-glicano por GlI.
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Figura 20. GIIf es requerida para un procesamiento eficiente de G2M9 y G1M9 in vitro. Se
incubaron 125 ug de proteinas de fraccién microsomal de las levaduras indicadas, junto con 6.000
cpm de G2M9 o 2.000 cpm de G1M9 (Ver Materiales y Métodos para los porcentajes de Glc marcada
en cada sustrato) durante 15 min a 30°C en buffer fosfato de sodio 40 mM, pH 7.2. Las reacciones
fueron detenidas y las Glc liberadas fueron separadas por cromatografia en papel. Los resultados
obtenidos para cada sustrato se expresan respecto de la actividad de la cepa WT.
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Para confirmar estos resultados, ensayamos la hidrolisis de G1M9 de microsomas de
la mutante AGlla3 que expresaba GllaVDEL (fuente de Glla), de microsomas derivados de
células AGlla (que contienen a la subunidad GIIf endégena) o de una mezcla de ambos
preincubados en presencia de Tritdbn X-100 1%. Como se muestra en la Figura 21, se
observo una hidrolisis sustancialmente mas alta con la mezcla de microsomas, demostrando

que GIIB es capaz de corregir en trans la imposibilidad de Glla de procesar N-glicanos

eficientemente.
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Figura 21. Complementacién in vitro entre las subunidades Glla y GlIf. Se incubaron 125 ug de
microsomas de levaduras que contenian solo GlIf (mutantes AGlla), 125 yg de microsomas de
levaduras que contenian solo Glla (células AGllaB transformadas con pGllaVDEL) o la mezcla de
ambos (Mezcla: microsomas de mutantes AGlla + microsomas de levaduras AGllaf transformadas
con pGllaVDEL) durante 30 min a 4°C en buffer HEPES pH 7.2, EDTA 5 mM, y Triton X-100 1%.
Posteriormente fue ensayada su actividad Gll utilizando 2.000 cpm de [14C]-Glc G1M9 como sustrato,
como se describe en la Figura 20.

GIlIB es necesaria para el procesamiento eficiente de G2M9 y G1M9 in vivo

Para corroborar GIIf es también requerida in vivo para una eficiente conversion de

G2M9 a G1M9 y de este ultimo a M9 analizamos el patrén de N-glicanos unidos a proteinas
de levaduras carentes de GIIf. Para ello, incubamos levaduras S. pombe en fase
exponencial de crecimiento (ODggo= 2) con ['“C]Glc durante 15 min en presencia de DTT 5
mM como se describe en Materiales y Métodos. Como fue reportado previamente, el DTT
impide durante los tiempos del experimento la formacion de puentes disulfuro y por lo tanto
la salida de proteinas desde el RE hacia el Golgi, previniendo una posterior extension de los
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N-glicanos recién sintetizados (77). La adicién en el Golgi de muchas unidades de Man y Gal
hubiese imposibilitado la medicion de la proporciéon de glicanos con dos, uno u ningun

residuo de Glc a ser evaluado (Figura 22).

G2M8 G1ME

Ma

Figura 22. Reacciones catalizadas por GIl. En los experimentos de marcaciones in vivo de
oligosacaridos se evalla la proporcion de glicanos di, mono y sin Glc unidos a proteinas en el RE. De
tal manera, se evalia la capacidad de Gll de hidrolizar in vivo los sustratos presentes en las
glicoproteinas en el RE. En el panel se ejemplifica la evaluacion de la capacidad de hidrdlisis de Glla
en presencia de GIIf.

Luego de 15 min de marcacion, la muestra de las levaduras WT present6 un unico
pico de M9 demostrando que la deglucosilacion total es extremadamente rapida en S. pombe
(Figura 23 A). Por el contrario, las muestras de 15 min producidas tanto por células AGI/IB
que expresan Glla endégena, como por células doble mutantes AGl/laf que expresan
GllaVDEL (células carentes de GIIf que expresan Glla en forma estable en el RE),

mostraron una conversion muy limitada de G2M9 a G1M9 (Figuras 23 By 23 D).

A continuacion, agregamos CHX a modo de inhibir la sintesis proteica y cualquier N-
glicosilacion adicional e incubamos a las células por otros 30 min. En las muestras de la caza
de ambos tipos celulares se pudo observar la lenta conversion de G1M9 a M9 (Figuras 23 C
y 23 E). Estos patrones revelan que Glla es, de hecho, capaz de hidrolizar G2M9 y G1M9 en
ausencia de GIIB, en aparente contradiccidon con los resultados obtenidos in vitro, pero a
tasas extremadamente lentas. Dichas tasas de deglucosilacién observadas no pueden ser
atribuidas a un menor contenido de Glla, dado que los experimentos realizados en la Figura
18 A revelan que los niveles de hidrolisis de pNPG fueron similares en microsomas
derivados de células WTy en células que expresan GllaVDEL. Mas aun, los patrones que se
observan en las Figuras 23 C y 23 E, indican, que G2M9 y G1M9 fueron deglucosilados por
Glla a aproximadamente los mismos niveles: una deglucosilacién preferencial de G2M9

hubiese mostrado una proporcién mucho mas importante de G1M9 que de M9, mientras que
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si existiese una preferencia por el segundo corte se hubiesen observado las proporciones
opuestas de dichos glicanos. Los niveles de deglucosilacién, a grandes rasgos, similares
para ambos sustratos concuerdan con resultados previos obtenidos en ensayos in vitro en

los cuales se simularon las condiciones de concentracion proteica del RE (78).

La prueba de que GIIB es responsable de la aceleracion de ambas reacciones de
deglucosilacion de glicanos por Gll se pone de manifiesto en el experimento en que la re-
expresion de GIIf en células mutantes carentes de dicha subunidad restablece la rapida
deglucosilacion de G2M9 y G1M9 (Figuras 23 F y 23 G). La correcta expresion de GIIB en el

RE esta demostrada en la observacion de variante de GlIf fusionada a YFP (Figura 25 B).

Estos resultados muestran que si bien GIIB no es necesaria para el plegamiento de
Glla ni para su actividad respecto del pequefio analogo de sustrato pNPG, si es requerida

para el procesamiento de ambos sustratos fisiolégicos (G2M9 y G1M9) por GlI.

Figura 23 (Pagina siguiente). GIIf es requerida para un procesamiento eficiente in vivo de G2M9
y G1M9. Células de S. pombe WT (A), mutantes AGIIB que expresan Glla endégena (B y C), dobles
mutantes AGlla3 que expresan pGllaVDEL (D y E), o mutantes AGIIB que expresan GlIf3 exégena (F)
o GIIB fusionada a YFP (G) fueron incubadas durante 15 min con [14C]Glc (A, B,D,F,y G), e
incubadas con CHX durante 30 min adicionales (D y E). Se indica con flechas la posicién de los
estandares.
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El dominio MRH de GIIf esta involucrado en la estimulacién de la hidrélisis de

glicanos por Gll mediada por GIIf

El dominio MRH es necesario para el procesamiento eficiente de N-glicanos in vitro

La presencia del dominio MRH en GIIf sugirié fuertemente que este dominio podria
estar involucrado en el aumento mediado por GIIf de la hidrdlisis de G1M9 y G2M9 por GllI.
Trabajos previos con el M6PR bovino demostraron que los siguientes cuatro aminoacidos
fueron esenciales para unir el motivo de carbohidratos: Q66, R111, E133 y Y143 (49, 50). En
el alineamiento que se observa en la Figura 24, los residuos de GIIf R437, E456 e Y462
pero no Q407 alinean perfectamente con los residuos idénticos en las cuatro proteinas que
se observan. Para determinar si los equivalentes de dichos residuos estan involucrados en la
estimulacion de la actividad hidrolitica de Gl por GIIf, expresamos variantes mutadas de
dicha subunidad en los aminoacidos mencionados en una cepa de S. pombe carente de GII
endogena. Realizamos las mutaciones Y462F, E456Q, R437K 'y también Q407E, dado que
era la unica Q presente en la cercania rio arriba de los tres residuos mencionados. Las
construcciones de GIIf y mutantes individuales o doble (Y462F/E456Q) mutantes fueron

