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ACLARACIONES SOBRE LA ESTRUCTURA DE LA MEMORIA

Entre las distintas posibilidades que existian a la hora de estructurar la presente
Memoria, hemos decidido repartir los resultados en tres capitulos (III, IV y V)
incluyendo en cada uno de ellos, datos que pudieran ser utilizados en la elaboracion
de una publicacioén independiente. De hecho, el capitulo III estd ya en prensa en la
revista GLYCOBIOLOGY. Con los datos de los capitulos IV y V se estan preparando
los manuscritos correspondientes en estos dias (Mayo de 1997) con la idea de
enviarlos a publicacion antes de la fecha prevista para la defensa publica de la

presente memoria (Julio de 1997).

Cada uno de estos tres capitulos reflejan fielmente lo que aparecera en las
publicaciones y constan de los siguientes apartados: Resumen, Planteamiento de
objetivos, Resultados y Discusion. El apartado "Planteamiento de objetivos" se
corresponde con la pequefia introduccion al tema que se hace en las publicaciones, no
obstante, y con el fin de facilitar la comprension de esta memoria por personal menos
especializado, se ha incluido una Introduccion General (capitulo I) sobre glicosilacion
en S. cerevisiae comun a los tres capitulos mencionados. Los Materiales y Métodos
también se han estructurado como capitulo independiente comun (capitulo II) ya que
la metodologia utilizada era muy similar en los tres capitulos y de otra forma se

producirian repeticiones innecesarias.

Dado que en los articulos cientificos el detalle en la metodologia suele ser
escasa, remitiendo frecuentemente a la BIBLIOGRAFIA, nos ha parecido oportuno
afiadir un Apéndice (capitulo VII), en el que se describen con detalle algunos de los
protocolos y reactivos utilizados con el mismo fin, apuntado anteriormente, de
facilitar la compresion y posible repeticion de algunos experimentos a personal no

demasiado especializado en el tema.

Con el fin de mantener la norma general en la presentacion de las Tesis
Doctorales, los resultados mas relevantes de los tres capitulos de resultados se han

resumido en unas conclusiones generales (capitulo VI de la Memoria).

Finalmente, debemos mencionar que los primeros resultados obtenidos en este

tema de investigacion (aislamiento de los y algunos estudios de complementacion)
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fueron presentados como Tesis de Licenciatura (Mafias, 1995). Con el fin de
mantener una coherencia en la presentacion de esta Memoria, un resumen de los
resultados presentados en la Tesis de Licenciatura se ha incluido en las primeras
paginas de resultados del capitulo III. La primera de las conclusiones corresponde a

dichos resultados.
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ABREVIATURAS

BSA: seroalbumina bovina.

CPY: carboxipeptidasa Y.

DEAE: dietil aminoetil.

DMSO: dimetil sulfoxido.

Dol: dolicol.

Dol-P: dolicol fosfato.

Dol-PP: dolicol pirofostfato.

DPAP: dipeptidil aminopeptidasa

Endo H: endo-P-N-acetilglucosaminidasa H.

Endo F: endoglicosidasa F.

EMS: sulfonato de etil metano.

GIcNAc: N-acetilglucosamina.

GPI: glicosilfosfatidilinositol.

HPLC: cromatografia liquida de alta presion.

mA: miliamperios.

Man: manosa. En algunas figuras se utiliza M como abreviatura de manosa,
por razones de espacio.

MHz: megahertzios.

Medio K: medio de cultivo sintético (ver composicion en apéndice I).
Medio YEPD: medio de cultivo complejo (ver composicion en apéndice I).
P: fosfato.

PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida.

PMSEF: fluoruro de fenilmetil sulfonilo.

RE: reticulo endopldsmico
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"H RMN: resonancia magnética nuclear de protones

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes.

TEMED: tetrametiletilendiamina.

Tris: tris-hidroximettl aminometano.
TBP: tampon tris- barbiturato.

TBS: tampon tris-salino.

TBST: TBS con un 0.05% de tween 20.

TGN: trans Gogi network
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I. INTRODUCCION GENERAL.

El proceso de glicosilacion es la principal modificacion covalente que modula la

estructura y funcion de proteinas de membrana y de secrecion en células eucariotas.

Dependiendo de la proteina, el carbohidrato puede contribuir a distintas

funciones de aquélla

en el organismo en el que se expresa (ver mas adelante). Los mecanismos de adicion
de carbohidrato a las proteinas estan bastante conservados a lo largo de la evolucion,
manteniéndose determinados procesos basicos en un amplio rango de seres vivos,

aunque existen variaciones especificas en los distintos organismos.

Los mecanismos de glicosilacion de proteinas en organismos eucariotas se han
estudiado extensamente en levaduras utilizando diferentes procedimientos
bioquimicos, genéticos y de biologia molecular y celular. La levadura mas utilizada
como modelo ha sido y es Saccharomyces cerevisiae, un microorganismo unicelular
recubierto de una pared celular cuya superficie externa contiene largas cadenas de
manano. El manano estd constituido casi exclusivamente por manosa y es el
carbohidrato que forma parte de las manoproteinas, las cuales son un complejo de
glicopéptidos con una alta proporcion de restos glucidicos unidos N- y O-
glicosidicamente. La facilidad para el cultivo de S. cerevisiae, la abundancia de las
manoproteinas y su facil extraccion y purificacion, asi como el hecho de que algunas
etapas de la biosintesis de los oligosacaridos sean similares a las establecidas para
eucariotas superiores, ha hecho que este organismo sea ampliamente utilizado en
estudios sobre la sintesis y procesamiento de la porcion glucidica de las
glicoproteinas en células eucariotas (Kukuruzinska y cols, 1987; Tanner y Lehie,
1987; Ballou, 1990; Herscovics y Orlean, 1993). Las manoproteinas de la pared
celular contienen algunos grupos manosa-fosfato y manobiosa- fosfato unidos a
través del fosfato al carbono 6 de determinadas manosas de los N-oligosacaridos. La
funcion de estos grupos fosfato en S. cerevisiae se desconoce, pero son los

principales responsables de la carga negativa de la superficie -celular.
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I.1 GLICOPROTEINAS DE Saccharomyces cerevisiae.

I.1.1. TIPOS DE UNION CARBOHIDRATO PROTEINA.

En Saccharomyces cerevisiae existen tres tipos de unién covalente entre las

porciones glucidica y proteica de las glicoproteinas (ver Fig. 1.1).

Ser(Thr) Asn
NH2 AAA NH-CH - C A/NAANH - (fH C -(X)-(Ser/Thr) AAA cl:= o)
Il
CH: © Ci2 0 C L3
|
o "
(Man)1-5 B i Man D
0 Man —>* Man
(GICFAC)Z Man vk VZ
Man
& R VB
Man
“~~—~""Proteina Y4
A Dolicol G{;NAC

R: cadenas de manosas de longitud variable

Man: manosa T Sfir QA ﬁﬁ i
GleNAc: N-acetilglucosamina IR %mm Mg}mﬁ WY ? WL

PI: fosfatidilinositol

Figura.l.1. Diferentes tipos de union covalente entre las porciones glucidica y proteica de las
glicoproteinas de Saccharomyces cerevisiae (se indican en rojo) (A) enlace O-glicosidico, (B)
enlace N-glicosidico y (C) enlace a través de etanolamina fosfato (EA-P). La EA-P sirve de
puente de union entre el extremo carboxilo de la proteina y el extremo no reductor de la cadena
glucidica, la cual, por su extremo reductor, se une a la membrana a través de fosfatidil inositol.

El enlace O-glicosidico se produce entre un grupo hidroxilo del carbono anomérico
(C1) de una manosa y el grupo hidroxilo de los hidroxiaminoacidos Ser o Thr de la

proteina. Con este tipo de enlace se unen cadenas lineales cortas de 1 -5 manosas unidas,
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a su vez, entre ellas por enlaces a(1,2) y a(1,3). No se ha descrito la existencia de grupos

fosfato en este tipo de oligosacaridos.

El enlace N-glicosidico se establece entre el grupo amino libre de un residuo de
Asn que forme parte de la secuencia: Asn-X-Ser/Thr y el C; de la primera N-

acetilglucosamina (GIcNAc).

En el tercer tipo de union, un residuo de glicosilfosfatidilinositol (GPI) se une por
el extremo no reductor de su cadena de carbohidrato a la proteina a través de una
etanolamina-fosfato (EA). Es decir, el grupo carboxilo de la proteina se une al grupo
amino de una EA y ésta se une a la posicion 6 de una manosa a través de un grupo
fosfato (extremo no reductor). Por el extremo reductor, la cadena corta de manosas se
une al inositol-P, que sirve de anclaje de la proteina a la membrana (ver revisiones:

Thomas y cols, 1990; Cross, 1990; Fergusson, 1991).

La estructura de los restos GPI mostrada en la Fig. 1.1 ha sido tomada de

Fankhauser y cols (1993).

I.1.2. FUNCIONES GENERALES DE LOS RESTOS GLUCIDICOS DE LAS
GLICOPROTEINAS.

En los ultimos afios se ha comenzado a entender el significado biologico de la
glicosilacion de proteinas y, como consecuencia de ello, se han asignado numerosas
funciones a los restos glucidicos de las glicoproteinas. A continuacion se resumen las

mas representativas de cada uno de los tipos:

a) N-oligosacaridos:
- Pueden funcionar como receptores en la superficie de la célula, sirviendo de

sefial de reconocimiento para otras células con las que interacionan (Sharon y Lis,

1993).

- Confieren estabilidad y/o control sobre la conformacion de la proteina. En
muchos casos la ausencia de glicosilacion interfiere con la actividad de la proteina.
Esto se debe probablemente a que la proteina "no glicosilada" es mucho menos

estable en la célula y puede ser degradada mas rapidamente (Elbein, 1991).

- En ocasiones son los principales determinantes antigénicos de las

glicoproteinas (Sharon, 1984,Ballou, 1990).
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b) O-oligosacaridos (Jentof, 1990):
- Protegen a las glicoproteinas de la accion de proteasas.
- Colaboran en la conformacion tridimensional de la glicoproteina.
- Actuan en fendmenos de reconocimiento celular.

Estos O-oligosacaridos suelen aparecer concentrados en determinados dominios de

las proteinas ricos en serina, treonina y prolina.

¢) Restos de glicosil-fosfatidil-inositol.

Como ya se indico anteriormente, constituyen un sistema de union de las proteinas
a las membranas a través de su extremo carboxilo (ver revisiones: Thomas y cols, 1990;

Cross, 1990; Fergusson, 1991).

I.1.3. GLICOPROTEINAS DE S. cerevisiae UTILIZADAS EN ESTUDIOS DE
GLICOSILACION.

Los estudios de glicosilacion en S. cerevisiae, se centran sobre todo en el modelo
de glicosilacion de distintas glicoproteinas que, por ser muy abundantes en la célula, por
presentar un patrén de glicosilacion particularmente interesante, o porque pueden
analizarse con relativa facilidad por métodos especificos, permiten sacar conclusiones
importantes sobre el funcionamiento de la maquinaria de glicosilacion de la levadura.

Entre ellas, las mas utilizadas son las siguientes:

a) Manoproteinas de la pared celular.

La pared celular representa aproximadamente el 30% del peso seco de la levadura.
Las manoproteinas que forman parte de la pared celular pueden extraerse y purificarse
con relativa facilidad obteniéndose cantidades apreciables de oligosacaridos cuya
estructura puede dar una idea bastante precisa del funcionamiento de la maquinaria
general de glicosilacion en la levadura. Estas  glicoproteinas han sido utilizadas
fundamentalmente por el grupo de C. E. Ballou en la caracterizacion de las mutaciones

mnn (revisado por Ballou, 1990; ver mas adelante).

b) Carboxipeptidasa Y (CPY).

La CPY es una glicoproteina vacuolar bien caracterizada, utilizada como marcador

en estudios de transporte y localizacion de proteinas. Su secuencia de aminoacidos
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revela la existencia de cuatro sitios potenciales de N-glicosilaciéon que incorporan, cada
uno de ellos, un oligosacérido con estructura y sitios de fosforilacion idénticos a los
descritos para las manoproteinas de pared celular pero de menor tamafio, debido
seguramente a impedimentos estéricos (Ballou y cols, 1990). Esto sugiere que todas las
manoproteinas de S. cerevisiae poseen la misma estructura general del carbohidrato,

incluidos los sitios de fosforilacion, independientemente de su localizacion en la célula.

¢) Invertasa secretada.

La invertasa de S. cerevisiae posee catorce sitios potenciales de N-glicosilacion.
Atendiendo a la presencia o ausencia de cadenas glucidicas, existen dos tipos de
invertasa: una forma externa glicosilada con 9-11 restos glucidicos de tamaiio variable
(el carbohidrato representa el 50% del peso total), y una forma interna no glicosilada
(Trimble y Maley, 1977; Reddy y cols, 1988). La invertasa externa es la glicoproteina
mas utilizada para poner de manifiesto de manera rdpida y simple, defectos en el
proceso glicosilacion de distintos de S. cerevisiae. Su andlisis se realiza mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones nativas, revelando los geles por
actividad. La migracion de la invertasa en un gel nativo depende del numero y/o tamafio
de las cadenas de N-oligosacaridos de la enzima. En la cepa silvestre la invertasa migra
como una banda difusa de alto peso molecular, en algunos migra como una banda bien
delimitada de menor peso molecular y en otros presenta un comportamiento intermedio

entre los dos citados anteriormente (Ballou, 1990).

d) Exoglucanasa mayoritaria secretada.

S. cerevisiae secreta al medio de cultivo dos glicoformas de una enzima con
actividad exoglucanasa. Ambas poseen la misma porcion proteica pero difieren en la
longitud de una de sus dos cadenas de N-oligosacéridos (Ramirez y cols, 1989; Basco y
cols, 1994). Con esta enzima se ha puesto de manifiesto que algunas mutaciones como
la mnn9, definidas para las manoproteinas de pared, afectan también a las
manoproteinas secretadas al medio de cultivo (Hernandez y cols, 1992), corroborando el
hecho de que la maquinaria de glicosilacion de la levadura, no discrimina ninguna
proteina en base a su localizacion final. Los defectos en la glicosilacion pueden ponerse
de manifiesto por su comportamiento en SDS-PAGE o en cromatografia de intercambio

16nico.
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Ademas, esta enzima presenta la particularidad de que es procesada por la enzima
Kex2 (Basco y cols, 1990), localizada en la region tardia del aparato de Golgi (trans-
Golgi). Las formas procesada y no procesada son facilmente identificables por
cromatografia de intercambio i6nico por lo que la exoglucanasa secretada puede
utilizarse también como modelo para determinar el funcionamiento de la mencionada

region trans-Golgi.

e) Quitinasa y factor a.

Presentan un alto numero de restos O-glicosidicos y han sido utilizadas en el
analisis de la maquinaria de O-glicosilacion de distintos (Kuranda y Robbins, 1991;

Strahi-Bolsinger y cols, 1993; Immervoll y cols, 1995; Lussier y cols, 1995a).

f) Factor a.

Presenta residuos N-glicosidicos en su molécula y se encuentra unido a la
membrana por su extremo carboxilo mediante un residuo de glicosilfosfatidilinositol

(Wojciechowicz y cols, 1993).
.1.4. TECNICAS DE ANALISIS DE RESTOS GLUCIDICOS.

El andlisis de la porcion glucidica de las glicoproteinas de distintos de
Saccharomyces cerevisiae ha sido y es un método muy eficaz para determinar las
distintas rutas bioquimicas implicadas en los procesos de sintesis y transporte a través de

la ruta de secrecion.

Para llevar a cabo el analisis de los restos glucidicos (composicidn, estructura y
posible funcion) se utilizan diferentes procedimientos quimicos y/o enzimaticos que se
resumen a continuacion (ver revisiones de Ballou, 1990 y Orlean y cols, 1991). Nos
referiremos solamente a los utilizados en el estudio de los restos N- y O-glicosidicos por

ser el objeto del presente trabajo.
I.1.4.1. Liberacion de los restos glucidicos de la proteina.

En primer lugar se procede a la extraccion y purificacion de la glicoproteina objeto
de estudio. Generalmente se hace necesario liberar los restos glucidicos separandolos

de la proteina, para evitar los inconvenientes que supone el trabajar con una molécula
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de elevado peso molecular y para poder utilizar distintas técnicas que podrian interferir
con la porcion proteica. Para este fin, se pueden usar diferentes procedimientos

siempre que cumplan los siguientes requisitos:

- Deben preservar la estructura intacta de los oligosacaridos liberados.
- Deben poderse aplicar a un amplio rango de proteinas.

- Hay que tener en cuenta el rendimiento y la facilidad del proceso.

La enzima mads utilizada para la liberacion de los restos N-glicosidicos de las
glicoproteinas es la endo-B-N-acetilglucosaminidasa H (endo H), que hidroliza el enlace
entre las dos moléculas de GIcNAc (Trimble y Maley, 1984). La endo H es activa sobre
oligosacaridos de alto contenido en manosa y requiere la presencia de al menos tres

manosas unidas de la siguiente forma:
Man

Man - GIcNAc — GicNAc
/
Man
Otras enzimas que liberan restos N-glicosidicos son las siguientes:

Endoglicosidasa F (endo F). Presenta una especificidad similar a la endo H, hidrolizando

el enlace entre las dos moléculas de GIcNAc pero es activa también sobre glicoproteinas
con oligosacaridos de tipos hibrido y complejo (Eider y Alexander, 1982; Tarentino y

cols, 1992).

N-glicosidasa F (PNGasa F). Se diferencia de las anteriores en que hidroliza el enlace N-

glicosidico entre la GIcNAc y la Asn. Es activa sobre todo tipo de cadenas unidas N-

glicosidicamente a glicopéptidos o glicoproteinas (Lemp y cols, 1990).

A veces, cuando la proteina se pliega y los restos glucidicos quedan en el interior,
la enzima no puede acceder a los oligosacaridos. Por esta razon, la proteina debe
desnaturalizarse previamente al tratamiento enzimatico afadiendo detergente,

calentando la muestra, o utilizando ambos procesos simultaneamente.
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No se han encontrado enzimas especificas que liberen los O-oligosacaridos de las

manoproteinas de S. cerevisiae.

La liberacion de los restos glucidicos de las glicoproteinas puede realizarse también

por métodos quimicos. Entre ellos, destacan como los mas usados los siguientes:

- B-eliminacidén, consiste en un tratamiento alcalino suave de las manoproteinas (NaOH

0.IN,

30°C, 48 horas), con el que se consigue la liberacion de los restos O-glicosidicos

intactos.

- Hidrazinolisis, es un tratamiento mas dréstico, con hidrazina, que provoca la liberacion

de los restos N-glicosidicos.

La desventaja de este tipo de métodos es que suelen dafar la porcion proteica de la
manoproteina y, en ocasiones, pueden provocar también determinadas modificaciones a

las cadenas glucidicas.

[.1.4.2. Estudio de la composicion de la porcion glucidica.

La composicion del carbohidrato se determina mediante hidrdlisis total de los
oligosacaridos e identificacion de los monosacéridos liberados. El método de hidroélisis
mas utilizado es la hidrolisis acida total. Los monosacaridos liberados se identifican por

distintos tipos de cromatografias u otros métodos especificos, segun los casos.

La hidrolisis 4acida puede ser también parcial. Esta hidrdlisis rompe
preferencialmente un determinado tipo de enlace, resultando muy util en el analisis

estructural de polisacaridos.

[.1.4.3. Analisis estructurales de los restos glucidicos.

En los estudios encaminados a la determinacion de la posiciéon de los enlaces
glicosidicos, se han utilizado distintos procedimientos. A continuacidon nos referiremos

exclusivamente a los que pueden resultar de interés para el presente trabajo.

a) Métodos quimicos.

- Hidrolisis dcida suave. Es una hidrolisis parcial que separa especificamente las
manosas que diesterifican a los grupos fosfato de los N- oligosacaridos. En el caso de no

existir fosfato, no se liberaria ninguna manosa.
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- Acetolisis. Consiste en la acetilacion compleia de los grupos hidroxilo libres del
polisacarido y en la escision selectiva de los enlaces glicosidicos dependiendo de las
condiciones del tratamiento. Los enlaces a(1,6) son altamente susceptibles de ser
cortados, mientras que los enlaces a(1,2) y a(1,3) son bastante resistentes. En S.
cerevisiae, esta técnica permitid establecer que la cadena externa de los N-
oligosacaridos esta constituida por una cadena lineal de manosas unidas en o(1,6) con

ramificaciones en o(1,2).

- Metilacion. Consiste en la metilacion exhaustiva del oligosacarido, seguida de

hidrdlisis total y anélisis de los monosacaridos motilados por cromatografia de gases.

Logicamente, los monosacaridos apareceran metilados en todas las posiciones
excepto aquellas implicadas en el enlace glicosidico. Esta técnica permite por tanto

determinar la posicion de los enlaces entre las distintas manosas.

b) Cromatografias.

En los analisis de los restos glucidicos de las glicoproteinas de S. cerevisiae, se han
utilizado distintos tipos de cromatografias de forma rutinaria (ver revision de Ballou,

1990).

- Cromatografias en papel y en capa fina: Se utilizan principalmente para la

identificacion de monosacaridos.

- Cromatografia de filtracion: Separa los distintos componentes segun su peso
molecular. Se han utilizado mucho, y se siguen utilizando, resinas comercializadas por
los laboratorios Bio-Rad con el nombre comercial Bio-Gel. Existen distintos tipos: P-2,

P-4, P-6, P-10, etc. que se diferencian en el limite de exclusion.

- Cromatografia de intercambio ionico convencional. Permite la separacion de

distintas moléculas por carga.

- Cromatografia de intercambio ionico especifica de carbohidratos acoplada a un
detector amperométrico de pulso (PAD). Es un sistema de HPLC especifico para
carbohidratos. Los analisis se realizan a un elevado pH utilizando solventes como el
NaOH 0.1N. Al trabajar con un alto pH, los grupos hidroxilo de los carbohidratos se
ionizan de forma que hasta los neutros adquieren carga negativa. Mediante este sistema,
se pueden separar, cuantificar e identificar mezclas complejas de carbohidratos en
cantidades extremadamente pequefias (10-100 pmol) (Hardy y Townsend, 1988S;
Hernandez y cols, 1990).
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- Cromatografia de afinidad: Es el tinico medio de separacion que permite el
aislamiento de determinadas moléculas segun su capacidad de interacionar con un
ligando inmovilizado. Como ligando se utilizan proteinas afines por restos glucidicos
especificos (lectinas y anticuerpos) que permiten la separacion de complejas mezclas de

carbohidrato. La elucion se lleva a cabo con agua o tampones determinados.

- Cromatografia de gases. Suele utilizarse en combinacion con la metilacion.

Permite identificar las manosas metiladas en posiciones especificas.

¢) Resonancia magnética nuclear de protones ( 'H-RMN).

Es un método muy util y no destructivo para la determinacion de la estructura de
los restos glucidicos. La muestra de carbohidrato purificada se resuspende en agua
deuterada y se somete a un campo magnético potente (400-600 MHz) que genera una
serie de tensiones en la molécula. Posteriormente se emite un sonido de frecuencia
variable, vibrando (resonando) cada protén (H') a una frecuencia diferente a la del
resto. Esta vibracion, a una determinada frecuencia, es lo que registra el aparato de
RMN. Las frecuencias registradas de los H™ de los grupos hidroxilo del carbono
anomérico (C;) (H™ anoméricos) son las que generalmente se usan para dilucidar la
estructura de la molécula ya que aparecen en una zona aislada del espectro que no
interfiere con las sefiales de otros protones. En determinados casos, los espectros en
una dimension no permiten extraer la informacion suficiente, por lo que hay que
recurrir a espectros bidimensionales, mucho mas complejos pero mas informativos que
los anteriores (Cohen y Ballou, 1980; Vliegenthart y cols, 1983; Bax y Davis, 1985;
Derome, 1987; Alvarado y cols, 1990).

d) Espectrometria de masas.

Se utiliza para determinar la masa exacta de distintos fragmentos glucidicos. Un
tipo especial llamado Liquid Secondary Ion Mass Spectrometry (LSIMS) (Webb y cols,
1988), resultd determinante en el establecimiento del punto de union de la cadena

externa al nacleo en los N-oligosacaridos de S. cerevisiae (Herndndez y cols, 1989a).

e) Digestion enzimatica con glicosidasas de especificidad conocida.

La susceptibilidad de los polisacaridos para ser degradados con enzimas de
especificidad conocida, es un método Util para determinar la configuracion de los

enlaces glicosidicos. Las enzimas mas utilizadas en levaduras son:
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- a(l,2) exomanosidasa, que hidroliza especificamente enlaces a(1,2) separando
manosas individuales a partir del extremo no reductor. Esta enzima es obtenida a partir

del medio de cultivo de Aspergilhis phoenicis (Ichisima y cols, 1981)

- a(1,6) endomanosidasa. Hidroliza especificamente enlaces a(1,6) pero, a diferencia
de la anterior, puede cortar también enlaces internos de la cadena glucidica. Es
producida por una bacteria aislada del suelo y secretada al medio de cultivo (Nakajima

y cols, 1976).

- Exo-a-manosidasa inespecifica, rompe cualquier tipo de enlaces a entre manosas pero

siempre a partir del extremo no reductor (Jones y Ballou, 1969).

- o-manosidasa de Jack bean, hidroliza enlaces o(1,6), a(1,2) y a(1,3) de
oligomanosidos (Li, 1967).

- Fosfatasas, hidrolizan los grupos fosfato pero sélo cuando son monoésteres. Asi, se
puede someter la muestra a un proceso de hidrolisis 4cida suave para obtener fosfato

monoéster y a continuacion se puede tratar con la fosfatasa.

I.2. ESTRUCTURA Y BIOSINTESIS DE RESTOS O-GLICOSIDICOS EN .

cerevisiae.
1.2.1. ESTRUCTURA.

Muchas proteinas de levadura contienen cadenas lineales de carbohidrato unidas O-
glicosidicamente. Esta cadena contiene residuos de 1-5 manosas unidos a Ser o Thr
(Fig.1.2). Algunas de estas glicoproteinas son: aglutinina del tipo sexual "a" (Lipke y
Kurjan, 1992), quitinasa (Kuranda y Robbins, 1991), la proteasa Kex2 (Wilcox y Fuller,
1991).

Para determinar su estructura, las manoproteinas purificadas se someten a -
eliminacion con alcali diluido, se separan los restos O-glicosidicos y se fraccionan
mediante una cromatografia de filtracion en gel en mono-, di-, tri-, tetra- y
pentasacaridos. La estructura de estos fragmentos se determina por los métodos

sefalados anteriormente (Orleans y cols, 1991).

1.2.2. BIOSINTESIS DE O-OLIGOSACARIDOS.

10
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El estudio de la biosintesis de los restos O-oligosacaridos se llevo a cabo mediante
el aislamiento y caracterizacion de bloqueados en distintas etapas del proceso, apoyados
por la informacion obtenida de los estudios estructurales. En la Fig. 1.2 se muestra un

esquema de la ruta biosintética.
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Figura L2, Proceso de biosintesis de los restos O-glicosidicos. En rojo se muestran las manosas
que se adicionan en el RE y en negro las gue se unen en Golgi. En cursiva se indican los
mutantes bloqueados en las distintas etapas, sefialdndose con un recuadro verde aquéllos cuyos
genes responsables del fenotipo ya han sido clonados.

[.2.2.1 Aislamiento del gen-DPM]1.

El dpm1 es un mutante termosensible de S. cerevisiae que a temperatura restrictiva
se encuentra bloqueado en la sintesis de dolicol-fosfatomanosa (Dol-P-Man) (Orlean,

1990). El primer

11
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residuo de manosa de los O-oligosacaridos se aniade en el RE, siendo el donador Dol-P-
Man que se encuentra en la membrana del RE y se sintetiza en la cara citoplasmatica del
mismo. El donador de manosa para la sintesis del Dol-P-Man es GDP-Man. En la
sintesis del Dol-P interviene la proteina Sec59p que, como ya sugirieron Heller y cols

(1992), es una dolicol-quinasa.

El gen DPM1 codifica la enzima que cataliza la sintesis de Dol-P-Man. Este gen se
clond en una cepa de S. cerevisiae que poseia una baja actividad Dol-P-Man sintetasa
(Orlean, 1990). Esta cepa se transformd con una libreria de la estirpe silvestre,

seleccionandose los transformantes superproductores de esa actividad enzimatica.

Los autores encontraron 7 clones superproductores, aislaron los pldsmidos,
analizaron los insertos y vieron que todos tentan una secuencia comun que
posteriormente clonaron en E. coli, comprobando que era la responsable de la actividad

Dol-P-Man sintetasa.

Una vez clonado el gen, obtuvieron el mutante dpml por disrupcién génica, para
conocer si era imprescindible o no para la viabilidad celular. La destruccion del gen
resultaba letal para la célula y este efecto revertta si la célula se transformaba usando un
plasmido con una copia del gen silvestre. La necesidad de este gen para la viabilidad
celular se debe a que la Dol-P-Man es imprescindible para la sintesis de O-
oligosacaridos, N-oligosacaridos y de restos glucidicos unidos al fosfatidilinositol de la

membrana.

[.2.2.2. Aislamiento de los genes PMT y pmt.

Los pmt estan afectados en la transferencia del primer residuo de manosa de los
restos O-glicosidicos a la proteina. Como ya se ha indicado, la Dol-P-Man es el donador
de manosas en las reacciones de O-glicosilacion que suceden en el RE de S. cerevisiae.
En 1993, Strahl-Bolsinger y cols, purificaron una proteina de 92 Kdalton con actividad
Dol-P-Man:O-manosiltransferasa, la secuenciaron y a partir de esta secuencia
sintetizaron oligonucledtidos radioactivos que mas tarde utilizaron como sonda.
Mezclaron los oligonucledtidos radioactivos con una libreria de la cepa silvestre y

seleccionaron aquellos clones con los que hibridaban. Posteriormente aislaron su ADN y

12
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lo clonaron en E. coli denominandole PMT1. Cuando llevaron a cabo la disrupcion del
gen en el plasmido, este no se expresaba en E. coli. Sin embargo, si la disrupcion la
hacian "in vivo" en células de levadura, estas mantenian un 50% de la actividad
encontrada en la cepa silvestre. Por tanto, deberia existir en la célula, al menos, otro gen

que codificase otra enzima con una actividad similar.

En 1995, Lussier y cols, secuenciando el cromosoma I de S. cerevisiae, encontraron
una secuencia con un 30% de homologia a PMT1. Este nuevo gen denominado PMT?2,

codifica una proteina con igual actividad a la anterior.

