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Resumen

Los transportadores de nucledtidos azicar (TNA) son proteinas que permiten la entrada
de estos sustratos que participan en la sintesis de glicoproteinas, glicolipidos y
polisacdridos en -el- aparato de Golgi. La levadura ha sido ampliamente utilizada para
realizar estudios de expresion funcional de genes que codifican potenciales TNAs de
otras especies, dado que esencialmente transporta GDP-manosa y UDP-glucosa para sus
diferentes reacciones de glicosilacién. Evidencias obtenidas de la literatura y resultados
previos obtenidos en el laboratorio sugieren que en vesiculas de Golgi de

Saccharomyces cerevisiae también existiria una actividad de transporte de GDP-fucosa.

En esta tesis se investigd la capacidad de la levadura de transportar GDP-fucosa in vitro
y se encontré que en fracciones enriquecidas en vesiculas de Golgi existe una actividad
de transporte de GDP-fucosa que es dependiente de temperatura y sensible a la accidn de
detergentes como Triton X-100. El analisis por HPLC de los metabolitos incorporados a
las vesiculas en los ensayos de transporte, revelé que la marca radioactiva mcorporada a
las vesiculas correspondia efectivamente a GDP-fucosa. Ensayos de competencia con
GDP-manosa indicaron que la actividad de transporte de GDP-fucosa disminuye en
presencia de este sustrato. Este resultado sugiere que el transportador de GDP-manosa
de levadura VRG4p ademds es capaz de transportar GDP-fucosa. Para evaluar esta
hipétesis, se compard la actividad de transporte de GDP-fucosa y GDP-manosa en
levaduras silvestres y levaduras que tienen una mutacién puntual en VRG4 lo que resulta
en la actividad disminuida de la proteina. Se observd que la mutante presenta una
disminucién del transporte de ambos sustratos. Estos resultados indican que el
transportador de GDP-manosa VRG4p, es capaz de transportar GDP-fucosa in vitro, lo
que resulta especialmente interesante debido a que en la levadura no existen reacciones
de fucosilacién. Sin embargo, la actividad de transporte de GDP-fucosa, debido a su
bajo nivel, no deberia interferir con la actividad de un transportador especifico para

GDP-fucosa expresado heterélogamente en levadura.




Ademés se investigo la presencia de transportadores de GDP-fucosa en plantas.
Utilizando la secuencia del transportador de GDP-fucosa de humano y el programa
BLAST, se encontrd -en el genoma de,Arabidopsis dos genes homologos a este
transportador. AtGTrl y AtGTr2 que cumplen con criterios comunes para los TNAs
descritos hasta la fecha, ademads segin datos de affimetrix presentes en Internet ambos
genes son expresados en Arabidopsis. Estos datos sumados a las pruebas de existencia
de transporte de GDP-fucosa en plantas nos hace pensar que estos genes podrian
codificar para transportadores de GDP-fucosa de Arabidopsis thaliana. Ambos genes
fueron subclonados a partir de ESTs con el fin de expresarlos heterélogamente en
levaduras y asi analizar su especificidad como TNAs. Solo fue posible detectar la
expresion de la proteina AtGTr2. Ensayos de transporte realizados en fracciones
enriquecidas en vesiculas de Golgi de levaduras que expresan esta proteina de
membrana indican que esta seria capaz de transportar GDP-fucosa, sin embargo, no en
los niveles esperados para un transportador especifico para este sustrato. Estudios con
UDP-glucosa y UDP-galactosa revelan que AtGTr2 no utiliza estos nuclec’)tid;s azlicar
como sustrato. Ademds un analisis de complementacién del fenotipo mutante de la
levadura vrg4 sensible a higromicina B sugiere que AtGTr2 tampoco seria capaz de
transportar GDP-manosa.

Los resultados obtenidos en esta tesis revelan que efectivamente existe una actividad de
transporte de GDP-fucosa en el aparato de Golgi de Saccharomyces cerevisiae y que ¢l
responsable de esta actividad seria el transportador de GDP-manosa VRG4p. Ademas,
AtGTr2, uno de los genes de Arabidopsis thaliana identificados en este estudio tendria

la capacidad de transportar GDP-fucosa.




Summary

Nucleotides sugar transporters (INA) are proteins that allow substrates to enter into the
Golgi apparatus for the synthesis of glycoproteins, glycolipids and polysaccharides.
Saccharomyces cerevisiae has been widely used to perform studies of functional
expression of putative genes that code for TNAs of other species, because essentially it
transports only GDP-mannose and UDP-glucose for its different glycosylation reactions.
Published results and evidence from our laboratory suggest that transport activity of
GDP-fucose exists in vesicles of Golgi of Saccharomyces cerevisiae. In this work the
capacity of yeast to transport GDP-fucose in vitro was analyzed. It was found that in
fractions enriched in Golgi vesicles a temperature dependent transport activity of GDFP-
fucose exists which is sensitive to the action of detergents such as Triton X-100. In
addition, HPLC analysis of the metabolites incorporated into the vesicles in the transport
assay, showed ' that the incorporated radioactive label inside the vesicles did indeed
correspond to GDP-fucose. Competition assays with GDP-mannose indicated that the
activity of GDP-fucose transport decreases in the presence of this substrate. Therefore, it
was proposed that the yeast GDP-mannose transporter VRG4p is also able to transport
GDP-fucose. In order to evaluate this hypothesis, the transport activity of GDP-fucose
and GDP-mannose in wild type yeast and in yeast that has a point mutation in VRG4
which results in a decrease in transport activity, was compared. It was observed that the
mutant presents a reduction in the transport of both substrates. These results suggest that
the GDP-mannose transporter VRG4p, is able to transport GDP-fucose in vitro, which is
particulary interesting because in yeast fucosylation reactions do not exist. Nevertheless
the endogenous level of GDP-fucose transport exhibited in yeast would not be an
impediment for using this microorganism as a tool for studing GDP-fucose transporters
from other organisms.

Finally using the sequence of the human GDP-fucose transporter and the program
BLAST, two homologous genes to this transporter were found in the genome of
Arabidopsis thaliana. AtGTrl and AtGTi2 which possess characteristics typical of the
TNAs described until now. In addition, according to affimetrix data present in Internet

both genes are expressed in Arabidopsis. These data added to the evidence of the




existence of GDP-fucose transport in planis made us think that these genes could code

for Arabidopsis GDP-fucose transporters.