transformadas a una cepa AGIIB, se prepararon microsomas y se determiné la actividad Gl|I.
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Figura 24. El dominio MRH de GIIf conserva los aminoacidos involucrados en la interaccion del
M6PR con el glicano. Alineamiento de secuencias de los dominios MRH de GIIf de S. pombe, S.
cerevisiae y rata (Rattus norvegicus) y el dominio lectina del M6PR bovino (Bos Taurus). Los
aminoacidos idénticos se encuentran sombreados en negro. Los puntos indican los residuos
mutagenizados en GIIf de S. pombe en este trabajo. Figura tomada de la referencia 79.
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Mientras que las células que expresaron GIIf exdégena fueron capaces de corregir el
defecto en la deglucosilacion de G2M9 y G1M9 de las células AGIIB, ninguna de las
variantes mutantes en el MRH de GIIB pudo restablecer la correcta hidrélisis de dichos
sustratos in vitro (Figura 25). Por otra parte, todos los heterodimeros mutantes formados
fueron capaces de hidrolizar el pNPG a niveles ¢ptimos. En las observaciones por
microscopia confocal GIIf y la mutante de GII R437K expresadas en células AG/IB, ambas
fusionadas a la YFP mostraron una localizacion subcelular tipica de RE de S. pombe (Figura
25 B). Estos resultados demuestran: primero, que el dominio MRH presente en GIIf es
responsable del procesamiento eficiente de los sustratos fisioldgicos de Glla G2M9 y G1M9,
pero no del procesamiento de pNPG y segundo, que el dominio MRH no es responsable de

la interaccién Glla-GlIB ni tampoco de la localizacion subcelular del heterodimero Gll.
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Figura 25. Rol del dominio MRH de GIIf en el procesamiento de N-glicanos in vitro. (A)
Microsomas de mutantes AGI/IB transformadas con pREP1 conteniendo GIIf o GIIf con las
mutaciones indicadas fueron incubados con pNPG, G2M9 o G1M9. La cuantificacién de las
actividades Gll sobre los distintos sustratos se realizé como se describe en las figuras previas y en
Materiales y Métodos. (B) Microscopia confocal de células AGl/la3 complementadas con GIlIf y Gl
R437K, ambas fusionadas a YFP. Barra, 10 ym.
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El dominio MRH es necesario para el procesamiento eficiente de N-glicanos in vivo

Para confirmar que el dominio MRH también participa en el procesamiento de los
sustratos fisiolégicos in vivo, expresamos dos mutantes de GlI3 (Y462F y E456Q) en células
AGIIB y analizamos el patrén de glicanos unidos a proteinas en el RE. Para ello, realizamos
una marcacion in vivo de glicanos seguido de 30 min de caza con CHX como se describio
anteriormente. Los resultados obtenidos con la mutante Y462F (se obtuvieron resultados
casi idénticos con la mutante E456Q) se pueden observar en la Figura 26. Analizando el
patron de N-glicanos formados en la muestra de 15 min de incubacién se observa la
presencia de G2M9, G1M9, y un hombro en la posicién de M9. Este ultimo compuesto, fue
mayoritario luego de la caza de 30 min. Comparando las Figuras 26 y 23 A se puede
confirmar que se requiere un dominio MRH funcional en GII para una eficiente

deglucosilacion de G2M9 y G1M9 in vivo.
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Figura 26. Rol del dominio MRH de GIIB en el procesamiento de N-glicanos in vivo.
Procesamiento in vivo de glicanos en células AGIIB transformadas con la mutante GlIf Y462F. Las
levaduras fueron incubadas durante 15 min con ["*C]Glc (A) y luego de la adicion de CHX incubadas
durante 30 min adicionales (B). Los glicanos Endo H-sensibles fueron aislados y analizados en
cromatografia en papel. Se indica, con flechas, la posicion de los estandares.
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La subunidad GIlIf de mamiferos es requerida para un procesamiento eficiente

de ambas glucosas internas del N-glicano transferido a las glicoproteinas

Gll tiene una estructura altamente asimétrica: mientras Glla tiene estructura globular,
GIlIB adopta una conformacion extendida lo que la hace mucho mas susceptible al
tratamiento con proteasas. Para analizar si también en células de mamifero la subunidad
GIIB asiste a Glla en el procesamiento de N-glicanos, el heterodimero purificado de higado
de rata fue sujeto a protedlisis controlada con quimotripsina. Como fue comunicado por
Trombetta y colaboradores (32), la protedlisis controlada de Gll resulta en una degradacion
preferencial de GIIB que, al menos en las primeras etapas, no afecta el procesamiento de
pNPG. Repetimos el experimento, confirmando la degradacién parcial de GIIf pero no de
Glla mediante SDS-PAGE (Figura 27 A, inserto) y comparamos la hidrélisis de pNPG entre
preparaciones nativas y proteolizadas. Como se observa en la Figura 27 A, la actividad
respecto de pNPG no se modifica por el tratamiento. En cambio, la protedlisis de GIIp resultd
en una disminucién de la actividad enzimatica cuando se emplearon G2M9 y G1M9 como
sustratos (Figura 27 B). Estos resultados demuestran que, del mismo modo que en S.
pombe, en mamiferos la subunidad GIIf modula el procesamiento de los glicanos G2M9 y
G1M9.

73



Resultados

A
2 G"U. —— ——
Gl =
]
% 15 Gl
c
o
[
z
& —O0—Gll
=
c a5 —&—GlI+Chym+PMSF
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo (min)
B EpNPG BG1M9 OG2M9
100
(-]
E
N
s 80
(=]
)
=
& 60
(4]
=]
2
s 40
2
®
T 20
=
°
w
2 0
Gll Gll + PMSF Gll + Chym. +
PMSF

Figura 27. La protedlisis regulada de la subunidad GIIf de higado de rata compromete el
procesamiento de G2M9 y G1M9 pero no de pNPG. 10 ug de GlIf de higado de rata purificada
fueron proteolizados con quimotripsina en una relacion proteasa:Gll de 1:500 por 5 min a 25°C. Las
reacciones fueron detenidas con PMSF 1 mM. (A) Hidrélisis de pNPG de muestras nativas y
parcialmente proteolizadas de Gll purificada a partir de higado de rata, medida a los tiempos
indicados. La protedlisis parcial fue monitoreada mediante SDS-PAGE 9% (inserto). (B) La actividad
Gll respecto de pNPG, G1M9 y G2M9 fue determinada utilizando 0.5 ug (pPNPG) o 0.1 ug (N-glicanos)
de proteina de muestras nativas o proteolizadas. La actividad en las muestras tratadas con
quimotripsina (Gll + Chym + PMSF) o los controles con PMSF (Gll + PMSF) fueron referidos relativos
a la actividad de Gll sin tratar.
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El dominio G2B de GIIf se haya involucrado en la interaccion Glla-GlIf§ en S.

pombe

Ademas del dominio C-terminal MRH, existe en la subunidad GII3 un dominio cercano
al N-terminal denominado G2B (Glucosidase |l Beta) que se encuentra conservado entre las

subunidades GlIf de distintas especies (Figuras 5y 28).
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Figura 28. GIIB posee un dominio N-terminal denominado G2B que se haya altamente
conservado en distintas especies. Alineamiento de secuencias de los dominios G2B de GIIf de
humanos, S. pombe, L. mexicana y S. cerevisiae. Los aminoacidos idénticos se encuentran
sombreados en negro, mientras que los semiconservados se resaltan en gris. Los puntos indican los
residuos mutagenizados en la GlI§ de S. pombe.

Antecedentes en la bibliografia sugieren que este dominio podria estar involucrado en
la interaccion entre Glla y GIIf en células de mamifero y/o en el procesamiento de la Glc
mas interna del N-glicano (Glc m, Figura 2) en S. cerevisiae ya que se introdujeron una serie
de mutaciones en el dominio G2B de la subunidad GIIf de S. cerevisiae y la mutacion E132A
permitié la interaccién Glla—GIlIB pero produjo un menor procesamiento de G2M9 in vivo (36,
80). Para intentar determinar si en S. pombe el rol del dominio G2B es interaccionar con Glla
o intervenir en el procesamiento de G2M9 realizamos la mutacién del aminoacido
equivalente en GIIB de S. pombe (E114A) y en el aminoacido E73A (Figura 28). En primer
lugar realizamos un ensayo de complementacion en frans: se incubaron mezclas de
microsomas fuente de Glla activa en RE (AGllaB + pGllaVDEL) con microsomas fuente de
las variantes de GIIB a ensayar con los sustratos radioactivos. Los extractos microsomales
de levaduras doble mutantes AGlla3 que expresaban pGIIB-E73A o pGlIB-E114A no fueron
capaces de complementar la actividad del procesamiento de G1M9 de microsomas de S.
pombe que expresaban solo Glla en el RE (Figura 29 A). La expresion de GIIB doble
mutante para el dominio MRH Y462F/E456Q (de aqui en mas referida como GlIB-MRH*)
(AGllaB + pGlIB-MRH*) tampoco fue capaz de restaurar en trans la capacidad de Gll de
hidrolizar G1M9. Por el contrario, aquellos microsomas que expresaban GIlIf exdgena sin
mutar si fueron capaces de restablecer el procesamiento del sustrato fisiolégico in vitro
(Figura 29 A).
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A continuacion realizamos experimentos de determinacion de actividad Gll en los
microsomas de las mutantes utilizando el analogo de sustrato pNPG o bien G1M9 como
sustratos. Como hemos mencionado antes, las mediciones de actividad Glla con el sustrato
pNPG reflejan el contenido de Glla en el RE. Al medir la actividad Gll con pNPG pudimos
observar que mutaciones en el dominio G2B, pero no el dominio MRH, afectaron la actividad
enzimatica en microsomas, sugiriendo que G2B influye en la retencion de Glla en RE (Figura
29 B). En contraste, cuando utilizamos G1M9 como sustrato, las mutaciones en ambos
dominios afectaron la actividad: microsomas de mutantes S. pombe AGIIB que expresaban
GlIB con mutaciones en el dominio G2B (AGIIB + pGIIB-E114A y AGIIB + pGIIB-E73A) no
registraron actividad cuando se ensayaron con G1M9 como sustrato, de igual modo que las
mismas mutantes que expresaban GIlIB-MRH* (Figura 29 B).