Dichos autores comprobaron que el doble mutante pmt 1/pmt2 conservaba todavia
algo de actividad que hacia a la célula viable. Pensaron entonces que podria existir al
menos otro gen implicado en la actividad O-manosiltransferasa. Para comprobar esta
posibilidad, construyeron de nuevo oligonucledtidos radiactivos con las secuencias
conocidas y los mezclaron con ADN de una libreria de la estirpe silvestre, el "primer"
solo se uniria a aquellas secuencias homologas que reconociesen. De esta forma aislaron

dos nuevos genes (PMT3 y PMT4).

Gentzsch y Tanner, (1996) encontraron que la transferencia de la primera manosa a
residuos de Ser o Thr esta catalizada por una familia de manosiltransferasas codificadas
por siete genes (PMT 1-7). Los resultados obtenidos por estos autores mostraron que la
O-glicosilacion de proteinas es esencial para conservar la rigidez de la pared celular asi
como la integridad de la célula y algunas otras funciones que, en conjunto, resultan ser

vitales para S.cerevisiae.

Aun no se ha identificado la enzima que transfiere la segunda manosa, pero parece
que se adiciona en el RE. El donador de los siguientes residuos de manosas es GDP-
Man, donador caracteristico de enzimas que actian en Golgi. Ademas, en el RE no
existe GDP-Man libre, con lo cual parece claro que estas manosas se adicionan en
Golgi. El mutante secl8 que se encuentra bloqueado en el transporte de vesiculas entre el
RE y Golgi, posee dos residuos de manosas en los O-oligosacaridos de las proteinas
acumuladas en el RE a la temperatura restrictiva (Kuranda y Robbins, 1991). Estos datos
sugieren que las dos primeras manosas de los restos O-glicosidicos se deben transferir

en el RE.

1.2.2.3. Aislamiento y caracterizacion del gen MNT1.

13
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La proteina Mntlp cataliza la transferencia del tercer residuo de manosa unido en
a(l ,2) de los oligosacéridos unidos O-glicosidicamente a la proteina. En 1992, Haiisler y
Robbins publicaron la clonacion y caracterizacion de un gen (MNT1) que codifica una
proteina con actividad o(1,2) manosiltransferasa. A partir de la secuencia de
aminoacidos de la proteina purificada, sintetizaron oligonucledtidos que utilizaron como
"iniciadores" para amplificar secuencias de una libreria. Estas amplificaciones se usaban
como sondas radioactivas para detectar en esa libreria, el gen que codificaba la enzima

(MNT1).

El mutante mntl sintetiza O-oligoscaridos con un maximo de 2 manosas ya que
esta bloqueado en la adicion de la tercera manosa. El gen MNT1 resulto ser idéntico a
otro identificado previamente (KRE2), que se aislo al hacer ensayos con la proteina
killer (Hatisler y cols, 1992). La enzima o(l ,2) manosiltransferasa se ha localizado en
vesiculas de la regién media del aparato de Golgi (Lussier y cols, 1995a). Lussier y cols
(1995b) sugirieron que la Mntlp podria estar también involucrada en el proceso de N-

glicosilacion.

La ultima etapa en el proceso de O-glicosilacion consiste en la transferencia de los
dos ultimos residuos de manosa unidas en a(l1,3). La enzima que cataliza estas
reacciones es una a(1,3)manosiltransferasa que actua tanto en la sintesis de N- como de

O-oligosacaridos y esta codificada por el gen MNN1 (Graham y cols, 1992).

1.3. ESTRUCTURA Y BIOSINTESIS DE N-OLIGOSACARIDOS.
1.3.1. ESTRUCTURA.

1.3.1.1. Primeros estudios estructurales.

Se iniciaron en los afios 70 por el grupo dirigido por C. E. Ballou en la Universidad
de California en Berkeley. Estos investigadores separaban los restos glucidicos de las
manoproteinas de levadura mediante tratamiento basico fuerte. Utilizando diversas
técnicas (acetolisis, RMN,...) observaron que eran restos muy grandes, formados
mayoritariamente por manosa y algo de GIcNAc y grupos fosfato. Finalmente
determinaron los tipos de enlace existentes entre las manosas, llegando a la conclusion
de que estaban constituidos por una region cercana a la proteina llamada ntcleo (Mang

GlcNAc,;) vy una cadena externa lineal de manosas unidas en a(1,6) con ramificaciones

14
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en o1,2) y a(1,3). En la determinacion de esta estructura jugaron un papel fundamental

los mnn, aislados y caracterizados por este grupo.
[.3.1.2. Aislamiento y caracterizacion de los mnn.

Los mnn se seleccionaron por su falta de afinidad hacia anticuerpos obtenidos
frente a la pared celular de la cepa silvestre de S. cerevisiae. Los restos glucidicos de las
manoproteinas de la pared celular son los que, casi exclusivamente, actian como
determinantes antigénicos de la célula. Los mnn se unen débilmente a esos anticuerpos

por poseer la estructura de la pared celular alterada (revisado por Ballou, 1990).
La caracterizacion de los mnn se hizo por distintos métodos (Ballou, 1990):

- Uniodn al colorante cationico alcian blue.

- Determinacion del tamafio de la invertasa secretada.

- Analisis de los oligosacaridos presentes en las manoproteinas.

- Construccion de maultiples y estudios de complementacion utilizando métodos

genéticos convencionales.
Las caracteristicas de los mnn aislados son la siguientes:

- mnnl: Mediante acetolisis de los oligosacaridos de este mutante, se observd que las
ramificaciones eran algo mas cortas que los de la cepa silvestre. Estudios posteriores
mostraron que carecen de las manosas terminales unidas en a(1,3). Esta mutacion afecta
a la sintesis de restos O- y N-glicosidicos y en estos ultimos, tanto al niicleo como a la
cadena externa. La clonacion del genMnnl (Yip y cols, 1994) reveld que codifica una
a(1,3) manosiltransferasa que actlia tanto en la cadena externa como en el nucleo de los

N-oligosacaridos.

- mnn2: Al someter las manoproteinas de este mutante a un proceso de acetolisis, se
obtenia manosa y una baja proporcion de oligosacaridos de 3-4 manosas. Los autores
concluyeron que el mnnl poseia una cadena larga de manosas unidas en a(1,6) sin
ramificaciones. Cuando se digerian las manoproteinas con una o(1,6) endomanosidasa,
se liberaban muchas manosas y un fragmento de mayor tamafio que se encontraba
proximo a la proteina y presentaba ramificaciones. Esta zona cercana a la proteina es lo
que se denomina nucleo interno y el resto corresponde a la cadena externa. El gen
MNN2 se cloné en 1990 (Devlin y Ballou, 1990) y parece codificar una proteina

implicada en el transporte a través de Golgi.
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- mnn3: La cadena externa de los restos N-glicosidicos posee un menor tamafio medio
(Cohen y cols, 1980). Esta mutaciéon también afecta a la sintesis de los restos O-

glicosidicos.

- mnn4 y mnn6: El mnn4 fue aislado por Ballou y cols (1973) y el mnn6 por Karson y
Ballou (1978). Ambos presentan una menor incorporacion de grupos manosilfosfato en
los restos N-glicosidicos. El fenotipo del mnn4 se muestra dominante en determinadas
condiciones (Ballou, 1990), mientras que el del mnn6 es siempre recesivo. El gen
MNN4 ha sido clonado recientemente y codifica una proteina de membrana (Odani y
cols, 1996). Estudios bioquimicos y genéticos sugieren que la Mnn4p es necesaria para
la transferencia de grupos manosilfosfato tanto al niicleo como a la cadena externa. La
destruccion, o bien, la sobreexpresion del gen MNN4 conduce a una disminucion o un
incremento respectivamente del contenido de los grupos manosilfosfato en el tamafio de
la pared celular de las estirpes silvestre y mnn4. Como ya sugirieron Hernandez y cols
en 1989, esto parece indicar que el mutante mnn4 se encuentra afectado en la regulacion

del proceso de fosforilacion y no en la/s manosilfosfotransferasa/s.

- mnn5: Esta mutacion impide la adicidon de las segundas manosas unidas en a(1,2) en

las ramificaciones de la cadena externa (Cohen y cols, 1980).

- mnn7, mnn8, mnn9 y mnnl0: Estos presentan un acortamiento de la cadena externa.
Los mnn7 y mnn8 son alélicos y su fenotipo es similar al del mnn10 (Ballou y cols,
1989). El mnn9 es el mas afectado, presentando una sola ramificacion en la cadena

externa de los oligosacaridos de las manoproteinas.

El gen MNN10 se ha clonado por complementacion del fenotipo que mostraba este
mutante con respecto a la sensibilidad a la higromicina B. El andlisis de su secuencia
indica que es una proteina de membrana con los rasgos caracteristicos de una
glicosiltransferasa (Dean y Poster, 1996). Estos autores sugieren que el gen MNN10
codifica una manosiltransferasa localizada en Golgi. La mutacion mnnl no afecta a los

azucares unidos O-glicosidicamente.

El gen MNND9, parece codificar una proteina implicada en el transporte a través de
Golgi (Yip y cols, 1994).
En la figura 1.3 se muestra la estructura deducida de estos estudios. Dicha estructura fue

propuesta en 1982 (Ballou, 1982) y permanecié vigente hasta 1989 (ver mas
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adelante).
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Figura 1.3, Estructura propuesta inicialmente (Ballou, 1982) para los N-oligosacdridos de las
manoproteinas de Saccharomyces cerevisiae, indicandose el defecto originado por la mutacion
mnnd que impide la sintesis de la mayor parte de la cadena externa. En rojo se representan las
manosas pertenscientes al nicleo gue fueron transferidas en bloque desde el dolicol a la
proteina.

1.3.1.3. Localizacion de los grupos fosfato en el nucleo interno.

Para determinar la localizacién de los grupos fosfato en el nucleo interno se
utilizaron distintos métodos: RMN, acetolisis, metilacién, cromatografias, digestiones
con manosidasas especificas y Espectrometria de masas. Los estudios relacionados con
la localizacion de los grupos fosfato se hicieron con el doble mutante mnnl mnn9
(Hernédndez y cols, 1989b). Los restos N-glicosidicos se aislaron a partir de
manoproteinas purificadas y se fraccionaron en sus componentes neutros y fosforilados.

Se encontrd que en la region del nucleo podian aparecer uno o dos grupos fosfato.

Para averiguar la posicion de los fosfato, los oligosacaridos fosforilados se
digirieron con una a-manosidasa inespecifica analizdndose los fragmentos por RMN y
Espectrometria de masas. Los grupos fosfato impedian que la a-manosidasa continuase

hidrolizando manosas, deteniéndose al llegar a las manosas fosforiladas del nucleo. Los
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resultados de estos estudios apuntaban que las posiciones de fosforilacion en el nucleo,

eran las sefaladas con un asterisco en el esquema I.1.

d C B
ool
d;— *C;—B;—A;—GIcNAc
T
A,
1 A
As*
1
Ay
Esquema I.1
C, B
oo
*C1—B1—A;—GIlcNAc
T
di— A
too B
d  As*
1
Ay

Los grupos fosfato se unen al grupo hidroxilo del carbono 6 de las manosas. Se
pensaba que la cadena externa (manosas d; y d; en el esquema 1.1 A) se unia al nucleo
en la posicion 6 de la manosa Cj, con lo cual esta no podria estar fosforilada. Analisis

posteriores confirmaron la existencia de grupos fosfato en las dos posiciones del nucleo
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anteriormente citadas (A; y C;). Consecuentemente, la cadena externa se deberia unir a

otra de las manosas del nucleo que tuviera libre la posicion 6 y no estuviera fosforilada.

Hernandez y cols (1989a, b) concluyeron que la manosa a la que se unia la cadena

externa en el mutante mnnl mnn9, era la denominada A,, por lo que el esquema I.1A se

modificé quedando como se indica en el esquema 1.1.B. Posteriormente, se comprobo

que el sitio de union de la cadena externa demostrado en el mutante mnnl mnn9 era

valido también para la cepa silvestre (Ballou y cols, 1990). A partir de los resultados

antedichos, la estructura propuesta para los restos unidos N-glicosidicamente que se

muestra en la Fig. 1.3, tuvo que ser modificada quedando como se indica en la Fig. 1.4.
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Figura L4. Estructura propuesta para los N-oligosacdridos de las glicoproteinas de
Saccharomyces cerevisine vigente actualmente (Herndndez y cols, 198%a,b; Ballou ¥ cols,
1990). Se indican los defectos de los diferentes mutantes mar, incluyéndose en un recuadro
verde aquellos cuyos genes han sido clonados. En rojo se representan las manosas
pertenecientes al niicleo que fueron transferidas en blogque desde el dolicol y los asteriscos

sefialan los sitios adicionales de fosfornlacion,

Los oligosacaridos sintetizados por el mutante mnn9 estan presentes también en

algunas glicoproteinas de la cepa silvestre: exoglucanasa mayoritaria secretada
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(Hernandez y cols, 1992), CPY (Ballou y cols, 1990) y en algunas posiciones de la
invertasa secretada (Trimble y cols, 1983; Ziegler y cols, 1988).

1.3.2. BIOSINTESIS DE LOS RESTOS N-GLICOSIDICOS.

[.3.2.1. Etapas que suceden en el RE.

En la Fig..5 se muestra un esquema de todas las etapas que ocurren en el RE,

basado en Herscovics y Orlean (1993).
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Figura L.5. Esquema de las etapas de biosintesis de los restos N-glicosidicos que suceden ¢n
el RE {modificado a partir de Herscovies y Orlean, 1993). Se indican lps mutanlas l'.ni-crquem_Jua
en las distintas etapas, sefialindose con un recuadro verde aquellos cuyos genss han sido
clonados. El significado de los simbolos utilizados es el siguiente:

Asn

| ARMm
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Inicialmente se sintetiza un oligosacarido precursor formado por
GlcsMangGleNAc,, unido a un lipido intermediario (Dol-PP) de la membrana del RE.
Este oligosacarido es transferido a la proteina modificandose posteriormente en el RE y

aparato de Golgi (AG) por la accion de glicosidasas y glicosiltransferasas especificas.

La sintesis comienza en la cara citoplasmatica del RE donde se afiaden 2 moléculas
de GIcNAc y 5 residuos de manosas cuyo donador es GDP-Man. Posteriormente se
produce una translocacion y el pequefio oligosacarido entra en el lumen del RE, donde
se afiaden 4 manosas mas. En el lumen del RE, ¢l donador de manosas es el Dol-P-Man.
A continuacién se afiaden 3 glucosas y este complejo se transfiere en bloque a la
proteina en una reaccion catalizada por un complejo enzimatico conocido por el nombre
de oligosacariltransferasa. La ausencia de alguno de los residuos de glucosa no impide la
transferencia del oligosacarido a la proteina, aunque st afecta a la velocidad del proceso.
Antes de salir esta molécula del RE se hidrolizan las 3 glucosas por la accion de dos
glucosidasas diferentes (I y II). Una deficiencia en la actividad glucosidasa no parece
afectar a etapas posteriores del procesamiento (Tsai y cols, 1984a) ya que el mutante gls
1 presenta los tres residuos de glucosa en sus proteinas maduras (ver mas adelante).
También se hidroliza una manosa por accioén de una manosidasa especifica, quedando un

residuo de Mang GIcNAc; que constituye el nticleo y es la estructura que pasa a Golgi.

En células de mamiferos se ha encontrado una endomanosidasa de Golgi que
rompe el enlace a(1,2) existente entre la manosa sustituida por un residuo de glucosa y
el resto de la glicoproteina, rindiendo Mang GIcNAc;;. Esto proporcionaria una ruta

alternativa para el proceso de eliminacion de los residuos de glucosa (Weng y Spiro,
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1996), aunque la presencia de las tres glucosas en las proteinas maduras del mutante

gls1, parece indicar que en levaduras no estd presente esta ruta alternativa.

El ensamblaje del oligosacarido y el procesamiento inicial del mismo en el RE, son
similares en levaduras y la mayoria de los eucariotas, sin embargo, las etapas posteriores
del procesamiento son diferentes. El aislamiento y caracterizacion de distintos mutantes
ha sido muy importante en el esclarecimiento de esta ruta. A continuacion se describen

los métodos de seleccion y las caracteristicas mas representativas de dichos mutantes:

- alg (asparagine linked glycosylation).

El método de aislamiento consistié en crecer a las levaduras, tras la mutagénesis
con EMS, en un medio con *H Man y mantenerlas después congeladas a -80° C para
acumular el dafio de la radiactividad incorporada (Huffaker y Robbins, 1982). Las
células que presentaran defectos en glicosilacion logicamente incorporarian menor
cantidad de *H Man y podrian sobrevivir durante mas tiempo. Algunos de los aislados
eran termosensibles para el crecimiento (algl, alg2 y alg4), mientras que otros eran
viables y expresaban las mutaciones a 37°C (alg2, alg5, alg6 y alg8). Con este método,
los autores obtuvieron una serie de afectados en el ensamblaje del oligosacéarido unido
al lipido intermediario y cuyos defectos se muestran en la Fig.I.5. El mutante alg4, no
estaba afectado directamente en el ensamblaje del oligosacéarido unido al dolicol, sino
que presentaba defectos en la fosfomanomutasa implicada en la sintesis de GDP-Man y
ademas, resultd ser alélico al mutante sec53 aislado independientemente y de distinta
forma (Ferro-Novick y cols, 1984a, b). El mutante alg7 fue aislado por Rine y cols

(1983) por otro método diferente.

Las mutaciones alg que afectan a las Gltimas etapas del ensamblaje del nucleo de
los oligosacaridos, no originan defectos en el crecimiento de las células. Sin embargo, la
combinacion de una mutacion alg tardia (acumulacion de un oligosacarido incompleto
unido al lipido de membrana) con el alelo wbpl que afecta a la actividad
oligosacariltransferasa, conduce a un fenotipo letal a 30°C (Burda y cols, 1996). Este
nuevo fenotipo, sensible a la temperatura permitié el aislamiento, en levaduras, de los
correspondientes loci silvestres por complementacion del fenotipo mutante (Stagljar y
cols, 1994). De esta forma se han clonado varios genes ALG y se ha aislado un nuevo

mutante: el alg9.
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El algl es un mutante termosensible bloqueado especificamente en la transferencia
de la primera manosa unida por enlace B(I-4) a la GIcNAc,-PP-Dol (Huffaker y
Robbins, 1982). El gen ALG 1 se clon6 por complementaciéon del fenotipo
termosensible y la Alglp catalizaba la transferencia de manosa desde GDP-Man hasta el
aceptor GlcNAc,-PP-Dol para formar fManl—4GIcNAc,-PP-Dol, por tanto, ALG1 es
el gen estructural que codifica la PB(1—4)manosiltransferasa implicada en la
transferencia de la primera manosa del oligosacarido unido al lipido intermediario
(Couto y cols, 1984). La destruccion del gen por insercion de URA3, confirmd que

ALGI era esencial para la viabilidad celular (Albright y Robbins, 1990).

El mutante alg2 también es termosensible y cuando se incuba a la temperatura
restrictiva acumula (Man);, GIcNAc,-PP-Dol (Huffaker y Robbins, 1983). El gen
ALG2 fue clonado por complementacion de la sensibilidad a la temperatura y se
demostrd que era un gen esencial ya que su interrupcion resultd en la muerte de la célula
(Jackson y cols, 1993). Aunque no esta clara la funcion de la proteina que codifica, la
secuencia del gen sugeria que podria ser la manosiltransferasa que cataliza la
transferencia de la tercera manosa. A pesar del pequeiio tamafio de los oligosacéaridos
acumulados, Jackson y cols (1989), encontraron que podian ser transferidos a la
proteina, lo cual a su vez implica que moléculas menores de (Man)s —GIcNAc,-PP-Dol

pueden atravesar la membrana del RE y pasar al lumen.

El alg3 presenta el bloqueo en una etapa mas avanzada y acumula
mayoritariamente (Man)s-GlcNAc,-PP-Dol (Huffaker y Robbins, 1983), sin embargo,
parece ser algo "leaky" ya que aproximadamente el 20% de los oligosacaridos se
alargaban normalmente en un mutante doble alg3 secl8 (Verostek y cols, 1991;
Verostek y cols, 1993b). De la misma forma que en el alg2, los oligosacéaridos
incompletos acumulados por alg3 podian ser transferidos a la proteina aunque la
mayoria (>75%) ni siquiera incorporaban las tres glucosas que facilitaban la
transferencia (Verostek y cols, 1993a). El gen ALG3 ha sido recientemente clonado
(Aebi y cols, 1996) por complementacion del fenotipo termosensible en un doble
mutante alg3 stt3 ya que el mutante alg3 no posee un fenotipo facilmente seleccionable

(Huffaker y Robbins, 1983). Este gen codifica una proteina transmembranal del RE.

Los alg5, alg6 y alg8 no son termosensibles y estan afectados en la transferencia

de las glucosas, ultima etapa en el ensamblaje del oligosacarido unido al Dol. Los dos

primeros presentan el mismo fenotipo formando (Man)y-GlcNAc,-PP-Dol ya que son
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incapaces de transferir la primera glucosa (Huffaker y Robbins, 1983; Runge y cols,
1984), mientras que alg8 puede formar Glc;—(Man)y—GIlcNAc,-PP-Dol (Runge y
Robbins, 1986). El mutante alg5 se encuentra afectado en la sintesis de Dol-P-Glc,
mientras que el algb esta bloqueado en la transferencia de la primera glucosa a partir de
Dol-P-Glc. En los tres casos el oligosacarido era transferido a la proteina, aunque a una
velocidad menor que en la cepa silvestre, y procesado en el RE hasta (Man)s—GIcNAc,.
El gen ALGS codifica la UDP-glucosa:Dol-P glucosiltransferasa (te Hessen y cols,
1994) mientras que el ALGS8 codifica la segunda glucosiltransferasa que actia en el RE
(Stagljar y cols, 1994). E1 ALG6 ha sido recientemente clonado (Reiss y cols, 1996) y
parece codificar una glucosiltransferasa que actia en el RE transfiriendo la primera
glucosa desde el Dol-P-Glc al oligosacarido aceptor (Man)o—GIcNAc,-PP-Dol.

El mutante alg7 esta afectado en la transferencia de la primera GlcNAc al Dol-P.
Esta reaccion es catalizada por la enzima UDP-GIcNAc-1-P transferasa, la cual es
inhibida por el antibidtico tunicamicina. En 1983, Rine y cols aislaron un gen, ALG7,
que era capaz de hacer sobrevivir a las células en un medio con tunicamicina. Para ello
transformaron levaduras con un pladsmido multicopia que contenia fragmentos de una
libreria de DNA gendmico y seleccionaron transformantes capaces de crecer en
presencia del antibidtico. Las células que sobrevivian contenian varias copias del ALG7
lo cual sugeria que era el gen estructural de la enzima UDP-GIcNAc-1-P transferasa
(Barnes y cols, 1984). La destruccion del gen ALG7 mostr6 que es esencial para la
viabilidad celular (Kukuruzinska y Robbins, 1987).

El mutante alg4 también fue aislado por Huffaker y Robbins (1983) y a
temperatura restrictiva acumula oligosacaridos unidos al Dol de tamafio muy
heterogéneo (entre 1-8 manosas), pero so6lo los residuos (Man)s—GIcNAc, o menores
eran transferidos a la proteina ya que la invertasa glicosilada carecia de N-oligosacaridos
sensibles a endo H. El mutante alg4 resulto ser alélico a un mutante termosensible de
secrecion. sec53, incapaz de secretar proteinas a la temperatura restrictiva (Ferro-Novick
y cols, 1984a, b). Cuando se construyd un plasmado multicopia con SEC53 y se
introdujo en S. cerevisiae se observo un aumento de la actividad fosfomanomutasa, lo
que sugeria que SECS53 era el gen estructural de esta enzima y su defecto en la
glicosilacion y secrecion de proteinas podia explicarse por la falta de GDP-Man (Kepes
y Scheckman. 1988).

El gen ALGY codifica una manosiltransferasa involucrada en la biosintesis de los

oligosacaridos unidos al lipido de membrana. En el mutante alg9, el crecimiento del
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oligosacarido Mang GlcNAc,; no se produce, o bien, lo hace a una frecuencia muy baja
(Burda y cols, 1996), pero se ha demostrado que residuos con cinco o seis manosas se
transfieren a la proteina sin problemas. Ademds, se ha observado que cepas que
sufrieron una deleccion del gen ALG9 (Aalg9), acumulan residuos de Mang GIcNAc, y
presentan una hipoglicosilacion de las proteinas secretadas. La adicién de la séptima
manosa podria suceder en o(1,2) o a(1,6), por tanto alin no se sabe si la Alg9p es una o
1,3) o una o 1,6) manosilitransferasa.

- Otros danados en las etapas de N-glicosilacidén que ocurren en RE.

Ademas de los alg, se han descrito otros genes que intervienen en las etapas de N-
glicosilacion que suceden en el RE:

El sec59 es un mutante termosensible de secrecion, que a la temperatura restrictiva
acumula precursores inactivos de proteinas de secrecion incorrectamente glicosiladas en
el RE
(Ferro-Novick y cols, 1984b). La clonaciéon y secuenciacion del SEC59 mostréd que
dicho gen
codifica una Dol-quinasa (Heller y cols, 1992). Esta enzima cataliza la sintesis de Dol-P,
el cual es el aceptor primario al que se unira la primera GlcNAc. Esta mutacion también
afecta al proceso de O-glicosilacion.

El mutante dpm1 es también termosensible y presenta un defecto en la Dol-P-Man
sintetasa (Orlean, 1990). El aislamiento del mutante y clonacion del gen ya se describio
en el
apartado 1.2.2.1.

El mutante gls1 se aislé casualmente en estudios de la invertasa acumulada por el
mutante de secrecion secl8 (Esmon y cols, 1981). El mutante secl8, acumulaba en el RE
N-oligosacaridos con la estructura Mang GIcNAc,; mientras que el mutante doble glsl
secl8 acumulaba GlcsMangGIcNAc,, debido a la deficiencia en actividad glucosidasa I
(Esmon y cols, 1984). La proteina Glslp estd involucrada en la eliminacion de los tres
residuos de glucosa, pero no en el proceso de secrecion. Las tres glucosas aparecian
también en manoproteinas maduras por lo que su presencia no parece interferir en el
procesamiento posterior (Tsai y cols, 1984a).

El mutante dpgl se encontrd accidentalmente en un cultivo de mnnl mnn2 mnn9
glsl como supresor de la mutacion glsl (Ballou y cols, 1986). dpgl presentaba un
defecto en la sintesis de Dol-P-Glc por lo que el fenotipo mutante era similar al alg5 ya

descrito, sin embargo, no es alélico con él.
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El mutante mns1 se encuentra afectado en la manosidasa especifica que actfia en el

RE. Este mutante es perfectamente viable y la presencia de la manosa extra no impide el
procesamiento posterior (Camirand y cols, 1991). EI gen MNSI codifica una proteina de
membrana, una o(1,2) manosidasa que posee una elevada especificidad para eliminar un
solo residuo de manosa del oligosacdrido Mang GIcNAc, Esta enzima es un miembro de
una familia de o(l ,2) manosidasas con una secuencia aminoacidica similar (Lipari y
Herscovics, 1996).

En el proceso de N-glicosilacion, la etapa clave es la transferencia de los
oligosacaridos del nucleo, unidos al Dol-P de la membrana, a residuos de Asn-X-
Ser/Thr de una cadena polipepttdica naciente en el RE. Esta reaccion esté catalizada por
la enzima N-oligosacariltransferasa. Los genes WBP1 y SWPI1, codifican dos
subunidades de la oligosacariltransferasa y son esenciales para la viabilidad celular ya
que con defectos en dichos genes son letales (te Heesen y cols, 1992; te Heesen y cols,
1993). El complejo oligosacariltransferasa consta en total de 6 subunidades (Kelleher y
Gilmore, 1994).
1.3.2.2. Etapas que suceden en el aparato de Golgi.
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Figura L6. Reacciones del procesamiento de los N-oligosacdridos que suceden en ¢l aparato
de Golgi, indicdndose los defectos de alpunos de los mutantes afectados en las distintas etapas,
La ruta A—=B—C=D es la seguida por los N-oligosacdridos de la CPY, exoglucanasa
mayoritaria secretada, algunas posiciones de la invertasa externa glicosilada vy las
manoproteinas del mutante man?, La ruta A—B—E=—F—{ g5 la seguida por los M-
oligosacdridos presentes en las manoproteinas de la cepa silvestre v en algunos sitios de la
invertasa glicosilada (modificada a partir de Ballou y cols, (1990) y Yip ¥ cols, (1994). Con un
asterisco se indican las posiciones adicionales de fosforilacion v en rojo semucstran las manosas
correspondientes a la region del niécleo.

En el aparato de Golgi continua la modificacion de la porcidén glucidica de la
glicoproteina. Se adicionan nuevos residuos de manosa al nucleo, constituyendo la
cadena externa del oligosacarido. En la Fig.l.6 se representan las etapas del
procesamiento de N- oligosacaridos que se producen en el aparato de Golgi y que
conducen a las estructuras finales. De nuevo el aislamiento y caracterizacion de ha sido
fundamental en el esclarecimiento de la ruta.

- och (outer chain defective).

Se aislaron por el método de suicidio por incorporacién de *H Man (Nagasu y cols,
1992), el mismo utilizado en el aislamiento de los alg (Huffaker y Robbins, 1982). De
los aislados, el ochl es el mejor caracterizado. El gen OCHI fue clonado por
complementacion del fenotipo termosensible y se demostré que codificaba una
manosiltransferasa (Nakayama y cols, 1992), la enzima responsable de la adicion de la
primera manosa unida en o(l -6), es decir, de la iniciacion de la cadena externa
(Nakanishi-Shindo y cols, 1993). Este grupo de investigadores, mediante la utilizacion
del triple mutante ochl mnn1 alg3, comprob6 que la proteina Ochlp podia utilizar como
aceptores de manosas residuos de Mans GlcNAc,; ademds de los normalmente usados
de Mang GlcNAc, procedentes del RE. El analisis de los oligosacaridos del doble
mutante ochl mnnl, comparandolos con los del mutante ochl, indica la ausencia de las
manosas ol ,3) terminales del ntcleo. Parece por tanto que la actividad de la proteina
Mnnlp no se ve afectada por la mutacion ochl.

- mnn (mannan defective).

Fueron aislados por el grupo de Ballou y presentan defectos en la estructura de la
porcidn glucidica de las manoproteinas. En la Fig.I.3 se muestran los quimiotipos de los
diferentes aislados (revisado por Ballou, 1990).

La seleccion se hizo, en la mayor parle de los casos, por la disminucion de la

afinidad de los por anticuerpos obtenidos frente a la cepa parental. Como cepas
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parentales se utilizaban normalmente la cepa silvestre, con lo cual los anticuerpos eran
principalmente anti a(l1—3) o el mutante mnn2 que carecia de cadenas laterales e
inducta la formacion de anticuerpos anti a(l—6). En ocasiones se utilizaban anticuerpos
anti Man-fosfato obtenidos frente a Kloeckera brevis.