Both were subcloned from ESTs with the purpose of expressing them heterologously in
yeast and thus analyze their specificity as TNAs, however it was only possible to detect
the expression of AtGTr2. Transport assays using fractions enriched in yeast Golgi
vesicles that express this protein indicate that AtGTi2 is able to transport GDP-fucose,
but not in the levels expected for a specific transporter for this substrate. Studies with
UDP-glucose and UDP-galactose reveal that AtGTr2 does not use these nucleotide
sugars as substrate.

In addition, the inability of AtGTr2 to complement the sensitivity of wrg4 yeast to
Hygromycin B indicates that this Arabidopsis TNA is unable to transport GDP-
Mannose.

The results obtained in this work reveal the existence of GDP-fucose transport activity
in the Golgi apparatus of Saccharomyces cerevisine and that the GDP-mannose
transporter VRG4p is responsible for this activity. In addition, AtGTr2, one of the
identified genes of Arabidopsis thaliana in this study has the capacity to transport GDP-

fucose.
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1. Introduccion

Una serie de procesos en los que se produce una transferencia de azlcares desde
nucleotidos aziicar a aceptores ocurren en ¢l aparato de Golgi. Aunque las reacciones
que conducen a la glicosilacion de proteinas, sintesis de proteoglicanos, esfingolipidos ¥
polisacéridos de la pared celular de plantas se llevan a cabo en el lumen’ de este
organelo, sin embargo, la mayoria de los nucledtidos aztcar (NA) utilizados por las
enzimas que participan en la sintesis de estos glicoconjugados y/o polisacaridos son
sintetizados en el citosol. Por lo tanto, los NA deben ser transportados al interior del
aparato de Golgi antes de que sean utilizados. Esta restriccién topoldgica hace necesaria
Ja presencia de proteinas transportadoras en la membrana del Golgi capaces de
incorporar los NA al sitio donde son utilizados. Estas proteinas se conocen con el
nombre de transportadores de nucledtidos azicar (TNA).

El transporte de nucleétidos aziicar ha sido detectado bioquimicamente en vesiculas de
tejidos de mamiferos y lineas celulares de levaduras, protozoos y plantas. Entre sus
caracteristicas se cuentan la dependencia de temperatura y la saturabilidad a
concentraciones que estdn en el rango de concentraciones micromolar. El clonamiento
de algunos TNAs arrojé informacion adicional sobre estas proteinas. Su peso molecular
aproximado es de 35 kDa y el analisis de la  hidrofobicidad de su secuencia
aminoacidica ha permitido predecir la presencia de una seric de segmentos de
transmembrana (Berninsone y Hirschberg 2000). Estudios bioquimicos y geneticos han
suministrado evidencia que indica que estos transportadores  actilan como
contratransportadores, donde la entrada del nucledtido azicar al lumen del organelo esta
asociada a la salida del nucledtido monofosfato correspondiente.(Hirschberg y col.
1998).

Los TNAs han sido reconocidos como un elemento importante de la maquinaria

*

responsable de la glicosilacion y sintesis de polisacaridos puesto que 'Eon los mediadores
del traspaso de los nucledtidos azucar al lumen del aparato de Golgi, sitio donde se
encuentra el sitio activo de las glicosiltransferasas. Una vez adentro, el nucledtido azticar

es captado por una glicosiltransferasa especifica que transfiere el azicar al aceptor




correspondiente. Adicionalmente, el nucleotido difosfato liberado es utilizado por una
nucleosido difosfatasa (NDPasa), enzima que lo hidroliza generando nucleosido
monofosfato y fésforo inorganico (P;). El nucle6sido monofosfato es movilizado hacia
el citoplasma por el transportador del nucledtido azicar correspondiente (Hirschberg y

col. 1998), por lo que los TNAs corresponden a intercambiadores.

NMP

NDP-azucar

Glicosil
Transferasa

Figura 1. Modelo propuesto para la glicosilacién en el Aparato de Golgi. El esquema
muestra una seccién de una cisterna del aparato de Golgi con sus componentes basicos.
(Detalles en el texto).

Al ser los encargados de proporcionar el sustrato para las glicosiltransferasas se cree
que los transportadores de nucledtidos aziicar cumplen un papel fundamental en la
regulacion de la sintesis de polisacaridos en plantas y glicosilacion de proteinas. Esta
idea esta apoyada en el descubrimiento de mutantes en diferentes especies que poseen
defectos en glicosilacion causados por alteraciones en TNAs. Esto también ha facilitado
enormemente el descubrimiento de nuevos transportadores, ya que, por medio de
complementacion de mutantes se ha logrado clonar varias de estas proteinas. Este es el
caso de LPG2, un transportador de GDP-manosa proveniente del protozoo Leishmania
donovani, el que in vitro, ademas es capaz de transportar GDP-fucosa y GDP- arabinosa
(Hong y col. 2000). Esta singular capacidad de transportar mas de un nucleotido azicar
no es compartida por todos los TNAs, por lo tanto al identificar un potencial TNA es
importante conocer cudl es la especificidad del TNA identificado. Este aspecto es de




suma importancia para entender el papel de estas proteinas en las reacciones de
glicosilacion qt'le ocurren en el aparato de Golgi. Ademas es especialmente interesante
para nuestro laboratorio debido a que los principales esfuerzos de nuestro trabajo estan
enfocados en la biisqueda y caracterizacion de TNAs de Arabidopsis thaliana.

La caracterizacién funcional de un gen que codifica para un potencial TNA se realiza a
través de un ensayo de transporte, utilizando la expresion de la proteina en un sistema
heterdlogo y aislando posteriormente vesiculas que poseen el putativo TNA, las que
posteriormente son utilizadas para medir la especificidad del TNA. La levadura
Saccharomyces cerevisiae ha sido ampliamente utilizada para realizar la caracterizacion
funcional de genes que codifican para potenciales TNAs de otras especies. Una de las
razones para usar esta levadura esta dada porque, esencialmente transporta GDP-manosa
y UDP-glucosa para sus diferentes reacciones de glicosilacién en el aparato de Golgi y
reticulo endoplasmatico(RE). El transporte de UDP-glucosa en el RE juega un papel
primordial en la sintesis de B-1,6-glucanos, uno de los principales componentes de la
pared celular de levadura (Castro y col. 1999), mientras que GDP-manosa es el sustrato
utilizado por manosiltransferasas encargadas de glicosilar lipidos y proteinas en el
aparato de Golgi. El gen VRG4 de la levadura ha sido identificado como el transportador
de GDP-manosa de levadura, tnico proveedor de sustrato requerido para la glicosilacion
de proteinas en el Golgi, por lo tanto, es un gen esencial y su ausencia es letal para las
levaduras. (Dean y col, 1997).