Los analisis de Western blot demostraron que las mutaciones en el dominio G2B
E114A y E73A resultaron en niveles reducidos de Glla en RE, los cuales fueron similares a
aquellos presentes en mutantes AGIIB, a pesar del hecho de que la mutacién en G2B afectd
solo ligeramente los niveles de GIIB (Figura 29 C). Por el contrario, la expresién de GIIB WT
o GIIB mutante en el dominio MRH restauraron por completo los niveles de Glla en RE.

A partir de los resultados obtenidos aqui, podemos concluir que en S. pombe el
dominio N-terminal G2B presente en GIIB juega un rol en la interacciéon de ambas
subunidades del heterodimero Gll (Glla-GlIB), ya que su mutacién reduce la actividad de GlI
sobre pNPG debido a una reduccion en los niveles de Glla en el RE. En cambio, la mutacién
del dominio MRH afecta la actividad Gll sobre G1M9 y no sobre pNPG, no afectando los
niveles de Glla en el RE. Por otro lado, levaduras con la mutacién E114A en su GIIB fueron
capaces de procesar, in vivo, G2ZM9 a G1M9 y M9, indicando que el dominio G2B no esta
involucrado en el procesamiento del glicano (datos no mostrados). Al expresar las variantes
mutantes en el dominio G2B pudimos observar una banda de menor peso molecular que
reacciond con los anticuerpos anti-GlIB. Aun no hemos identificado esta proteina, pero es
posible que surja a partir de un clivaje proteolitico o quizas a partir de una conformacién mas

inestable de dicha subunidad mutante.
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Figura 29. La interaccién Gllo—GIIf se ve comprometida por mutaciones en el dominio G2B. (A)
Ensayo de complementacion entre Glla y variantes de GIIf. Microsomas de levaduras S. pombe
mutantes AGlla que expresaban pGllaVDEL (fuente de Glla) se preincubron en presencia de Triton
X-100 1% con microsomas de levaduras AGllaf que expresaban GlI (pGlIg), GlIf con el dominio
MRH mutado (pGlIB-MRH*), o con el dominio G2B mutado (pGIIB-E73A o pGIIB-E114A) (fuentes de
GIlIB). Los ensayos de actividad con G1M9 fueron realizados como se describe anteriormente. (B)
Actividad GIl en microsomas de S. pombe que expresan variantes de GIIB. La actividad Gl fue
medida en fracciones microsomales WT, mutantes AG/If que expresaban GII3 exdgena o Gl con los
dominios MRH o G2B mutados. La actividad se midi6 con pNPG o G1M9 y se expreso relativa a la
WT. (C) Inmunodeteccién de Glla y GIIf en fracciones microsomales de S. pombe. 250 ug de
proteinas microsomales de células WT, mutantes AG/la o AGIIB transformados con el vector vacio (-),
GlIB (GlIB), o GIIB mutante en el dominio MRH (MRH*) o en el dominio G2B (E73A y E113A) fueron
resueltas en un SDS-PAGE 9%, transferidas a una membrana de PVDF e incubadas con un suero de
ratéon anti-Glla (1:1.000) o anti-GIIB (1:1.000). El anticuerpo secundario fue anti-raton (1:5.000). Las
reacciones fueron reveladas mediante quimioluminiscencia.
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GlIp reconoce residuos de manosas en las ramas B y/o C del N-glicano

Para estudiar la posibilidad de que el dominio MRH de GIIf este interaccionando con
residuos de Man en las ramas B y/o C de los N-glicanos en los N-glicanos (Figura 2),
decidimos investigar si dichas Man del glicano son necesarias para su reconocimiento por
Gll. Para ello, incubamos microsomas de células WT y de levaduras AGllaB que expresaban
GllaVDEL (Glla funcional en RE) con los sustratos G2M5 o G1M5, es decir con glicanos
cuyas Man en las ramas B y C habian sido removidos mediante el tratamiento con a-
manosidasa. Como se observa en la Figura 30, la remocion de las unidades de Man del
glicano redujo drasticamente los niveles de procesamiento de la Glc de dichos glicanos, del
mismo modo que ocurrié eliminado la subunidad GlIf o mutando el dominio MRH (Figura 25
A). Estos resultados sugieren que GII3 reconoce Man en las ramas B y/o C del glicano y no
en la rama A, a través de su dominio MRH.
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Figura 30. Procesamiento de glicanos truncados por Gll in vitro. Los ensayos fueron realizados
como se indica en la Figura 20 con proteinas microsomales de células WT o mutantes AGllaB que
expresan pGllaVDEL. Los sustratos G2M9, G2M5, G1M9, o G1M5 fueron obtenidos como se describe
en Materiales y Métodos. La actividad se expresa respecto de la actividad WT con G1M9 como

sustrato.
La deglucosilacién in vivo de N-glicanos por Gll disminuye en funcién de su

contenido de manosas

El hecho de que la actividad glucosidasa de Gll se encuentre disminuida cuando el
sustrato posee bajo contenido de Man en las ramas B y/o C (Figura 30) sugiere por un lado
que son estas ramas las que son reconocidas por GIIf3, y por otro lado, que el contenido de

Man tiene una influencia importante en la actividad GlI.
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Para estudiar si un contenido reducido de Man en el N-glicano unido a las proteinas
afecta la actividad Gll de procesamiento de Glc también in vivo, construimos una serie de
mutantes de la levadura de fisién S. pombe que transfieren N-glicanos truncados con 9, 7, 6
0 5 Man a las proteinas nacientes y analizamos los posibles patrones de glicanos producidos
in vivo (Figura 31). Para eliminar cualquier efecto posible del contenido de Man en el N-
glicano sobre la actividad de la Glucosidasa | (Gl) las mutantes utilizadas poseen la mutacién
Aalg10. Alg10p cataliza la transferencia de la ultima Glc desde el dador Dol-P-Glc a
Glc,MangGIecNAc,-P-P-Dol, por lo que las mutantes utilizadas transfieren N-glicanos con solo
dos Glc (Figura 2). La cepa Aalg10 fue cruzada con las cepas Aalg12 (transfiere glicanos con
7 Man), Aalg9 (transfiere glicanos con 6 Man) y Aalg3 (transfiere glicanos con 5 Man) como
se describe en Materiales y Métodos, obteniéndose asi cepas que transfieren G2M9
(Aalg10), G2M7 (Aalg10/Aalg12), G2M6 (Aalg10/Aalg9) y G2M5 (Aalg10/Aalg3) (Tabla 4).
Las marcaciones y purificacion de oligosacaridos in vivo fueron realizadas como se describid

anteriormente y se analizaron mediante HPLC.
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Figura 31. Reacciones catalizadas por GIl. En los experimentos de marcaciones in vivo de
oligosacaridos se evalla la proporcion de glicanos di mono y sin Glc luego del tiempo de incubacion.
De tal manera se evalua la capacidad de GlI de hidrolizar los sustratos presentes en las glicoproteinas
en el RE. En la figura se ejemplifica la evaluacion de la capacidad de hidrdlisis de Gl respecto de N-
glicanos con 9 y 7 Man en sus oligosacaridos.