Las caracteristicas mas representativas de los distintos mnn aislados ya se
comentaron en el apartado 1.3.1.2.

- vrg (vanadate resistant glycosylation).

Se ha demostrado que el vanadato es un eficiente competidor del fosfato en
reacciones bioquimicas, especialmente en aquellas que utilizan fosfoproteinas como
sustrato o intermediarios. También interfiere en el crecimiento y multiplicacion celular
cuando la concentracion en el medio supera ciertos niveles (4-6 mM) (Willsky y cols,
1985; Kanik-Ennulat y Neff, 1990). El grupo de Ballou aislo una serie de resistentes a
vanadato que surgian espontineamente cuando células silvestres se crecian a
concentraciones de ortovanadato toxicas para ellas (Ballou y cols, 1991). Posteriormente
analizaron en ellos posibles defectos en el mecanismo de glicosilacion. Se identificaron
cinco grupos de complementacion, tres de ellos alélicos a los mnn8, mnn9 y mnnl0,
aislados previamente por el mismo grupo de investigadores, mientras que los otros dos
grupos presentaban otros defectos en la glicosilacién de proteinas. El fenotipo de estos
indica la existencia de alteraciones en el trafico de glicoproteinas. Senalar que el
mutante nmn9 (ver apartado 1.3.1.2), aislado por el mismo grupo por otro método,
mostraba el mayor grado de resistencia al vanadato con respecto a la estirpe silvestre.

Cuando las glicoproteinas abandonan el aparato de Golgi en su viaje hacia su
destino final, en la célula o fuera de ella, su porcion glucidica estd ya compleia, es decir,
la estructura que posee en el momento de abandonar el aparato de Golgi (D o G, en la

Fig. 1.6), es la misma que aparecera en la proteina madura.

II. MATERIALES Y METODOS.

II.1. CEPAS UTILIZADAS.

Saccharomyces cerevisiae X-2180-1A, estirpe silvestre y los mutantes derivados
de ella: mnnl, mnn4, mnn6, mnnl mnn9, mnnl vrg7 y mnnl vrg4. Todos los mutantes
fueron cedidos por Lun y Clint Ballou (Departamento de Biologia Molecular y Celular,

Divisioén de Bioquimica y Biologia Molecular. Universidad de California en Berkeley).
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Estos mutantes presentan alteraciones en la porcion glucidica de sus manoproteinas (ver
Fig.1.3). Las caracteristicas fenotipicas y el método de aislamiento de cada uno de ellos

se describieron en la Introduccion General.
11.2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

MEDIO SOLIDO.

Para el cultivo en medio soélido, se utilizaban placas de Petri con medio YEPD (2%
de extracto de levadura, 1% de peptona, 2% de glucosa, 2% de agar). En ocasiones, este
medio se suplementaba con vanadato a distintas concentraciones o con K.CI 0.5 M (ver
Apéndice). Para determinar la resistencia a vanadato de las cepas problema, los
microorganismos se sembraban en placas con YEPD, se hacian réplicas a placas con
diferentes concentraciones de vanadato y se observaba el crecimiento a distintos tiempos

comparandolas con controles de comportamiento conocido (Ballou y cols, 1991).
MEDIO LiQUIDO.
Para el cultivo en liquido se utilizaron los siguientes medios:

- YEPD de igual composicion al anterior con excepcion del agar. Dependiendo del
volumen necesario, se utilizaban tubos de cultivo estériles con 5 ml de medio o matraces
de mayor capacidad. La incubacidn se realizaba con agitacion en un incubador orbital a

200 rpm.

- Medio de desrepresion de la sintesis de invertasa. El mismo que el anterior pero la

concentracion de glucosa se reducia al 0.1% .

- Medio sintético: En la purificacion de la exoglucanasa secretada se utilizd un medio

mineral (medio K) descrito previamente (Olivero y cols, 1985) (ver Apéndice).

El crecimiento se determinaba midiendo el aumento de densidad oOptica del cultivo
en un espectrofotometro a 600 nm. Las incubaciones se realizaban en todos los casos a

30°C.

I1.3. MEDIOS Y CONDICIONES DE ESPORULACION.

Para la esporulacion de las estirpes diploides las células se inoculaban en primer
lugar en un medio de preesporulacion (ver Apéndice) donde se incubaban durante 24
horas. A continuacién, las células se lavaban dos veces con medio de esporulacion

(descrito en el Apéndice) y se resuspendian en dicho medio, donde se incubaban durante
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varios dias hasta la aparicion de esporas (Sherman, 1991). Tanto la preesporulacion
como la esporulacién se llevaban a cabo en tubos de cultivo con 3 ml de medio y

agitacion vigorosa a 30°C.

I1.4. CONSERVACION DE LOS MICROORGANISMOS.

Para la conservacion de las cepas, los microorganismos se crecian previamente en
una placa de YEPD durante dos dias a 30°C, resuspendiéndose a continuaciéon en YEPD
liquido estéril al que se habia afiadido dimetil sulféxido (DMSO) (Sigma) a una
concentracion final del 10%. Alicuotas de 1 ml se depositaban en viales estériles y se

almacenaban a -80°C.
11.5. AISLAMIENTO DE DEFICIENTES EN FOSFATO.

Como cepa parental se utilizd el mutante mnnl tipo sexual a que carece de las
manosas terminales unidas en o(l—3) (ver Fig. 1.4) presentando, por tanto, los grupos
fosfato mas accesibles. El protocolo de mutagénesis y seleccion de los mutantes de
interés se describi6 previamente en la Tesis de Licenciatura (Mafias, 1995) (ver

Apéndice).

I1.6. MANIPULACIONES GENETICAS.

En la obtencion de diploides y diseccion de las ascas se siguid esencialmente la
metodologia descrita previamente (Mafas, 1995) basada en la metodologia recogida por

Guthrie y Fink, Eds, (1991) (ver Apéndice).
I1.7. TINCION DE CELULAS DE LEVADURA CON ALCIAN BLUE.

El alcian blue es un colorante catidonico que se une a células que poseen carga
negativa en su superficie (Friis y Ottolenghi, 1970). El ensayo se hace a pH acido y
como ya se ha indicado en estas condiciones el principal responsable de la carga
negativa de la pared celular son los grupos fosfato de las manoproteinas, esta prueba
permite diferenciar células con distinta cantidad de fosfato en la pared. El método ha

sido descrito previamente (Ballou, 1990; Mafias, 1995) y se recoge en el Apéndice.

I1.8. ELECTROFORESIS DE LA INVERTASA EN CONDICIONES NATIVAS.
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Los posibles defectos en la maquinaria de glicosilacion se pusieron de manifiesto
determinando el tamafio de la invertasa periplasmica por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 5%, a temperatura ambiente y condiciones nativas. Esta metodologia
ha sido utilizada repetidas veces en la caracterizacion de mutantes de glicosilacion
(revisado por Ballou, 1990) y se describe con detalle en el Apéndice. La disminucién del
tamafio de la molécula de invertasa refleja una disminucion en el nimero y/o tamafio de

sus restos N-glicosidicos.

11.9. METODOS CROMATOGRAFICOS.

11.9.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC).

Por razones de disponibilidad se utilizaron dos equipos cromatograficos con dos
columnas diferentes de intercambio idnico, ambas de Bio-Rad: TSK-DEAE-5-PW
(7.5x75 mm) y Bio-scale DEAE 2 (10x64 mm). En ambos casos el eluyente era NaCl en
tampon acido acético-acetato sodico 25 mM, pH 5.2 y las fracciones recogidas eran de
0.5 ml pero el flujo utilizado y las condiciones del gradiente fueron diferentes. La
columna TSK-DEAE-5-PW se utiliz6é acoplada a un equipo LKB a un flujo de 0.5
ml/min y las condiciones de elucion eran las siguientes: se comenzaba con NaCl 0.2 M
en isocratico durante 5 min seguido por un gradiente continuo hasta 0.4 M durante los
siguientes 40 min. La columna Bio-scale DEAE 2 estaba acoplada a un equipo Gilson.
El flujo utilizado en este caso fue de 1 ml/min, y la elucion se comenzaba con NaCl 0.35
M en condiciones isocraticas durante los primeros 3 min, seguido por un gradiente
continuo hasta 0.5 M en 27 min. En ambos casos las fracciones se recogian en un

colector de fracciones GILSON FC 203B.

11.9.2. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO CONVENCIONAL.

Para las cromatografias en DEAE-Sephacell (Bio-Rad) la columna utilizada era,
salvo indicacion contraria, de 2.5x9 cm. En la purificacion de las manoproteinas, la
columna se equilibraba con tampén Tris/HC1 20 mM, pH 7.5 y, tras la aplicacion de la
muestra, se lavaba con el mismo tampon para eliminar el material no retenido, se eluia
con un gradiente de NaCl de 0 a 0.5 M en 400 ml del mismo tampoén y se recogian

fracciones de 8 ml (Ballou y cols, 1989; Hernandez y cols 1989a, b; Ballou 1990).

En la purificacion de las exoglucanasas, la columna se equilibraba con tampdén

acetato sodico 25 mM, pH5.2. En este caso la muestra se eluia con un gradiente de NaCl
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(0-0.3 M) en 400 ml del tampon anterior recogiéndose fracciones de 4.5 ml (Herndndez

y cols, 1992).

En el fraccionamiento de N-oligosacédridos se usaba una columna de 1.5x9 cm
empaquetada con QAE-Sephadex (Pharmacia) y equilibrada con Tris 2 mM. La muestra
se disolvta en la solucion anterior, se aplicaba a la columna y se eluia con un gradiente
continuo de 0 a 125 mM de NaCl en 150 mi de Tris 2 mM (Hernandez y cols, 1989b)

recogiéndose fracciones de 1 ml.

En ocasiones se utilizaban columnas de diferentes tamafios (1.5x9 o 2.5x9 cm)
empaquetadas con la resina de intercambio i6nico DOWEX AG 50W-X8 (Bio-Rad)
para eliminar iones de las muestras. En estos casos, la columna se lavaba previamente
con agua destilada, se aplicaba la muestra y se eluia también con agua quedando los

cationes unidos a la resina.
11.9.3. CROMATOGRAFIA DE FILTRACION MOLECULAR.

Se utilizaron columnas de diferentes tamafios empaquetadas con BioGel-P2 o
BioGel-P4, ambos de Bio-Rad, equilibradas en agua o en acetato amoénico 0.1 M,
dependiendo del experimento. El volumen de las fracciones recogidas variaba segin las

dimensiones de la columna.

11.9.4. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.

Se utiliz6 en la purificacion de las exoglucanasas previamente a la secuenciacion
del extremo amino. Los anticuerpos de conejo frente a la enzima se unieron a bolas de
Sepharosa activadas (Sigma), siguiendo las indicaciones del fabricante. La muestra que
contenia la enzima parcialmente purificada se aplico a la columna y las moléculas
retenidas se eluyeron con una solucion que contenia glicina 50 mM y NaCl 0.15 M.
Dado que el pH de esta solucion era proximo a 3, rdpidamente se subia hasta 5.2

anadiendo el volumen adecuado de tampdn fosfato 0.5 M pH 7.7 (referencia).

11.9.5. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

Es una técnica simple, rdpida y muy util para el examen preliminar de mezclas de
carbohidrato. Como soporte so6lido se utilizaron placas de silica gel 60 (Merk) que

previamente se activaban por calentamiento a 110°C durante varias horas. El solvente
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utilizado era acetato de etilo:n-butanol:acido acético:agua en una proporcion 3:4:2.5:4

(Haselbeck y Tanner,1983).

El revelado se realizaba pulverizando la placa con una solucion de 4cido sulftrico
concentrado en etanol absoluto (1:9 vol/vol) calentando a continuacién en un homo a

110°C durante 15 min.

I1.10. CONCENTRACION Y DIALISIS.

La concentracion de muestras enzimaticas se realizo en células de AMICON, de
diferentes volimenes equipadas con membranas cuyo limite de exclusion era de 10 Kda
(PM10). Para volimenes de muestra de 3.5 ml o menos, se emplearon
microconcentradores de centrifuga (FILTRON) equipados con membranas del mismo
limite de exclusidon que las anteriores o un sistema "centrivap concentrator” (Labconco)

acoplado al liofilizador.

Cuando se necesitaba concentrar muestras de carbohidrato, a veces en grandes

volimenes de agua destilada, se utilizaba la liofilizacion.

La dialisis se llevaba a cabo en membranas MEDICELL cuyo limite de exclusion
era de 10 Kda. Se dializaba frente agua o un tampén adecuado dependiendo de la
naturaleza de la muestra. Las muestras que se concentraban en células de AMICON o en
el sistema FILTRON, se dializaban anadiendo en ambos casos a la muestra concentrada
5 veces su volumen de tampon de didlisis, o de agua, y se concentraba de nuevo. Esta

operacion se repetia 4 veces.

A veces, para concentrar con mayor rapidez un volumen grande de solucion
enzimatica, se hacia pasar ésta por una columna empaquetada con DEAE-Sephadex
(1.5x4 cm). Posteriormente, se pasaba un pequefio volumen de NaCl 1M con lo cual
toda la enzima unida a la resina eluia en unas pocas fracciones. A continuacién, la

muestra concentrada se dializaba para eliminar la sal.

II.11. EXTRACCION Y PURIFICACION DE MANOPROTEINAS.
LIBERACION Y FRACCIONAMIENTO DE N-OLIGOSACARIDOS.

Las manoproteinas se solubilizaban por el método del tampodn citrato en caliente y
se purificaban por sucesivas precipitaciones selectivas con metanol, cetavlon (Sigma), y

etanol siguiendo protocolos descritos previamente (Ballou y cols, 1989; Hernandez y
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cols, 1989 a, b; Ballou, 1990). La etapa final de purificacion consistia en una

cromatografia de intercambio idnico (ver detalles del proceso en el Apéndice).

Los N-oligosacaridos se liberaban de la proteina por tratamiento con endo-f-N-
acetilglucosaminidasa H (endo H) (Sigma). Para ello, las manoproteinas purificadas se
disolvian en tampon fosfato 50 mM, pH 5.6 suplementado con azida de sodio 0.02% a
una concentracion aproximada de 300 mg/ml. Se afiadian a continuacion 0.1 U de endo
H y la reaccion se incubaba a 30°C durante 72 h adicionando 50 mU mas de endo H a
las 24 y 48 h. La reaccion se paraba por calentamiento a 100°C durante 5 minutos. Las
muestras se dejaban enfriar y se centrifugaban, a velocidad maxima, en una microfuga
durante 45 minutos para eliminar material insoluble. En el caso de las cepas con la
mutacion mnn9 y/o ldbl, las manoproteinas digeridas con endo H se aplicaban
directamente a una columna de BioGel-P4 (1.5x170 cm) equilibrada con acetato
amonico, 0.1 M, pH 7 para separar los N-oligosacaridos liberados (se incluian en la
columna) de la porcidon proteica (quedaba en el volumen vacio). Aunque en esta
cromatografia pueden separarse parcialmente los oligosacaridos neutros de los
fosforilados, el fraccionamiento definitivo se realizaba por cromatografia en QAE-
Sephadex (ver mas arriba) (Ballou y cols, 1989; Hernandez y cols, 1989a, b; Ballou,
1990).

I1.12. AISLAMIENTO DE O-OLIGOSACARIDOS.

Los oligosacéridos unidos a la proteina por enlace O-glicosidico pueden separarse
de ésta en condiciones alcalinas suaves (B-eliminacion). La B-eliminacion es un proceso
quimico que libera selectivamente los restos O-glicosidicos de las manoproteinas
(Nakajima y Ballou, 1974). Las manoproteinas se disolvian en NaOH 0.IN a una
concentracion aproximada de 100 mg/ml y se incubaban a 30°C durante 48 horas. A
continuacion, la solucion se neutralizaba con HCI concentrado hasta pH 5, se diluia con
4 volumenes de agua destilada y se filtraba a través del sistema de microconcentracion
(FILTRON) equipado con una membrana de 10 Kda de limite de exclusion. El filtrado,
que contenia los O-oligosacaridos liberados, pero no la proteina con los N-
oligosacaridos, se desalaba con Dowex AG 50W-X8 y se concentraba en la centrifuga
de vacio acoplada al liofilizador (ver seccién II. 10). El fraccionamiento de los O-

oligosacaridos asi obtenidos se realizo por cromatografia en capa fina (ver seccion I1.9).
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I1.13. OBTENCION DE ANTICUERPOS.

La obtencion de anticuerpos frente a los restos glucidicos de las manoproteinas de
la cepa silvestre, se llevd a cabo inoculando conejos con una suspension de células
enteras muertas por calor en suero fisioldgico estéril. La inmunizacidon consistié en
inyectar dicha suspension en dias alternos durante cuatro semanas. Tras una semana de
descanso, los conejos eran sangrados periddicamente, se titulaba el suero y, cuando el
titulo adquiria una valor maximo, el conejo se sacrificaba para obtener el suero inmune
total. Estos anticuerpos se obtuvieron en las instalaciones de la Universidad de

California en Berkeley bajo la supervision del Dr. C.E. Ballou y de Lun Ballou.

Los anticuerpos especificos frente a las manosas terminales unidas por enlace
a(1,3) se aislaron a partir del antisuero anterior tras absorcion con células enteras del

mutante mnnl.

Los anticuerpos frente a la porcion proteica de la exoglucanasa fueron obtenidos
por la Dra. I. Olivero. Para ello, los conejos se inoculaban en repetidas ocasiones a
intervalos de tres semanas con una suspension de enzima purificada y desglicosilada
procedente de un estudio anterior (Hernandez y cols, 1992) emulsionada en Adyuvante
incompleto de Freund. Tras una semana de descanso después de la tercera inoculacion,
se extraia sangre cada dos dias y se titulaba el suero viéndose la conveniencia de
continuar las inoculaciones o sacrificar al conejo para obtener el suero inmune total. A

partir del suero inmune, se purificaron las IgG por precipitacion con sulfato amonico.

IL.14. SDS-PAGE, ELECTROTRANSFERENCIA E INMUNODETECCION
(WESTERN BLOTTING) DE EXOGLUCANASAS.

II. 14.1. ELECTROFORESIS EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES (SDS-
PAGE).

La electroforesis de las exoglucanasas en condiciones desnaturalizantes se hacia en
geles de acrilamida de 0.75 mm de espesor, utilizando un sistema discontinuo: gel de
empaquetamiento 4%, gel de separacion 7.5%. Se aplicaban aproximadamente 2
unidades de enzima en cada pocillo. La electroforesis se hacia en un sistema de Hoefer
Scientific Instruments (16x18 cm) con una fuente de alimentacion Power Pac 3000 de

Bio-Rad (ver Apéndice).
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II. 142. ELECTROTRANSFERENCIA E INMUNODETECCION DE LAS
GLUCANASAS.

Las proteinas se transferian desde el gel a una membrana de nitrocelulosa
utilizando un equipo de Bio-Rad. El sandwich se prepar6 siguiendo las indicaciones del
fabricante y la transferencia se realizo, a 4°C durante 15 horas manteniendo la corriente

constante a 10 mA.

Para la inmunodeteccion de las glucanasas, las membranas de nitrocelulosa, se
lavaban con tampon TBS suplementado con BSA al 3% durante 2 horas, incubandose a
continuacion con el anticuerpo de conejo anti-exoglucanasa en TBST (TBS con 0.05%
de Tween 20) durante tres horas mas. Las membranas se lavaban de nuevo con TBST y
se incubaban durante 2 h con un anticuerpo secundario anti-Ig de ratéon acoplado a
fosfatasa alcalina (Bio-Rad). Finalmente, las membranas se lavaban de nuevo y las

bandas de exoglucanasa se detectaban por una reaccion coloreada (ver Apéndice).
I1.15. SECUENCIACION DEL EXTREMO AMINO DE LA EXOGLUCANASA.

II. 15.1. PURIFICACION DE LA ENZIMA Y PREPARACION DE LA MUESTRA
PARA SECUENCIACION.

Se realizo a partir de un cultivo del mutante 1db1 crecido en 5 1 de medio K hasta la
fase exponencial. Las formas enzimaticas secretadas se purificaron por cromatografia de
intercambio idnico en DEAE-Sephacell y cromatografia de afinidad en una columna
preparada con anticuerpos frente a la exoglucanasa mayoritaria acoplados a Sepharosa

activada (ver seccion 11.9).

Con las muestras de enzima purificada se realizé SDS-PAGE y electrotransferencia
a una membrana Inmobilon P (PVDF, Millipore). Las condiciones de la electroforesis y
la transferencia fueron las mismas que se indicaron en la seccion II.14. Finalizada la
transferencia, las proteinas se visualizaron en la membrana tifiendo con Coomassie

Brilliant Blue (Sigma) (ver Apéndice).

II. 15.2. SECUENCIACION.

Finalmente, los extremos amino de las exoglucanasas (12 aminoacidos) se
secuenciaron a partir de las bandas de la membrana en un secuenciador automatico

Beckman LF3000 equipado con un analizador de aminoacidos (System Gold,
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Beckman). El proceso se realiz6 en el Servicio de Secuenciacion de Proteinas, Institut de

Biologia Fonamental "Vicent Villar Palasi" de la Universidad Autonoma de Barcelona.

11.16. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica no-

destructiva, muy util en la determinacion de la estructura de oligosacaridos.

La RMN de protones ('"H-RMN) es un método sensible y selectivo que permite la
determinacion de estructuras de los residuos de carbohidrato de las manoproteinas sin
los problemas encontrados con las tradicionales técnicas de degradacion (Cohén y

Ballou, 1980; Hernandez y cols, 1989 a, b).

Las muestras de carbohidrato liofilizadas se resuspendian en agua deuterada del
99.9% de riqueza (Aldrich) y se liofilizaban. Este proceso se repetia dos veces para
conseguir el intercambio de los protones por deuterio, en el agua que pudiera acompaiar
a la muestra. Finalmente, la muestra se resuspendia en agua deuterada de riqueza
minima 99.999% (Aldrich), se le anadia una pequena cantidad de acetona y se sometia a
la prueba. Los protones de la acetona se utilizaban como estandar interno a 62.217 para

calibrar el aparato.

En la identificacion de los residuos de manosa de los N-oligosacéridos se utilizo la

nomenclatura propuesta previamente (Hernandez y cols, 1989b) que se indica a

continuacion:
B3
!
C, B,
! !
*C1 — B1 —>A1—> GlcNAc
i Esquema II.1
Z]E E E E .d1—> A2
T T 1
V) d2 A3*
T
Ay
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* Posiciones posibles de union de grupos fosfato.

Las manosas que provienen del oligosacarido que se sintetiza unido al lipido
intermediario Dol-PP se muestran en letras maytsculas, mientras que las manosas que se
anaden posteriormente, durante el procesamiento que sufren estos residuos una vez
transferidos a la proteina, se muestran en letra minuscula. Cada una de ellas pueden ser
identificadas con relativa facilidad por "H RMN gracias a los desplazamientos quimicos
caracteristicos de sus protones anoméricos (Cohen y Ballou, 1980; Hernandez y cols,

1989a, b; Hernandez y cols, 1992) que son los siguientes:

Ay, 04.77; Aj, 85.32; Az, 05.29; A4, 6 55.03.
Bi, 04.87; B,, 85.379 (65.08-5.11 cuando Bj no esté presente); Bj, 65.05.
Cy, 05.125; C,, 85.04.

di, 65.125; ds, 65.04.

Cuando la cadena externa est4 presente y se extiende hasta z,, las sefiales de z; y 7,
sustituyen a las de d; y d,. En determinados mutantes, la cadena externa aparece como
una cadena lineal de manosas unidas por enlaces a(l ,6) sin ramificaciones. En este caso,
los protones anomeéricos de dichas manosas aparecen a 64.90-64.92. Cuando la cadena
externa presenta ramificaciones, el espectro se complica bastante y resulta dificil hacer

las asignaciones.

El esquema I muestra una estructura sintetizada por cepas que presentan la
mutacion mnnl. Cuando dicha mutacién no estad presente, esta estructura incorpora
manosas adicionales unidas por enlace a(1,3) en el extremo no reductor de algunas de
las ramificaciones del ntcleo y cadena externa (as, cs, ds...). La sefial correspondiente a
los protones anoméricos de dichas manosas aparece en el espectro en la zona 85.12-

05.14.

La presencia de grupos fosfato unidos a la posicion 6 de las manosas sefialadas con
un asterisco, puede ser puesta de manifiesto por los cambios que sufren los protones

anoméricos de las manosas proximas a ellos:

Si un grupo fosfato monoesterificado se une a la manosa A3, los protones
anoméricos de las manosas Aj, A, y A3 cambian a 04.81, 85.35 y 85.24 respectivamente.

Si el fosfato estuviera diesterificado con otra manosa, la sefial del proton anomérico de
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dicha manosa apareceria en el espectro como un doblete en la zona de 65.43-55.45 y las
sefiales correspondientes a Aj, A, y Az cambiarian a 84.80, 85.31 y 05.28

respectivamente.

Cuando el grupo fosfato se une a la manosa C;, no provoca cambios apreciables en
los protones anoméricos de ninguna de las manosas del oligosacarido, por lo que su
presencia es dificil de reconocer por esta técnica. Solamente cuando el fosfato esta
diesterificado, la sefial correspondiente al proton anomérico de la manosa que

diesterifica, aparece como un doblete en la zona de 65.43-85.45.

Finalmente, cuando la molécula esta fosforilada en las dos posiciones posibles (Aj
y C)), se producen los mismos cambios que se han sefialado para cada una de ellas por

separado.

En el Apéndice se muestran ejemplos de espectros que ilustran lo anterior.

I1.17. OTROS METODOS.

La proteina se determin6 por el método de Bradford (Bradford, 1976), el

carbohidrato por el método del fenol-4cido sulfurico (Dubois y cols, 1956) y el fosfato

por el método de Ames (Ames, 1966) (para detalles ver Apéndice).

Las microfotografias se realizaron en un microscopio Zeiss, equipado con contraste

de fases y sistema optico Nomarski en pelicula de 35 mm Ilford Pan F, ISO 50/19.

La actividad exoglucanasica se determinaba afiadiendo 0.1 ml del sustrato sintético

p- nitrofenil-pB-D-glucopirandsido (pNPG) (Sigma) a 0.5 ml de la solucion enzimatica en
tampon acetato sodico 25 mM, pH 5.2. Tras incubacion a 30°C hasta la aparicion de un
color amarillo claro, la reaccion se detenta afiadiendo 1 ml de carbonato soédico saturado.
En estas condiciones alcalinas, el p-nitrofenol liberado da un color amarillo que se leia a
410 nm. La relacion entre la lectura obtenida y cantidad de p-nitrofenol libre, se
establecia construyendo una recta patron con concentraciones conocidas de p-nitrofenol.
Una unidad de actividad B-glucanésica se define como la cantidad de enzima que libera
I umol de paranitrofenol durante 1 hora a 30°C en las condiciones indicadas (Tingle y

Halvorson, 1971; Herndndez y cols, 1992).

En el tratamiento de las exoglucanasas con endo H, se utilizd esencialmente el

mismo protocolo utilizado para las manoproteinas (ver seccion II. 11) aunque la
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concentracion de exoglucanasa en la mezcla de reaccion era menor que la concentracion

de manoproteinas.

Para la digestién con la a(l ,6) endomananasa, el oligosacéarido se resuspendia en
tampon citrato-fosfato 0.1 M, pH 6, conteniendo CaCl, 1 mM y azida de sodio 0.02%, a
una concentracion variable entre 30 y 200 mg/ml. A continuacion se anadian 2 U/ml de
la enzima y la reaccion se incubaba a 45°C durante 24 h. En ese momento se afiadia de
nuevo la misma cantidad de enzima y se continuaba la incubaciéon a la misma
temperatura durante 24 h mas. La reaccion se detenta por calentamiento a 100°C durante
3 min. La a(1,6) endomananasa, nos fue proporcionada por Lun Ballou (Universidad de
California, Berkeley), fue obtenida a partir de una bacteria del suelo y presenta actividad
hidrolitica sobre cadenas lineales de manosas unidas por enlaces a(1,6) (Nakajima y

cols, 1976).

Identificacion de colonias con la mutaciéon mnnl. Las colonias con la mutacion

mnnl se ponian de manifiesto por su no aglutinacién con los anticuerpos especificos

frente a las manosas terminales unidas en o 1,3).
I1.18. PRODUCTOS QUIMICOS Y REACTIVOS.

Todos los productos quimicos y reactivos utilizados fueron de grado analttico.

III. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE NUEVOS
MUTANTES DE Saccharomyces cerevisiae DEFECTIVOS EN EL
PROCESO DE N-GLICOSILACION.

I1I.1. RESUMEN.

En este capitulo se describe el aislamiento de nuevos mutantes no termosensibles
de Saccharomyces cerevisiae con defectos en el proceso de N-glicosilacion de
manoproteinas. Los N-oligosacaridos contienen en su estructura cantidades apreciables
de grupos fosfato diesterificados que contribuyen en gran medida a la carga negativa de
la superficie celular. Los mutantes con defectos en la sintesis de dichos oligosacaridos

presentan un menor contenido en grupos fosfato y, en consecuencia, una disminucién en
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la carga negativa neta superficial. A causa de esta disminucion de la carga negativa, los
mutantes de interés pierden afinidad por la resina de intercambio i6nico QAE-Sephadex
y pueden separarse asi de las células que mantienen el fenotipo silvestre con respecto a
esta caracteristica. Los mutantes se identificaron por la disminucion en la afinidad por el
colorante basico alcian blue y por esa razon, se han denominado 1db (low dye binding).
Mediante ensayos de complementacion entre ellos y con otros mutantes de fenotipo
similar aislados previamente por otros grupos, se han encontrado 8 grupos de
complementacion nuevos. Cuatro de ellos, 1dbl, 1db5, 1db6y 1db10, presentaban una
reduccion significativa en el nimero y/o tamafio de los N-oligosacéridos de la invertasa

secretada.

Se ha determinado también la estructura de los N-oligosacaridos liberados por endo
H a partir de manoproteinas sintetizadas por los dos mutantes que mostraron la
reduccidon mas dréstica en la afinidad por el colorante alcian blue: 1db1 y Idb2. En ambos
casos, no se detectaron grupos fosfato unidos a los N-oligosacaridos utilizando la
metodologia habitual en este tipo de estudios: 'H RMN y cromatografia de intercambio
16nico. Ademas, se ha encontrado que el mutante 1dbl sintetiza una cadena externa de
longitud reducida, formada por una cadena lineal de manosas unidas por enlaces a(1,6)

y carente completamente de ramificaciones en a(1,2).

I11.2. PLANTEAMIENTO DE OBJETIVOS.