Estudios bioquimicos han entregado evidencia de ;que existe transporte de GDP-fucosa
en vesiculas de Golgi de arvejas, ¢l que ademds es inhibido por GMP y DIDS, conocidos -
inhibidores de transportadores de GDP-aziicar (Wulff y col. 2000). Estos resultados
sugieren fuertemente que en plantas existen transportadores de GDP-fucosa, sin
embargo, hasta el momento solo se han logrado identificar y caracterizar funcionalmente
genes de Arabidopsis thaliana que codifican para transportadores de UDE-aziicares
(Norambuena y col., 2002; Bakker y col., 2004) y un transportador de GDP-manosa
(Baldwin y col., 2000). Hace algunos afios se describié un gen humano que codifica para
un transportador de GDP-fucosa (Litbke y col. 2001; Lithn y col 2001), por lo tanto, a

partir de la secuencia de este TNA y utilizando el programa BLAST, hemos identificado




dos genes de Arabidopsis thaliana que presentan homologia a este TNA humano. Con el
fin de caracterizar estos genes de potenciales transportadores de GDP-fucosa nos
propusimos realizar la caracterizacion funcional de ellos a través dé la expresion
heterdloga en Saccharomyces cerevisige. La levadura no utiliza GDP-fucosa en sus
reacciones de glicosilacion, lo que la hace una buena herramienta en el estudio de
putativos transportadores de GDP-fucosa. Existen, sin embargo, estudios en levadura
que registran actividad de transporte in vitro de sustratos que no son utilizados por este
mi‘croorganismo (Muraoka y col. 2001; Bakker y col. 2005). Ademds, al realizar una
biisqueda en el genoma de S. cerevisiae de genes homdlogos al transportador de GDP-
fucosa de humano (Litbke y col. 2001; Lithn y col 2001} se encontrd que el gen que
codifica para el transportador de GDP-manosa VRG4p, es el mas semejante a nivel
aminoacidico. Este resultado nos llevo a pensar que VRG4p podria tener la capacidad de
transportar GDP-fucosa. De esta forma, previo a la caracterizacién funcional de los
potenciales transportadores de GDP-fucosa de Arabidopsis nos planteamos realizar una
caracterizacién mas acabada de la capacidad de las vesiculas de Golgi de levaduras de

transportar GDP-fucosa in vitro.




2. Hipotesis

1.- El transportador de GDP-manosa VRG4p de Golgi de Saccharomyces cerevisiae
puede transportar GDP-fucosa in vitro.
2.- Los genes Atlgi2500 (AtGTrl) y At5g05820 (AtGTr2) de Arabidopsis thaliana

codifican para transportadores de GDP-fucosa.

3. Objetivos

Objetivo General:

Estudiar el transporte de GDP-fucosa en levaduras control y transformadas con genes de

Arabidopsis thaliana que codifican para potenciales transportadores de GDP-fucosa.

Objetivos Especificos:

1.~ Bstudiar el transporte de GDP-fucosa en vesiculas de Golgi de levadura.
2.- Identificacion y clonamiento de los genes AtGTrl y AtGTr2 de Arabidopsis
thaliana. '

3.- Caracterizacién funcional de los genes AtGTrl y AtGTr2.




4. Materiales y métodos

4.1. Materjal biolédgico
En las técnicas de biologia molecular se utilizo la bacteria Z. coli cepa DH5-a, su
cultivo se realizo en medio LB a 37 °C. Mientras que para los ensayos bioquimicos se
utilizé la levadura silvestre cepa RSY255 (Mato Ura3-52, leu2-211) y la levadura
mutante vg4 cepa NDYS (Matow Ura3-52,leu2-211, vrg4-2), donadas por la Dra. Neta
Dean, del Departamento de Bioquimica y Biologia del Estado de Nueva York en Stony
Brooks, Nueva York (Poster y Dean,1997). La seleccion y el crecimiento de levaduras
transformantes se realizd en medio minimo sélido o liquido a 30 °C. Para la obtencién
de vesiculas enriquecidas con Aparato de Golgi, las levaduras se cultivaron en Medio
Sintético Completo’ (SCM) a 30 °C. El crecimiento de los cultivos se monitoreo a
través de la densidad éptica de alicuotas diluidas, las que luego fueron medidas en un

espectrofotometro (Lambda EZ201 Perkin Elmer).

4.2, Reactivos
Los reactivos utilizados en este trabajo fueron todos de grado analitico y
comercializados por las empresas Sigma, GIBCO-BRL y Merck.
Los sustratos radioactivos GDP-[°H]fucosa (fucosa-2-[3H](N)) (17,5Ci/mmol), GDP-
[’H]manosa (manosa-z-[3H](N)) (17,5Ci/mmol), UDP-[*H]galactosa (galactosa-1-
CHINY) (5,15Cifmmol), UDP-[*H]glucosa (glucosa-6-[’H]) (15,7Ci/mmol) fueron
obtenidos de NEN.

4.3, Medios de cultivo
LB liquido: Extracto de levadura 0,5%, Triptona 1%, NaCl 1%
LB s6lido: Extracto de levadura 0,5%, Triptona 1%, NaCl 1%, Agar 1,5%
YPD liquido: Extracto de levadura 1%, Triptona 2%, glucosa 2%, KCI 0,5M,
adenina 40 pg/ml.
YPD solido: Extracto de levadura 1%, Triptona 2%, glucosa 2%, adenina 40 pg/ml,
agar 1,5%.




Medio minimo liquido: Base nitrogenada de levadura (YNB) 0,17%, sulfato de
amonio 0,5%, glucosa 2%, KCl 0,5M, adenina 40pg/ml, triptofano
40pg/ml, leucina 60pg/ml, lisina 30pg/mi, histidina 20pg/ml.