Los patrones de N-glicanos obtenidos con las mutantes Aalg10, Aalg10/Aalg12,
Aalg10/Aalg9, y Aalg10/Aalg3 revelaron que, mientras que la deglucosilacién de G2M9 fue
tan rapida que ningun glicano conteniendo Glc fue detectado, la cantidad de glicanos
glucosilados aumentaron a medida que disminuyd el contenido de Man de los mismos
(Figura 32). El total de las fracciones de cada pico fue sumado y se relativiz6 cada uno de los

picos al total de cuentas para la cuantificacion de los resultados (Figura 32 E). Estos
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resultados estan en acuerdo con reportes previos de ensayos in vitro en los que la
disminucién del contenido de Man del glicano resulté en un descenso en la actividad GlI
(Figura 30 y referencias 30 y 31). No se pueden obtener mutantes que transfieran G2M8
debido a que la misma manosiltransferasa (Alg9p) es responsable de la adicién del séptimo y

noveno residuo de Man al precursor del glicano unido a Dol-P-P (Figura 2).
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Tabla 4. Estructura de los N-glicanos transferidos por las mutantes S. pombe.
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Figura 32. Patrones de glicanos sintetizados por S. pombe mutantes que transfieren glicanos
diglucosilados que contienen de nueve a cinco residuos de Man. (A) G2M9 (Aalg10), (B) G2M7
(Aalg10/Aalg12), (C) G2M6 (Aalg10/Aalg9) y (D) G2M5 (Aalg10/Aalg3). Las estructuras de los
glicanos transferidos por cada mutante se indican como inserto en el panel correspondiente. (E)
Cuantificacion de las cantidades relativas de las especies di, mono, y no glucosiladas de los paneles
A-D. En el panel A la marca de M8 fue adicionada a la de M9 en la cuantificacion de las especies
deglucosiladas.
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Efecto del contenido de manosas del N-glicano en los niveles de

deglucosilacién in vivo de mutantes carentes de la subunidad regulatoria GIIf

Con el objeto de determinar la influencia de GIIf en la disminucion del procesamiento
de glicanos con contenido reducido en Man por Gll, se repitieron los experimentos de
determinacion de los patrones de N-glicanos con cepas mutantes que transfieren G2M9,
G2M7, G2M6 y G2M5 y que adicionalmente eran AGIIB (cepas Aalg10/AGIIB,
Aalg10/Aalg12/AGIIB, Aalg10/Aalg9/AGIIB, y Aalg10/Aalg3/AGIIB). Si bien la ausencia de
GIlIB resultd en una disminucion del contenido de Glla como se pudo observar mediante
Western blot (Figura 33, calles 3, 6, 9, y 12), confirmando el rol de GlIB en la retencién de
Glla en RE, las mutantes que transferian G2M7, G2M6 y G2M5 y que a su vez carecian de
GIlIB mostraron patrones similares de N-glicanos entre si, demostrando que el contenido de
Man no influyé sobre la deglucosilacion de Glla de dichos glicanos en ausencia de la

subunidad regulatoria (Figura 34).
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Figura 33. Contenido de Glla en RE de S. pombe que transfieren oligosacaridos truncados y
que carecen de GIIf o expresan variantes mutadas en el dominio MRH. 250 ug de proteinas
microsomales de células AGIIB, o AGIIB que expresan GlI WT o GlIB-MRH* (MRH*) se sometieron a
un SDS-PAGE 9% Yy transfirieron a una membrana de PVDF. La membrana fue revelada utilizando
suero policlonal de raton anti-Glla (1:1.000) y suero policlonal de conejo anti-CNX (1:100.000) como
anticuerpos primarios. Los anticuerpos secundarios fueron IgG anti-raton (1:5.000) e IgG anti-conejo
(1:30.000) acopladas a HRP. Las reacciones fueron detectadas por quimioluminiscencia.
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Figura 34. Patrones de glicanos sintetizados por mutantes que transfieren glicanos con dos
Glc, conteniendo de nueve a cinco Man y carentes de GIIB. (A) G2M9 (4alg10/AGIIB), (B) G2M7
(Aalg10/Aalg12/AGIIB), (C) G2M6 (Aalg10/Aalg9/AGlIB) y (D) G2M5 (Aalg10/Aalg3/AGIIB). Las
estructuras de los glicanos transferidos por cada mutante se indican en los paneles correspondientes.
(E) Cuantificacion de los cantidades relativas de especies di- mono- y deglucosiladas de los paneles
A-D.
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No obstante, el patrén producido por la mutante que transfiere G2M9 indicé que el
glicano que contenia todas las unidades de Man fue deglucosilado a una tasa aun menor,
dado que practicamente no se observaron glicanos desprovistos de Glc (Figura 34). Los
residuos de Man j y/o k del glicano de la Figura 2, probablemente interaccionan con el sitio
activo de Glla o bien con los residuos de Glc, reduciendo de este modo los niveles de

deglucosilacion.

Por otra parte, demostramos que la subunidad GIIf no fue esencial para la remocion
de la Glc mas interna a diferencia de lo que habia sido previamente reportado (44), ya que
no existio tal condicion para G2M7, G2M6, o G2M5 (Figura 34, B-D).

El dominio MRH reconoce N-glicanos desde G2M9 hasta G2M5 in vivo

Hemos demostrado previamente que los pobres niveles de deglucosilacion
observados en mutantes que no expresan GIIf y transfieren G3M9 pueden ser revertidos a
niveles WT complementando dicha cepa con GIIf exdgena. Por otro lado, la expresion de
variantes mutantes en residuos del dominio MRH (equivalentes a aquellos que han sido
descriptos interaccionando con Man en el M6PR) no pudo corregir dicha deficiencia aun
cuando los niveles de Glla en RE habian sido reestablecidos (Figuras 25 y 26). En este
ensayo, realizamos el mismo experimento pero con mutantes que transfieren G2M7, G2M6,
y G2M5 (mutantes Aalg10/Aalg12/AGIIB, Aalg10/Aalg9/AGIIB, y Aalg10/Aalg3/AGIIR)
expresando exdégenamente variantes de GlIf. La expresién de GIIB restablecid los patrones
observados en las mutantes que expresaban GIIf endégena (comparar Figura 35 A-D, con
Figura 32 B—E) mientras que, la expresion de GlIf mutante en el dominio MRH no fue capaz
de restaurar completamente los patrones originales. Estos resultados indican, que el dominio
MRH reconoce N-glicanos que contienen de nueve a cinco unidades de Man in vivo, aunque
con distintas afinidades, ya que las diferencias entre mutantes que expresaban GIIB y GIIB-
MRH* fueron mucho mayores para mutantes que transfieren N-glicanos con un alto
contenido de Man (comparar Figura 35, E-H, con Figura 35, A-D). Ademas, los analisis de
Western blot mostraron que la expresion tanto de GIIf como de GlIB-MRH* restablecieron a

Glla en RE a niveles similares (Figura 33 calles4y 5,7y 8,10y 11,y 13y 14).

Gll es capaz de sensar la demanosilacion del N-glicano a través del dominio MRH,
disminuyendo su actividad a medida que decrece el contenido de Man. Dicha propiedad situa
a Gll como un regulador de la permanencia de glicoproteinas en los ciclos de CNX/CRT. Se
analizara a continuacion si la demanosilacion afecta a las otras enzimas que procesan los

oligosacaridos durante el control de calidad de plegamiento de glicoproteinas en el RE.
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Figura 35. Patrones de glicanos
sintetizados por mutantes que
transfieren glicanos con dos Gic
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Efecto del contenido de manosas de los N-glicanos en la glucosilacion

mediada por UGGT in vivo

La UGGT es una enzima central en el control de calidad del plegamiento de
glicoproteinas porque actua como sensor conformacional agregando una etiqueta de Glc al
N-glicano de composicién M9 de glicoproteinas que no han adquirido aun su estructura
nativa. Dado que el contenido de Man del oligosacarido, funciona como un timer molecular
que indica el tiempo de permanencia de una glicoproteina en el RE, se quiso evaluar si, in
vivo, la actividad UGGT es sensible al contenido de Man. Para ello se utilizaron mutantes de
S. pombe que transfieren N-glicanos con diferente contenido de Man: M9, M7, M6 y M5
(mutantes Aalg6, Aalg6/Aalg12, Aalg6/Aalg9 y Aalgb6/Aalg3 respectivamente, Tabla 4).

Los oligosacaridos monoglucosilados se pueden originar tanto por deglucosilacién del
oligosacarido transferido como por reglucosilacién por UGGT (Figura 36). Para poder evaluar
la actividad in vivo de UGGT, los glicanos truncados deben transferirse a las glicoproteinas
completamente deglucosilados, por lo tanto se trabajé con mutantes Aalg6 las cuales no
incorporan la primera Glc ni las subsiguientes al oligosacarido que se va a transferir a las
proteinas. En las mutantes 4alg6, la presencia de un residuo de Glc en los N-glicanos s6lo

puede deberse a la accién de la UGGT.

G3M9-Pr
| e WT alg6
G2M9-Pr
| oo
G1MO-Pr
| en

MO-Pr =— G1MS-Pr
1 GII

GT
MO9-Pr — GI1IM9-Pr
1 GII

M8-Pr M8-Pr

Figura 36. Origen de los oligosacaridos monoglucosilados en S. pombe WT y Aalg6. Los
oligosacaridos monoglucosilados pueden originarse tanto por de-glucosilacion del oligosacarido
transferido como por re-glucosilacion por UGGT. En las mutantes Aalg6, el glicano transferido carece
de Gilc y por lo tanto el G1M9 sélo se genera por la accion de UGGT. Figura modificada a partir de la
referencia 70.
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Resultados de la tesis de licenciatura de Solana Alculumbre y la referencia 71
indicaron que en S. pombe la actividad de UGGT in vivo, a diferencia de lo que ocurre con

Gll, no se ve afectada por una disminucion en el contenido de Man del glicano (Figura 37)

En efecto, se preincubaron las levaduras mutantes con NMDNJ 5 mM durante 60 min
(a modo de inhibir la Gll) y luego se las incubé con ['*C]Glc por 15 min en presencia de DTT
5 mM. Luego de analizar los patrones de glicanos unidos a proteinas resultantes (en todas
las mutantes la proporcién de glicanos monoglucosilados/deglucosilados es muy similar,
Figura 37 A-D) se puso de manifiesto que el contenido de Man no influencia la actividad de
UGGT in vivo a diferencia de lo previamente reportado in vitro (22).