En los ultimos afios, el proceso de N-glicosilacion de proteinas en levaduras ha sido
estudiado en profundidad utilizando distintas metodologias. Los avances mas
importantes se han conseguido gracias al aislamiento y caracterizacion de mutantes

defectivos en el proceso.

Las estrategias utilizadas para la seleccion han sido muy variadas y se recogen en
varias revisiones (Kukuruzinska y cols., 1987; Tanner y Lehle, 1987; Ballou, 1990;
Herscovics y Orlean, 1993). Los métodos de seleccion mds representativos que se han

utilizado en estos estudios se mencionan a continuacion:

- Seleccién por suicidio con *H manosa. Asi se aislaron los mutantes alg (asparagine-
linked glycosylation) (Huffaker y Robbins, 1982) dafiados en las etapas que ocurren en
el RE, y los och (outer chain defective) (Nagasu y cols, 1992). El mutante ochl es

defectivo en la iniciacion de la cadena externa (Nakanishi-Shindo y cols, 1993).
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- Disminucion de la aglutinacion con antisuero obtenido frente a células enteras de la
cepa silvestre. De esta forma el grupo de Ballou aislo los mutantes mnn (mannan
defective) que son defectivos en las etapas que ocurren en el aparato de Golgi (revisado

por Ballou, 1990).

- Resistencia a la presencia de vanadato en el medio de cultivo. Asi se aislaron los
mutantes vrg (vanadate resistant glycosylation mutants) que presentan fenotipos

similares a los mnn. También fueron aislados por el grupo de Ballou (Ballou y cols,

1991).

A partir de los datos existentes sobre la estructura de los N-oligosacaridos, se puede
deducir la existencia de varias manosiltransferasas implicadas en la sintesis de la cadena
externa de dichos restos. Sin embargo, solo tres de los mutantes aislados parecen estar
dafiados en genes que codifican dichas enzimas: ochl, mnnl y mnnl0. En teorta existe,
por tanto, la posibilidad de aislar nuevos mutantes con defectos en el resto de las
enzimas. Para ello, pensamos que seria conveniente poner a punto un método de

seleccion nuevo no utilizado previamente.

En un articulo publicado hace algunos afios (Ballou, 1990) se describié que dos
mutantes carentes casi completamente de fosfato en sus N-oligosacaridos, mnn4 y
mnn6, eran incapaces de unirse a una resina de intercambio idnico (QAE-Sephadex),
mientras que la cepa silvestre si se unia. A la vista de los datos expuestos anteriormente
(ampliados en la Introduccién General), en este capitulo nos propusimos los siguientes

objetivos:

1.- Aprovechar el hecho de que los mutantes mnn4 y mnn6 no se unian a QAE-
Sephadex (Ballou, 1990), para seleccionar nuevos mutantes con defectos generales en el

proceso de N-glicosilacion utilizando esta resina.

2.- Identificar los mutantes de interés por su disminucion en la afinidad por el colorante

alcian blue y por el aumento de la movilidad de la invertasa en geles de acrilamida.

3.- Determinar el nimero de grupos de complementacion y cudles de ellos

complementan defectos de otros mutantes de fenotipo similar obtenidos previamente.

4.- Determinacion de la estructura de los N-oligosacaridos sintetizados por alguno de los

mutantes mas representativos.
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I11.3. RESULTADOS.
I11.3.1. MUTAGENESIS Y SELECCION DE LOS MUTANTES.

Como ya se ha indicado, el propdsito de este experimento era aislar mutantes de
Saccharomyces cerevisiae que mostraran una disminucion en la incorporacion de grupos
fosfato en los N-oligosacaridos. Como cepa parental se utilizdo el mutante mnnl tipo
sexual a. La ausencia de las manosas terminales en las cadenas laterales de sus N-
oligosacaridos hace que los mencionados grupos fosfato estén mas accesibles que los de
la cepa silvestre y consecuentemente, resulta mas facil la distincion entre la cepa

parental y los posibles mutantes.

Para el aislamiento de los mutantes se siguid el procedimiento descrito con detalle

en el apartado VIL.2.

La mutagénesis se hizo por duplicado en dos tubos (A y B), que se mantuvieron 15
y 25 minutos respectivamente en presencia del agente mutagénico. Para determinar el
porcentaje aproximado de supervivencia durante la mutagénesis, se contaron células
viables en ambos tubos antes y después del proceso. Para ello, se tomaron muestras
alicuotas de cada tubo a tiempo cero y a los 15 y 25 minutos respectivamente, se
neutraliz6 el EMS, se contaron las células y se sembraron en placas de YEPD a una
concentracion aproximada de 100 colonias por placa. El nimero de colonias procedentes
de cada uno de los tubos al inicio y al final del proceso, nos daba una idea del porcentaje

de supervivencia, que resulto ser alrededor del 80% al 90% en los dos casos.

Finalizado el periodo de mutagénesis y tras la toma de la muestra para el calculo de
la supervivencia, el contenido de cada tubo se repartié en dos que se designaron Al, A2
y B1, B2 respectivamente. Seguidamente se neutralizd el agente mutagénico y las
células se lavaron y crecieron en YEPD liquido para permitir la expresion de las
mutaciones. Los mutantes se seleccionaron por su falta de afinidad por el QAE segln se

describe en el Apéndice.

Las células seleccionadas se sonicaron durante 30 segundos para separar posibles
grumos, ya que algunos mutantes descritos previamente con fenotipo similar a los que
pretendemos obtener (ej. mnn9), tienen dificultades para separar las células después de

la division (Ballou, 1990). A continuaciéon se contaron las células, se diluyeron
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convenientemente y se sembraron en placas de YEPD a una concentracion aproximada
de 100 a 150 células por placa, dejandose crecer hasta que cada célula formaba una

colonia visible.

Tras 2-3 dias de incubacion a 30°C, se recogieron un total de 1400 colonias que se
separaron en tres grupos atendiendo al tamafio: 467 grandes, 356 medianas y 577

pequenas.

Esta separacion en base al tamafo, se hizo porque los diferentes tamafios podian
reflejar distintas velocidades de crecimiento y algunos mutantes con alteraciones en la
estructura de la porcion glucidica de las manoproteinas de la pared celular presentan un
crecimiento mas lento que la cepa silvestre (Ballou, 1990). Las colonias con un tamaio
excesivamente grande se descartaban ya que era muy probable que estuvieran formadas

por varias c€lulas que no se separaran durante la sonicacion.
I11.3.2 AFINIDAD POR EL COLORANTE CATIONICO ALCIAN BLUE.

La primera prueba que se realiz6 a las colonias recogidas, para identificar posibles
mutantes de interés, fue la tincién con alcian blue, colorante catidnico que se une a la
pared celular de la levadura proporcionalmente al contenido y accesibilidad de los

grupos fosfato.

Aunque no resulta facil cuantificar exactamente la cantidad de colorante que se une
a las colonias, se utilizé una escala de color azul arbitraria que variaba de 0-6 de acuerdo

a los controles que se indican en la tabla III. 1.

Tabla III. 1. Valores de referencia para cuantificar la unién del colorante alcian blue a

las colonias.

Mutante Contenido en fosfato | Valor asignado Color

mnn6 aprox. 10% 0 blanco
mnnl mnn9 intermedio 3 l
Silvestre 100% 5 !
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mnnl 100% mas accesible 6 azul intenso

De las 1400 colonias analizadas, se seleccionaron 42 que mostraban una
significativa reduccidon de su afinidad por el colorante y por esta razéon se denominaron
mutantes Idb (low dye binding). El porcentaje de mutantes encontrados (3%) indicaba
que el método de seleccion utilizado fue razonablemente especifico. Estos 42 mutantes,

se separaron en tres grupos segun los valores de afinidad por el colorante (tabla II1.2).

Tabla IIL.2. Grupos de mutantes seleccionados segun la coloracion mostrada al ser

tefiidos con el colorante alcian blue (ver tabla I).

Grupo Valor asignado Numero de representantes
I 0-1 18
11 2-4 14
111 5 8

Teniendo en cuenta los valores obtenidos en esta prueba, el grupo I debe incluir
células con N-oligosacaridos carentes casi totalmente de grupos fosfato, mientras que el
grupo II estaria compuesto por cepas con una reduccion en la incorporacion de fosfato

entre el 30 y el 70%.

Finalmente, en los mutantes del grupo III el contenido en fosfato seria muy
proximo al de la cepa silvestre. En este trabajo nos hemos centrado en los grupos 1 y II,
por ser los que a priori deben presentar las alteraciones més drasticas en la estructura de

los N-oligosacaridos.

Asimismo, podrian aportar también alguna informacion acerca de la biosintesis y
funcion de los residuos manosilfosfato incorporados en los N-oligosacaridos de las

manoproteinas de las levaduras.

I11.3.3. ANALISIS DE COMPLEMENTACION.
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Como se ha indicado, los estudios de complementacion se hicieron solamente con
los mutantes incluidos en los grupos I y II. En primer lugar, todos los mutantes se
cruzaron dos veces con la estirpe parental para obtener ambos tipos sexuales y efectuar

una limpieza de mutaciones no deseadas en el genoma de los mutantes de interés.

Mutantes pertenecientes al grupo I (ver tabla II1.2)

Los mutantes del grupo I se cruzaron en primer lugar con mnn4 y mnn6 ya que
presentan un fenotipo practicamente indistinguible con respecto a la afinidad por el
alcian blue. El mutante mnn4 fue descrito inicialmente como "dominante" ya que al ser
cruzado con la cepa silvestre, el zigoto incubado en YEPD se comportaba como
mutante, es decir, seguia sin unir alcian blue (Ballou y cols, 1973). Sin embargo, la
dominancia no se manifestaba cuando el diploide se crecia en el mismo medio
suplementado con KCI (Ballou, 1990). Este hecho ha sido corroborado en un trabajo
posterior (Odani y cols, 1996). Por esta razon, los cruces con este mutante y el posterior
crecimiento de los zigotos, se llevaron a cabo en placas de YEPD complementadas con

KC1 0.5 M.

Uno de los mutantes del grupo I no fue capaz de conjugar, por lo que no se pudo
analizar. De los 17 restantes, 6 fueron incapaces de complementar el defecto del mnn4.
Aunque en algunos casos los resultados no eran absolutamente claros, puesto que
parecia producirse una complementacion parcial con respecto a la capacidad de unidn al
alcian blue, no creimos que mereciera la pena detenernos en un estudio mas profundo
del problema y todos ellos fueron incluidos en un grupo que llamamos "grupo del

mnn4".

Los 11 mutantes restantes se cruzaron con el mnn6, apareciendo dos que no fueron
capaces de complementar dicho fenotipo por lo que se incluyeron en el mismo grupo de

complementacion que el mnn6.

Cada uno de los 9 mutantes que quedaban en este grupo se cruz6 con todos los
demas determinandose la capacidad de los zigotos para tefiirse con el colorante alcian
blue. Estos nueve mutantes se separaron en dos grupos de complementacion: 1dbl, con 3
representantes (Idbl-1, Idb1-2 y 1db1-3) y 1db2 con 6 (Idb2-1, 1db2-2, 1db2-3, 1db2-4,
1db2-5 y 1db2-6).

Mutantes pertenecientes al grupo II (ver tabla I11.2)
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De los 14 mutantes incluidos en este grupo, tres presentaron problemas en la
esporulacion de las estirpes diploides construidas al cruzarlos con la cepa parental por lo
que no se continud con su analisis. Los once restantes se repartieron en 8 grupos de
complementacion (denominados 1db3 a Idb10} con los siguientes representantes cada
uno: 1db3: 2 (1db3-1 y 1db3-2), 1db4: 3 (1db4-1, 1db4-2 y 1db4-3) y del 1db5 al 1db 10: un

solo representante cada uno.

II1.3.4. ANALISIS DE POSIBLES DEFECTOS EN LA ELONGACION Y/O
TRANSFERENCIA DE LOS N-OLIGOSACARIDOS A LA PROTEINA. PRUEBAS
ADICIONALES DE COMPLEMENTACION.

La invertasa de S. cerevisiae contiene 14 sitios potenciales de N-glicosilacion 13 de
los cuales pueden estar glicosilados, aunque la enzima secretada generalmente posee
solamente 9-10 cadenas de carbohidrato (Reddy y cols, 1988). El tamafio de las cadenas
varia considerablemente de unos sequones a otros: oscila entre May g.;;-GIcNAc; en los

mas pequefios y Man >50.GlcNAc; en los mas grandes (Ziegler y cols, 1988).

En un gel nativo y a temperatura ambiente, la invertasa secretada por la estirpe
silvestre aparece como una banda difusa, mientras que la invertasa del mutante mnnl
mnn9 forma una banda relativamente discreta de menor peso molecular. La invertasa
interna, constitutiva y no glicosilada, migra como una banda bien definida cerca del
frente de la electroforesis (ver Fig.I1L.1 y II1.2).

Una posible razén para la baja incorporacion de fosfato por parte de nuestros
mutantes podria ser una reduccion en el nimero y/o tamafio de las cadenas de
oligosacéaridos unidos N-glicosidicamente a las glicoproteinas. Para examinar esta
posibilidad, se analizé la migracion de la invertasa glicosilada de todos los mutantes
seleccionados mediante electroforesis en geles de acrilamida en condiciones nativas,

utilizando como controles la invertasa de la cepa parental y la de la cepa silvestre.

Grupos I y II (ver tabla II1.2)

En la Figura III. 1 se muestran los resultados obtenidos con los mutantes 1dbl-1,
1db1-2 y Idb 1-3 del grupo I y 1db3-1 y 1db3-2 del grupo II. Todos ellos presentaron un
modelo de migracion de la invertasa muy similar al de las estirpes mnn9, vrg7y vrg4 que

también se han incluido en la figura.
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Figura TIL1. Electroforesis nativa de la invertasa secretada por algunos mutantes Jolh

pertenecientes a los grupos [y [l con respecto a la afinidad por ¢l colorants (ver tabla [[L2). Se

muestran agquellos cuya invertasa presénta una movilidad similar al rutantes maRs. i_:alte L,
mrrand: 2 ddbi-1: 5, Idbi-2; 4, Jdb]-3; 5, 1db3-1, 6, ldb3-2. 7, vrg?, 8, vrgd, 9, mnng. En tgul&s
las n::x:;:ﬂ; estaba presente la mutacion mnnl. La inverlasa interna constitutiva y no glicosilada
aparcce en el frente de la alectroforesis.

En la Figura II1.2 se presentan los resultados obtenidos con el resto de mutantes de

estos grupos, todos los cuales presentaban un patron similar al mutante mnn2 o a la cepa

ooy (001

- ——— i ——————— ——
1.2 3 & 5 @& T 8 B W WD

parental.

Figura IIL2. Electroforesis nativa de la invertasa secretada por algunos mutantes fefb
pertenecientes a los grupos 1y [T (ver tabla [IL.2). Se muestran aguellos cuya invertasa presenta
una movilidad similar a la secretada por el mutante men? o la cepa silvestre, Calles: 1,
[db2: 2, ldba: 3, b5, 4, 1db6, 5, b7, 6, 1db8; T, [ab9; 8, ldb 10, 9, mand; 10, mand; 11, manl0;
12, mnnd; 13, manS. En todas las cepas estaba presente la mutacion mmnd. La invertasa interna
constitutiva ¥ no glicosilada aparece en el frente de la electroforesis.

Se observa que 1db5, 1db6, 1db8 y 1db 10 (calles 3, 4, 6 y 8) sintetizan una invertasa

que migra algo mas rapido que la de la cepa parental (calle 9), mostrando un patréon
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similar al de la enzima secretada por mnn2, mnnl0 o mnn3 (calles 10,11 y 12).
Finalmente, la invertasa sintetizada por el resto de los mutantes 1db poseia un tamaino
muy similar y a veces practicamente indistinguible al de la cepa parental (calle 9). Es
interesante resaltar que el mutante 1db9 (calle 7) debe presentar algiin problema en la
desrepresion de la invertasa o en su actividad ya que, aunque se cargd el doble de
volumen de muestra (notdndose un aumento proporcional en la banda correspondiente a
la invertasa interna), la banda correspondiente a la invertasa glicosilada era de menor
intensidad que en el resto de los casos. En esta figura se ha incluido también el mutante
mnn5 ya que su fenotipo, con respecto a la unidén a alcian blue, era similar al de los

mutantes pertenecientes al grupo II.

En este experimento también se analizd la movilidad electroforética de los
mutantes que incluimos en los grupos del mnn4 y mnn6. En todos los casos el tamafio
resultd indistinguible del de la enzima secretada por la cepa parental mnnl (resultados

no mostrados).

Todos los mutantes de los grupos 1 y II utilizados en este experimento, asi como los

controles, llevaban, ademas, la mutacion mnnl.

A la vista de los resultados obtenidos, decidimos realizar nuevos ensayos de
complementacion cruzando cada uno de estos mutantes 1db con otros mutantes aislados
previamente que presentaban un patrén de movilidad electroforética de la invertasa y/o
afinidad por el alcian blue similar a ellos. En todos los casos se analizaban ambas
caracteristicas fenotipicas (tamafio de la invertasa y afinidad por el colorante) en los
diploides heterozigoticos, encontrandose que siempre aparecian unidas, es decir, la
recuperacion del tamafio de la invertasa de la cepa parental, siempre iba asociada con

la recuperacion de la afinidad por el alcian blue.

Los mutantes 1db 1-1 y 1db3-l, representantes de los grupos de complementacion
que sintetizaban invertasa de tamafio similar a la sintetizada por el mutante mnn9, se
cruzaron con mnn9, vrg7 y vrgd (en todos los casos con la mutacion mnnl).
Encontramos que el 1db3-1 y el vrg4 pertenecian al mismo grupo de complementacién ya
que los diploides heterozigoéticos no recuperaban el fenotipo silvestre, es decir, no
complementaban sus mutaciones. En todos los casos se comprob¢d la capacidad de los

diploides para esporular.
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Los experimentos de complementacion con los mutantes resistentes a vanadato se
realizaron en el laboratorio del Dr. Ballou en la Universidad de California en Berkeley,

bajo la supervision de Lun Ballou quien amablemente nos proporciond dichos mutantes.

El resto de los mutantes se cruzaron con el mnn2, mnn3, mnn5 y mnnl0 (mnn5 se
incluyo porque muestra baja afinidad por el alcian blue, aunque el patrén de migracion
de su invertasa no difiere significativamente del de la cepa silvestre). El mutante 1db8
resultd ser alélico al mnn2 ya que en el diploide heterozigético no se recobro el tamafio
de la invertasa ni la afinidad por el colorante, caracteristicos de la cepa parental. En el
resto de los diploides construidos en los distintos cruces se producta complementacion

de ambas mutaciones, recuperandose el fenotipo de la cepa parental.

La invertasa secretada por el vrg2 y vrg3 también muestra un modelo de migracion
similar al del 1db5, 1db6, 1db8 y 1db10 (Ballou y cols, 1991). Estos mutantes no se
incluyeron en este experimento porque ninguno de los mutantes ldb mencionados
presentaba resistencia al vanadato (ver mas adelante, apartado II1.3.5), lo cual indicaba
que deberian pertenecer a diferentes grupos de complementacion. Los mutantes ochl y
och2 aislados por Nagasu y cols, (1992) también presentaban una invertasa glicosilada
de tamafio semejante a los mutantes que nos ocupan, sin embargo, hemos descartado la
posibilidad de que sean alélicos con ellos porque ochl y och2 fueron descritos como
termosensibles para el crecimiento mientras que los aislados por nosotros son viables y

expresan las mutaciones a 30°C.

Debemos resaltar que el 1db9, cuyas células presentaban una morfologia muy
alterada, secretaba una invertasa de tamafio similar a la cepa silvestre, lo cual sugiere
que dicho defecto no se debe a alteraciones en la maquinaria de glicosilacion de
manoproteinas sino posiblemente a alteraciones en la biosintesis de otros componentes

de la pared celular.

Mutantes pertenecientes al grupo III (ver tabla I11.2)

La electroforesis en condiciones nativas de la invertasa glicosilada sintetizada por
los mutantes del grupo III, con coloracion semejante al silvestre, reveld que en todos
ellos el patron electroforético era indistinguible del de la cepa parental (resultados no
mostrados). Este grupo es quizas el menos atractivo porque en ocasiones resulta bastante
dificil diferenciarlo de la cepa parental (mnnl) por la prueba de la tincion con alcian

blue, aunque hay que tener en cuenta que si hubiéramos aislado un mutante en el gen
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estructural de alguna de las posibles manosil-fosfatotransferasas presentes en S.
cerevisiae, es probable que estuviera incluido entre estos 10 mutantes. Sin embargo, su

analisis detallado queda fuera del presente trabajo.
II1.3.5. RESISTENCIA A VANADATO.

Se ha demostrado que la resistencia a vanadato suele estar asociada con defectos en
la maquinaria de glicosilacion (Ballou y cols, 1991). Por otra parte, ya se ha visto que el
mutante 1db3 resulto ser alélico con el vrg4, uno de los resistentes a vanadato que habian
sido aislados previamente. Por estas razones, nos parecid interesante determinar el
comportamiento de todos los grupos de complementacion ldb, con respecto a la
presencia de vanadato en el medio, comparandolos con los mutantes mnnl (cepa
parental no resistente), mnnl vrg7 y mnnl vrg4 (seleccionados como resistentes) asi
como con mnnl mnn9 el cual muestra también una alta resistencia a vanadato en el
medio aunque no fue seleccionado por esa caracteristica (Ballou y cols, 1991). Para ello,
se prepararon placas de YEPD con concentraciones de vanadato de 2 mM, 5 mM y 10
mM sembrandose todos los mutantes a cada una de las concentraciones y determinando

su capacidad para crecer tras 48 horas de incubacion.

El mnnl, que se utilizd6 como control, se comportd igual que la cepa silvestre, es
decir, crecia a 2 mM pero no a 5 ni a 10 mM. Los mutantes mnnl vrg7 y mnnl mnn9
crecieron a las tres concentraciones mientras que mnnl vrg4 crecié a 2 y 5 mM pero no
a 10 mM. Estos resultados eran idénticos a los publicados previamente por Ballou y

cols, (1991).

El 1db3, que es alélico con el vrg4 con respecto a la unidon de alcian blue y tamano
de la invertasa, se comportd de la misma forma, es decir, crecié también a 2 y 5 mM
pero no a 10 mM. En el grupo de complementacion ldbl, encontramos una aparente
contradiccion puesto que dos de los componentes de este grupo, ldbl-1 y 1db1-3, no
mostraron resistencia, mientras que el ldb 1-2 era capaz de crecer a2 mM y 5 mM. Esto
parecia indicar que los defectos en la glicosilacion y la capacidad para crecer en 5 mM
de vanadato del mutante 1db1-2, eran consecuencia de dos mutaciones diferentes. Una
forma sencilla de demostrar esta hipdtesis es determinar la resistencia a vanadato del
diploide heterozigotico construido al cruzar el 1db1-1 o 1db1-3 con el 1db1-2. El diploide

se comportd como la cepa parental con respecto a este caracter, es decir, crecia
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solamente en las placas que contenian vanadato a la concentracion de 2 mM.
Naturalmente se comprobd que dicho diploide seguia comportdndose como mutante con
respecto a la unidon de alcian blue y tamafio de la invertasa. Este resultado parecia
indicar que en ldbl-2 la resistencia a vanadato podria ser separable de la mutacion

responsable del defecto en la glicosilacion.

Para comprobar la hipdtesis mencionada, el mutante 1db1-2 se cruzé con la cepa
parental, obteniéndose esporas a partir del diploide. En varias tetradas de este cruce, se
determind la capacidad de union al colorante alcian blue, el tamafio de la invertasa
secretada y la capacidad para crecer en presencia de vanadato en el medio de cultivo a

una concentracion de 5 mM.

En todos los casos se encontré que el tamafio pequefio de la invertasa y la baja
afinidad por el alcian blue, aparecian ligados en la misma espora mientras que la
resistencia al vanadato segreg6 independientemente de las otras dos. En consecuencia, el
grupo de complementacion 1dbl, era tan sensible a la presencia de vanadato en el medio

como la cepa parental.

I11.3.6. ANALISIS MORFOLOGICO DE LAS CELULAS MUTANTES.

Las manoproteinas de la pared celular de levaduras juegan un papel importante en
la morfologia e integridad celular. Alguno de los mutantes afectados en los procesos de
glicosilacion presentan alteraciones morfoldgicas evidentes al observarse al microscopio
optico. El caso mas claro es quizas el del mutante mnn9, cuyas células presentan una
morfologia irregular, algunas se lisan durante el crecimiento y la mayoria aparecen
formando grumos (Tsai y cols, 1984). Algunos de los mutantes alg también presentan
formas globosas caracteristicas, perfectamente visibles al microscopio Optico. Por esta
razon, se observaron preparaciones de cada uno de los mutantes ldb al microscopio de

contraste de fases.

So6lo dos de los grupos de complementacion presentaron morfologia claramente
alterada con respecto a la de la cepa parental: Idb1 y 1db9. En la Fig III. 3 se muestra que
el mutante 1dbl (panel C) presentaba un fenotipo similar al del mnnl mnn9 (panel B)
aunque los grumos parecian de tamano ligeramente inferior. El 1db9 presentaba células
completamente deformes, muy alargadas, a veces ramificadas y en grumos (panel D),
sin embargo, eran capaces de crecer, aunque con alguna dificultad, en ausencia de un

estabilizador osmotico.
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El resto de los grupos de complementacion, exhibian una morfologia celular
dificilmente distinguible de la cepa parental mnnl que se muestra en el panel D como

control.

Figura T3, Morfologis ¥ disposiciin celulor en aigunns mulanbes de Seciamonyces
cerguiziap (A0 mean | (B ma, (7 S0, (1) L2

I11.3.7. ESTRUCTURA DE LOS N-OLIGOSACARIDOS DEL MUTANTE 1db2

Los mutantes pertenecientes al grupo I, 1dbl y 1db2, parecian los mas indicados
para el estudio de la estructura de los oligosacéaridos unidos N-glicosidicamente porque
mostraban la reduccion mas clara en la afinidad por el colorante alcian blue, entre todos
los grupos de complementacion aislados. En consecuencia, se esperaba encontrar la

reduccién mas drastica en la incorporacion de grupos fosfato a los N-oligosacaridos.

En un andlisis preliminar, se determin6 la relacion manosa/fosfato en
manoproteinas purificadas a partir de los mutantes 1db1-3 y 1ldb2-1. Como control, se
utilizaron manoproteinas purificadas a partir de la cepa silvestre y del mutante mnn6. En
la cepa silvestre la relacion obtenida fue 35 mientras que en el mutante mnn6 el valor
fue 163. Estos resultados estaban de acuerdo con valores publicados previamente
(Karson y Ballou, 1978). Por el contrario, en 1db1-3 y 1db2-1, sélo se detectaron

cantidades traza de fosfato, haciendo dificil establecer una relacion valida. A tal relacion
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le fue asignado un valor superior a 500. Aunque estos datos confirmaban nuestras
suposiciones sobre la ausencia de fosfato en las manoproteinas de estos mutantes, se
realizd un andlisis mas exhaustivo purificando los N-oligosacaridos y sometiéndolos a

'"H RMN:

El mutante 1db2 mostraba un patréon de migracion de la invertasa indistinguible de
la cepa parental mnnl (ver Fig. II1.2). Esto parecia indicar que los N-oligosacéridos de
las manoproteinas debian ser de tamano idéntico o muy parecido a los de la cepa
parental mnnl. Para simplificar el andlisis del defecto fenotipico de la mutacion 1db2 en
lo referente a la incorporacion de fosfato, decidimos reducir el tamafio de los N-
oligosacaridos introduciendo la mutacion mnn9. Este mutante sintetiza oligosacéaridos
que carecen practicamente de la cadena externa, la cual estd reducida a una sola rama
con dos manosas unidas al nucleo, aunque la maquinaria de fosforilacion no esta
afectada (Tsai y cols, 1984; Hernandez y cols, 1989a) (ver Introduccion General).
Utilizando técnicas genéticas estdndard, construimos el mutante mnn9 1db2-1, que en
realidad es un triple mutante por haberse obtenido el 1db2-1 usando como cepa parental
el mutante mnnl (ver apartado II.3.1). La ausencia de manosas terminales en las

cadenas laterales de los oligosacaridos debida a la mutacioén

mnnl resulta muy ventajoso en el estudio del defecto fenotipico que nos ocupa, ya que
de una parte hace mas fécil la distincion entre la presencia o no de grupos fosfato en el

oligosacarido y de otra, disminuye la heterogeneidad del mismo.

Las manoproteinas de este mutante se solubilizaron y purificaron segliin se indica
en el apartado correspondiente del apéndice y a continuacidn se trataron con endo H
para liberar los N-oligosacaridos. La mezcla de reaccion se cromatografié en una
columna (1.5 x 170 cm) empaquetada con Bio-Gel P4 y se eluyo6 en acetato amoénico 0.1

M. El perfil de carbohidrato obtenido se muestra en la Fig. II1.4, panel A.
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Se observa que en el volumen vacio de la columna eluydé un gran pico de
carbohidrato (I) que corrrespondia a la proteina unida a los oligosacaridos resistentes a
endo H (principalmente O-oligosacéridos). Los oligosacaridos liberados por endo H
eluyeron mas tarde en un pico (III) incluido en la columna. En el panel C de la misma
figura se muestra el perfil de carbohidrato obtenido para las manoproteinas del mutante
mnnl mnn9 que se usé6 como control. En este caso, el material liberado por la endo H
eluyo en 2 picos (II y III). Estudios previos realizados por el grupo de Ballou (Tsai y
cols, 1984; Hernandez y cols, 1989a,b) demostraron que el pico II contenia todo el
material fosforilado (mono- y difosfatos, ambos en formas mono- y diéster), mientras
que el pico III incluia todo el carbohidrato neutro. Segun esto, todo el material liberado
por la endo H en el mutante mnnl mnn9 1db2-1 (pico III de la Fig. I11.4, panel A), que
eluye en la misma posicion que el pico III del panel C, deberia ser neutro. El analisis de
la region de los protones anoméricos del espectro 'H RMN corrobord esta suposicion.

En el espectro mostrado en la Fig.IIL.5, se puede apreciar la ausencia de las sefiales

167

Absorbancia (490 nm)
=

=
b2

Namero de fraccion

Figura ITl.4, Cromatografias de filtracion en una columna de Bio-Gel- P4 (1.5x170cm) de las
manoproteinas de diferentes mutantes de Succharomyces cerevisiae, digeridas previamente con

endo H. La elucidn se llevd a cabo con acetato amonico 0.1 M. El perfil de carbohidrate se
determind mediante el método del fenol-dcido sulfirico. (A) mun! mun9 ldb2-1, (B) man/ 57
man mand, (C) man! man9, (D) manl fdb]-3.
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caracteristicas de una molécula fosforilada (Hernandez y cols, 1989a, b) (ver apéndice).