 Medio minimo sélido: Agar 1,5%, base nitrogenada de levadura (YNB) 0,17%,
sulfato de amonio 0,5%,glucosa 2%, KCI 0,5M, adenina 40pg/ml,
triptofano 40pg/ml, leucina 60pg/ml, lisina 30pg/ml, histidina
20ug/ml

Medio sintético completo: Base nitrogenada de Ievaduraz(YNB) 0,67%, glucosa 2%,

" SCM-URA 0,2. En el'que no se ha incluido uracilo.

4.4. Reaccion de PCR

Se utilizé como templado 10 a 100 ng de ADN plasmidial, los cuales se agregaron a
una solucién conteniendo 10 picomoles de partidores previamente disefiados y 0,2 mM
dNTPs. Se diseftaron partidores especificos para los extremos de cada gen. A los
partidores 5 se les agregd el sitio de restriccion Bglll, mientras que a los partidores 3’
se les modificd el coddn de término de la traduccidn para dejarlo en marco de lectura
con un epitome myc incluido en el vector utilizado, y ademds se le agregd el sitio NotI

que fue utilizado en el clonamiento. Las secuencias de los partidores son las siguientes:

AtGTrl

Partidor 5’

5'CGC CCC TAT CAG ATCTAT GGTTGA AGCT 3?3

Partidor 3’

'5AAT CTT TCT CIT CGC GGC CGC AACTTCTGG TITA 3°
AtGTT2

Partidor 5’

5" ACCGAG AGATCTCCATCTCCT 3

Partidor 3’

5 GTG TGT TGC GGC CGC AAATITTIGTT 3’




La enzima utilizada fue Pfu DNA polimerasa, la solucién contenia 2 mM MgSOs,
ademas del tampo6n correspondiente a la enzima en uso en concentracién 1X. La
reaccion se lleva a cabo realizando 35 ciclos y con una temperatura de apareamiento

de 52 °C. El termociclador utilizado fue MJ research modelos PTC-100 y Minicycler.

4.5, Obtencion de E. coli competentes -

Las células se prepararon segun Inoue et al., 1990. A partir de una colonia individual
de E. coli DH5a, se inocularon 3 mL de medio LB y se incubaron a 37 °C por 16
horas con agitacion de 250 rpm. Se agregd 1 mL de este cultive a un volumen de 250
mL de medio LB, el cual se crecid a 25°C hasta una D.O.gp de 0,6. Se incubd por 10
minutos en hielo, y se transfirié a un tubo de centrifuga previamente frio. Se centrifugd
a 2.500 g por 10 minutos a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendié en 20
mL de tampon TB previamente frio (preparado con una solucion 10 mM PIPES; 15
mM CaClL,; 250 mM KCl ajustando a pH 6,7 con SN KOH y agregando MnCl; hasta
una concentracion de 55 mM). Se centrifugd nuevamente a 2.500xg por 10 minutos z;
4°C. Se elimind el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en tampén TB frio. Se
agregd DMSO hasta una concentracion del 7% y se separaron alicuotas de 200 pL en
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL frios. Estos se congelaron en nitrégeno liquido y

se guardaron a -70 °C.

4.6. Transformacion de E. coli.

El procedimiento se realizé segiin Inoue et al, 1990. Se incubaron en hielo por 30
minutos, 50 ul. de células competentes con aproximadamente 10 ng de ADN
plasmidial (en volumen de 1 pL). Se transfirié a 37 °C por 5 minutos. Se enfrid en
hielo, por 1 minuto. Se agregé 1 mL de medio LB, y se dejo a 37 °C con agitacion de
250 rpm, por 1 hora. Terminado este tiempo, se colectaron las celulas por
centrifugacién por un periodo de 20 segundos a 10.000xg, y sec descartd el

sobrenadante mediante inversién suave del tubo, lo cual deja un remanente de




aproximadamente 100 pL. Las células se resuspendieron por pipeteo suave, y se
plaquearon en LB-agar, suplementado con el antibidtico correspondiente a la

resistencia del ADN plasmidial

4.7. Obtencion de levaduras competentes

Se cultivé la levadura en 300 m! de medio YPD hasta una DOggp de 0,2 - 0,3. Luego el
cultivo se lavé dos veces en agua estéril y se resuspendio en 1,5 ml de solucién fresca
de acetato de litio (Acetato de litio 100mM en TE pH 7,5) para su uso. Este método
fue utilizado de igual forma para las cepas RSY255 y NDY5

4.8. Transformacion de S. cerevisiae.

Las transformaciones se realizaron mediante estrés térmico (manual CLONTECH). Se
mezclaron 100 ul de S. cerevisiae competentes con 100 pg de ADN de espermio de
salmén y 0,1 pg del ADN plasmidial de GPD426myc, GPD426-AtGTrimyc o
GPD426-AtGTr2myc. Se agregaron 600 ul de una solucion al 50% de polietilenglicol .
(PM 3.350) y acetato de litio 0,1 M, y se incubé a 30 °C por 30 min. con agitacion
constante. Se agregaron 70 ul de DMSO. La mezcla completa se incubd en hielo por
10 min., luego a 42 °C por 15 min, e inmediatamente después se incubaron en hielo
por 10 min. Las células se sedimentaron a 14.000xg, 4 °C durante 5 segundos y se
resuspendieron en medio minimo lquido. Para la seleccion de transformantes, las
células sometidas al procedimiento anterior fueron cultivadas en medio minimo a 30
°C por 16 horas en agitacién. Posteriormente, alicuotas de cultivo fueron sembradas en

medio minimo sélido e incubadas a 30 °C por dos dias o hasta la aparicién de colonias.

4.9. Obtencion de fracciones microsomales de levaduras
Se crecieron levaduras en 50ml de medio minimo liquido hasta obtener un cultivo en
fase estacionaria. Las levaduras fueron centrifugadas a 2.000xg durante 10 min. y

luego lavadas con agua. Posteriormente se centrifugaron nuevamente para luego ser




resuspendidas en 2 volimenes de tamp6n de membrana (Sorbitol 0,8 M, EDTA 1mM,
TEA 10mM, pH 7,2) y dos volimenes de bolitas de vidrio de tamafio 425-600 pm
(Sigma), a esta mezcla también se le agregaron inhibidores de proteasas.

Las levaduras se rompieron por medio de agitacién vigorosa en Vortex durante 1min.
luego fueron mantenidas en hielo por 2 min. Este paso fue repetido 5 veces. Se
sedimento a 2.000xg y se recolectd el sobrenadante. El ciclo completo fue repetido una
vez mas vy los sobrenadantes obtenidos en cada ocasién se mezclaron.