Estos resultados también fueron confirmados en ausencia de NMDNJ. Como se
observa en la Figura 37 E-H, no se detecta presencia de G1M9 en la mutante 4alg6 pero
cantidades crecientes de los respectivos N-glicanos monoglucosilados se observan al ir
reduciendo el contenido de Man, poniendo de manifiesto la disminucién de la actividad Gll
respecto de glicanos con menor contenido de Man que ya hemos observado (comparar
Figura 37 J con 32 E).

Estas observaciones en conjunto con los resultados obtenidos para Gll permiten
proponer un modelo en el cual UGGT no seria el principal regulador de la permanencia de
las glicoproteinas mal plegadas que han sido sustrato de manosidasas en los ciclos de
CNX/CRT como se creia hasta el momento. La disminucion de la actividad Gll respecto de
glicanos demanosilados y la ausencia de influencia del contenido de Man en la actividad
UGGT favorece la persistencia en el tiempo de especies proteicas con glicanos
monoglucosilados, capaces de interaccionar con las lectinas chaperonas CNX y/o CRT y por
lo tanto aumenta su probabilidad de plegarse correctamente. La Gl adoptaria un rol de
regulador central sensible a la demanosilacién del sustrato y por lo tanto capaz de regular la
permanencia de glicoproteinas mal/lentamente plegadas del RE, en los ciclos de CNX/CRT

(ver modelo en la Figura 41).
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Figura 37. Patron de glicanos unidos a proteinas en mutantes S. pombe que transfieren
glicanos deglucosilados con un contenido de Man de nueve a cinco, en condiciones de
inhibicién o no. (A y E) M9 (Aalg6), (B y F) M7 (Aalg6/Aalg12), (C y G) M6 (Aalg6/Aalg9) y (D y H)
M5 (Aalg6/Aalg3). Las mutantes de los paneles A-D fueron tratadas con NMDNJ 5 mM. Las
estructuras de los glicanos transferidos por cada mutante se indican en los paneles correspondientes
(I y J). Cuantificacion de las cantidades relativas de los glicanos marcados glucosilados y no
glucosilados de los paneles A-D (1) y E-H (J). Figura modificada a partir de la referencia 71 y de la
Tesis de Licenciatura en Ciencias Biologicas de la Lic. Solana Alculumbre, FCEN, UBA.
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Efecto del contenido de Man de N-glicanos en la actividad in vivo de Gl

Para descartar un efecto de Gl en la disminucién de la deglucosilacion in vivo por Gll
se analizé la influencia del contenido de Man sobre la actividad Gl in vivo. Se realizaron
marcaciones, como las antes descriptas, de mutantes S. pombe que transfieren
oligosacaridos triglucosilados: G3M9, G3M7 y G3M5 (mutantes Aalg12, Aalg9 y Aalg3, Tabla
4). Estos resultados no mostraron diferencias con los obtenidos para las correspondientes
mutantes que transfieren glicanos diglucosilados (Figura 38) y al mismo tiempo no se
encuentran restos de glicanos triglucosilados en ninguno de los casos. Esto permitié concluir
que en S. pombe el contenido de Man no influye en el procesamiento de la Glc mas externa
por Gl. Alternativamente, si existiera un efecto, el mismo seria mucho menor que sobre la

deglucosilacion mediada por GlI.
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Figura 38. Patréon de glicanos sintetizados por mutantes que transfieren N-glicanos
triglucosilados con un contenido de Man de siete a cinco. (A) G3M7 (Aalg12), (B) G3M6 (Aalg9) y
(C) G3M5 (Aalg3). Se indica en cada panel la estructura del glicano transferido durante la N-
glicosilacion. (D) Cuantificacion relativa de las especies de glicanos di, mono y no glucosiladas en los
paneles A-D. Figura modificada a partir de la Tesis de Licenciatura en Ciencias Bioldgicas de la Lic.
Solana Alculumbre, FCEN, UBA.
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El caso de Leishmania mexicana

La pregunta que surgié a continuacién es si la existencia prolongada de glicanos
monoglucosilados debido a la pérdida de actividad Gll provocada por la demanosilacion en el
RE es relevante o no para prevenir la salida de especies mal plegadas de los ciclos
CNX/CRT, o para aumentar la probabilidad de que las glicoproteinas con un proceso dificil
de plegamiento adquieran la estructura tridimensional correcta. Una manera de intentar
contestar dicho interrogante fue analizando lo que ocurre en protozoos tripanosomatidos, los
cuales transfieren especies deglucosiladas con menor contenido de Man (M9, M7, o M6
dependiendo de la especie) (81). Estos protozoarios no poseen la enzima que sintetiza el
Dol-P-Glc y dependiendo de la especies una o mas manosiltransferasas dependientes de
Dol-P-Man (82). Ademas, Samuelson y colaboradores propusieron que existié una pérdida
secundaria de glicosiltransferasas a partir de un ancestro que las poseia todas (83). En el
caso de L. Mexicana se observaron las siguientes reacciones de N-

glicosilacién/procesamiento de N-glicanos en RE (66):

UGGT

ME-P-P-Dol ——»  M6-proteina 3——= G1M6E-proteina
£l

El genoma de L. Mexicana posee genes putativos para las subunidades Gllay GIIB y
esta Ultima posee dominios G2B y MRH. Por lo tanto, el dominio MRH de GIIf de L.
Mexicana tiene dos posibilidades: o ha evolucionado hacia una estructura con mayor afinidad
por glicanos de menor contenido de Man o bien ha conservado la afinidad por M9 del
microorganismo ancestral. Si el dominio MRH de GIIf de L. Mexicana tuviese una mayor
afinidad por glicanos con bajo contenido de Man, esto eliminaria la posibilidad de prevenir la
salida de especies mal/lentamente plegadas hacia el Golgi, extendiendo la existencia de
glicanos monoglucosilados. Por otra parte, mantener una alta afinidad por glicanos de alto
contenido de Man resultaria en una deglucosilacion lenta de todas las glicoproteinas,
incluyendo las especies mal plegadas o de plegamiento lento.

Para contestar dicho interrogante se ensayaron fracciones microsomales de L.
mexicana comparando la deglucosilacion de G1M9 con la de G1M6 (ambos con la misma
actividad especifica) y se observd que el dominio MRH de GIIf mantuvo la especificad
original por N-glicanos de alto contenido de Man (Figura 39). Estos glicanos fueron marcados

tanto en los residuos de Man como en los de Glc, de modo que confirmamos la medicion de
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deglucosilacion y no de demanosilacion agregando a la mezcla de reaccion 1-
deoximanojirimicina (un inhibidor de manosidasas de RE) sd6lo o en combinacion con
NMDNJ. La deglucosilacion del sustrato fue completamente inhibida cuando se agregd

ambos inhibidores en conjunto (Figura 39).

Dado que el dominio MRH de GIIB de L. mexicana reconoce preferencialmente
glicanos con alto contenido de Man, aquellas especies mal plegadas o de plegamiento lento
que permanecen en el RE por periodos prolongados de tiempo son capaces de presentar
glicanos monoglucosilados que les permitan completar su proceso de plegamiento mediante
la interaccion con lectinas/chaperonas del RE CNX y/o CRT. Estos resultados sugieren que
la regulacion de la existencia de glicanos monoglucosilados mediada por Gll es un factor

importante en el control de calidad de plegamiento de glicoproteinas en el RE.
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Figura 39. Actividad de Gll de L. mexicana respecto de los sustratos G1M9 o G1M6. Se
determind la actividad Gll en 125 ug de microsomas. En todos los casos las reacciones contenian 1-
deoximanojirimicina 1 mM vy, donde se indica, la misma concentracién de NMDNJ. El porcentaje de
Glc total liberada fue calculada a partir del contenido de ["“C]Glc de cada glicano (Ver Materiales y
Métodos). El valor para G1M9 fue tomado como 100%.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES



GIIB es necesaria para la retencion del heterodimero Gll en el RE, pero no para

el plegamiento de Glla o su actividad sobre pNPG

Cuando se reportdé por primera vez la estructura dimérica de Gll, se asumié que el
unico rol de la subunidad GIIB seria el de proveer un elemento (el motivo XDEL en el C-
terminal) para la localizacién en RE de la subunidad Glla (26, 27). Trabajos posteriores
asignaron nuevas posibles funciones para GlIB. Por ejemplo, se postulé que en células de
mamifero era requerida para un plegamiento eficiente de la subunidad catalitica (36).
Reportes mas recientes cuestionaron estos dos roles (localizacién en RE y plegamiento
eficiente de Glla) dado que en S. cerevisiae Glla alcanzé una conformacién activa y una
localizacion en RE en ausencia de GIIf (44). Mas aun, en dicha levadura GIIf carece de
sefal de retencién/recuperacion en RE. Sorprendentemente, en este mismo organismo se
reporté que GII seria requerida para el corte de la Glc mas interna pero no para la Glc del
medio (Residuos / y m respectivamente, Figura 2). Los resultados que se muestran en esta
tesis demuestran que en S. pombe GII3 no es requerida para el plegamiento correcto de Glla
ni para su actividad, dado que células AG/IB mostraron una actividad GIll completa cuando
esta fue medida con pNPG como sustrato, valor que fue aun mayor al que presentan las
células WT (Figura 16).