Las sefiales corresponden a un oligosacarido neutro formado por M;o.GlcNAc con la

estructura:
oM oM
L s
oM —%aM —°pM —*afGIcNAc

T3

oM —°aM

oM oM

T2

oM

ESTRUCTURA I

Estos resultados, parecen indicar que el tinico efecto de la mutacion 1db2 sobre los
N- oligosacaridos era impedir la incorporacién de grupos fosfato. Es importante resaltar
que en los mutantes mnn4 y mnn6 descritos previamente como afectados en el proceso
de fosforilacion, se detectd, sin embargo, una cierta cantidad de grupos fosfato unidos a
los N-oligosacaridos (Herndndez y cols, 1989b). Por el contrario, en 1db2 no hemos sido
capaces de detectar carbohidrato en la posicion esperada para la fraccion fosforilada. El
cromatograma obtenido con el mutante mnnl mnn9 mnn6 se muestra, como control, en

el panel B de la Fig. I11.4.

I11.3.8. ESTRUCTURA DE LOS N-OLIGOSACARIDOS DEL MUTANTE ldbl.
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Figura [IL5. Espectro de *HRMN de los N-oligosacdridos neutros simtetizados por el mulante
man! md (52 (pico 1 dc ta Fig 1IL4A) liberados al tratar sus manoproteinas con endo H.
Se muesira solamente la regidn del especiro comespondicnte a los protones anoméncos.

El patron electroforético de la invertasa glicosilada, sintetizada por los mutantes
incluidos en el grupo de complementacion 1dbl, sugeria una reduccion significativa en
el tamafio de las cadenas de sus N-oligosacaridos. Por esta razén, decidimos analizar
directamente los N-oligosacaridos a partir de las manoproteinas del la cepa mnn1 1db 1-
3 sin introducir mutaciones adicionales. Las manoproteinas purificadas, se trataron con
endo H y se cromatografiaron en una columna de Bio-Gel P4 (1.5 x 170 cm) eluida con
acetato amonico 0.1 M. El perfil de carbohidrato obtenido en las fracciones se muestra

en la Fig. I11.4, panel D.

Se aprecia que es practicamente idéntico al de los N-oligosacaridos del mnnl mnn9
mostrados en la Fig.IlIl.4, panel C. En consecuencia, parecia que una parte, cercana al
50%, de los oligosacaridos sintetizados por este mutante estaban fosforilados (pico II)
mientras que el resto eran neutros (pico III) y todos ellos de tamafio similar a los
sintetizados por el mutante mnnl mnn9. Este resultado era, en cierto modo, sorprendente
puesto que ya se ha indicado que Idb1 mostraba una baja afinidad por el alcian blue, con
lo cual, esperabamos encontrar una reduccion notable, si no total, en la incorporacion de
grupos manosil-fosfato en los N-oligosacéridos. El material del pico 1I (Fig. 1.4, panel
D), presuntamente fosforilado, se pasé por una columna de intercambio i6nico

empaquetada con QAE-Sephadex para separar las formas mono- y difosforiladas.
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Sorprendentemente, la columna no retuvo al carbohidrato (resultados no mostrados)
puesto que todo ¢l eluyo en el lavado inicial de la columna previo a la aplicacion del
gradiente. De acuerdo con este resultado, este material (incluido en el pico II) debe
carecer de grupos fosfato, es decir, es neutro y en consecuencia la elucion en esa
posicion en la columna de Bio-Gel P4 podria deberse a su mayor peso molecular. Los
espectros de 'H RMN del material incluido en los picos II y III de la Fig. IIL.4, panel D,
nos permiti6é confirmar esta ultima posibilidad (se muestran en la Fig. II1.6). El espectro
mostrado en el panel A corresponde al pico III y las principales sefales se corresponden
con una estructura similar a la sintetizada por el mnnl mnn9 1db2-1, aunque ligeramente
modificada y con una manosa mas (ver estructura II). La sefial a 65.09 en la Fig. III. 5
(manosa B,; en el esquema I) ha cambiado a 65,38 como consecuencia de estar
sustituida por la manosa B3, una manosa unida en a(l ,2) (en italica en la estructura II).
La sefial a 65.12 de la Fig. IIL.5 corresponde a dos manosas unidas en a(1,6) y
sustituidas en a(1,2) (C; y d;), mientras que esta misma sefal en la Fig.II.6, panel A,
corresponde a una sola manosa. La otra manosa ha cambiado a 64.90-04.92, es decir, la
posicion esperada para una manosa unida en a(1,6) pero no sustituida. Esto significa que
en la estructura II debe faltar una de las dos manosas unidas en a(1,2) marcadas con un

asterisco (C, o dy).

oM
12
oM* oM
12 13
oM —°oM— °BM —*0BGIcNAc
T3
oM —°aM
oM* oM
Tz
oM
ESTRUCTURA II
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El espectro de "H RMN del material del pico II se muestra en el panel B de la Fig.
II1.6.Difiere del obtenido para el pico III en un aumento de la sefial a 84.90 lo cual
revela la presencia de una larga cadena externa constituida por manosas unidas en o(1 ,6)
y sin ramificaciones. Esta estructura sin ramificar es caracteristica de las manoproteinas
sintetizadas por cepas con la mutacion mnnl. Por la amplitud de la sefial en el espectro a

04.90, podemos asignar un promedio de 8-10 manosas a la cadena externa (estructura

11).

] M_N"/
5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 S.1 § 4.9 4.8 4.7
BEM

Figura HL6. Especiros de "HRMM de bos oligosacéridos sintetizades por ¢l mutante Ad57-3
liberados al tratar sus manoproteinas purificadas con endo H y separados en una columna de
filtracidn (Bio-Gel-P4). (A) fragmento de menor peso molecalar (pico 11 en |2 Fig 11.4D), (B)
fragmento de mayor peso molecular (pico I en la Fig HL4D). Se muestra solamente [a regién
del espectro correspondiente a los profones anoméricos.
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ESTRUCTURA III

La longitud de la cadena externa es similar a la de los mutantes de la clase del
mnnl (Ballou y cols, 1989). Por las mismas razones expuestas en el caso de la estructura

I, s6lo una de las manosas sefialadas con un asterisco esta presente en la estructura II1.

Los diferentes defectos estructurales en los N-oligosacaridos del mutante 1db1-3
sugerian que podian ser consecuencia de mas de una mutacion, a pesar de que todas las
cepas utilizadas en este estudio se cruzaron dos veces con la cepa parental mnnl antes
de comenzar los estudios estructurales. Con el fin de descartar esta posibilidad, se
purificaron manoproteinas a partir de los mutantes mnnl 1dbl-1 y mnnl 1dbl1-2, los
otros dos componentes del grupo de complementacion ldbl. Las manoproteinas se
trataron con endo H, y los N-oligosacaridos liberados se fraccionaron igual que en el
caso del mutante 1db1-3 y se analizaron por 'H RMN. En la Fig. III.7 se muestran los
espectros correspondientes a los oligosacaridos de mayor peso molecular sintetizados
por estos mutantes. En ambos casos, los espectros corroboraban los defectos sefialados
para los oligosacaridos equivalentes sintetizados por 1db1-3: (a), cadena externa no
ramificada de longitud intermedia (sefial a 64.90) (b), presencia de la manosa Bs en casi
el 100% de las moléculas (sefal a 65.38) (c) presencia de s6lo una de las manosas

sefialadas con un asterisco en la estructura III (la sefial a 35.12 integra para una sola
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manosa) (d) total ausencia de grupos fosfato, ya que las moléculas no fueron retenidas
en QAE-Sephadex y las sefales del espectro eran las esperadas para una molécula
neutra. Los espectros corespondientes a los oligosacaridos de menor peso molecular
sintetizados por estos dos mutantes también eran practicamente idénticos a los obtenidos

para el mutante ldb1-3 (resultados no mostrados).

56 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 &5 6.9 4.8 4.7 ™

Figura IIL7. Espectros de "H-RMM de los oligosaciridos de mayor peso molecular liberados
por cndo H a partir de manoprobeinas sintetizadas por misrvboos del gropo de complementaciin
fdbl. (A) mani ldfbl-1, (B} mnnl ldbl-2. Se muestra solamente la region del espestro
correspondiente 2 los protones anoméncos.
Debe mencionarse que los mutantes 1db1-1 y 1db1-3 fueron aislados a partir del
tubo A; (ver apéndice) por lo que podrian pertenecer al mismo clon original. Sin

embargo, ldb1-2 se aislo a partir del tubo A,, por lo que procede de un clon diferente y
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es muy improbable que las mismas dos o mas mutaciones se acumulen en una sola
célula en dos acontecimientos mutagénicos diferentes. Aun asumiendo que este fenotipo
fuera consecuencia de mas de una mutacion, todas ellas deberian estar ligadas puesto
que no se separaron después de dos retrocruzamientos con la cepa parental. A la vista de
todos estos datos, se puede concluir que las caracteristicas fenotipicas del mutante 1dbl

son todas consecuencia de una sola mutacion.

Con el fin de determinar en cudl de las dos posiciones posibles se encontraba la
manosa sefialada con un asterisco en la estructura III, el oligosacarido de mayor tamafio
sintetizado por el mutante 1db1-3 (material del pico II de la Fig. I11.4, panel D) fue
digerido con una o(1,6) endomananasa que hidroliza la cadena externa originando una
mezcla de manosa, manobiosa y manotriosa (Nakajima y cols, 1976). El material
digerido se separ6 en una columna de Bio- Gel P4 (1.5 x 100 cm), eluyendo con agua
con el fin de separar el nucleo de los mono- y disacaridos (datos no mostrados). El
fragmento del niicleo se recogid y se sometié a 'H-RMN obteniéndose el espectro que se
muestra en la Fig. II1.8. La sefial a 64.90 de la Fig. II1.6, panel B, ya no aparece lo cual
significa que la cadena externa no ramificada ha sido reducida a una mezcla de una o
dos manosas (04.90-4.92). Como la sefial a 65.12 aun esta presente en la molécula, se la
estructura IV para los fragmentos del nucleo y la estructura V para el oligosacérido

inicial antes de la digestion.

=6 55 54 53 5.2 5.1 5 4.9 4.8 4.7
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Figura 1IL.8. Espectro de '"H-RMN del fragmento correspondiente al nicleo interno de los
oligosacéridos de mayor peso molecular liberados por endo H a partir de las manoproteinas del
mutante mand ldb -3, El material incluido en el pico II de la Fig.IIL4D se recogio, concentrd
vy posteriormente fue digeride con una (1,5} endomanosidasa. La muestra digenida sc
cromatografié en una columna de Bio-Gel P4 (1.5x100 cm), se recogieron las fracciones que
contenian el fragmento del nicleo y se analizd su estructura mediante 'H-RMN, Se muestra
solamente la regitn de] espectro cormespondiente a los protones anoméricos.

64



MENU SALIR

oM oM
12 12
oM oM oM oM
12 13 12 13
oM —%aM - BM—*apGIcNAc oM —aM—BM—*afGIcNAc
oM —°aM oM —*aM—°aM
oM oM
oM oM
A B
ESTRUCTURA IV
oM
12
oM oM
L 3
oM—"aM —°BM —*apGlcNAc
T3
oM —)6((XM)3_1()—)6(XM
Tz
oM
T2
oM
ESTRUCTURA V

65



MENU SALIR

Estos datos sugerian que todas las manosas afadidas en el reticulo endoplasmico
(representadas con letras mayusculas en el esquema I) estan presentes en las moléculas
maduras. Segun esto, en la estructura II, de las dos manosas marcadas con un asterisco,
debia faltar la manosa localizada en la posicion d2. En consecuencia, el oligosacarido de
menor peso molecular sintetizado por este mutante (material del pico III de la Fig. I11.4

panel D), presentaria en realidad la estructura V1.

oM
12
oM oM
12 13
oM —°aM —°BM—*apGIcNAc
T3
oM —°aM
T2
oM
Tz
oM

ESTRUCTURA VI

I11.4. DISCUSION.

En este trabajo, hemos aislado 8 nuevos grupos de complementacién de mutantes
no condicionales de Saccharomyces cerevisiae con defectos en la incorporacion de
fosfato en los N-oligosacaridos. El método de seleccion utilizado parece bastante
especifico puesto que la proporcion de mutantes obtenidos fue razonablemente alta.
Algunos de los mutantes aislados inicialmente, resultaron ser alélicos con otros mutantes
aislados previamente por otros métodos: mnn2, mnn4, mnn6, y vrg4. Las caracteristicas
mas representativas de los grupos de complementacion nuevos se muestran en la tabla

I11. 3.

Tabla II1.3. Algunas caracteristicas de los nuevos grupos de complementacion
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Grupo de | Numero de | Valorunion| Tamafio de | Crecimiento | Alteracion*
complement.| aislamientos | al colorante| la Invertasa | SmM Van. | morfologica
1db1 3 0-1 mnn9 - +
1db2 6 0-1 wt - -
1db4 3 3-4 wt - -
1db5 1 2-3 mnn2 } :
1db6 1 3-4 mnn2 - -
1db7 1 3-4 wt - -
1db9 1 2-3 wt } +++
1db10 1 23 mnn2 - -

*El signo menos (-) indica que las alteraciones en la forma no son evidentes. El niimero de signos mas (+)

indica el grado de alteracion.

La reduccion en la incorporacion de fosfato por los mutantes descritos en este

trabajo, podria deberse a alguna de las siguientes posibilidades:

a) Defectos en la(s) transferasa(s) responsable(s) de la incorporacion de los restos

manosil-fosfato. De los estudios estructurales y de los resultados presentados en el

capitulo V de esta memoria, parece deducirse la existencia de dos manosil-P-
transferasas distintas ya que los grupos fosfato (*) se encuentran en dos secuencias
aparentemente diferentes: Man—"Man*—°Man y Man—*Man*—*Man (Hernandez y
cols, 1989b). Precisamente los mutantes mnn4 y mnn6, que presentan una reduccion en
la incorporacion de fosfato proxima al 90%, parecen tener su defecto en alguna proteina
que participe en la regulaciéon del proceso y no en la(s) enzima(s) que catalizan

directamente la transferencia (Hernandez y cols, 1989b).

b) Defecto en las manosiltransferasas que participan en la sintesis de la cadena

externa. En este sentido, conviene sefialar que de todos los mutantes aislados con
defectos en la sintesis de la cadena externa, tan solo en ochl y mnnl se ha demostrado
que presentan su defecto en genes que codifican transferasas (Nakayama y cols, 1992;

Yip y cols, 1994).

c¢) Cualquier defecto en proteinas implicadas en el transporte de forma que las

manoproteinas no sean accesibles a la(s) transferasa(s) de grupos manosil-fosfato, u
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otras manosiltransferasas que sinteticen los aceptores de las anteriores, en su ruta de
secrecion a través de las cisternas del aparato de Golgi. En los ultimos afios, se han
identificado numerosos genes y proteinas que colaboran en el proceso de secrecion.
Cualquier mutacién no letal en alguna de ellas podria generar un fenotipo seleccionable
por el método utilizado en este trabajo. Algunos de los mutantes mnn y vrg parecen ser

de este tipo (Ballou, 1990; Ballou y cols, 1991).

El mutante 1db2 presenta una cadena externa de tamafio similar al de la cepa
silvestre, por tanto, la posibilidad (b) debe ser descartada. Este mutante podria ser un
candidato a presentar su defecto en una manosil-P-transferasa, en el caso de que una sola
enzima fuera responsable de la transferencia de todos los grupos fosfato, sin embargo, si
existieran dos enzimas diferentes, como parece muy probable, la posibilidad (a) parece
también descartable quedando como explicacion mas aceptable para este fenotipo un

defecto en el transporte a través de las cisternas del aparato de Golgi (posibilidad (c)).

El mutante 1dbl presenta un fenotipo mucho mas complejo, que no puede ser
explicado por un defecto en una sola transferasa (ver también los resultados del capitulo
IV). Segtin se deduce de los estudios estructurales, las siguientes enzimas que participan
en la sintesis de la cadena externa en la cepa silvestre, mostraban una actividad reducida

o nula en este mutante:

- a(1,6) manosiltransferasa responsable de la elongacion de la cadena externa desde

una longitud de 8-10 manosas hasta el tamafo final.

- o(1,2) manosiltransferasa (M,MT-1) responsable de la adiciéon de una manosa

unida en a(1,2) al extremo no reductor de la cadena externa (Lewis y Ballou, 1991).
- o(1 ,2) manosiltransferasa responsable de la iniciacion de las ramificaciones.

- Manosil-P-transferasa(s) responsable(s) de la transferencia de los grupos manosil-

P, tanto a la region del nucleo como a la de la cadena externa (Karson y Ballou, 1978).

La explicacion mas légica de este fenotipo es la misma que se sugirié en el caso
anterior para el mutante 1db2. Las manoproteinas parecen no ser accesibles a las enzimas
mencionadas anteriormente durante su ruta de secrecion a través del aparato de Golgi.
Una consecuencia inmediata del analisis del fenotipo 1dbl es que, al menos en este
mutante, la cadena externa parece detener su elongacion sin la necesidad de la
colaboracion de la manosa unida por enlace a(1,2) al extremo no reductor de la cadena

lineal de manosas unidas por enlaces a(1,6) durante el crecimiento de ésta (ver mas
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adelante). La presencia de la manosa B; en la mayoria de los N- oligosacéridos, también
sugiere que el mutante puede presentar un defecto en la ultima etapa de procesamiento
que presumiblemente ocurre en el RE, en la cual una a(1,2) manosidasa especifica
hidroliza exclusivamente la mencionada manosa B3 en la cepa parental (Jelinek-Kelly y
cols, 1985). Este hecho fue observado también por Ballou y cols, (1991) en parte de los
N- oligosacaridos sintetizados por el mutante vrgl. Sin embargo, en 1dbl, dicha manosa
aparecia en casi el 100% de las moléculas y también se encontrd en los tres miembros
del grupo de complementacion, 1dbl-1, 1db1-2 y 1db1-3. Basandonos en los resultados
obtenidos en el presente capitulo, en estudios previos de glicosilacién y tomando como
punto de partida la ruta propuesta por Franzusoff y Schekman (1989) y por Ballou y
cols, (1990), en la Fig. II1.9 se propone un modelo de actuacion de distintas enzimas,
localizadas en las cisternas del aparato de Golgi, que participan en la sintesis de la

cadena externa y que nos permite explicar el fenotipo del mutante 1db1.
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Figura ITL 9. Ruta propuesta para el procesamiento de N-oligosacaridos en el aparato de Golgi
de Succharomyces cerevisiae. Se indican las etapas afectadas en algunos mutantes (ver texto).

Las caracteristicas mas importantes de este modelo son las siguientes:

(1) La manosa unida al extremo no reductor de la cadena externa por enlace a(1,2)

no es necesaria para detener la elongacion, al menos en los N-oligosacaridos sintetizados
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por el mutante 1db1 y en algunos de los aislados a partir del mutante vrgl. Este modelo,
no esta en desacuerdo con estudios previos de Gopal y Ballou (1987) y Ballou y cols,
(1989), segun los cuales la elongacion de la cadena externa no era permitida, cuando la
manosa situada en el extremo no reductor de la cadena externa estaba sustituida en la
posicion 2 por otra aMan. En nuestro modelo, las a(1,6) manosiltransferasas (enzimas 2
y 3 en la Fig. II1.9) serian incapaces de actuar en presencia de la manosa terminal unida
en a(1,2). De hecho, esta caracteristica estructural podria ser la sefial de "stop" que
impidiera el crecimiento de la cadena externa a partir de la manosa del nucleo Cy, la cual
también estd unida en o(1,6) a la anterior, pero esta sustituta por otra aMan en la
posicién 2.

(2) Existencia de al menos dos o tres enzimas diferentes con actividad a(1,6)
manosiltransferasa, responsables de la elongacidon de la cadena externa (enzimas 2 y 3
en la FiglIl.9), y probablemente localizadas en diferentes vesiculas del aparato de
Golgi. La diferente afinidad de dichas enzimas por los oligosacaridos aceptores,
explicaria la longitud mas corta de la cadena externa en los mutantes del tipo del mnn7
(Ballou y cols, 1989), en el mutante vrgl (Ballou y cols, 1991) y en el mutante 1dbl
(este trabajo). La enzima 1 en la Fig. II1.9 es otra manosiltransferasa con especificidad
a(1,6). Corresponde a la Ochlp, de la cual se ha demostrado previamente que cataliza la
transferencia de la primera manosa de la cadena externa (iniciacion) (Nakayama y cols,
1992, Romero y cols, 1994) y, por tanto, debe localizarse en una region de Golgi que
preceda a aquélla donde se producen las reacciones de elongacidon. Su existencia explica
el fenotipo del mutante mnn9 y la sintesis de los oligosacaridos de menor peso
molecular sintetizados por Idb1. En un estudio realizado por Gaynor y cols, (1994) sobre
el transporte de una proteina de membrana desde el aparato de Golgi al RE, probaron
que Ochlp estaba localizada en una region del aparato de Golgi que precede a la region

que contiene la(s) enzima(s) responsables de la elongacion.

El fenotipo de los mutantes del tipo del mnn7 y los N-oligosacaridos de mayor
tamafio presentes en las manoproteinas sintetizados por 1dbl, sugiere que la enzima 2 es
una o(1,6) manosiltransferasa capaz de transferir manosas a los oligosacéridos
sintetizados por la enzima 1, hasta una longitud media de 8 o 10 manosas. La
explicacion de la parada en el crecimiento una vez alcanzado este tamafo, seria una
disminucion de la afinidad de la enzima por los oligosacaridos de mayor tamafio. Dado

que la afinidad no decrece bruscamente, el resultado de la accion de esta enzima seria
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una poblacion de oligosacaridos bastante heterogénea en cuanto al tamafio, aunque
centrada en las 8 a 10 Man como tamaiio medio. Dicha heterogeneidad fue ya probada
en el caso de los oligosacaridos sintetizados por mutantes del tipo del mnn7, utilizando

un sistema de HPLC capaz de separarlos (Ballou y cols, 1989).

La elongacion de la cadena externa seria completada por la accioén de otra a(1,6)
manosiltranferasa (enzima 3 en la Fig. II1.9) con afinidad por oligosacaridos de mayor
tamafio. Teniendo en cuenta el fenotipo del mutante mnn10 (Ballou y cols, 1991), dicha
enzima podria ser el producto del gen MNNI1O el cual codifica una manosiltransferasa

implicada en la elongacion de la cadena externa (Dean y Poster, 1996).

En esta hipotesis, que propone la existencia de tres enzimas con actividad a(1,6)
manosiltransferasa (enzimas 1,2 y 3), no se explica la presencia en el mutante vrgl de
algunos N-oligosacéaridos de pequefio tamafio que presentan dos manosas unidas por
enlace a( 1,6) en la cadena externa (Ballou y cols, 1991), es decir, representaria una
etapa de elongacion intermedia entre las determinadas por las enzimas 1 y 2 de nuestro
esquema. Este hecho podria explicarse con la existencia de una o(1,6)manosiltransferasa
adicional responsable de la transferencia especifica de la segunda manosa de la cadena
externa. Sin embargo, la confirmacion de este nuevo punto intermedio en la elongacion
de la cadena externa, requeriria el aislamiento de un nuevo mutante de glicosilacion en
el cual todos sus N-oligosacaridos tuvieran la misma estructura que los mencionados

sintetizados por el mutante vrgl, como ocurre en el caso de los mutantes mnn9 y mnn10.

El mutante vrgl parece estar también afectado en la accesibilidad de sus N-
oligosacaridos a las enzimas 3-6, puesto que algunos de sus N-oligosacaridos no
incorporan la manosa terminal unida por enlace a(1,2) y también carecen de
ramificaciones. Ballou y cols (1991) sugirieron que las manoproteinas de este mutante
podian no pasar por algunos compartimentos del aparato de Golgi en su ruta de salida

hasta el exterior de la célula (Ballou y cols, 1991).

(3) El mutante 1dbl, esta afectado in vivo en varias actividades enzimaticas
(enzimas 3 a 7 en la Fig. II1.9) localizadas en el aparato de Golgi. Esto no significa que
dichas enzimas se encuentren en un compartimento de Golgi aislado fisicamente de
otros, pero si parece claro que todas las enzimas mencionadas necesitan la colaboracion

del producto del gen LDBI para actuar sobre los N-oligosacéaridos de las manoproteinas.

Conviene tener en cuenta que mutantes termosensibles de secrecion como sec o

bet, presentan un bloqueo en la ruta de secrecion a la temperatura restrictiva y acumulan
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las proteinas secretoras en el compartimento previo al puntd de bloqueo (Novick y cols,
1980; Newman y Ferro-Novick, 1987). Sin embargo, en mnn9, mnn7, mnn2, vrgl y
1dbl1, las proteinas de secrecion no se acumulan en el interior de la célula, sino que
parecen abandonar la ruta normal de salida, utilizando rutas alternativas, antes de volver

de nuevo a la ruta normal para continuar su camino hasta el exterior de la célula.

En el mutante mnn9 las manoproteinas no serian accesibles a la enzima 2, en los
mutantes del grupo del mnn7 no actuaria sobre ellas la enzima 3 y en el mnn2, la enzima
5 (los defectos del mutante mnn2 en la fosforilaciéon de manoproteinas se discuten en el
capitulo V). En apoyo de esta hipdtesis, Devlin y Ballou (1990) clonaron el gen MNN2
y concluyeron que codificaba una proteina localizada en el aparato de Golgi, sin
actividad manosiltransferasa, que estaba implicada en el transporte de las
manoproteinas. De la misma forma, Yip y cols (1994) clonaron el gen MNN9 y, aunque
no asignaron una funcion especifica a la Mnn9p, también propusieron que no presentaba
actividad a(1,6) manosiltransferasa, y que podia tratarse de una proteina implicada en

alguna funcion del aparato de Golgi relacionada con el transporte.

Debe también mencionarse aqui que en la cepa silvestre, algunas manoproteinas
llevan unidos N-oligasacéaridos del tamafio de los sintetizados por el mutante mnn9.
Entre ellas estan la proteasa vacuolar carboxipeptidasa Y (Ballou y cols, 1990), la
exoglucanasa mayoritaria secretada (Hernandez y cols, 1992) y la invertasa glicosilada
en alguno de los sitios de glicosilacion (Trimble y cols, 1983). Aunque existe la
posibilidad de que la carboxipeptidasa Y y la exoglucanasa secretada sigan en la cepa
silvestre, la ruta definida por la mutacion mnn9 no parece probable, ya que en la
invertasa aparecen, en el mismo polipéptido, oligosacaridos de diferentes tamaios.
Parece més razonable que la causa de que aparezcan este tipo de oligosacaridos se deba
a que impedimentos estéricos obstaculicen la actuacion de las enzimas responsables de
la elongacion, posibilidad que ya fue sugerida para la invertasa por Trimble y cols,

(1982).

En cuanto a los mutantes desprovistos de fosfato, mnn4, mnn6 y 1db2, ha sido
propuesto que los dos primeros pueden ser mutantes con alteraciones en la regulacion
del proceso de fosforilacion ya que ambos mantienen niveles basales (alrededor del
10%) de grupos fosfato en los dos sitios de fosforilacion presentes en el nucleo interno
de las manoproteinas (Hernandez y cols, 1989b) (ver también Fig. II1.4, panel B). Sin

embargo, con los datos disponibles, tampoco podria descartarse un defecto en el proceso
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secretor que resultara en la inaccesibilidad de las glicoproteinas de secrecion a la(s)
enzima(s) 7. En el caso del mutante ldb2 no hemos sido capaces de detectar
oligosacaridos fosforilados por lo que parece que el defecto es mas drastico que en el
caso de los mutantes anteriores. Si existiera una sola enzima responsable de la
transferencia de grupos manosil-fosfato a todos los sitios de fosforilacion, el producto
del gen LDB2 podria ser la propia enzima. Sin embargo, si existieran dos o mas
enzimas, como parece lo mas probable segin los resultados presentados en el capitulo
V, la hipotesis mas razonable es que el mutante 1db2 presente también un defecto en el

trafico de las manoproteinas a través del aparato de Golgi.

En el mutante 1dbl, la a(1,3) manosiltransferasa (Mnnlp) no parece afectada. La
cepa parental utilizada presentaba el defecto mnnl, sin embargo, cuando el mutante
mnnl 1dbl se cruzod con la cepa silvestre separandose ambas mutaciones, la cepa con la
mutacion Idbl recuper6 también parte de la capacidad de aglutinacidon con anticuerpos
especificos dirigidos frente a las manosas unidas en o(1,3). Logicamente, no se esperaba
que ldbl recuperara totalmente la capacidad de aglutinacion de la cepa silvestre puesto
que le faltan todas las manosa terminales presentes en las ramificaciones de la cadena
externa, sin embargo la aglutinacion st era comparable a la presentada por el mutante
mnn9. En consecuencia, el producto del gen LDB1 no parece necesario para la actividad
de la Mnnlp sobre los N- oligosacaridos.

(4) A partir de los datos presentados aqui, parece claro que el producto del gen
LDBI1 debe estar implicado en el transporte de glicoproteinas a través de las cisternas de
Golgi. Sin embargo, la presencia de la manosa B3 en oligosacaridos maduros, sugiere
también que puede estar implicado en determinadas funciones del RE, puesto que la
hidrolisis de dicha manosa parece ocurrir en el RE gracias a la accion de una manosidasa

especifica (Esmon y cols, 1984).

IV. ESTUDIO DEL PROCESAMIENTO PROTEOLIiTICO Y O-
GLICOSILACION DE MANOPROTEINAS EN EL MUTANTE LDB DE

Saccharomyces cerevisiae.

IV.1. RESUMEN.

El mutante de glicosilacion Ldbl, descrito en el capitulo anterior, muestra un

fenotipo que sugiere un defecto general en el transito de las glicoproteinas a través del
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aparto de Golgi. En este capitulo se han analizado en Ldb1 dos funciones mas asignadas
al aparato de Golgi: el procesamiento proteolitico de una proteina de secrecion y el

proceso de O-glicosilacion de manoproteinas.

Se ha encontrado que, alrededor del 70% de la exoglucanasa mayoritaria secretada
al medio de cultivo por este mutante, lleva un tetrapéptido adicional en su extremo
amino-terminal que se debe a un procesamiento proteolitico incompleto, probablemente
por la proteasa Kex2p. Por el contrario, los oligosacaridos unidos por enlace O-
glicosidico, aislados a partir de este mutante, no mostraron diferencias detectables con
respecto a los de la cepa parental. Estos resultados sugieren que la proteasa Kex2p,
localizada en la region tardia del aparato de Golgi (trans-Golgi), debe encontrarse en
vesiculas cuyo acceso estd afectado por la mutacion Idbl, mientras que las a(1,2)
manosiltransferasas implicadas en O-glicosilacion, localizadas en la region media del
aparato de Golgi (medial-Golgi), deben estar localizadas en vesiculas cuyo acceso es

independiente de la mutacion 1dbl1.