El total de sobrenadante, se centrifugd a 10.000xg por 10 minutos a 4 °C (rotor GSA,
centrifuga Sorvall,Dupont). A partir de este nuevo sobrenadante se obtuvo en el
sedimento la fraccion microsomal mediante centrifugacion a 100.000xg por una hora
en una ultracentrifuga Sorvall (rotor T880, Sorvall, Dupont). El sedimento se
resuspendié en tampon de membrana y se midid su contenido de proteinas. Las

fracciones se almacenaron a —20 °C para su uso posterior.

4.10. Medicién de proteinas
Se realizé con el kit BCA (Pierce Chemical Co) basado en el método del 4cido

bicinconinico (Bollag y Edelstein, 1991).

4.11. Deteccion de las proteinas AtGTrl y AtGTr2

La deteccién de las proteinas AtGTr se realizé mediante Western blot. Para esto se
incubd 40pg de muestras de fracciones microsomales mezcladas con el tampén de
carga (Tris-HCl 12mM pH6,8; glicerol 5%;SDS 0,4%; B-Mercaptoetanol 2,9 mM y
azul de bromofenol 0,02%) a 60 °C durante 15 min. Las muestras fueron cargadas en
un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 3% en su parte concentradora y al 10% el gel
separador, al mismo- tiempo se cargd 5ul del patrén de peso molecular pretefiido
(GIBCO). Las condiciones de electroforesis fueron 80 V por 3 horas.

La transferencia se realizé en una camara Mini-Protean® II (BioRad). Se utilizd una
membrana de PVDF, pretratada con metanol de grado analitico (Merck). Las proteinas
fueron trasferidas desde el gel de SDS-PAGE a 4 °C y 100 V (~300 mA) durante 3

horas, verificandose el proceso mediante inspeccion de los marcadores pretefiidos en la
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membrana y mediante tincién de Coomasie en el gel SDS-PAGE. La membrana se
incubd toda la noche en una solucién_de bloqueo, la que contiene TBS (20mM Tris,
pH 7,5, 0,5M NaCl), leche descremada al 3% y gelatina de cerdo al 3% (SIGMA).

La membrana se lavo de la solucién de bloqueo con la solucion TTBS (TBS; 0,05%
Tween-20) y posteriormente se incubd durante tres horas con el anticuerpo
monoclonal primario Anti ¢-myc (Santa Cruz Biotechnology) diluido 400 veces. La
membrana se lavé con agitacién y de forma repetida en volimenes de TTBS hasta
completar un litro solucién de lavado circulante. Como anticuerpo secundario se
utilizd un anti-IgG de ratén acoplado a peroxidasa (PROMEGA). La membrana fue
incubada por dos horas en una dilucidon 1:10.000 v/v de este anticuerpo en TTBS.
Luego de lavar el anticuerpo inespecifico, se realizd la identificacion de la actividad
peroxidasa en la membrana mediante luminol utilizando el kit Renaissence® (NEN™),
Se obtuvieron impresiones en placas autorradiograficas (Eastman Kodak) de las

membranas.

4,12, Preparacion de extracto crudo de Liticasa

Se crecié un, preinoculo de bacterias pUVS DH50. en medio LB durante una noche a
37 °C. Luego se inoculd 3L de medio LB y se crecié a 37 °C hasta alcanzar una
D.O.¢00 de 0.5. Se indnjo la produccion de liticasa con 0.4mM de IPTG y se incubo a
30 °C durante 5 horas para permitir una gran produccion de liticasa. A continuacion se
sedimentaron las bacterias por medio de centrifugacion a 10.000xg por 10min.a 4 °C.
Luego las bacterias se lavaron en dos ocasiones con Tris-HCl 25mM pH 7.4.
Posteriormente las bacterias fueron resuspendidas en 2% del volumen original de una
solucién de Tris-HCI 25mM pH 7.4, EDTA 1mM, sacarosa 20% y se mantuvo en
agitacién en hielo por 20 min. Luego se sedimentaron por centrifugacién a 10.000xg
por 10min.a 4 °C. Para realizar una extraccién periplasmatica de liticasa, las bacterias
se resuspendieron en 2% del volumen original de una solucién de MgSO,4 0.5 mM y se
agitaron en hielo por 20 min. Finalmente las bacterias se centrifugaron a 12.000xg por
10 min. a 4 °C, luego se tomo el sobrenadante que contiene la Liticasa y se almaceno

en tubos limpios a—80 °C para su posterior uso.
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Para analizar la eficacia de la Liticasa en ¢l rompimiento de la pared de las levaduras
se crecid un cultivo de levadura cepa RSY255 toda la noche a 30 °C. Las levaduras se
incubaron en Tris-HCl 25mM pH 9.4 durante 10 min. con agitacidn, luego se
sedimentaron por medio de centrifugacion y se volvieron a resuspender en Tris-HCl
25mM pH 7.4. Las levaduras se separaron en alicuotas iguales y a cada alicuota se le
agregd una cantidad determinada de Liticasa. Luego de una hora de incubacidn con
agitacién a 30 °C se midié la D.O.¢no de las levaduras digeridas diluidas en agua

destilada (Fig. 2).(Shen S. y col. 1991)

D.O. 600 nm.

0 100

gl liticasa

Figura 2. Ensayo de actividad de Liticasa. Alicuotas de levadura
crecidas toda la noche, preincubadas en Tris-HCI 25mM pH 9.4 fueron
incubadas en Tris-HCl 25mM pH 7.4 y las cantidades de Liticasa
indicadas en el grafico durante una hora, luego se midi6 la D.O.4p de las
alicuotas diluidas en agua destilada

4.13. Preparacion de fracciones enriquecidas en vesiculas de Golgi de S. cerevisiae.
Se prepararon fracciones enriquecidas de vesiculas de Golgi de levaduras RSY255 y
NDY5 que acumulan la proteina AtGTr2 y de levaduras de las mismas cepas
transformadas con GPD426myc utilizando el protocolo descrito por Beminsone y
cols. (2001). Se crecieron las levaduras en 3 litros de medio minimo SCM-URA 2 a
25 °C hasta obtener cultivos con una DQOgy maxima de 5,4. Se sedimentaron a
1.000xg por 10 min a 4 °C y ¢l sedimento se lavo con azida de sodio 10 mM. Luego

se incubd por 15 min. en Tris 25mM pH 9,4 y posteriormente se¢ volvio a centrifugar.