Aqui demostramos que en S. pombe GIIB esta, de hecho, involucrada en la
localizacion subcelular del heterodimero Gll. La disrupcion de GlIf disminuyé el contenido de
Glla en el RE y ademas la adicion del tetrapéptido de retencién VDEL presente en GIIf al
extremo C-terminal de Glla y la expresion de dicha construccion en células AGlla resulté en
una mejora significativa de la retencion en RE de la subunidad catalitica (Figura 18). Sin
embargo, a pesar de que la sefal de retencion/recuperacién en RE de tipo XDEL pudo suplir
el rol de GIIB en la retencién de Glla no se le puede atribuir la completa funcién de retencién
de la holoenzima en RE. Los resultados que se observan en las Figuras 23 F y 23 G, indican
que existié un procesamiento normal de glicanos cuando la sefal de retencién estuvo ocluida
por diez aminoacidos o bien por YFP (Ver Materiales y Métodos), sugiriendo la presencia de
mecanismos adicionales de retencion ademdas de la secuencia mencionada anteriormente.
Ha sido reportado que tanto remover como ocluir la senal de retencién en RE tiene efectos
similares en la localizacion de proteinas (38). Cuando removimos el tetrapéptido de retencién
en el RE de GIIf y expresamos esta variante en células AGI/IB o AGllaB, no existieron
variaciones significativas en los niveles de Glla en el RE ni tampoco en los niveles de GII,

respecto de la GlIf conteniendo VDEL (Figura 19).
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Se puede concluir por lo tanto que GIIB y su sefal de retencion en el RE presente en
el C-terminal cumplen un papel en la retencion de Gll en RE, pero que otros mecanismos
adicionales de retencion parecen estar operando. Mas aun, aquellas células que carecian de
GlIB presentaron un contenido de Glla en el RE que varié entre en el 20 y el 50% comparado
con las células WT en diferentes preparaciones (Figuras 16, 18, y 25), lo cual sugiere que la
subunidad Glla podria poseer en su secuencia alguna otra sefal desconocida de localizacién
en el RE.

Se han descripto mecanismos de localizacién subcelular redundantes para otras
proteinas solubles de RE como la CRT (84). Mieskes y colaboradores proponen dos
mecanismos independientes de retencion/recuperacién para CRT: un mecanismo provee la
retencién en el RE de manera Ca?-dependiente, mientras que el otro mecanismo esta
basado en la sefial de retencion del tipo XDEL. La GIlIf de mamiferos posee dominios EF-
hand de unién a Ca*, por lo tanto resultaria significativo analizar si existe un rol de dichos

dominios en la retencion de Gll en el RE de mamiferos.

GIIB es necesaria para el procesamiento de N-glicanos por Gll

El hallazgo mas significativo reportado en la primera serie de experimentos de esta
tesis consiste en que GIIB es un requerimiento absoluto para la hidrélisis eficiente de los
sustratos fisiolégicos de la Gll, G2M9 y G1M9, pero no para la hidrélisis del sustrato pNPG,
una molécula mucho mas pequefa. Dicho requerimiento fue demostrado tanto in vitro como
in vivo (Figuras 20 y 23). En contraste con lo reportado en la referencia 44, que indicaba que
en S. cerevisiae GlIf seria requerida para la hidrélisis de G1M9 pero no para la hidrélisis de
G2M?9, los resultados obtenidos a partir de los experimentos de caza con CHX en células en
crecimiento demostraron que en S. pombe Glla por si sola es capaz de procesar ambos
glicanos aunque a tasas muy reducidas. Esto no fue debido a un menor contenido de Glla en
RE ya que las células AGllaB que expresaban GllaVDEL, las cuales contenian Glla en RE a
niveles similares que levaduras WT, tampoco eran capaces de hidrolizar los sustratos
normalmente. Posteriormente a la publicacién de nuestros resultados, dichos autores
confirmaron que en S. cerevisiae GlI también esta involucrada en la hidrolisis de G2M9
(80).

La protedlisis selectiva de GlIf purificada partir de higado de rata redujo la capacidad
de hidrolizar ambos sustratos fisioldgicos pero no la de procesar pNPG. Esto indica que
también en la enzima de mamiferos la subunidad GIIf es requerida para un procesamiento

eficiente de los N-glicanos (Figura 27).
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Dominio MRH de GIIp y modelos de reconocimiento del oligosacarido por Gll

A partir de los resultados que confirman a GIIB como un regulador del procesamiento
de N-glicanos por GlI, decidimos investigar cuales eran los determinantes presentes en GIIp
que mediaban el procesamiento de oligosacaridos. En particular, analizamos la influencia de
los dominios MRH y G2B de GIIB en el aumento de hidrdlisis de oligosacaridos de alta

manosa por parte de Glla mediado por GIIB.

El dominio MRH fue identificado en primera instancia como un dominio lectina
conservado entre los receptores de Man6P CD-MPR y CI-MPR. A través de este dominio los
M6PR contactan glicanos conteniendo la sefial Man6P presentes en hidrolasas acidas y las
envian a los lisosomas (85). Estudios cristalograficos del CD-MPR bovino complejado con
Man6P mostraron que el bolsillo de binding contiene aminoacidos que unen Man con enlaces
a1,2 y aminoacidos que unen el grupo fosfato (86). En los alineamientos de secuencia de los
dominios MRH de GIIB con M6PRs se observa la misma distribucion de aminoacidos
involucrados en la unién de Man, pero no la de aquellos que unen el fosfato (ausentes en
GlIB) (35). Evaluamos la posibilidad, entonces, de que la hidrdlisis eficiente de glicanos
pueda estar mediada por la interaccién del dominio MRH y de GIIB con las Man de las ramas
B y/o C de los N-glicanos de las glicoproteinas. Esta prediccion resulté ser correcta, ya que
mutaciones en el dominio MRH de GIIB en los aminoacidos conservados entre varias
proteinas que contienen dominios MRH (e involucrados en la interaccion del M6PR con
unidades de Man) redujeron significativamente la capacidad de Gll de hidrolizar los sustratos
G2M9 y G1M9 (Figuras 25 y 26).

Al menos dos mecanismos pueden ser propuestos para el aumento de las tasas de
deglucosilacion de glicanos mediadas por el dominio MRH. En el primer mecanismo, luego
de hacer contacto con las Man en las ramas B y/o C del glicano, el dominio MRH presentaria
los enlaces a ser hidrolizados al sitio catalitico de Glla (Figura 40 A). Esta posibilidad resulta
poco probable si se toma en cuenta la estructura tridimensional del glicano Glc;MangGIcNAC,
determinada por RMN: el enlace a ser procesado en primer lugar (Glca1,3Glc) esta expuesto
en la cara externa de la rama A (residuos d, fy g, Figura 2), mientras que la segunda union
(Glca1,3Man) se dispone hacia el lado interno (es decir, se orienta hacia las ramas B y C,
residuos h—k en la Figura 2) (87). La necesidad de reorientar el sustrato haria que el
mecanismo propuesto anteriormente no sea el mas adecuado, ya que los enlaces a ser
procesados se posicionan distantes en el espacio y no pueden ser alcanzados

concebiblemente por el Unico sitio catalitico de Glla sin alguna reorientacion. Sin embargo,
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este mecanismo no puede ser descartado ya que la flexibilidad de los enlaces que unen las
Man c, d, f, y g podria permitir la presentacion sucesiva de ambos enlaces del glicano unido
al dominio MRH al sitio catalitico (88). Probablemente sea la reorientacion del sustrato lo
que previene los cortes consecutivos de ambos residuos, permitiendo asi a la glicoproteina

ingresar al ciclo de CNX/CRT cuando se haya en la forma monoglucosilada.