También se ha demostrado que los defectos en N-glicosilacion y en el
procesamiento proteolitico por Kex2p aparecen ligados en mas de 50 tétradas
analizadas, por lo que el fenotipo 1db1 parece consecuencia de una mutacion recesiva en

un solo gen.

IV.2. PLANTEAMIENTO DE OBJETIVOS.

El aparato de Golgi de S. cerevisiae es un complejo sistema membranoso donde
tienen lugar importantes modificaciones de las proteinas de secrecion. Entre ellas se
incluyen algunas etapas de los procesos de N-glicosilacion, O-glicosilacion, biosintesis
de restos GPI, asi como determinadas reacciones de procesamiento proteolitico. Algunas
de estas funciones han sido asignadas a vesiculas o regiones determinadas (Franzusoff y
Schekman, 1989; Graham y Emr, 1991; Gaynor y cols, 1994; Lussier y cols, 1995) pero
otras ain no se han localizado. La etapa inicial de O-glicosilacion ocurre en el RE
(Haselbeck y Tanner, 1983, Orlean, 1990; Gentzsch y Tanner, 1996) mientras que la
a(1,2) manosiltransferasa (Kre2p/Mntl p), que cataliza la adicion de la tercera manosa
que forma parte de estos restos, ha sido localizada en un compartimento de la region
media de Golgi que se solapa con el que contiene la a(1,3) manosiltransferasa producto

del gen MNNI1 (Lussier y cols, 1995). La proteasa Kex2p se ha asignado a la region
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tardia del aparato de Golgi (trans-Golgi) en la cual tiene lugar la separacion de las
proteinas vacuolares del resto de proteinas secretadas (Graham y Emr, 1991). En el
procesamiento proteolitico de la exoglucanasa mayoritaria secretada al medio de cultivo
por S. cerevisiae, se ha propuesto que interviene la Kex2p (Basco y cols, 1990). Las
formas procesada y no procesada pueden separarse facilmente por cromatografia de
intercambio i6nico, lo cual puede utilizarse para determinar el funcionamiento de la
proteasa Kex2p en una cepa determinada.

En el capitulo anterior se ha descrito el mutante de glicosilacion 1dbl como
afectado en algunas funciones del aparato de Golgi relacionadas con el proceso de N-
glicosilacion. En el presente capitulo hemos pretendido profundizar més en el analisis
del funcionamiento del aparato de Golgi de este mutante mediante la consecucion de los
siguientes objetivos:

1.- Estudio del procesamiento proteolitico por la proteasa Kex2p, de la exoglucanasa
mayoritaria secretada al medio de cultivo por el mutante Ldb1.

2- Determinar si la mutacién Idbl afecta al proceso de O-glicosilacion mediante el
aislamiento de los O-oligosacaridos sintetizados por este mutante y comparandolos con

los de la cepa parental.
IV.3. RESULTADOS.

IV.3.1. PERFIL IONICO DE LA EXOGLUCANASA SECRETADA EN VARIOS
MUTANTES DE S. cerevisiae AFECTADOS EN LAS ETAPAS DE N-
GLICOSILACION QUE OCURREN EN EL APARATO DE GOLGI. ANALISIS DE
LAS DOS FORMAS SECRETADAS POR 1dbl.

Segin se ha sefialado anteriormente, la exoglucanasa mayoritaria secretada al
medio de cultivo por S. cerevisiae, es procesada proteoltticamente por la enzima Kex2p
(Basco y cols, 1990). Las formas procesadas y no-procesadas de la exoglucanasa se
pueden separar facilmente, debido a la diferencia de carga existente entre ambas, e
identificarse mediante cromatografia de intercambio i6nico. Este hecho constituye una
magnifica herramienta para evaluar la funcién de la Kex2p en una estirpe mutante y en
este capitulo ha sido utilizada para analizar la actividad de la Kex2p in vivo en varios
mutantes de S. cerevisiae con posibles alteraciones en la funcion del aparato de Golgi.
La presencia en el medio de cultivo de cantidades apreciables de la forma no procesada,

podria interpretarse como un defecto en el transporte de la ultima region de Golgi. Se
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analizaron los siguientes mutantes: 1dbl, 1db2, mnn2, vrg4, vrg7, mnnl0 y mnn6. La
estirpe silvestre y el mutante mnnl, cepa parental de los mutantes ldb, se utilizaron

como controles de comportamiento conocido.
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Figura IV.1. Cromatografia de intercambioc idnico (columna TSK-DEAE-5-PW) dc la
exoglucanasa mayoritaria secretada al medio de cultivo por 8. cerevisioe. (A) Cepa parental
(mmr ), () mund fdb7-1, Los picos I v 11 del panel C se recogieron por separado, se trataron
con endo H para liberar los N-oligosacaridos, y la proteina se cromatografié en la misma
columna. (B) pico I del panel C, (D) pico II del panel C.

En el mutante mnn1 (Fig. IV. 1, panel A) o en la estirpe silvestre (no mostrada), el
pico II representa la exoglucanasa mayoritaria secretada en su forma procesada, que
posee dos cortas cadenas de carbohidrato unidas N-glicosidicamente (Hernandez y cols,
1992). El pico I corresponde a una menor proporcion de moléculas también en su forma
procesada pero con una menor movilidad electroforética debido a la elongacion de, al
menos, una de sus cadenas de carbohidrato unido N-glicosidicamente a la proteina. Las
porciones proteicas de las moléculas presentes en ambos picos son idénticas (Basco y
cols, 1994). Los mutantes 1db2, mnn2. vrg4, vrg7, mnnl0 y mnn6 mostraron un perfil
muy similar al de la cepa silvestre 0 mnnl con los mismos dos picos y en proporciones

similares. Por el contrario, el mutante ldbl-1 mostré6 un patrén significativamente
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diferente (Fig. IV. 1, panel C). Aproximadamente un 70% de la exoglucanasa secretada

eluia en una posicion muy proxima a la del pico I de la Fig. IV. 1, panel A.

Existia la posibilidad de que la forma mayoritaria secretada por este mutante fuera
similar a la contenida en el pico I del panel A, es decir, con al menos uno de sus restos
N-glicosidicos alargados por la presencia de la cadena externa. Dicha posibilidad
parecia bastante improbable porque no seria facil entender como el mutante 1dbl,
afectado en varias etapas del proceso de N-glicosilacion de manoproteinas, lo cual
resulta en la sintesis de N-oligosacaridos de menor tamafio, podria glicosilar en exceso a
una proteina particular. Con el fin de descartar dicha posibilidad, se realizaron los

siguientes experimentos:

- Separacion de las dos formas enzimaticas secretadas por 1dbl por cromatografia de

intercambio 10nico.

- SDS-PAGE para determinar si el peso molecular se corrrespondia con el de la forma
contenida en el pico I de la Fig IV. 1, panel A. Las bandas de exoglucanasa se
inmunodetectaban utilizando anticuerpos especificos tras electrotransferencia a papel de
nitrocelulosa. El experimento se realizd también, con las mismas formas tras liberacion

de los N-oligosacaridos por tratamiento con endo H.

- Cromatografia de intercambio i6nico en HPLC para determinar el posible cambio en el

perfil de elucion tras la separacion de los N-oligosacaridos.

El mutante mnnl ldbl-1 y la cepa parental mnnl se crecieron en medio sintético
hasta alcanzar la fase exponencial temprana separdndose el sobrenadante por
centrifugacion. El medio de cultivo se dializd6 y se sometid a cromatografia de
intercambio i6nico en una columna de 2.5x9 cm empaquetada con DEAE-Sephacell,
para separar las dos formas enzimaticas. Los picos [ y II se recogieron por separado, se
dializaron, concentraron y se sometieron a SDS-PAGE y posterior transferencia a una
membrana de nitrocelulosa. Los resultados de la inmunodeteccién se muestran en la Fig.
IV.2, calles 1 y 2. Puede observarse que ambas presentan un peso molecular aparente
practicamente idéntico y dificilmente distinguible del de la forma mayoritaria secretada
por la cepa parental mnnl que se muestra en la calle 3 de la misma figura. Este resultado
sugeria que el diferente comportamiento i6nico de las dos formas de exoglucanasa
secretadas por el mutante 1dbl-1, no se debia al diferente tamafio de los dos restos de

carbohidrato unidos N-glicosidicamente. Esta posibilidad fue confirmada repitiendo el

78



MENU SALIR

experimento con muestras de ambas formas tratadas previamente con endo H. En las
calles 4, 5 y 6 de la misma Fig. IV.2 se muestra que los productos desglicosilados
también presentan un peso molecular muy similar por lo que parece claro que ambas
tienen el mismo tipo de N-oligosacaridos. La reduccion observada en el peso molecular
en los carriles 4, 5 y 6 con respecto a los carriles 1, 2 y 3 se corresponde con el peso
molecular de los restos N-glicosidicos hidrolizados por la endo H (Hernandez y cols,

1992).

Figura IV.2, Inmunoblot de la exoglucanasa mayoritaria secretada al medio de cultivo por la
cepa parental (mmnl) y el mutante manl ldbi-1. Calle 1, mnn{ Idbi-1 (pico [ de la Fig IV.1C),
calle 2, mani ldbi-1 (pico 11 de la Fig IV.1C); calle 3, mnnl (pico U de la FigIV.1A); en las
calles 4, 5 v 6 se cargd el mismo material de las calles 1, 2 y 3 respectivamente, pero después
de eliminar los N-oligosacéridos mediante tratamiznto con endo H.

Los diferentes tiempos de elucion de las dos formas con actividad exoglucanasica
secretadas por el mutantel ldbl-1 podrian deberse a la carga de las cadenas de
carbohidrato. Para descartar esta posibilidad, analizamos el comportamiento idnico en
HPLC de las porciones proteicas obtenidas tras la digestion de la glicoproteina con
endo-H. En la Fig. IV. 1, paneles B y D, se muestran los resultados. Se observa que la
diferencia en los tiempos de elucion obtenida para los picos I y II (panel C de la misma
figura), se mantiene tras la digestion con endo H (aproximadamente 13 fracciones de
diferencia) y que, como se esperaba, ambos eluyen a concentraciones de NaCl mas altas

que las correspondientes formas glicosiladas.
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Estos datos parecen indicar que la razon del diferente comportamiento ionico de las
dos formas secretadas por ldbl-1, antes y después del tratamiento con endo-H, reside en
la porcion proteica de la molécula en lugar de en las cadenas de carbohidrato. Tal

diferencia no es facil de detectar mediante SDS-PAGE.

IV.3.2 SECUENCIACION DEL EXTREMO AMINO-TERMINAL DE LAS DOS
FORMAS IONICAS SECRETADAS POR 1db1-1.

Basco y cols, (1990) mostraron que el mutante kex2 de S. cerevisiae secretaba al
medio de cultivo una exoglucanasa con una movilidad electroforética similar a la
glucanasa mayoritaria secretada por la estirpe silvestre, pero que eluia a menor
concentracion de NaCl en una cromatografia de intercambio i6nico. La secuencia del
extremo amino-terminal de esta enzima reveld la presencia de cuatro aminoacidos
adicionales (Asn-Lys-Lys-Arg) que precedian al extremo amino-terminal de la cepa
silvestre. Sugirieron por tanto, que la proteasa Kex2p era la responsable de cortar este

tetrapéptido en la cepa silvestre.

A la vista de estos datos, consideramos la posibilidad de que la exoglucanasa
mayoritaria secretada por Idbl-1 (pico I, Fig. IV. 1, panel C) fuese una forma no

procesada similar a la secretada por el mutante kex2.

Las dos formas de la exoglucanasa sintetizada por el mutante 1db1-1 se purificaron
a partir de 5 litros de cultivo del mutante crecido en medio K por cromatografias de
intercambio i6nico y de afinidad. Se sometieron a continuaciéon a SDS-PAGE y se
transfirieron a membranas de PVDF donde se visualizaron por tincién con azul de
Coomasie. Las tnicas bandas que aparecieron en la membrana corrrespondian a las
exoglucanasas y a partir de dichas bandas se secuenciaron 12 aminoacidos

correspondientes al extremo amino de las moléculas.

Como se esperaba, la forma mas acidica (procedente del pico II de la Fig. IV. 1,
panel C) presentaba la misma secuencia que la proteina secretada por la estirpe silvestre
(Fig. IV.3, A), mientras que la menos acidica resulté ser una mezcla de dos tipos de
moléculas en una proporcion aproximada de 4:1. La secuencia del tipo de molécula més
abundante corrrespondia a la forma no procesada por la proteasa Kex2p (Fig. IV.3, B 1),
conteniendo el tetrapéptido extra que precede al extremo amino-terminal de la

exoglucanasa mayoritaria secretada por la estirpe silvestre. Por otra parte, al tipo de
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molécula menos abundante del pico I le faltaban cuatro aminoacidos del extremo amino-
terminal de la forma silvestre. Este ultimo resultado fue inesperado y sugiere la accion

de otra proteasa sobre una baja proporcion de moléculas de exoglucanasa secretadas por
1db 1.

Estos resultados sugerian que el mutante 1Idb1 presentaba anomalias en el transporte
de proteinas de secrecion a través del aparato de Golgi, tanto en la region media
(defectos en la elongacion y ramificacion de la cadena externa) como en la region tardia

(procesamiento por la proteasa Kex2p).

A &

Bl B2

Asn

Lys

Lys

Arg

Tyr Tyt

Tyr Tyr

Asp Asp

Tyr Tyr
Asp Asp Asp
His His His
Gly Gly Gly
Ser Ser Sar
Leu Leu
Gly Gly
Glu 3hu
Pro Pro

Figura IV.3. Secuencia del extremo aminoterminal (12 amincacidos) de la porcidn proteica de
la exoglucanasa secretada por el mutante mand Idbi-I. {A) Muestra purificada procedente del
pico Il de la Fig IV.1C, (B1 y B2) Muestras purificadas procedentes del pico I de la Fig. IV.1C.
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IV.3.3. SEGREGACION DEL DEFECTO EN EL PROCESAMIENTO
PROTEOLITICO DEPENDIENTE DE Kex2p Y EL DEFECTO EN EL PROCESO DE
N-GLICOSILACION DEL MUTANTE Idbl-1.

Aunque parecia claro que los dos defectos eran consecuencia de una tUnica

mutacion, decidimos aseguramos analizando el patroén de segregacion de ambos.

El mutante mnnl Idbl-1 se cruz6 con la cepa parental mnnl construyendo el
diploide correspondiente. A continuacion, se llevo a cabo la esporulacion del diploide,
se recogieron las esporas y se analizaron 50 tetradas. En cada espora se determind el
tamafio de la invertasa por electroforesis en condiciones nativas y el perfil
cromatografico de la actividad exoglucanasa secretada al medio mediante HPLC. En
todos los casos, la segregacion de ambos defectos fue 2:2 y las esporas que sintetizaban
la invertasa de tamano pequeflo, también secretaban la forma no procesada de la
exoglucanasa. En la Fig. IV.4 se muestran los resultados obtenidos con una tétrada

elegida al azar.
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Absorbancia (410 nm)

Figura IV 4, Segregacion de los defectos fenotipicos del mutante b/, Se construyo el diploide
miwnl % wnnd ldbi-1, se indujo la esporulacion v se analizaron 30 tétradas, mostrandose los
resultados obtenidos con una de ellas elegida al azar. En cada una de las esporas se determino
el comportamiento de la exoglucanasa secretada por cromatografia de intercambic 1onico
{paneles A, B, C v D) v la movilidad electroforética de la invertasa glicosilada (calles A,
B, C v D del recuadro central).

t —
I— A Ilﬁl A E|
1.8 *I kl‘l III .Ilb 5 0.6
0.6 [ P
- | |I II Ih - [}5
R i) ! ABCD O
o2t {7 X ‘ b~/ Lo
0 ad Swres ‘Y'i‘. y g et IIH A = 0.3
C 1 \
§
06 | lllrarl o +'f 'fll 0.6
1
0.4 { ! ———e ill I‘.’ 10.5
| \
| | ]
B2t K /’ ' _ e \ 104
= L ) ] |h
0 “m-dlll—-—-—f L“‘g‘\ﬁ"‘“m-mrf‘—‘“w III"‘ « 0.3
0 &1 20 30 ] 10 20 30 44

Nimero de fraccion

NaCl (M)

Este mismo experimento se repitid con los otros dos miembros del grupo de

complementacion 1dbl (1db1-2 y 1db1-3), pero en este caso solo se analizaron un numero

reducido de tétradas. En todas ellas se obtuvieron los mismos resultados que con 1db1-1.

Es decir, ambos defectos aparecian siempre ligados en la misma espora.

Con todos estos datos se puede afirmar que el fenotipo ldbl se debe a una tnica

mutacion recesiva en un solo gen.

IV.3.4. ANALISIS DE LOS OLIGOSACARIDOS SINTETIZADOS POR EL
MUTANTE 1dbl UNIDOS A LAS MANOPROTEINAS POR ENLACE O-
GLICOSIDICO.

Como ya se ha indicado anteriormente, una vez demostrado que el mutante 1db1 se

encuentra afectado en el transporte a través de la regiones media y tardia del aparato de

Golgi, afectando al procesamiento de restos N-glicosidicos y a la correcta actuacion de
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la proteasa Kex2p, nos parecié interesante estudiar si la mutacion afectaba también al
proceso de O-glicosilacion ya que algunas reacciones biosintéticas se producen también

en la region media de Golgi (Lussier y cols, 1995).

La cepa parental mnnl y los tres mutantes pertenecientes al grupo de
complementacion 1dbl (mnnl 1dbl-1, mnnl 1dbl-2 y mnnl 1db1-3), se crecieron cada
uno de ellos en 6 1 de YEPD hasta la fase exponencial tardia, se separaron las células por

centrifugacion y se extrajeron y purificaron las manoproteinas (ver apéndice).

Los O-oligosacaridos se separaron especificamente realizando una reaccion de B-
eliminacion en presencia de NaOH 0.1 N durante 48 horas a 30°C. Pasado este tiempo,
el NaOH se neutralizé con HCI, las muestras se diluyeron con cuatro volimenes de agua
destilada y se filtraron a través de un sistema microconcentrador (FILTRON) para
separar los O-oligosacarido (filtrado) de la proteina con sus restos N-glicosidicos
(concentrado). Los azlicares liberados por B-eliminacidon se analizaron a continuacion

por cromatografia en capa fina.

La Fig. IV.5 muestra que no existia una diferencia significativa entre la estirpe
parental mnnl y los mutantes mnnl 1db1-1, mnnl 1db1-2 y mnnl 1db1-3 (calles 3 a 6).
El disacéarido formado por dos manosa unidas en a(1,2) es la molécula més abundante en
las cuatro estirpes. Como es sabido, la mutacion mnnl impide la sintesis de
oligosacaridos mayores que aManl-2aManl-2Man, por lo cual, en la cromatografia s6lo

aparecen mono-, di- y trisacaridos.
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Figura IV.5. Cromatografia en capa fina de los O-oligosacdridos liberados mediante una
reaccion de B-eliminacion de las manoproteinas de varias cepas de Saccharomyces cerevisiae.
Calles: 1, cepa silvestre (MWW LOAT 2, MNNT iG], 3, cepa parental {manl ), 4, manl ldb (-
1.5, mand ldh]-2. 6, mnan! db]-3.

Como ya se indico en el capitulo anterior, la mutacion Idbl no parecia afectar
sensiblemente a la actividad de la a(1,3) manosiltransferasa codificada por el gen
MMNI1 ya que la cepa Idbl MNNI, era capaz de aglutinar con los anticuerpos anti-
Mana(1,3). Dado que la Mnnlp actia también sobre los restos unidos O-
glicosidicamente, se purificaron manoproteinas a partir de las cepas ldbl MNNI1 y la
cepa silvestre (LDB1 MNNI1) analizandose a continuacion los restos O-glicosidicos por
cromatografia en capa fina. En la Fig. IV.5, calles 1 y 2, se muestran los resultados
obtenidos. En ambos casos aparecia la mancha correspondiente al tetrasacarido que
posee una manosa adicional unida por enlace a(1,3) al extremo no-reductor del
trisacérido anteriormente mostrado (aManl-2aManl-2Man). Sin embargo, la mancha
correspondiente al terasacarido del mutante ldb1 MNNI (calle 2) es menos intensa que
la correspondiente a la cepa silvestre LDB1 MNNI1. Por el contrario, la mancha
correspondiente al disacarido es sensiblemente mas intensa en el mutante que en la cepa
silvestre sugiriendo que la mutacion Idbl podria dificultar la adicion de la tercera

manosa de estos restos.
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IV.4. DISCUSION.

En el capitulo III se describio el aislamiento y quimiotipo del mutante
Saccharomyces cerevisiae 1dbl el cual sintetiza N-oligosacaridos defectuosos debido
a alteraciones en algunas etapas del proceso de N-glicosilacion que suceden en el
aparato de Golgi: incorporacion de grupos fosfato, crecimiento longitudinal de la
cadena externa y formacion de las ramificaciones en esta ultima. La explicacion que
se ha sugerido para justificar este fenotipo, es que el mutante presenta un defecto en
el transporte de manoproteinas a través del aparato de Golgi y, como consecuencia de
¢l, las manoproteinas resultan inaccesibles a determinadas transferasas localizadas en
compartimentos del aparato de Golgi cuyo acceso depende del producto del gen

LDBI.

En este capitulo se han analizado en ldbl dos reacciones mas de procesamiento
de manoproteinas de secrecion asignadas al aparato de Golgi: O-glicosilacion y un
tipo de procesamiento proteolitico, dependiente de la proteasa Kex2p. Se ha
encontrado que los O- oligosacaridos aislados a partir de manoproteinas del mutante
ldbl mnnl son indistinguibles de los sintetizados por la cepa parental mnnl, sin
embargo, se observan algunas diferencias entre los sintetizados por las cepas
correspondientes sin la mutacion mnnl (Idbl MNNI1 y LDBI MNNI). La
exoglucanasa secretada al medio de cultivo por 1dbl, se encuentra mayoritariamente
en forma no procesada. Ademas, se ha demostrado que los defectos en el proceso de
N-glicosilacion y procesamiento por Kex2p estan ligados, por lo que el fenotipo ldbl
parece consecuencia de una mutacion recesiva en un solo gen que afecta a varias
regiones celulares implicadas en el proceso de secrecion-glicosilacion de

manoproteinas. Dichas regiones son las siguientes:

a) Region cis-Golgi. La iniciacion de la sintesis de la cadena externa se produce
en esta region localizada adyacente a las cisternas del RE. En ella se encuentra la
a(1,6) manosiltransferasa (Ochlp) responsable de la transferencia de la primera
manosa de la cadena externa unida por enlace a(1,6) (manosa d; en el esquema II.1).

Dicha manosa est4 presente en todos los oligosacaridos sintetizados por el mutante
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1db1 por lo que esta funcion no parece afectada en el mutante, incluso aunque ha sido
demostrado que la localizacion de Ochlp implica transporte retrégrado a través del
aparato de Golgi, al menos desde la region TGN (Harris y Waters, 1996). La
elongacion de la cadena externa por formacion de una cadena lineal de manosas
unidas por enlace a(1,6), también se ha propuesto que ocurre en esta region de Golgi
(Lussier y cols, 1995). Este proceso si estd afectado en el mutante 1dbl ya que
algunos de sus N-oligosacaridos contienen solamente la primera manosa de la cadena
externa, es decir, no se produce elongacion en absoluto, mientras que el resto
incorporan una cadena lineal de manosas unidas en o(1,6) que contiene, por término
medio unas 10 unidades. Este tamafio representa menos de la mitad de la longitud

total de la cadena externa presente en los N-oligosacaridos de la cepa silvestre.

(b) Region medial-Golgi. En la region intermedia del aparato de Golgi, se ha
propuesto que ocurren varias funciones relacionadas con el proceso de glicosilacion
de manoproteinas: Sintesis de las ramificaciones de la cadena externa en los N-
oligosacaridos, adicion de las manosas terminales en a(l ,3) tanto a los N- como a los
O-oligosacaridos (reaccion catalizada por Mnnlp), fosforilacion de N-oligosacaridos
(Franzusoff y Schekman, 1989; Grahamy Emr, 1991; Cunningham y Wickner, 1980)
y adicion de al menos una manosa en o(l ,2), catalizada por la Kre2p/Mntlp, a los O-

oligosacaridos (Lussier y cols, 1995).

La sintesis de las ramificaciones y la incorporacién de grupos fosfato estan
completamente bloqueados en el mutante 1dbl (ver capitulo III) mientras que la
funcion de la Kre2p/Mntlp parece estar afectada parcialmente puesto que la mancha
correspondiente al disacarido, sustrato de esta enzima, es mas intensa en el mutante
ldbl que en la cepa silvestre (Fig. IV.5, calles 1 y 2). La explicacion mas razonable
para justificar la mayor cantidad relativa del disacarido en los O-oligosacaridos
sintetizados por la cepa Idbl, es que esté afectada la sintesis del trisacarido en la
reaccion catalizada por la Kre2p/Mntlp. El hecho de que la cantidad de tetrasacarido
sea también menor en ldb1 que en la cepa silvestre, puede ser una consecuencia de lo
anterior, es decir, la dificultad en la sintesis del trisacérido es lo que determina la
menor proporcion del tetrasacarido. Los datos presentados no permiten establecer que

la actividad de la a(1,3) manosiltransferasa (Mnn1p) esté afectada en este mutante.
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Estos resultados refuerzan la hipdtesis, apuniada en el capitulo anterior, de que
el mutante 1db1 presenta un defecto generalizado en el funcionamiento del aparato de
Golgi, especialmente en la region conocida como medial-Golgi. Algunas enzimas
localizadas en esta regién que participan en el procesamiento de N-oligosacaridos
(manosilfosfato transferasa(s) y las enzimas responsables de la sintesis de las
ramificaciones de la cadena externa) parecen absolutamente dependientes del
producto del gen LDBI1, mientras que otras enzimas como la(s) implicadas en la
elongacion de la cadena externa y la a(l ,2) manosiltransferasa (Kre2p/Mntlp) sélo
presentan un requerimiento parcial de dicho producto génico, puesto que muestran

una reduccidn en su actividad pero mantienen parte de ella en la cepa mutante.

(c) Region trans-Golgi. Las glicoproteinas, una vez compleiados sus restos
glucidicos en la regién medial-Golgi, son transportadas a la trans-Golgi, en la cual se
localizan varias enzimas proteoltttcas como son, Kex2p, Kexlp y la dipeptidil
aminopeptidasa (DPA). En esta region se produce la maduracion proteolttica de las
proteinas secretoras y seguidamente se dirigen hacia su destino final en la vacuola o
en el exterior de la membrana plasmatica (Cunningham y Wickner, 1980; Franzusoff
y cols, 1991; Lussier y cols, 1995). El mutante 1db1 también parece estar afectado en
el transporte a través de esta region, puesto que la proteasa Kex2p presenta una
actividad reducida, al menos sobre la exoglucanasa mayoritaria secretada al medio de

cultivo.

(d) Reticulo endoplasmico. En el capitulo III se mostrd que los N-oligosacaridos
del mutante 1db1l mantenian en el nucleo interno una manosa unida por enlace a(1,2)
(B3 en el esquema II.1) la cual, en la cepa silvestre, es hidrolizada por una a(1,2)
manosidasa especifica que actiia antes del punto de ejecucion de la mutacion sec 18
(Esmon y cols, 1984). Los N-oligosacaridos acumulados por este mutante incubado a
la temperatura restrictiva, no contenian la manosa Bj;. Estudios posteriores parecen
confirmar que dicha manosidasa estd localizada en las membranas del reticulo
endoplasmico (Burke y cols, 1996). Parece claro que el producto del gen LDBI1 es
requerido para el transporte correcto a través de distintas cisternas de Golgi y es
dificil de entender cémo puede actuar también en el reticulo endoplasmico. De

acuerdo con nuestros datos podria considerarse la posibilidad de que la a(1,2)
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manosidasa implicada en la hidrolisis de la manosa Bs, estuviera localizada en
vesiculas previas al aparato de Golgi o incluso en la region cis-Golgi, aunque anterior
al punto de bloqueo del mutante sec 18. Esta posibilidad ha sido ya discutida
previamente (Herscovics y Orlean, 1993). Por otra parte, Ballou y cols, (1991)
describieron el mutante vrgl y propusieron que estaba afectado en varias etapas del
transporte a través del aparato de Golgi. También encontraron que aproximadamente
el 50% de los N-oligosacéaridos presentes en las manoproteinas de este mutante

contenian la manosa Bs.

Existe, todavia, al menos otra posibilidad que podria hacer compatible en Idbl la
reduccion en la actividad de la a(1,2) manosidasa especifica localizada en el RE y el
hecho de que el producto del gen LDBI1 sea requerido para distintas funciones del
aparato de Golgi: si asumimos que la a(1,2) manosidasa estd localizada en el RE
como consecuencia de un proceso de transporte inverso desde una cisterna de Golgi,
el producto del gen LDB1 podria ser también requerido para dicho proceso. El
transporte de Wbplp desde una cisterna de Golgi hasta el RE ha sido demostrado en
S. cerevisiae, sin embargo, Wbplp es una proteina de membrana que contiene la

secuencia especifica KKXX (Lussier y cols, 1995).

Aunque parece menos probable, no se puede descartar otra posibilidad més para
explicar el fenotipo 1db1: el producto del gen LDBI1 podria estar implicado en dirigir
varias enzimas participantes en glicosilacion y proteasa(s) responsable(s) del
procesamiento proteolitico a la vestcula correcta, en lugar de afectar al transporte de
las proteinas de secrecion. Si este fuera el caso, también podria ser requerido para la

insercion de la a(1,2) manosidasa en la membrana del RE.

Tomados en conjunto, los resultados presentados en este capitulo y en el
anterior, nos permiten concluir que el producto del gen LDBI es requerido para el
correcto funcionamiento de distintas regiones del aparato de Golgi, y quizas también
para alguna funcion relacionada con el RE. El transporte y glicosilacion de proteinas
de secrecion en células eucariotas esta regulado por un complejo sistema de
diferentes proteinas muchas de las cuales se mantienen, con escasas variaciones desde
las levaduras hasta el hombre (revisado por Rothman, 1994). Con los datos

disponibles en este momento, seria demasiado especulativo intentar identificar el
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producto del gen LDB1 con una proteina conocida implicada en el transporte. La
clonacion del gen LDB1 y otros genes LDB en un futuro proéximo, sera de gran ayuda

para clarificar algunos de los puntos discutidos en este capitulo y en el anterior.