Para digerir la pared celular de las levaduras se resuspendi6 el sedimento en tampon
de esferoplastos modificado (Sorbitol 1,4M, Tris 500 mM pH 7,4, Azida de Sodio
5nM, DTT 250 mM, 6ml de extracto crudo de Liticasa) y se incubd a 30 °C con
agitacién. El avance de la digestion se monitore6 leyendo la DOggp hasta obtener una
caida minima de 4 veces en la lectura tras diluir alicuotas de células en digestion con
agua destilada. Los esferoplastos obtenidos, se sedimentaron a 2.000xg por 10 min a
/4 °C y se resuspendieron en tampdn de membrana (Sorbitol 0,8 M, EDTA 1 mM,
TEA 10 mM, pH 7,2). Para romper los esferoplastos, éstos se pasaron repetidamente
por una pipeta con propipeta y se sometieron a un homogenizador manual con
vastago (Dounce), en presencia de inhibidores de proteasas(PMSF, PEPAS). Se
recolectaron los sobrenadantes de dos lavados de los esferoplastos sedimentados a
2.000xg por 10 min, Este sobrenadante total se centrifugd a 450 g por 10 min. 24 °C
con lo que se obtuvo un sedimento (P1) y un sobrenadante (S1). El sobrenadante S1
se centrifugd a 10,000xg durante 20 min. con lo que se obtuvo el sedimento P2 y el
sobrenadante S2. Este ultimo sobrenadante fue centrifugado a 100.000xg
obteniéndose el sobrenadante S3, el que se descarta. El sedimento o fraccidén P3 fue
recolectado y resuspendido en un volumen minimo de solucién SET. La fraccién P3
corresponde a una fraccion enriquecida con membranas del Aparato de Golgi
(Bemninsone y cols 2001). Esta fraccién fue alicuotada (habitualmente 2 ml en
fracciones de 100 pul o 200 pl) y almacenada a —80 °C para los ensayos de transporte

de NDP-azucares.

4.14. Integridad de vesiculas de Golgi de levaduras
Se realizé por medicién de la actividad GDPasa Latente (Abeijon, 1989).'. 50 pl de
tampén de membrana conteniendo 50 pg de vesiculas de levadura, se incubaron junto
cont 50 pl de un coctel 2X (Imidazol 0,4M, CaCl; 4mM) que ademas contenia el
sustrato GDP o ADP (4 pm), y detergente (Triton X-100 0,1%) segiin correspondiera.
La reacci6n se llevé a cabo a 30 °C por 20 minutos en un bafio termorregulado. Luego,
el fosfato inorganico liberado se midi6 de acuerdo al método de Ames (1966). Las

muestras se incubaron con el reactivo de Ames (Una parte de acido ascérbico 10% por
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6 partes de molibdato de amonio 0,42%) por 20 minutos a 45 °C. La medicion se
realizé de acuerdo a la DQgg. Con los valores de cantidad de [osfato presente, la

latencia de GDPasa se calculd de acuerdo a la formula:

Latencia= [(GT-AT)—(G-.A))

(GT-G)

donde G : Cantidad de fosfato liberado tras incubacion con GDP

A : Cantidad de fosfato liberado tras incubacion con ADP
G': Cantidad de fosfato liberado tras incubacion con GDP mas TritonX-100
AT: Cantidad de fosfato liberado tras incubacion con ADP mais TritonX-100

4.15. Ensayos de transporte de NA en vesiculas de Golgi de levaduras

El protocolo para medir el transporte NA utilizado es una adaptaci6n del protocolo de
Berninsone y cols (2001). Vesiculas de levadura (1 mg de proteina de fraccion P3) se -
suspenden en tampén de transporte {Sacarosa 0,3M; TEA pH 7,2; MgSO4 SmM;
MnSQ; 5 mM). El ensayo se inicié agregando a las vesiculas de levadura, una
solucién que contiene tanto el nucledtido azicar marcado (0,5 pCi), como nucleétido
azticar no marcado. Tras incubar durante 3 min. en un bafio termorregulado a 30 °C se
agregaron 4 ml de tampén de detencidn frio (Sacarosa 0,5M, EDTA 1mM). Se incubo
3 min. dado que experimentos control demostraron que a este tiempo aiin se esta en
"condicién de velocidad inicial. La mezcla de reaccién fue inmediatamente
centrifugada en un rotor de angulo fijo T880 por una hora (100.000 g a 4 °C). Se
recolecté el sobrenadante para determinar la radioactividad utilizada en cada ensayo.
La superficie del sedimento se lavé con una solucién de sacarosa 0,25M y luego se
resuspendié en agua. Se agregd un volumen de acido perclérico (PCA) 8% y se
incubé a 4 °C toda la noche. Se centrifugd a 10.000xg durante 15 min. en una
microfuga (Enprotech ISS-112). El precipitado obtenido corresponde al material
insoluble en PCA 4% (fraccion T). La radioactividad asociada al sobrenadante
corresponde al NDP-aziicar en la fraccién soluble (fraccion S;). La radioactividad

asociada a estas [racciones fue determinada en un contador de centelleo liguido.
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(Packard, TRI-CARB 2100TR), considerando el protocolo habitual para la lectura de

emisiones provenientes de tritio (2 minutos).

El contenido de nucledtido azicar en la fraccién St [pmol/mg proteina] se calculo de

acuerdo a Perez y Hirchberg (1987).

Actividad soluble total del nucledtido aziicar tras precipitacion con PCA 4%

[cpm/ mg proteina]

St

Actividad especifica del nucledtido aziicar previo a la incubacion

[epm ! pmol]

Los ensayos de transporte fueron hechos por triplicado o duplicado segtin el material
disponible. Los resultados muestran un experimenio representativo y se expresan
como el promedio de las replicas y las barras de error corresponden al error estandar

asociado al experimento.