El segundo mecanismo fue propuesto por A. Helenius y colaboradores para explicar
el requerimiento aparente por parte de la Gll de mamiferos de dos glicanos en la misma
glicoproteina para realizar el primer corte de modo eficiente (46). De acuerdo con este
mecanismo (Figura 40 B y Figura 7 en la referencia 44), la union del dominio MRH de GIIB a
un glicano no resultaria en la presentacién del glicano al sitio catalitico sino que produciria un
cambio conformacional en la subunidad GIIf que a su vez modificaria la conformacion de
Glla, activando de esta manera el sitio activo. Debido a los motivos estructurales de los
enlaces mencionados anteriormente, fue propuesto que el binding del dominio MRH de GIIp
a un glicano activaria el primer corte en un glicano “vecino”. El segundo corte de este ultimo
glicano seria activado por la uniéon de sus propias Man de las ramas B y C a un dominio
MRH dado que dichas ramas y el enlace Glca1,3Man se encontrarian ahora en la misma
orientacion. La rotacién necesaria de las ramas del glicano en el primer modelo es
remplazada en el segundo modelo por la union de dos glicanos diferentes a GIl. Sin
embargo, se han estudiado casos en los que glicoproteinas que portan sélo un N-glicano
interaccionan con CNX y/o CRT, y son por lo tanto sustrato de Gll. De acuerdo con lo
propuesto por el segundo modelo, estos casos pueden deberse a la trans-activacién del
primer corte por un N-glicano presente en otra glicoproteina en el lumen del RE donde existe
una alta concentracion proteica, o a una actividad Gll basal independiente de GII para
glicoproteinas que tienen un proceso de plegamiento mas lento (Figura 6). Es interesante
resaltar que la sugerencia de que existen dos actividades Gll, una independiente (basal) y la
otra dependiente de la presencia de GIIB, y de que la activacion de la deglucosilacion del N-
glicano se debia a la interaccién de las Man del glicano de las ramas B y/o C con el dominio
MRH de GIIf, se realizé aunque no existian evidencias experimentales para todas las

suposiciones que se hicieron al momento de dicho trabajo.

El presente trabajo demuestra que Gll tiene de hecho una actividad basal que se
pone de manifiesto cuando se utiliza como sustrato a pNPG en ausencia de GIIB. Ademas,
en S. pombe y en células de mamifero, la subunidad GII permite un procesamiento eficiente
de los glicanos mediante la interaccion de su dominio MRH con las Man presentes en las

ramas B y/o C de los N-glicanos (actividad dependiente de GIIf).
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Figura 40. Modelos propuestos para la estimulacion de la deglucosilacion de N-glicanos
mediada por GlIB. (A) Al unirse las unidades de Man en las ramas B y/o C del glicano, el dominio
MRH presente en GIIf presenta los enlaces a ser procesados al sitio catalitico de Glla (estrella). Notar
que este modelo requiere la rotacién de la rama A para que ambos cortes puedan proceder. (B) La
unién de un glicano al dominio MRH de GIIf resultaria en un cambio conformacional en GIIf que a su
vez modificaria la estructura de la subunidad Glla activando de esta manera al sitio catalitico y
permitiendo la hidrdlisis de la primera Glc en un segundo glicano. El procesamiento de la Glc mas
interna en este ultimo glicano estaria mediado por la interacciéon de las Man en sus propias ramas B
y/o C con el dominio MRH.
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El dominio G2B esta involucrado en la interaccion Glla-GlIf8

Reportes previos han propuesto que el dominio G2B localizado préximo al N-terminal
de GIIB (Figura 28) se haya involucrado en la interaccion Glla—GIIB (36) o, adicionalmente,
en la deglucosilacion de G2M9 (80). Nuestros resultados apoyan la primera observacion, ya
que si bien microsomas de células carentes de GIIf pero que expresan GII con mutaciones
en el dominio G2B no son capaces de restablecer la capacidad de Glla de deglucosilar el
sustrato G1M9, las causas de este resultado subyacen en el bajo contenido de Glla en RE
(Figura 29 C). Estos niveles, a su vez, apoyan el rol de GII como responsable parcial de la
retencion de Glla en RE (Figura 29 C). Ademas, los patrones de glicanos unidos a proteinas
de cepas que transfieren G2M9 y G2M6, carentes de GII pero que expresaban GIIf con
mutaciones en el dominio G2B fueron similares a aquellos que se observaron en células
AGIIB (71, datos no mostrados). Nuestra interpretacion es que la ausencia de interaccion
Glla-GlIB no permitié el aumento de deglucosilacion mediado por el dominio MRH debido a
una disminucién del contenido de Glla en el RE. Todos estos resultados demuestran que el
dominio G2B no esta directamente involucrado en la deglucosilacion de G2M9 o G2M6 en S.

pombe.

Efecto de la estructura del N-glicano en la actividad de enzimas que procesan
glicanos en el RE

La segunda parte del trabajo se centra en identificar los determinantes presentes en
el sustrato de GIl que permiten una eficiente deglucosilaciéon del oligosacarido in vivo.
Adicionalmente, se estudioé en el laboratorio el rol que cumplian dichos determinantes en la
actividad de las enzimas que participan en el procesamiento del N-oligosacarido durante el

control de calidad de plegamiento de glicoproteinas en el RE.

La demanosilacion del sustrato reduce su reconocimiento por Gll in vitro

En una primera aproximacion in vitro, en este trabajo pudimos confirmar la
observacioén previa de Grinna y Robbins (31) que sugeria que la tasa de procesamiento de
glicanos de la Gll de mamiferos decrecia en funcién del grado de demanosilacién que
presentaban los sustratos G2M9 y G1M9. Esto resulté cierto también para la enzima de S.
pombe: tanto la remocion enzimatica de unidades de Man de las ramas B y/o C del N-glicano
(Figura 30), la mutagénesis del dominio MRH en GIIf (Figura 25 A) o la disrupcion del gen
que codifica para la subunidad GIIB (Figura 20) redujeron las tasas de hidrdlisis de N-

glicanos.
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La disminuciéon del contenido de Man del N-glicano reduce la actividad Gll in vivo:

Influencia del dominio MRH

En funcion de los resultados que se discuten en la seccion anterior, decidimos
analizar los requerimientos estructurales del N-glicano para una deglucosilacion eficiente in
vivo por Gll. Se emplearon cepas mutantes que transfieren oligosacaridos truncados de
estructura G2M9, G2M7, G2M6 y G2M5 a las proteinas (Tabla 4). Los glicanos con mayores
niveles de deglucosilacion in vivo en la levadura S. pombe fueron G2M9 y G1M9 ya que no
se hallaron trazas de dichos glicanos luego de los 15 min de marcacion de oligosacaridos
(Figura 32 A). La deglucosilacion decrecié progresivamente en glicanos con siete, seis o
cinco Man: se comenzaron a observar mayores cantidades de sus derivados di y
monoglucosilados a medida que se reducia el contenido de Man (Figura 32 B-E). No
obstante, aun el glicano mas pequefio fue reconocido in vivo por el dominio MRH dado que
la expresion en células AGI/IB de GIIB exdgena, pero no la de GIIf con mutaciones en el
dominio MRH, restauré por completo los patrones comparados con aquellos de células que
expresan GlIB enddgena (Figura 35). Este resultado sugiere que a pesar de que la afinidad
del dominio MRH por G1M9 es aproximadamente siete veces mayor que por G1M5, el
reconocimiento del residuo e ademas de los residuos i y i k por parte del dominio MRH (Ver
Figura 2 y referencia 89) podria influenciar las tasas cataliticas cuando se hayan expuestos

en un glicano como en el caso de G1M5 (Figura 2).

Inesperadamente, a pesar de que la deglucosilacion in vivo de G2M7, G2M6 y G2M5
fue similar para las cepas que expresaban Glla pero no GIlIf (levaduras AGI/IB que
transferian glicanos truncados), el procesamiento por Gll de G2M9 fue significativamente
menor en el ultimo caso (Figura 34). Este resultado sugiere que existe una interaccion entre
los residuos j y/o k con el sitio catalitico o con las Glc que disminuiria la deglucosilaciéon de
G2M9 en ausencia de GIIB. En una holoenzima operativa, la interaccion entre el dominio
MRH de GIIB y el glicano completo podria no solo presentar a este ultimo al sitio catalitico
(acelerando la deglucosilacién) sino también suprimir los efectos inhibitorios de los residuos j

y/o k.