V. EL MUTANTE mnn2 DE Saccharomyces cerevisiae ESTA AFECTADO EN
EL PROCESO DE FOSFORILACION DE MANOPROTEINAS.

V.1. RESUMEN.

En este capitulo, se ha estudiado la fosforilaciéon de N-oligosacéaridos en el
mutante mnn2 con el fin de comprobar la posible influencia de dicha mutacion en el

patron de fosforilacion de la region del nacleo interno.

En primer lugar se analiz6 la estructura de los N-oligosacaridos sintetizados por
una cepa con la mutacion mnn2 encontrdndose que so6lo el 20% de los fragmentos
correspondientes a la region del nicleo interno, estaban fosforilados. Los fragmentos,
contenian un sélo grupo fosfato, que se unia especificamente a la manosa C; (ver mas
abajo el esquema V.1), una de las dos posibles posiciones de fosforilacion (la otra es
la manosa Aj), encontradas en el mutante mnnl mnn9 (Herndndez y cols, 1989b). Las
posibles razones de la inhibicion de la fosforilacion en Az podrian ser: a) la propia
mutacion mnn2, b) impedimento esférico causado por la presencia de la cadena

externa en la cepa utilizada.

Para esclarecer la causa, se construy6 el mutante triple mnnl mnn2 mnn9, que
carece de la mayor parte de la cadena externa, asi como de las manosas terminales
unidas en o(l ,3), y se analizaron sus N-oligosacéaridos, encontrandose resultados

1dénticos a los anteriores, es decir, fosforilacion exclusivamente en la posicion C;.

En el capitulo III, se comprob6d que el mutante 1db8, aislado en este trabajo,
pertenecia al mismo grupo de complementacion que el mnn2. Con el fin de
corroborar los resultados anteriores con otra cepa de origen diferente, se construyo
también el mutante triple mnnl 1db8 mnn9 y se analizaron sus N-oligosacaridos

encontrandose los mismos resultados.
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Estos resultados parecen indicar la existencia en S. cerevisiae de, al menos, dos
manosilfosfatotransferasas diferentes ya que la mutacion 1db8 (mnn2) afecta a la
adicion de fosfato a la manosa Az unida en a(1,2) y sustituida en la misma posicion,

pero no a la manosa C; unida en a(1,6) y sustituida en o(1,2).
V.2. PLANTEAMIENTO DE OBJETIVOS.

Como es sabido, el ntcleo de los N-oligosacéridos esta fosforilado. Esto se puso
de manifiesto en estudios con la proteasa vacuolar carboxipeptidasa Y (CPY),
sintetizada por la estirpe silvestre de S. cerevisiae (Hashimoto y cols, 1981), que
posee una cadena externa reducida a una sola rama, igual que la de los oligosacaridos

aislados de las manoproteinas del mutante mnn9 de S. cerevisiae (Tsai y Ballou,

1986).

Hernandez y cols, (1989a) llegaron a la misma conclusion realizando estudios
con los N-oligosacaridos del doble mutante mnnl mnn9 y determinaron que en el
nucleo interno existian dos sitios potenciales de union de los grupos fosfato (manosas

Ciy Az en el esquema V.I).

G B,
oo
*C; — B;—A;— GlcNAc
1 Esquema V.1
d1—> Az
T
d, As*
T
A4

* Posiciones posibles de union de grupos fosfato.

Este mutante fosforilaba aproximadamente el 75% de sus N-oligosacaridos y

alrededor del 50% de las moléculas estaban fosforiladas en las dos posiciones
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mencionadas. Este mismo grupo también llevd a cabo estudios de los N-
oligosacaridos del triple mutante mnnl mnn2 mnnl0, observando que presentaba una
menor proporcion de oligosacaridos fosforilados, y el fosfato se unia especificamente

a uno solo de los sitios de fosforilacién del nucleo (manosa C,).

Parece claro que la mutacion mnnl no afecta a la fosforilacion de la manosa Aj
puesto que aparece fosforilada en el doble mutante mnnl mnn9 (Hernandez y cols,
1989a). Por tanto, la "no fosforilaciéon" de la manosa As; del ntcleo en el triple
mutante mnnl mnn2 mnnlO podria deberse a la mutacion mnn2, a la mutacion
mnnl0, o simplemente a la presencia de la cadena externa. El efecto de estas

mutaciones en la estructura de los N-oligosacaridos puede verse en la figura 1.4.
A la vista de estos datos, nos propusimos los siguientes objetivos concretos:

1.- Aclarar, si la presencia de la mutacion mnnl0 es la causante de la inhibicion
de la fosforilacion en la posicion Aj. Para ello se realizaran analisis estructurales de
los N- oligosacaridos sintetizados por el mutante mnn2. Si el patron de fosforilacion
fuese igual al del mnnl mnn2 mnn10, se podria descartar la influencia de la mutacion

mnnl0 en dicho patrén. En este caso se acometeria el siguiente objetivo:

2.- Determinar si la razéon de la no fosforilaciéon en As es la propia mutacion
mnn2 o un impedimento estérico causado por la presencia de la cadena externa en el
mnnl mnn2 mnnl0. Para ello se construird el mutante triple mnnl mnn2 mnn9 y se
analizaran los N-oligosacaridos. Si el patron de fosforilacion fuera el mismo que el
del mutante mnnl mnn9, seria la presencia de la cadena externa la responsable de la
no fosforilacién en As, en el mutante mnnl mnn2 mnnl0. Si, por el contrario, se

mantuviera el patron de fosforilacion del mnn2, seria esta mutacion la responsable.

Dado que el mutante mnn2 resultd ser alélico al 1db8 aislado por nosotros, se
comprobard que el mutante mnnl 1db8 mnnl0, se comporta igual que el mnnl mnn2

mnn10 para corroborar que es el gen MNN2 el responsable del mencionado fenotipo.

Si el resultado del objetivo 1 indicara que es la mutacion mnnl0 la responsable

de la no fosforilacion en A3, se realizaria también el objetivo 2, pero sustituyendo la
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mutaciéon mnn2 por la mnn10 en el mutante triple. Debemos significar que esta ultima
posibilidad nos parece poco probable puesto que el gen MNNI10 ha sido clonado
recientemente y parece codificar una manosiltransferasa implicada en la elongacion

de la cadena externa (Dean y Poster, 1996).

V.3. RESULTADOS.

V.3.1. ANALISIS DE LA FOSFORILACION EN EL NUCLEO INTERNO EN LOS
N- OLIGOSACARIDOS DEL MUTANTE mnn2.

Las manoproteinas del mutante mnn2 se purificaron a partir de 6 1 de cultivo en
YEPD, obteniéndose un rendimiento de 0.42 g de manoproteinas puras. La mitad de
esta cantidad se sometio a digestion exahustiva con la o(1 ,6) endomanosidasa, con el
fin de degradar la cadena externa manteniendo intacto el nucleo interno.
Seguidamente, la muestra se dializ6 frente a agua destilada, se liofilizo, y se
resuspendid en un pequefio volumen (aproximadamente 0.5 ml) del tampon adecuado

para su posterior tratamiento con endo H.

Tras la incubacidn en presencia de endo H, la digestion se pard por calor y la
mezcla de reaccion se sometio a cromatografia de filtracion en gel en una columna de
BioGel P-4 (1.5x170 cm) eluyendo con acetato amonico. En la Fig. V.1A, se
muestran los resultados de esta cromatografia. Al igual que en experimentos
anteriores (ver Fig. IIl. 4), aparece un pico de carbohidrato en el volumen vacio de la
columna, marcado con I en la figura V.1A, que corresponde al material no digerido
por la endo H (principalmente O-oligosacaridos), y otros dos picos de menor tamano
incluidos en la columna (marcados con II y III), que corresponden al material
liberado por la endo H. Comparando estas cromatografias con las mostradas en la Fig.
I11.4, los picos 11 y III podrian corresponder a N-oligosacéridos fosforilados y neutros

respectivamente, con un tamafio similar al del ntcleo interno.
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Fig, V.1. Fraccionamiento de los N-oligosacédridos del mutante mnn2. (A), columna de filtracion
de Bio-Gel P-4 de lsmanoproteinas tratadas con endo H; (B), cromatografia de intercambio
ibnico en QAE-Sephadex del material de los picos IT y III del panel A.

Dado que la separacion entre los picos Il y III no era clara, las fracciones 58 a 87
de esta cromatografia se recogieron juntas, se trataron con la resina AG50W X8 y se
liofilizaron, sometiéndose a continuaciéon a una cromatografia de intercambio i6nico
en QAE-Sephadex. Para ello, la muestra liofilizada se resuspendio en 2 mM Tris, se
aplicé a la columna y se lavo con la misma solucion de Tris para permitir el paso de
las moléculas neutras que no son retenidas por la resina. El material retenido, se eluy6
con un gradiente de NaCl de 0 a 125 mM. Los resultados de esta cromatografia se
muestran en la Fig.V.IB. Se observa un pico de carbohidrato antes de aplicar el
gradiente (I) y otro de menor tamafio (II) después de iniciado el gradiente de NaCl. El
primero debe corresponder al material neutro y el segundo al material fosforilado.

Ademas, la posicion de elucion de este ultimo, a baja molaridad de NaCl, sugiere que
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corresponde a una molécula monofosforilada y con el grupo fosfato diesterificado por

una manosa (Hernandez y cols, 1989b).

La proporcion aproximada de ambos picos es 5:1, en consecuencia, estos
resultados sugerian que la mutacion mnnl0 no era responsable de la reduccion en la

fosforilacion en el mutante triple mnnl mnn2 mnn10.

.y . [ 1
La confirmacion de las estructuras sugeridas se realizd por H RMN. Las
muestras se recogieron por separado, se desalaron por cromatografia de filtracion en

BioGel P-4 (1x35 cm), se liofilizaron y procesaron para RMN.

I T T T T T T T T
G4 3.3 5.2 | 2.0 4.9 4.8 4.7
PEM

Fig V.2, Espectro de "H-RMN de la regidn del nicleo de los N-oligesacaridos liberados por
endo H a partir de las manoproteinas ded mastante man?. La regidn del ndcleo se obtuvo por
digestitn de los MN-oliposacindos con la x(1,8) endomanosedasa (ver texto). (A, neuiro; (B,
fosforilado.
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En la Fig. V.2 se muestran los espectros obtenidos. El correspondiente al
material no adsorbido a QAE-Sephadex (panel A) se corresponde con una molécula

neutra con la siguiente estructura:

oM oM
2 13
oM—"aM —°BM —*apGlcNAc
T3
oM —°(aM);., —»°aM
TZ
oM
TZ
oM
ESTRUCTURA I

El espectro del material adsorbido a QAE-Sephadex se muestra en el panel B.
Las diferencias mas significativas con respecto al anterior son las siguientes: a)
Presencia de un doblete a 85.40-5.42 cuya integral corresponde a una manosa e indica
la presencia de una manosa diesterificando a un grupo fosfato, y b), la sefial a 64.90,
que corresponde a manosas unidas en a(1,6), es mayor en este caso (la integral
corresponde aproximadamente a 10-15 manosas). En la zona entre 85 y 85.2 hay
también algunas diferencias pero que no son significativas para el caso que nos

ocupa, y el resto de las sefiales se mantienen invariables.

Estos datos son compatibles con la siguiente estructura:

11
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oM oM
L s
oM—P—° aM—°aM —°fM —*afGIcNAc
T3
oM —)6((1M)10_15 —)6(1M
Tz
oM
Tz
oM
ESTRUCTURA 11

El grupo fosfato debe unirse a la manosa C; porque si se uniera a A3, provocaria
el cambio de algunas sefales (ver capitulo II). La posicion de elucion en la columna
de QAE-Sephadex y la integral de la sefial a 85.40-5.42 apoyan la presencia de un
solo grupo fosfato. La presencia de la larga cadena de manosas unidas en o(1,6)
sugiere que la presencia del grupo fosfato dificulta la accion de la o(l,6)

endomananasa.

V.3.2. ANALISIS DE LOS N-OLIGOSACARIDOS DEL MUTANTE TRIPLE

mnnl mnn2 mnn9.

A la vista de los resultados del apartado anterior, podemos afirmar que la
mutacion mnnl0 no interfiere en el proceso de fosforilacion sino que debe ser la
mutacion mnn2, o la presencia de la cadena externa, lo que impide la fosforilacion en

As.

Para responder a este interrogante, se necesita construir una cepa con una sola de
las caracteristicas mencionadas, es decir con la mutacion mnn2 pero sin cadena

externa o viceversa, y analizar la fosforilacion en la region del nucleo de los N-

12
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oligosacéridos. Dado que lo que interesa analizar es la region del ntcleo, lo mas
conveniente seria construir una cepa que careciera de cadena externa y tuviera la
mutacion mnn2. Para ello, a un doble mutante mnnl mnn9 se le introdujo la mutacion
mnn2 por técnicas genéticas convencionales, resultando el triple mutante mnnl mnn9
mnn2. La mutacion mnn9 previene la sintesis de la mayor parte de la cadena externa
(ver Fig. [.4), mientras que la mutaciéon mnnl se ha introducido también para evitar la

heterogeneidad debida a las manosas unidas en a(1,3).

Las manoproteinas del triple mutante mnnl mnn2 mnn9 se purificaron y trataron
con endo H, cromatografidandose a continuacion en la columna de BioGel P-4 (1.5 x
170), equilibrada y eluida con 0.1 N acetato amonico, para recuperar los N-
oligosacaridos hidrolizados por la endo H. En la figura V.3A se muestra el resultado
de la cromatografia. Al igual que en el apartado anterior, el pico I representa el
carbohidrato no liberado por endo H, mientras que los picos II y III deben incluir
respectivamente los oligosacéridos fosforilados y neutros liberados por la enzima
(comparar con la Fig. V1A). Esta cromatografia ya revela que la proporcion de
moléculas fosforiladas no supera el 20%. Estos dos picos se recogieron por separado
y se cromatografiaron en la columna de QAE-Sephadex (1.5 x 9 cm). El pico Il no se
retuvo en la columna (resultados no mostrados) mientras que el pico II eluy¢ tras la
aplicacion del gradiente de NaCl en la posicion esperada para una molécula con una

sola carga negativa (monofosfato diéster) (Fig. V.3B).

13
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Fig. V.3. Fraccionamiento de los N-oligosacdridos del triple mutante mnnl mnn9 mnn2. (A),
columna de filtracidnde Bio-Gel P-4 de las manoproteinas tratadas con endo H; (B),
cromatografia de intercambio ibnico en QAE-Sephadex del material del pico 11 del panel A.
Las estructuras se confirmaron por 'H RMN. Las muestras se desalaron por
filtracion en BioGel P-4 (1 x 35 cm) y se procesaron para 'H RMN. En la figura V.4

se muestran los espectros obtenidos para las moléculas neutras (panel A) y

fosforiladas (panel B).

14
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Fig. V.4, Espectro de 'H-RMN de los N-oligosacdridos liberados por endo H a partir de las
manoproteings del mulanie senl sl manl. (A), material noutro; (B, material fosforilado,

La molécula neutra presenta un espectro compatible con la siguiente estructura:

oM oM
2 13
oM —%aM —°BM —*afGIcNAc
T3
oM —*aM
oM oM
TZ
oM ESTRUCTURA III

15
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Como se esperaba, esta molécula neutra es idéntica a la sintetizada por el

mutante mnnl mnn9.

El espectro de la molécula fosforilada (panel B) se corresponde con el

monofosfato diéster con el fosfato unido a la manosa C; segun la estructura siguiente:

oM oM
2 13
aM—P—° aM—’aM —°BM —*afGIcNAc
T3
oM —°aM
oM oM
Tz
oM
ESTRUCTURA IV

Las razones para explicar la correspondencia espectro-estructura son las mismas
indicadas para el caso del espectro de la Fig. V.2B con la estructura II: (a) la
presencia del doblete a 65.40-5.42 y su integral confirma la presencia de un solo
grupo fosfato diesterificado ya sugerida por el perfil cromatografico en QAE-
Sephadex mostrado en la Fig.V.3B, (b) el hecho de que la sefal correspondiente a la
manosa Aj, aparezca en la misma posicion que la molécula neutra, en 64.77, indica

que el grupo fosfato no estd unido a la manosa A, por lo que debe unirse a C;.

A la vista de estos datos, parece claro que la mutacibn mnn2 es la Unica
responsable de que no se produzca fosforilacion en As, sin embargo, nos parecid
interesante descartar que fuera una caracteristica especifica de la cepa utilizada. Dado
que en el capitulo III se aislé el mutante 1db8, perteneciente al mismo grupo de

complementacion que el mnn2, se construyd también el mutante triple mnnl 1db8

16
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mnn9 y se analizaron sus N-oligosacaridos encontrandose exactamente los mismos

resultados.

V.4. DISCUSION.

En este capitulo, se ha establecido que la mutacion mnn2 afecta a la
fosforilacion del nucleo interno de los N-oligosacaridos impidiendo la adicién de

fosfato especificamente a uno de los sitios de fosforilacion.

El nacleo interno de los N-oligosacaridos de S. cerevisiae posee dos sitios
potenciales de fosforilacion en las manosas C; y A; (Herndndez y cols 1989a,b).
Ambas manosas forman parte de dos secuencias aceptoras distintas: C; esta unida en
a(1,6) y sustituida en o(1,2), mientras que Az estd unida en o(1,2) y sustituida
también en o(1,2). Dichas secuencias aceptoras se repiten también, y son sitios
potenciales de fosforilacion, en la cadena externa (ver Fig. 1.4) (Hernandez y cols
1989b). Este hallazgo permitio sugerir la posibilidad de que existieran dos manosil-P-
transferasas, con distinta especificidad por la secuencia aceptora, responsables de la
fosforilacion en cada una de estas posiciones. Sin embargo, todos los mutantes con
defectos drasticos en la fosforilaciéon de N-oligosacaridos descritos hasta la fecha,
presentan una inhibicion por igual en las dos posiciones mencionadas: mnn4, mnn6

(Hernandez y cols, 1989b), Idb1 y 1db2 (ver capitulo III de esta memoria).

Como ya se ha indicado, tan solo el mutante triple mnnl mnn2 mnnl0 ha
mostrado una fosforilacion diferencial especifica en las dos posiciones (Hernandez y
cols, 1989b). En este capitulo se ha demostrado que la mutacion mnn2 es la
responsable de esta fosforilacion diferencial impidiendo la union del grupo fosfato a
la manosa Aj. El gen MNN2 fue clonado por complementacion del fenotipo mutante
por Devlin y Ballou (1990) y parece ser una proteina integral de membrana localizada
en Golgi. Aunque el fenotipo de este mutante resulta en la pérdida de las manosas
unidas en o(1,2) de las ramificaciones de la cadena externa (ver figura 1.4), la
sobreproduccion de la Mnn2p no daba lugar a un aumento de la actividad o(1,2)
manosiltransferasa en las células de levadura. Esto sugeria que la Mnn2p no es la

enzima a(1,2) manosiltransferasa sino una proteina asociada a Golgi involucrada en

17
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el proceso de secrecion (Devlin y Ballou, 1990). El fenotipo mnn2, por tanto, parece

la consecuencia de un defecto en el trafico de vesiculas en el aparato de Golgi.

El hecho de que el mutante mnnl mnn2 mnnl0, mostrara una fosforilacion
diferencial especifica en las dos posiciones del nicleo interno resultaba un poco
sorprendente dado, que los genes MNN1 y MNN10 codifican dos manosiltransferasas
(Yip y cols, 1994; Dean y Poster, 1996) y que el gen MNN2 parece afectar
exclusivamente a la estructura de la cadena externa (Devlin y Ballou, 1990, Ballou,
1990). Con estas premisas, la explicacion mas razonable para justificar el defecto en
la fosforilacién del nucleo interno, parecia ser un impedimento estérico debido a la
presencia de la cadena externa en mnnl mnn2 mnnl0, puesto que los estudios para
determinar las posiciones de fosforilacion en el ntcleo se habian hecho con la cepa
mnnl mnn9, que carecia de la mayor parte de la cadena externa (Hernandez y cols,
1989b). Sin embargo, cuando se introdujo la mutacion mnn2 o 1db8 en la cepa mnnl
mnn9, construyendo los mutantes triples mnnl mnn2 mnn9 o mnnl 1db8 mnn9, se
encontré que sus N-oligosacaridos carecian también de grupos fosfato unidos a la
manosa Aj del ntcleo, a pesar de que su cadena externa se reducia a una sola rama
igual que en el mutante mnnl mnn9. Descartada la cadena externa, como responsable
del defecto en la fosforilacion del ntcleo, la Unica diferencia entre las cepas mnnl
mnn9 y mnnl mnn2 mnn9 o mnnl 1db8 mnn9 era el defecto en el gen MNN2. En
consecuencia, parece clara la implicacion del gen MNN2 en la fosforilacion de la

manosa A3.

(En qué region de la ruta secretora se produce la fosforilacion de los N-
oligosacaridos? A la vista de la figura 1.4 podria sugerirse la existencia de cuatro
sitios de fosforilacion en los N-oligosacaridos de S. cerevisiae, los dos del nucleo ya
mencionados, uno en las ramificaciones de la cadena externa (equivalente a la
manosa Aj del nlicleo por ser manosas unidas en a(l ,2) y sustituidas también en
a(1,2)) y otro en el extremo no reductor de la cadena externa (equivalente a la manosa
Cj, del ntcleo por ser manosas unidas en a(l ,6) y sustituidas en o(1,2)). Odani y cols
(1996) sugirieron que alguna de estas reacciones de fosforilacion sobre la porcion del

nucleo, podria suceder en un compartimento previo al aparato de Golgi (pre-Golgi),
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mientras que las otras adiciones podrian ocurrir en compartimentos de Golgi

propiamente dichos (Stevens y cols, 1982).

No se puede descartar la posibilidad de que se produzca una fosforilacion
diferencial entre el nlcleo y la cadena externa. Podria ocurrir que la fosforilacion del
nicleo se produjera en el RE, en reacciones catalizadas por una o dos
manosilfosfatotransferasas, antes de la adicion de la cadena externa evitando los
posibles impedimentos estéricos, producidos por la presencia de ésta. Sobre la cadena
externa podrian actuar otra u otras dos manosilfosfatotransferasas, logicamente
localizadas en Golgi, puesto que la cadena externa se sintetiza en Golgi. Sin embargo,
no conocemos datos que avalen esta hipdtesis. Como ya se sugiri6 anteriormente, a la
vista de los datos, pareceria mas razonable suponer la existencia de solo dos
manosilfosfatotransferasas localizadas en Golgi, que actuarian tanto en la region del
nicleo como en la cadena externa, y con especificidad por las secuencias
mencionadas mas arriba. Esta hipotesis seria compatible con los resultados obtenidos
con el mutante mnn2. La enzima que cataliza la transferencia del grupo manosil-P
sobre la posicion Aj del nucleo seria la misma que cataliza la transferencia del grupo
manosil-P sobre las ramificaciones de la cadena externa y estaria localizada en
vesiculas deGolgi dependientes de la Mnn2p, probablemente las mismas vesiculas en
las que se localiza la a(1,2) manosiltransferasa responsable del inicio de las
ramificaciones de la cadena externa, o muy proximas a ellas. En cualquier caso, no
debe estar en la ruta secretora en una localizacion posterior al sitio de accion de la
Mnnlp, puesto que esta enzima puede transferir manosa(s) en a(1,3) sobre los grupos

manosil-P, y estd localizada en la region medial-Golgi (Lussier y cols, 1995a).

La segunda manosilfosfatotransferasa, seria responsable de la fosforilacion del
nucleo en la posicion C; y la cadena externa en la posicion equivalente (extremo no
reductor). Esta enzima estaria localizada también en Golgi, en cualquier region a
partir de aquélla en la que se produce la sintesis de la secuencia aceptara de la cadena

externa pero en vesiculas independientes de la Mnn2p.

A la vista de los resultados obtenidos en este capitulo, sugerimos una pequefia

modificacion del esquema propuesto en el capitulo III (Fig. II1.9) para la ruta de
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procesamiento de los N-oligosacaridos en Golgi, quedando como se muestra en la
Fig.V.5.

RE

Nacleo -Asn

| seci B
¥

LGI
1 - g (1,6) manosiltransferasa GOLG
(Dchlp. Iniciacidn)

\mnp
2 - a(1,6) manosiltransferasa(s)
ldbd {elongaciin desde 2 hasta §-10 Man)
13 ¢ Idb 1
3 - o (1,6) manosiltransferasa
{Elongacion desde 8-10 Man hasta completar)

4 - «(1,2) manosiltransferasa (M : MT-I)
{Transfiere una Man al extremo no reductor)

5 - Manosilfosfato transferasa(en Ci)

6 - @ (1,2) manosiltransferasa

(Imiciacidn de las ramificaciones)

7 - Manosilfosfato transferasaen As)

& - c{1,2) manosiltransferasa
{;Mnn35p? Elongacitn de las ramificaciones)
O - g (1,3) manosiltransferasa
{Mnnlp)

||
v

Fig. V.5. Modificacidn de la ruta propuesta en el capitulo 111 (Fig. 111.9) para el procesamiento
de N-oligosacéridos en ¢l aparato de Golgi de Saccharomyces cerevisiae. Se indican las etapas
afectadas en algunos mutantes.
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En esta nueva wversiobn, se han incluido las dos posibles
manosilfosfatotransferasas, en lugar de una, sugiriéndose el sitio de actuacion de cada
una de ellas en la secuencia de procesamiento de los N-oligosacaridos. Segin este
esquema, la Mnn2p estaria implicada en el correcto transporte a través del
compartimento donde se encuentra localizada la enzima 6 y posiblemente también la
enzima 8 (podrian ser el mismo), sin embargo, no parece afectar a la accion de la
Mnnlp puesto que este mutante adiciona normalmente las manosas terminales unidas
en o(l,3) (Alvarado y cols, 1990). La manosilfosfatotransferasa que cataliza la
transferencia del grupo manosil-P en Aj; se ha colocado con el numero 6
inmediatamente después de la a(1,2) manosiltransferasa que inicia las ramificaciones.
Finalmente, la manosilfosfatotransferasa que cataliza la transferencia del grupo
manosil-P en C;, se ha colocado con el numero 5, inmediatamente después de la
enzima que completa la sintesis de su secuencia aceptora en el extremo no reductor
de la cadena externa (enzima 4) y antes de las enzimas afectadas por la mutacion
mnn2. Esta enzima podria haberse ubicado también en la secuencia, después de las
enzimas afectadas por la mutacién mnn2, ya que los datos disponibles no permiten
diferenciar entre las dos posiciones. En cualquier caso, siempre antes del sitio de

actuacion de la Mnnlp.

El establecimiento de una correspondencia exacta entre las enzimas implicadas
en el procesamiento de N-oligosacaridos y las vesiculas del aparato de Golgi que las
contienen, requerird estudios adicionales. La caracterizacion futura de los defectos de
algunos de los mutantes obtenidos en este trabajo, podra contribuir a seguir encajando
las piezas de este rompecabezas que constituyen los procesos de secrecion-

glicosilacion en Saccharomyces cerevisiae.
VI. CONCLUSIONES.

1.- El método de seleccion de mutantes de Saccharomyces cerevisiae con menor
carga negativa en la superficie celular, basado en la reduccion en la afinidad por la
resina de intercambio anidnico QAE-Sephadex, resultd ser bastante efectivo puesto
que alrededor del 3% de las colonias seleccionadas mostraron también una reduccion

en su afinidad por el colorante catidnico alcian blue.
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2.- El producto del gen LDB2 es requerido para la transferencia de grupos
manosil-P a los N- oligosacaridos en todas las posiciones posibles de fosforilacion

tanto del nucleo interno como de la cadena externa.

3.- El producto del gen LDBI1 es necesario para varias reacciones de
procesamiento de los N-oligosacaridos atribuidas a la regiéon media del aparato de
Golgi, asi como a la hidrolisis de una manosa especifica localizada aparentemente en

el RE.

4.- El producto del gen LDBI1 es requerido también para el correcto
funcionamiento de la region tardia del aparato de Golgi ya que afecta al
procesamiento proteolitico de una proteina de secrecidon mediado por la proteasa
Kex2p, la cual se ha localizado en la mencionada zona del aparato de Golgi. Esto
sugiere que el producto de dicho gen sea una proteina implicada en el trafico
intracelular de proteinas de secrecion a través varias zonas del aparato de Golgi, y

probablemente del RE.

5.- La transferencia de la tercera manosa de los restos O-glicosidicos, que se
realiza también en la region media del aparato de Golgi, catalizada por la
Mntlp/Kre2p, parece requerir la colaboracion del producto del gen LDBI1 para su

correcto funcionamiento.

6.- El producto del gen MNN2, implicado en el trafico de glicoproteinas a través
de la region central del aparato de Golgi, y descrito como necesario para la sintesis
de las ramificaciones de la cadena externa de los N-oligosacaridos, es requerido para
el procesamiento de la region del nucleo interno, ya que la Mnn2p participa en la
fosforilacion del citado nucleo interno, en una posicion especifica de las dos
posibles.

7.- Deben existir al menos dos manosilfosfatotransferasas implicadas en la
fosforilacion del nucleo interno de los N-oligosacaridos. Una de ellas catalizaria la
transferencia de residuos Manosil-P a la posicion 6 de la manosa C;, mientras que la
otra catalizaria la transferencia de los restos Manosil-P a la posicién 6 de la manosa
Asy Esta ultima requeriria la colaboracion de la Mnn2p.

8.- El producto del gen LDB2 no es probable que sea una enzima que cataliza la

transferencia de residuos manosil-fosfato, puesto que afecta a la fosforilacion de N-
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oligosacaridos en todas las posiciones posibles, sino que debe ser algun factor
requerido para todo el proceso de fosforilacion. Lo mismo ocurrird con el producto

del gen MNNG6.

VII. APENDICE.
VILL. COMPOSICION Y PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO.
YEPD.

Extracto de levadura (Difco) al 1%, Bacto-Peptona (Difco) al 2% y Glucosa
(Panreac) al 2% en agua destilada. En la preparacion de medio sélido se afadia,
ademas, agar (Difco) al 2%.

YEPD SOLIDO SUPLEMENTADO CON VANADATO.

Se preparaba una solucion 0.5 M de ortovanadato sodico (Sigma) en agua, se
esterilizaba por filtracion y se afiadia la cantidad adecuada al medio estéril antes de

que éste solidificara. Seguidamente se repartia en las placas (Kanik-Ennulat y Neff,
1990).

YEPD SOLIDO O LIQUIDO SUPLEMENTADO CON KCL.

En este caso, el KCI se disolvia en el medio antes de esterilizarlo de forma que

la concentracion final fuera de 0.5 M (Ballou, 1990).

MEDIO SINTETICO (MEDIO K).