4.16. Determinacién del voliimen interno de las vesiculas para cdlculos de Si
La determinacion del volumen de las vesiculas se realizd como se describe en Perez y
Hirschberg (1987). Para ello se realizé un ensayo de tramsporte en condiciones
estandar descritas anteriormente utilizando los sustratos Na-[’H] Acetato y [*H]
deoxiglucosa, Los valores de voliimenes externos obtenidos en el laboratorio para las

cepas RSY255 y NDYS5 son 2,63ul/mg prot. y 2,21ul/mg prot respectivamente. En la
Tabla 1 se muestra un ejemplo de los valores de S; y S, obtenidos en ensayos de transporte de

GDP-fucosa.

levadura 5 S, S;
Silvestre 7,04 1,41 5,625
Mutante vrg4 4,6 1,11 349
Silvesire AtGTr2 4,31 0,87 3,44
Mutante vrgd AtGTr2 " 4,418 1,047 3,37

Tabla 1. Acumulacién de GDP-fucosa en vesfeulas de levadura. Fracciones enriquecidas en vesiculas de Golgi
fueron incubadas por 3 min. Acumulacion de sustrato fue medida como se describe en seccidn 4.15; §,, Solutos
totales asociados al pellet; S,, Solutos fucra de lns vesiculas asociados al pellet; S;, Solutos al interior de las
vesiculas asociados al pellet.
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4.17. Permeabilizacion de vesiculas de Golgi con Triton X-100
Para analizar el efecto de la permeabilizacion de vesiculas en los ensayos de
transporte, vesiculas de levadura que expresan AtGTr2 fueron incubadas en hielo
durante 20 min. en tampon de transporte con Triton X-100 al 1%. Inmediatamente

después se realizo el ensayo de transporte tal como se describe la seccion 4.15.

4.18. Analisis de metabolitos solubles al interior de las vesiculas de Golgi por
medio de HPL.C (cromatografia fina de alta resolucion)

Para realizar el andlisis de HPLC de los sustratos incorporados en los experimentos de
transporte, los metabolitos acumulados al interior de las vesiculas se purificaron por
extraccién con cloroformo/metanol (Orellana A. y Mohnen D. 1999). Luego los
metabolitos se separaron en HPLC utilizando una columna de intercambio efniénico
(CarboPac PA1, Dionex) y un gradiente lineal de NH4 Ac IM. La deteccion sesrealizé
por medio de una lampara UV y un detector de absorbancia (AD25 Abosrobance
detector, Dionex), a 260 nm. Se recolectaron fracciones de 1 ml de los compuestos
separados por HPLC y luego se midi6 radioactividad en cada una de las fracciones del

mismo modo en que se describe 4.15.

4.19. Ensayo de complementacién de levaduras mutante vrg4
Para realizar este experimento las levaduras mutante vrg4 transformadas con GPD426-
AtGTr2myc, GPD426-NTPasa, GPD426myc y PRHL fueron incubadas en medio
minimo liquido, mientras que las levaduras silvestre y mutante vrg4, no transformadas,
fueron incubadas en medio YPD liquido. La incubacidn se realizé en placas de 96
pocillos por 4 dias a 30 °C con agitacion. Luego las levaduras se transfirieron a placas
de medio YPD sdlido, preparadas con distintas concentraciones de higromicina B,
donde fueron incubadas por 3 dias a 30 °C. Las concentraciones utilizadas fueron Oug,
10ng, 20ug, 30ng, 40ng, y 50ng. Ademds se prepararon placas sin higromicina B que

se utilizaron como control de carga celular para cada concentracidn.
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5. Resultados. . .

5.1 Anailisis del transporte endégeno de GDP-fucosa en vesiculas aisladas de

levaduras.

5.1.1. Analisis del transporte endégeno de GDP-fucosa en vesiculas aisladas de

levaduras silvestres

5.1.1.1. Dependencia de temperatura del transporte de GDP-fucosa en levaduras

Con el fin de analizar la factibilidad del uso de la levadura §. cerevisia como sistema
heterdlogo para la expresion funcional de transportadores de GDP-fucosa de
Arabidopsis thaliana, en una primera etapa se realizé un estudio para determinar si
existe transporte endégeno de GDP-fucosa en vesiculas de membrana de a;)arato de
Golgi.

De acuerdo con evidencias que muestran que ¢l transporte de los nucledtidos aziicar
estd fuertemente determinado por la temperatura: Observamos que en vesiculas
‘incubadas por 10 min. a 30 °C la acumuiacidon de GDP-fucosa fue 3,6 veces mayor
que el observado en vesiculas incubadas a 0 °C (Figura 3). Este ensayo también se
realiz6 a 3 min. y la diferencia entre las vesiculas incubadas a distintas temperaturas
se mantuvo. Estos resultados son interesantes sobre todo porque en levadura no se ha

descrito la presencia de un transportador para este sustrato.
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Figura 3. Efecto de la temperatura en la acumaulacién de GDP-fucosa. Vesiculas de
levadura silvestre fueron incubadas en presencia de 10pM de GDP-fucosa a las temperaturas
sefialadas en la figura durante 10 min,
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5.1.1.2. Efecto de Triton X-100 en el transporte de GDP-fucosa
Para obtener evidencias adicionales de que GDP-fucosa es transportado al interior de
vesiculas de Golgi de levadura intactas, se analizé el efecto en la acumulacion al
permeabilizar las vesiculas con el detergente Triton X-100. Para esto se preincubd las
vesiculas durante 20 min. con ¢l detergente a una concentraciéon 1%, para luego
realizar el ensayo de transporte con GDP-fucosa. En la Figura 4 se puede apreciar que
la acumulacién disminuyd en nn 53,2% con respecto al control que no fue preincubado
con el detergente. La diferencia observada en este experimento entre las vesiculas
control y las preincubadas con el detergente refuerza la idea de que los resultados de
observados corresponden a la acumulacién de sustrato al interior de vesicula;é intactas.
La fraccién de GDP-fucosa que se mantuvo unida a las vesiculas de membranas
permeabilizadas, podria corresponder a la unién del sustrato a algin componente

presente en dichas membranas.
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Figura 4, Efecto de Triton X-100 en 1a acumulacion GDP-fucosa. Vesiculas de levaduras fueron
incubadas en hielo por 20 min. en presencia de 1% Triton X-100 (barra negra) o ausencia de Triton
x-100 (barra blanca). Luego las vesiculas fueron utilizadas para realizar un ensayo de transporte
con 10uM GDP-fucosa y durante 3min. Los resultados del grifico fueron normalizados por un
control de tiempo cero incluido en el experimento.
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5.1.1.3. Analisis por medio de HPLC de los sustratos incorporados en los
experimentos de transporte. :