El contenido de Man del N-glicano no influye en la actividad de la Gl in vivo

Experimentos in vivo realizados en levaduras S. pombe que transfieren G3M9, G3M7,
G3M6 y G3M5 demostraron que una reduccion del contenido de Man no influyé en el
procesamiento de la Glc mas externa del N-glicano (residuo n, Figura 2). Dicho efecto no

existe en S. pombe, o bien el efecto es mucho menor que el que se ejerce sobre la actividad
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Gll. También es posible que los niveles de actividad Gl sean mucho mas altos que aquellos
observados para GlI (Resultados obtenidos en la tesis de licenciatura en Ciencias Bioldgicas
de la Lic. Solana Alculumbre, FCEN, UBA).

El contenido de Man del N-glicano no influye en la actividad UGGT in vivo

La Lic. Solana Alculumbre durante su tesis de grado obtuvo mutantes de S. pombe
que transfieren, durante la N-glicosilacion, oligosacaridos completamente deglucosilados con
distinto contenido de Man. Esto permitié realizar experimentos de marcacion y estudiar la
influencia in vivo de la estructura de los glicanos sobre la actividad de UGGT, enzima clave
en el control de calidad del plegamiento de glicoproteinas en el RE. Los resultados
mostraron que, en oposicién a los datos que se habian reportado previamente en ensayos
de actividad de UGGT in vitro (22), no existe influencia del contenido de Man del glicano en
la actividad enzimatica de UGGT in vivo (Figura 37). En los ensayos realizados previamente
en la referencia 22 se habian utilizado glicanos deglucosilados unidos a un Unico aminoacido
(Asn) como aceptores del residuo de Glc y no glicoproteinas desnaturalizadas que son el
sustrato natural de la UGGT. Esto pone de manifiesto la relevancia de los ensayos
realizados in vivo para definir la especificidad de la proteina. Los resultados obtenidos en
ausencia del inhibidor de GlI, muestran nuevamente la influencia del contenido de Man en la

actividad Gll en concordancia con los resultados presentados en este trabajo.

Glicanos de biosintesis vs. Glicanos de degradacion

La formacion in vivo de glicanos unidos a proteinas de estructura G1M9, G1M8,
G1M7, y G1M6 ha sido detectada en higado de rata (90). Sin embargo, el orden en el que
las Man son removidas en el RE no es exactamente el inverso que la adicién de Man en la
biosintesis del GlcsMansGIcNAcz-P-P-Dol (descripto en Figura 2) ya que existe una hidrdlisis
preferencial del primer residuo, /i, seguido por el residuo k en S. pombe como también en
otros tipos celulares (91). De tal modo, los glicanos que transfieren las cepas mutantes,
analizadas en este trabajo, no son exactamente iguales a aquellos producidos durante la
degradacion de N-oligosacaridos in vivo. De todos modos, las afinidades reportadas del
dominio MRH por glicanos producidos por procesamiento en el RE indican que el dominio
MRH reconoce primariamente el residuo k, seguido del residuo i. Por lo tanto el G1M7
producido por el procesamiento en RE (sin lo residuos i y k) es, tal vez, deglucosilado a
niveles mas bajos que el G1M7 utilizado en el presente trabajo (sin los residuos j y k) dado

que el primero de estos glicanos no posee el residuo /, el cual es el segundo residuo mas
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importante reconocido por el dominio MRH. Se espera, entonces, que la remocién adicional
de Man con enlaces a1,2 que ocurre en el RE reduzca la afinidad del dominio MRH por

dichos glicanos y en consecuencia las tasas de deglucosilacion por GllI.

Con respecto a la UGGT nuestros resultados indican que todos los glicanos que
contiene el residuo g seran glucosilados de igual modo independientemente de su contenido
de Man (Figura 37).

La relevancia de poseer un mecanismo de deglucosilacion lento para aumentar la
franja temporal en la que un glicano en particular exhibe un epitope monoglucosilado se
sustenta en los resultados obtenidos con el parasito L. mexicana. Dicho protista transfiere
M6 a sus glicoproteinas, no posee actividad manosidasa en su RE y aun asi ha conservado
a su GIIB con una mayor afinidad por glicanos con alto contenido de Man derivada de
ancestros (Figura 39), lo que le permite mantener niveles bajos de deglucosilacion para las
especies mal/lentamente plegadas. Nuestros resultados proveen de un nuevo enfoque a los

elementos que regulan el control de calidad del plegamiento de las glicoproteinas en el RE.

Modelo propuesto para la funcion regulatoria de la Gll en el control de calidad

del plegamiento de glicoproteinas en el RE

Basandonos en la observacion de que existe una disminucion de la actividad Gll y
que no existen cambios en la actividad de UGGT cuando se disminuye el contenido de Man
del N-glicano de las proteinas, podemos especular que a medida que ocurre la
demanosilacion en el RE de glicoproteinas mal/lentamente plegadas, el contenido de
glicanos monoglucosilados aumenta relativamente. Este aumento previene la salida
prematura de especies mal/lentamente plegadas hacia el Golgi y aumenta su probabilidad de
plegarse correctamente interaccionando con CNX y/o CRT (Figura 41). El descenso en la
afinidad de CRT (y probablemente de CNX) por N-glicanos con menor contenido de Man (la
afinidad por G1M5 es un 65% que por G1M9) esta, aparentemente, mas que compensada
por la reduccién en la capacidad de Gll de deglucosilar especies monoglucosiladas (la

actividad respecto de G1M5 es aproximadamente un 3% la de G1M9 in vitro) (31, 92).

La presencia del dominio MRH le confiere a GIIB un rol fundamental en
procesamiento de N-glicanos, ya que convierte a Gll en una proteina capaz de sensar el
grado de demanosilacion de los oligosacaridos, modulando la actividad hidrolitica de Glla. La
disminucion de la actividad GlI respecto de oligosacaridos con menor contenido de Man y su

capacidad de desplazar el equilibrio hacia la existencia prolongada de especies

101



monoglucosiladas convierten a GIlIf en una proteina de gran relevancia en el control de

calidad de plegamiento de glicoproteinas en el RE.

El mal funcionamiento de GIIf podria provocar cambios ubicuos en la célula, lo que
podria explicar por qué mutaciones en esta subunidad afectan diversas funciones celulares.
Las observaciones que indican que GIIB esta involucrada en el desarrollo neural, que es
capaz de asociarse a moléculas de a RNA y que participa en otros procesos aqui descriptos
indican que esta proteina no solo estaria involucrada en eventos del control de calidad de

plegamiento de glicoproteinas sino también en procesos celulares aun desconocidos.
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Figura 41. Modelo propuesto de GIl como un regulador in vivo de la permanencia de
glicoproteinas mal plegadas o de lento plegamiento en el RE. Las especies que permanecen
mucho tiempo en el RE se caracterizan por una demanosilacién de sus N-glicanos por manosidasas
residentes del RE. La reduccion del contenido de Man disminuye la actividad glucosidasa de Gll in
vivo mientras que no influencia la glucosilacion mediada por UGGT in vivo. Esta diferencia aumentaria
la probabilidad de las glicoproteinas de encontrarse en un estado monoglucosilado que permitiria la
asociacién con CNX/CRT durante periodos mas largos.
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Conclusiones

La estructura tanto de la parte proteica como la del glicano determina si una
glicoproteina es retenida en el RE, enviada a su destino final o bien retrotranslocada al
citosol y degradada por los proteasomas. Por lo tanto, es de gran importancia entender los
mecanismos que regulan el procesamiento de los glicanos en las distintas etapas del
plegamiento de las glicoproteinas.

En el presente trabajo demostramos que:

1) GlIB cumple un rol en la retencion del heterodimero Gll en el RE de S. pombe tanto por su

sefial C-terminal VDEL como por otros elementos aun desconocidos.

2) En ausencia de GIIB, Glla se pliega de manera correcta y es capaz de hidrolizar el

analogo de sustrato pNPG.

3) La subunidad GIIB es requerida para una eficiente deglucosilacion de los sustratos

fisiolégicos G2M9 y G1M9 tanto in vitro como in vivo en S. pombe.
4) GlIB también esta involucrada en el procesamiento de glicanos en mamiferos.

5) El dominio MRH presente en el extremo C-terminal de GIIf interacciona con Man

presentes en las ramas B y/o C del glicano, mediando la hidrdlisis del sustrato por Glla.
6) GlIB posee un dominio N-terminal (G2B) esencial para la interacciéon Glla-GlIB.

7) Una reduccion en el contenido de manosas de los N-glicanos disminuye significativamente
la deglucosilacion in vivo mediada por GlI pero no afecta la glucosilacion in vivo mediada por
UGGT. Esto sugiere que Gll funcionaria como un regulador de la permanencia en los ciclos
de CNX/CRT de las glicoproteinas que se pliegan muy lentamente, y por lo tanto han sido
demanosiladas, otorgando mas oportunidades de plegamiento a las proteinas antes de

enviarlas a degradacion.

Los estudios realizados en esta tesis fueron realizados primordialmente en la
levadura de fision S. pombe, pero las conclusiones que de aqui se desprenden se presumen

aplicables a células de mamiferos (19, 79, 93).
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