Se preparaba en tampon citrato-fosfato potasico 0.3 M, pH 5.5. La composicion

del medio era la siguiente (Olivero y cols 1985):
Medio base:

- (NHy),SO4: 5 g

-KH,P04:5¢g

-MgS04.7H0: 0.5 g

- CaCl,. 2H;0:0.13 g

- Agua desmineralizada hasta 1 1.
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Solucién de vitaminas:

-Biotina: 0.01 g

- Pantotenato de calcio: 0.80 g

- Inositol: 40 g

-Niacina: 1.6g

- Piridoxina: 1.6 g

- Tiamina: 1.6 g

- Agua desmineralizada hasta 11.
Solucion de oligoelementos A

-H;BOs: 1 g

-KI: 02 g

-NayMo0O4: 0.4 g

- Agua desmineralizada hasta 1 1
Solucion de oligoelementos B:

- CuS04.5H,0: 0.08 g

- FeCl5.6H,0: 0.04 g

- MnS0O,4.4H,0: 0.08 g

-HC1 107 N hasta pH 3

- Agua desmineralizada hasta 11
Solucién de glucosa: 20g en 200 ml de agua destilada.
Preparacion del medio:

El medio base se esterilizaba en autoclave, mientras que las soluciones de
vitaminas y oligoelementos se esterilizaban por filtracion. Para obtener 11 de medio
completo, a 800 ml de medio base se le afiadian 200 ml de la solucién de glucosa y
0.5 ml de cada una de las soluciones de vitaminas y oligoelementos, todo ello en

condiciones de esterilidad.
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MEDIO DE PREESPORULACION.

Acetato potasico al 1%, Yeast nitrogen base (Difco) al 0.6%, extracto de
levadura al 0.5%, bacto-peptona al 0.5% y glucosa al 10% en agua destilada. Todos

los componentes se disolvian en agua antes de la esterilizacion (Sherman, 1991).

MEDIO DE ESPORULACION

Acetato potasico al 1%, extracto de levadura al 0.1% y glucosa al 0.05% en agua

destilada (Sherman, 1991).

VIL2. MUTAGENESIS Y SELECCION DE MUTANTES CON DEFECTOS
EN LA INCORPORACION DE FOSFATO.

MUTAGENESIS

La mutagénesis se realizd por tratamiento con el agente mutagénico sulfonato de
etil metano (EMS), siguiendo el protocolo que se muestra en el siguiente esquema

(Manas, 1995):

El EMS se neutralizé con 5ml de tiosulfato sodico al 5%. Las células se lavaron
dos veces con tampon fosfato potasico 0.1 M, pH 7 y cada uno de los dos tubos se
separd, a su vez, en dos. A continuacion se resuspendieron en 4ml de YEPD liquido y
se crecieron durante 30 horas para permitir la expresion de las mutaciones

(modificado a partir de Lawrence, 1991).
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SELECCION

Suspensidn celular con EMS,
Incubacion con agitacion
vigorosa a 30°C,

Tiempo de incubacion,

Meutralizacion del EMES.
Lavado de las células,
Separacidn de cada
tubo en dos.

Resuspensidn ey EPD.

Incubacion a 30° C durante 30 haoras.

Lavado de las células,
Resuspension en dcido
acético 25mM pll3.

Mezelar con QAE y dejar sedimentar

Recoger las células del sobrenadante,

Repetir la seleccion dos veces mds.

Sembrar en placa para aislar colonias.

El método de seleccion se basa en la disminucion de la afinidad de los mutantes,

con menor carga negativa en su superficie celular, por una resina de intercambio

anidnico: QAE- Sephadex. Esta disminucion de la afinidad fue descrita por Ballou
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(1990) para los mutantes mnn4 y mnn6, pero esta caracteristica no ha sido utilizada

hasta ahora en el aislamiento de nuevos mutantes.

Las bolas de QAE-Sephadex se lavaron con agua destilada, se mantuvieron
durante 30 minutos en etanol al 95% y finalmente se lavaron dos veces con agua
estéril para eliminar el etanol. El experimento se realizo en tubos de vidrio de 12 ml
de capacidad a los que se afiadian 2 ml de una suspension de células en 4cido acético
25 mM, pH 3. A este pH los grupos carboxilo (pK >4) de las manoproteinas de la
pared celular estan protonados y son los grupos fosfato presentes en los
oligosacaridos, cuyo segundo pK es 2, los tinicos responsables de la carga negativa de
la superficie celular. La suspension celular tenia una D.O. aproximada de 0.5 puesto
que un exceso de células daria lugar a la saturacion de las bolas y consecuentemente
quedarian células silvestres en el sobrenadante que no podrian unirse al QAE. A esta
suspension se afiadid 1 ml de la suspension de bolas de QAE en agua estéril. La
mezcla de bolas y células se agité lentamente durante 5 minutos y se dejé reposar

durante otros 5.

A continuacion se recogieron del sobrenadante las células que no se unieron a
las bolas de QAE y con ellas se repiti6 el mismo proceso dos veces mas.
Simultdneamente se tomaba una muestra de los precipitados y se observaba al
microscopio para comprobar que la mayoria de las células aparecian unidas a la
superficie de las bolas de QAE. En la Fig. VIL 1, panel A, se muestra el aspecto que
presentaban. Se observan numerosas cé€lulas adheridas a la superficie de las esferas y
apenas hay células libres entre ellas. En el panel B se muestra un control con células

del mutante mnn6 en el cual las células aparecen flotando entre las esferas de QAE.
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Figura VILL Microfitagaia de una sespensica de célbulis de Secohdrosipons cerevsine con
botas de QAE-Sepbadex. Paned A cepe silvestrer panel B, mulamie defeive en el procese &
fustorilsciten {mmd], Bn e limo caso las células floran gnire las esferas sin unirse a ellas,

VIL.3. MANIPULACIONES GENETICAS.

(Guthrie y Fink (Eds.), 1991; Manas, 1995)

OBTENCION DE DIPLOIDES

Las estirpes haploides de tipo sexual opuesto se mezclaban en la superficie de
una placa de medio YEPD so6lido. Tras varias horas de incubacion a 30°C, los zigotos
se identificaban por su morfologia y se aislaban utilizando un micromanipulador
especifico para levaduras. El sistema de micromanipulacion se adquirié completo de

la casa Micro Video Instruments INC, Avon, MA (U.S.A.).
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Los zigotos se incubaban en las mismas placas de YEPD a 30°C durante 2-3 dias

hasta que las colonias se hacian visibles.

DISECCION DE ASCAS.

Los diploides se esporulaban seglin se indico en el apartado I1.3. Posteriormente,
se tomaba 1 ml del medio de esporulacion y se lavaba con agua destilada estéril. A
continuacion se adicionaba glusulasa (Biomedical Products Dep., DuPont Company)
hasta obtener una dilucion final de 1:20 y se incubaba durante 15 minutos a 37°C sin
agitacion. En ese momento, se afadia agua destilada estéril para diluir la enzima hasta
niveles en los que su actividad era practicamente despreciable. La glusulasa digiere la
pared del asca facilitando la liberacion de las cuatro ascosporas que posteriormente
pueden separarse por micromanipulacion. Las esporas se depositaban ordenadamente
en placas de YEPD y se incubaban a 30°C durante 3-5 dias, hasta que cada una de

ellas daba lugar a una colonia visible.

VIL4. TINCION DE LAS CELULAS DE LEVADURA CON EL COLORANTE
ALCIAN BLUE.

(Friss y Ottolenghi, 1970; Ballou, 1990; Mafias, 1995).

El colorante se preparaba en HCl 0.02 N a una concentracion de 0.1%. Tras
agitacion vigorosa durante 15 min, se centrifugaba a 5000 rpm para eliminar el

precipitado que el HCI no fue capaz de disolver.

Las c¢lulas se dejaban crecer durante 48 horas en medio YEPD sdlido.
Seguidamente se tomaba una pequenia cantidad utilizando palillos estériles y se
depositaban en un tubo de ensayo de vidrio. Es importante evitar transferir agar, ya
que el colorante se une fuertemente a ¢l pudiendo distorsionar los resultados. A
continuacion se lavaban con 1 ml de suero fisioldgico y posteriormente se afiadian 0,2
ml de la solucidon de alcian blue en HCI. Se agitaba hasta conseguir una correcta
mezcla de las células y el colorante, y se dejaba a temperatura ambiente de cinco a
diez minutos. Las células se centrifugaban a 5000 rpm y se eliminaba el sobrenadante

por decantacion, limpiando con papel de filtro los restos de éste que quedaban en la
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boca del tubo. Més tarde, se lavaba dos veces el precipitado con 2 ml de HC1 0.02 N

sin eliminar el sobrenadante la segunda vez.

Una vez realizada la prueba se estimaba la intensidad del color azul del
precipitado en una escala de 0 (mnn6) a 6 (mnnl). El mutante mnn9 y la cepa

silvestre muestran valores intermedios (3 y 5 respectivamente).

Cuando el test se hacia a un gran nimero de muestras, para una mayor
comodidad y rapidez, se utilizaban placas de microtitulacion con 96 pocillos donde se
depositaban las células reduciéndose convenientemente la cantidad de los reactivos

anadida:
Suero fisiologico: 0.2 ml
Solucién de alcian blue: 0.1 ml

HCI 0.02N: 0.2 ml

Para precipitar las células en los pocillos después de cada lavado, las placas se
centrifugaban a 2000 rpm en una centrifuga de sobremesa utilizando un rotor con un
adaptador adecuado. En la Fig. VII .2 se muestra un ejemplo de la coloracion de

distintas colonias.
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Figura VIL2. Fotografia en la que se¢ muestra la tincion de distintas colonias de 8. cerevisiue
con ¢l colorante alcian blue en una placa de microtitulacion, Las diferencias en la intensidad del
color azul reflejan la distinta afinidad de las células por el colorante.

VIL.S. ELECTROFORESIS DE LA INVERTASA EN CONDICIONES
NATIVAS.

(Ballou, 1990; Manas, 1995)
PREPARACION DE LA MUESTRA ENZIMATICA.

Las levaduras se crecian en un tubo de cultivo con 5 mi de medio YEPD liquido
durante 48 horas. En este momento los cultivos probablemente habrian agotado ya
la glucosa del medio, sin embargo, para asegurar la desrepresion de la invertasa en
todos los casos, las células se centrifugaban, se lavaban una vez con medio de
desrepresion (YEPD con 0.1% de glucosa) y se incubaban en 5 ml de este ultimo
durante 3 horas. Seguidamente, las células se separaban por centrifugacion, se
lavaban con 3 ml de tampén TBP suplementado con PMSF, y se rompian por
agitacion vigorosa en presencia de bolas de vidrio de 0.45 mm de didmetro durante

10 min. Las bolas de vidrio se separaban por decantacion y el lisado celular se
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clarificaba por centrifugaciéon en una microfuga descartando el precipitado. El
sobrenadante de esta tltima centrifugacion se mezclaba con el tampdén de muestra
para la electroforesis (TBP suplementado con glicerol y azul de bromofenol) en

proporcidn 2:1 y se cargaba en el gel de 5 a 10 ul por cada pocillo.

PREPARACION DEL GEL DE POLIACRILAMIDA Y DESARROLLO DE LA
ELECTROFORESIS.

Se preparaban geles nativos de 0.75 mm de espesor al 5% de poliacrilamida en
un sistema de electroforesis de 16x18 cm. La formula utilizada en la preparacion del

gel era la siguiente:

Agua destilada..........cccoeeeeviieniieenieeee, 21.9 ml
Tampon Tris-HCI, 0.8 M, pH 7.3.......... 3ml
Solucion de acrilamida-bis (30-0.8)....... 5ml

Persulfato amoénico (0.1g/ml) ................ 0.15 ml

Para el desarrollo de la electroforesis se utilizdo tampon Tris-Borato 8 mM, pH

7.5 manteniendo una corriente constante de 10 mA a temperatura ambiente.

REVELADO DEL GEL.

Los geles se revelaban determinando la actividad invertasica, utilizando sacarosa
como sustrato y siguiendo un método que detecta la glucosa liberada en el gel por
accion de la invertasa. Los geles se incubaban a 4°C con 100 ml de una solucion de
sacarosa 0.1 M en tampon acetato sodico 0.1 M, pH 5.1, que habia sido preincubada a
la misma temperatura. Tras 10 minutos de incubacion, la solucion de sacarosa se

cambiaba por otra precalentada a 37°C, donde se mantenia durante otros 10 minutos.
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Posteriormente el gel se lavaba con agua y se sumergia en una solucion de
cloruro de trifenil tetrazolio, calentando la cubeta en una placa hasta la aparicion de
color rojo. Cuando la intensidad del color hacia perfectamente visibles a las bandas
de invertasa (aproximadamente 1 minuto), el gel se lavaba rapidamente con agua y se

depositaba en una solucion de acido acético al 10%.

Para la conservacion definitiva, los geles se colocaban sobre papel Wathman n°

1 y secaban en un secador de geles de BIO-RAD.

VIL6. SOLUBILIZACION Y PURIFICACION DE MANOPROTEINAS.

(Ballou y cols, 1989; Herndndez y cols, 1989a, b; Ballou, 1990).

SOLUBILIZACION CON CON TAMPON CITRATO EN CALIENTE

Partiendo de un in6culo adecuado, los microorganismos se crecian en YEPD
liquido durante dos dias a 30°C (fase estacionaria temprana). Las células se separaban
por centrifugacion, se lavaban dos veces con agua destilada y se resuspendian en
tampon citrato 0.02 M, pH 7, a una concentracion aproximada de 2 g de peso
hiimedo/ml. La suspension celular se autoclavaba durante una hora, se dejaba enfriar,
se centrifugaba a 40000xg durante 15 min y se recuperaba el sobrenadante. El
precipitado se resuspendia de nuevo en tampodn citrato (1.5 veces del volumen usado
anteriormente), se autoclavaba y centrifugaba en iguales condiciones recogiendo
también el sobrenadante que se mezclaba con el anterior. Los sobrenadantes

contienen las manoproteinas en solucion acuosa.

PURIFICACION

La etapa inicial de purificacion consistia en una precipitacion con metanol. A la
solucion acuosa de manoproteinas se le afadian tres volimenes de etanol
manteniéndose durante 12 h a 4°C con agitacién. A continuacidon se centrifugaba a
4500xg descartando el sobrenadante y el precipitado se disolvia en agua con ayuda de
sonicacion (aproximadamente 1ml/gr de peso himedo de células). Si la solucién no

aparecia transparente, el material insoluble se eliminaba por centrifugaciéon a
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40000xg. Esta solucion se dializaba frente agua destilada y se liofilizaba

obteniéndose el denominado " manano crudo".

La segunda etapa de purificacion consistia en una precipitacion con" cetavlon"
(bromuro de hexadecil-trimetilamonio). El manano crudo se disolvia en agua a una
concentracion aproximada de 2 g por 25 ml (al volumen resultante nos referiremos a
continuacion como "V"). A continuacion, se disolvia la misma cantidad de cetavlon
en el mismo volumen de agua y se mezclaba con lo anterior manteniéndose de 12 a
24 h a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugaba a 3500xg, se descartaba
el precipitado, y al sobrenadante se le afiadia un volumen "V" de acido borico al 2%,
ajustando el pH a 8.8 mediante adicion gradual de NaOH 2 N. Esta solucion se dejaba
a temperatura ambiente durante 12 h para permitir la precipitacion de las
manoproteinas, se centrifugaba a 3500xg durante 15 min y el precipitado se lavaba

con borato sodico al 0.5%, pH 8.8.

La tercera etapa de purificacion consistia en una precipitacion de las
manoproteinas con etanol. El precipitado obtenido en la etapa anterior se disolvia en
un volumen "V" de una solucion de acido acético al 2% y acetato sddico también al
2% en agua destilada. A continuacidn se afiadian tres volimenes (3 "V") de etanol
absoluto para precipitar el manano centrifugandose a continuacioén para recuperar el
precipitado. Este se lavaba con acido acético al 2% en etanol y una vez mas con
etanol absoluto. Las manoproteinas asi obtenidas se disolvian en agua, se dializaban

frente agua destilada y se liofilizaban.

La etapa final de purificacion consistia en una cromatografia de intercambio
16nico en DEAE-Sephadex (Bio Rad). La muestra de manoproteinas se disolvia en
tampon Tris-HCl, 20 mM, pH 7.5 y se aplicaba a una columna (2.5x9 cm)
empaquetada con DEAE-Sephadex y equilibrada con el mismo tampo6n. La columna
se lavaba con 50 ml del tampon mencionado para eliminar el material no unido a la
resina y a continuacion se aplicaba un gradiente lineal de NaCl (0-0.5M) en el mismo
tampon recogiéndose fracciones de 8 ml. En las primeras fracciones, después de
aplicado el gradiente, eluia un pico de carbohidrato asociado a un pico de proteina en
el que estan incluidas las manoproteinas. Dichas fracciones se recogian, se dializaban

frente a agua destilada y se liofilizaban obteniéndose de esta forma el manano puro.
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Todas las etapas mencionadas se realizaban con microorganismos procedentes
de 6 1 de cultivo (salvo especificacion de otra cantidad) obteniéndose un rendimiento
aproximado de 0.5 g de manoproteinas. Esta cantidad podia variar dependiendo del
mutante utilizado (ej. El mutante mnn9 ofrece un rendimiento menor que la cepa

silvestre).

VIL.7. SDS-PAGE, ELECTROTRANSFERENCIA E INMUNO-DETECCION
DE EXO-GLUCANASAS.

PREPARACION DEL GEL Y DESARROLLO DE LA ELECTROFORESIS

Se siguid el método de Laemli (1970). Las muestras conteniendo la cantidad
adecuada de proteina se mezclaban con el tampén de muestra en proporcion 1:1, se

hervian durante 3 min y se cargaban en los pocillos.

La electroforesis se realizaba en un sistema discontinuo con un gel concentrador
al 4% de acrilamida y un gel separador al 7.5% de acrilamida que se preparaban con

las siguientes formulas:

Gel concentrador:
Agua destilada.........cccveeeriieiniieeienns 6.1 ml
Tampon Tris-HCL, 0.5 M, pH 6.8.......... 2.5ml

Solucion de acrilamida-bis (30-0.8%)... 1.3 ml

Solucion de SDS al 10%......cccveeveeeneen. 0.1 ml
Persulfato amonico al 10%.................... 50 pl
Temed....cccoovvieeriieeiieeeee e 10 wl

Gel separador:

Agua destilada..........ccoeeevieniiiiniinenen. 9.8 ml
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Tampon Tris-HCL, 1.5 M, pH 8.8........... 5 ml

Solucion de acrilamida-bis (30-0.8%).... 5 ml

Solucién de SDS al 10%....eeveeeeeveeeeeeenne, 0.2 ml
Persulfato amonico al 10%..................... 0.1 ml
Temed.......oooeeviiiiieieeeeee e 20 pl

El espesor del gel era de 0.75 mm. Para la electroforesis se utilizé el mismo
equipo que en la electroforesis en condiciones nativas (Hoeffer) con placas de 16x18
cm. Tras cargar las muestras, la electroforesis se desarrollaba manteniendo la

corriente constante a 20 mA en el gel concentrador y a 25 mA en el gel separador.

ELECTROTRANSFERENCIA E  INMUNODETECCION  DE  LAS
EXOGLUCANASAS (WESTERN BLOT)

La electrotransferencia se realizo siguiendo las instrucciones del fabricante del
equipo (Bio-Rad). Las bandas de exoglucanasa se detectaron por una reaccidon
coloreada aprovechando la reaccion producida por la fosfatasa alcalina acoplada al
anticuerpo secundario. Una vez tratadas con los anticuerpos (ver seccion 11.14), las
membranas se lavaban 4 veces con TBS y se revelaban con una solucion, preparada

justo antes de su uso, compuesta por los siguientes reactivos:
50 ml de bicarbonato so6dico 0.1 M conteniendo MgCl, 1 mM.

0.5 ml de una solucién que contiene 30 mg de NBT en 1 ml de N,N

dimetilformamida (DMF) al 70%.
0.5 ml de una solucion que contiene 15 mg de BCIP en 1ml de DMF.

El NTB y BCIP son sales que forman parte del "Immun-Blot Alkaline
Phosphatase Assay Kit" de Bio-Rad.

Las membranas se incubaban en esta solucion hasta la aparicion de las bandas.

Cuando éstas alcanzaban la intensidad adecuada, la reaccion se paraba afiadiendo
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agua destilada, se lavaban varias veces con agua destilada y finalmente se secaban

entre papeles de filtro.

Para la visualizacion de la exoglucanasa en las membranas, sin utilizacion de
anticuerpos, éstas se incubaban con una solucién de Coomassie Brilliant Blue R-250
(Sigma) al 0.1% en 50% de metanol durante 5 minutos, lavandose a continuacién
varias veces con una soluciéon de metanol al 50% y 10% de acido acético hasta la
desaparicion del fondo azul. Finalmente, las membranas se lavaban varias veces con

agua destilada y se dejaban secar al aire.

VILS8. DETERMINACION DE PROTEINA (Método de Bradford).

Para determinar la concentraciéon de proteina en una muestra, se utilizd el
método de Bradford (Bradford, 1976) tomando como referencia una recta patron

preparada con distintas concentraciones de seroalbimina bovina (BSA).

REACTIVO DE BRADFORD
La composicion del reactivo de Bradford es la siguiente:
- 25 mg Coomasie Brillian Blue G250 (Sigma).
-12.5 ml de etanol 95%.
- 25 ml de 4cido fosforico al 85%.
- Agua destilada hasta 250 ml..
Una vez preparado, el reactivo se filtraba y se guardaba a 4°C hasta su uso.

METODO

Las muestras patron y problema se llevaban hasta un volumen de 100 pl con
agua destilada y se les afiadian 0.5 ml del reactivo de Bradford. Tras 5 minutos de
incubacion a temperatura ambiente se media la densidad optica a 595 nm. La
equivalencia entre las lecturas obtenidas en el espectrofotometro y la cantidad de

proteina, se calculaba mediante una recta patrén construida con seroalbimina bovina.

VIL9. DETERMINACION DE CARBOHIDRATO (Método del fenol-acido

sulftrico).
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En la determinacion de carbohidrato se utiliz6 el método del fenol-sulftrico
(Dubois y cols, 1956) tomando como referencia una recta patron construida con
distintas concentraciones de manosa. A la muestra (maximo 100 pl) se le afiadian 0.4
ml de fenol al 4%, agitdndose vigorosamente. Seguidamente se afiadian 2 ml de
acido sulftrico concentrado, se agitaba de nuevo y el color desarrollado se leia a 490

nm.
VIL. 10. LIOFILIZACION.

Las soluciones de carbohidrato se dializaban frente a agua destilada y se
congelaban sumergiendo el recipiente en una mezcla de nieve carblnica e
isopropanol. Durante este proceso, el recipiente se giraba continuamente para que la
congelacion se produjera en capas finas con el fin de facilitar la sublimacion. Una
vez congelada la muestra, el recipiente se acoplaba a un liofilizador (Telstar)
manteniéndose hasta que todo el hielo se sublimaba. El tiempo de liofilizacion

dependia del volumen de la muestra.
VIL11. ASIGNACION DE SENALES EN UN ESPECTRO DE 'H RMN.

En la seccion 11.16 se describieron los desplazamientos quimicos caracteristicos
de los protones anoméricos de las manosas constituyentes de las estructuras objeto de

estudio.
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ma:impmmn
del anilka

Figurn VIL3, Espectro completo de 'H RMIN de un M-oligpsacinido hiberado de la proteina por
tratamiento con endo H. El oligosacinido tienc la composicisn Mang, - GHAC con la
plucosaming en e extremo reductor, v estd disueho en agua dewterada a la que se le ha afiadido
una pogueiia cantidad de acetona.

En la Fig. VIL3 se muestra el espectro completo de '"H RMN correspondiente a

un oligosacarido modelo con la estructura siguiente:

G B
Voo
C; — By —A;— GlcNAc
T
d— A,
T
d As
1
Ay
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En la determinacion de estructuras de interés para el presente trabajo, la region
del espectro que mas nos interesaba era la correspondiente a los protones anoméricos

(entre 4.65 y 5.55 PPM aproximadamente) y ésa es precisamente la que se muestra en

los espectros de la Fig. VII .4.

ey T T 1 - T I r ¥ T
o= 5.4 5.3% 5.20 ’.F‘lFi.l'l 5,040 -I...Ih 4.8 AT

Figura VIL4 Espectros de 'H RMN de N-oligosaciridos liberados de la proteina por
iratamiento con cndo H. Se muestra solamente lz regidn de los protones anoméricos y se
indican las manosas a las que corresponden algunas de las sefiales. A, M, - GMAc; B, Man -
P-M,, - GNAg, C, M,, - GNAC (ver texto).
El espectro A corresponde a la estructura anterior y en ¢l se indica a qué manosa
corresponde cada una de las sefiales. En el espectro B se indican los cambios que
sufre esta region del espectro cuando la molécula esta fosforilada en la posicion 6 de

la manosa Az con un grupo fosfato diesterificado.
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Finalmente, en el espectro C se indican los cambios que se producen cuando esta

presente la manosa Bj:

B;
!
C B
oo
Ci — By —A|— GlcNAc
T
di— A
T
d As
1
Ay

VIIL.12. TAMPONES UTILIZADOS.

Tampon acetato (acido acético/acetato sédico) 1 M, pH 5.2
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Preparacion

Preparar 60 g de acido acético en 800 ml de agua destilada. Anadir NaOH 1M

hasta conseguir el pH deseado y enrasar con agua destilada hasta 1 1.

Para obtener las concentraciones utilizadas se diluia adecuadamente con agua

destilada:

Tampon acetato 25 mM, pH 5.2 para los experimentos con la exoglucanasa.

Tampon acetato 0.1 M, pH 5.1 para el revelado de los geles de electroforesis de

invertasa.

Tampon bicarbonato sédico (NaHCO0; 0.1 M, MgCl, 1 mM, pH 9.8) para el

revelado del western blotting
Preparacion

Preparar 8.4 g de NaHCO; y 0.2 g de MgCl, en 800 ml de agua destilada.
Mezclar adecuadamente y ajustar el pH a 9.8 con NaOH 1 M. Enrasar con agua

destilada hasta 1 1.

Tampon citrato-fosfato
Preparacion
Preparar 500 ml de una solucion de acido citrico 0.6 M.

Para la preparacion del medio K se utilizd a una concentracion de 0.3 M y pH
5.5. Para ello, se tomaban 100 ml de la solucion anterior, se ajustaba el pH a 5.5 con

fosfato potasico 2 M y afiadia agua destilada hasta 200 ml.

Para las digestiones con endo H se utilizé a una concentraciéon de 50 Mm y pH
5.7. En este caso se tomaban 5 ml de la solucion anterior, se ajustaba el pH a 5.7 con

fosfato potasico 2 M y afiadia agua destilada hasta 60 ml.

Para las digestiones con la a~(1 ,6)endomanosidasa se utilizé a una concentracién
de 0.1 M y pH 6 conteniendo, ademds, CaCl, 0.2 mM. Se tomaban 100 ml de la

solucion inicial, se ajustaba el pH a 6 con fosfato potasico 2 M, se afiadia la cantidad
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de CaCl, necesaria para conseguir 600 ml a una concentracion de 0.2 mM y

finalmente se enrasaba con agua destilada hasta 600 ml.

Tampon citrato 20 mM para la extraccion de las manoprotcinas por el método

del citratocaliente.
Preparacion

Disolver 1.9 g de 4cido citrico en 400 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 7
con NaOH 1M vy afiadir agua destilada hasta 500 ml.

Tampon fosfato 0.5 M
Preparacion

Preparar 34.02 g de fosfato potdsico monobasico (KH,PO,) en 500 ml de agua y,
por separado, 43.5 g de fosfato potésico dibasico (K;HPO,) en otros 500 ml de agua

destilada. Mezclar en una proporcion adecuada hasta conseguir el pH deseado.

Diluir convenientemente con agua destilada hasta conseguir la concentracion

utilizada en cada caso:

Tampon fosfato 0.5 M, pH 7.7 para neutralizar el pH dado por la glicina en la

cromatografia de afinidad.

Tampon fosfato 0.1 M, pH 7 para neutralizar la accion del EMS durante la

mutagénesis.

TBS (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7.5) para el revelado del blotting
Preparacion

Preparar 4.84 g de Tris y 58.48 g de NaCl en 1500 ml de agua destilada. Ajustar
el pH a 7.5 con HCI concentrado y afiadir agua destilada hasta 2 1.

TBS-T para el revelado del blotting
Posee la misma composicion que el TBS, mas un 0.05% de Tween 20.
Preparacion

Adicionar 0.05 ml de Tween 20 a 100 ml de TBS.
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Tampon Tris/HC11 M
Preparacion

Disolver 242.2 g de Tris en 800 ml de agua destilada. Ajustar al pH deseado con

HCI concentrado. Mezclar y anadir agua destilada hasta 1 1.

Diluir convenientemente con agua destilada hasta la concentracion indicada en

cada caso:
Tris/HC1 0.5 M, pH 6.8 para la preparacion del gel concentrador de SDS-PAGE.
Tris/HC1 1.5 M, pH 8.8 para la preparacion del gel separador de SDS-PAGE.
Tris/HC1 0.8 M, pH 7.3 para la preparacion del gel de electroforesis de invertasa.

Tris/HCI 20 mM, pH 7.5 para la purificacion de las manoproteinas en columnas

de DEAE-Sephacell.

Tampon de transferencia del blotting (25 mM Tris, 192 mM Glicina, 20%
Metanol)

Preparacion

Afadir 18.2 g de Tris y 86.5 g de glicina a 4 1de agua destilada. Adicionar 1200
ml de metanol y llevar hasta 6 1 con agua destilada. El pH de la solucion obtenida es

de 8.3-8.5.

Tampon para el desarrollo de la electroforesis de la invertasa en condiciones
nativas (Tris/acido borico, 8 mM, pH 7.5)

Preparacion

Disolver 1 g de Tris y 5.02 g de acido borico en 800 ml de agua destilada.

Mezclar adecuadamente y a continuacion enrasar con agua destilada hasta 11.

Tris 2 mM (columnas QAE-Sephadex para el fraccionamiento de oligosacaridos

fosforilados)

Preparacion
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Se prepara una disolucién 1 M disolviendo 121.1 g de Tris en 800 ml de agua
destilada y enrasando posteriormente con agua hasta 1 1. Antes de utilizar se diluia 50

veces con agua destilada para conseguir la concentracion de 2 mM.
Tampon Tris-glicina, pH 8.3 para el desarrollo de SDS-PAGE

Preparacion
Preparar 9 g de Tris y 43.2 g de glicina en 500 ml de agua destilada y mezclar

adecuadamente. Afiadir 3 g de SDS y aplicar calor para su total disolucion.

Posteriormente enrasar con agua destilada hasta un volumen final de 600 ml.
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