Con el fin confirmar que GDP-fucosa es transportada, se realizé un andlisis de los
metabolitos presentes en la fraccidn soluble de las vesiculas utilizando HPLC. De esta
forma se realizo un ensayo de transporte de GDP-fucosa con vesiculas provenientes de
levaduras silvestres. Posteriormente, los metabolitos incorporados en las vesiculas
fueron separados por HPLC. Se recolectaron fracciones de las muestras separadas en
el HPLC y se midié la radioactividad en ellas. Con este experimenio pudimos
determinar que la marca radioactiva medida en los ensayos de transporte posee el
mismo tiempo de retencién (25 min) que un patron de GDP-fucosa utilizado en la
separacion pofn ﬁPLC, y que corresponde a la fraccion donde se observa mayor
cantidad de radioactividad. En la Figura 5 se muestra la radioactividad medida en los
ensayos de transporte. Con estos resultados confirmamos que la marca radioactiva

observada en los ensayos realizados con GDP-fucosa corresponde principalmente a

este nucledtido azicar y no a subproductos de €l

Silvestre
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Figura 5. Radioactividad asociada a fracciones obtenidas por separaciéon con HPLC
de metabolitos incorporados en ensayos de tramsporte. Se realizd un ensayo de
transporte con vesiculas de levaduras silvestre, a 30 °C por 3 min., en presencia de 10uM
de GDP-fucosa. Los solutos incorporados a las vesiculas fueron extraidos y luego
separados mediante un gradiente lineal de NH; Ac IM en HPLC(Materiales y Métodos).
La flecha indica el tiempo de retencion del estandar de GDP-fucosa utilizado.
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5.1.1.4. Efecto de competencia con GDP -manosa en el transporte de GDP-fucosa.
Con el fin de encontrar la proteina responsable de la actividad de transporte observada,
se realizd una busqueda en el genoma de §. cerevisiae de genes homdlogos al
transportador de GDP-fucosa de humano. Se encontré que el gen que codifica para el
transportador de_GDP-manosa, VRG4p, es el que presenta mayor identidad a nivel
aminoacidico con la secuencia usada como patrén. Esto sugiere que la proteina
VRG4p podria ser responsable de la acumulacién de GDP-fucosa en levadura. Para
evaluar esta hipdtesis se realizé un ensayo de competencia analizando si GDP-manosa
"interfiere con la acumulacién de GDP-fucosa observado en vesiculas de Golgi de
levaduras. Los resultados del experimento mostraron que al realizar el ensayo de
transporte de GDP-fucosa en presencia de una concentracion molar 50 veces mayor de
GDP-manosa la actividad disminuye considerablemente a un 11,8% del control. Este
resultado sugiere que GDP-manosa inhibe el transporte y una de las posibilidades es
que la proteina responsable de la acumulacién de GDP-fucosa es VRG4p. Sin

embargo, no podemos descartar que se trate de inhibicion no competitiva.
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Figura 6, Competencia del transporte de GDP-fucosa con GDP-manosa. Vesiculas de levadura
fueron incubadas a 30°C por 3 min. en presencia de 10uM GDP-fucosa. En un caso la incubacion
se realizo en ausencia GDP-manosa(barra blanca) y en otro en presencia de 500pM de GDP-
manosa(barra negra). Los resultados del grifico fueron normalizados por un control de tiempo cero
inciuido en el experimento.
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5.1.2Anilisis del transporte de GDP-fucosa en levaduras mutantes en el gen VRG4

5.1.2.1. Comparacién del transporte de GDP-manosa entre levaduras silvestres y

una mutante en el gen YRG4
1 os resultados anteriores sugieren que el transportador de GDP-manosa VRG4p podria
ser el responsable del transporte de GDP-fucosa en levaduras silvestres. Para obtener
evidencia mas directa que confirme esta hipétesis se utilizé una cepa de levadura
mutante, cuya tunica diferencia con la levadura silvestre utilizada en este trabajo,
corresponde a una mutacion puntual en el gen que codifica para VRG4p lo que resulta
en una proteina con la actividad considerablemente disminuida (Poster y Dean,1997).
Como no se ha medido directamente la actividad de transporte en vesiculas de Golgi
en estas mutantes procedimos a determinar que ocurre con el transporte de GDP-
manosa. Los resultados permitieron apreciar que el transporte de GDP-manosa en
levadura silvestre es 2,15 veces mayor que en la mutante vrg4, con una acumulacion
de 13,01 pmol/3min/mg. prot, versus 6,053 pmol/3min/mg. prot. del mutante (Figura

7). Este experimento confirma una disminucién en el transporte de GDP-manosa en la

mutante vrg4.
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Figura 7. Comparacién del transporte de GDP-manesa en vesiculas de Golgi
obtenidas de levaduras silvestres y levaduras mutantes en VRG4. Vesiculas
de ambas cepas fueron incubadas a 30°C por 3min. en presencia de 10uM de
GDP-manosa.
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5.1.2.2. Comparacion del transporte de GDP-fucosa en vesiculas de Golgi de
levaduras silvestres y mutantes en el ger VRG4
Para obtener evidencia de la participacién del transportador VRG4p en la actividad de
transporte de GDP-fucosa, se realizd un ensayo de transporte de GDP-fucosa -
utilizando vesiculas obtenidas de levaduras silvestres y mutantes en el gen VRG4.
Al igual que lo observado cuando se realizd el ensayo utilizando GDP-manosa como
sustrato, las levaduras silvestres presentan una tasa de trasporte 1.87 veces mas alta
que las mutantes en el gen VRG4 (Figura 8). Sin embargo, las tasas de transporte no
superan en este caso los 2,5 pmol/3min./mg. Esto nos indica que una mutacién en el
transportador VRG4p, que provoca una disminucién en €l transporte de GDP-manosa,
tiene un efecto similar en el transporte de GDP-fucosa. Este resultado refuerza la idea

de que VRGH4p es la proteina responsable del transporte de GDP-fucosa.

3_
- o= . T__silvestre
—
s @ 1 N mut. vrgd
28 g 29
gs¢
B T
o=
g0 g 1
g
0

Figura 8, Comparacién del transporte de GDP-fucosa entre levadura silvestre
y levadura mutante vrg4. Vesiculas de ambas cepas fueron incubadas a 30°C por
3min. en presencia de 10pM de GDP-fucosa,

*
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5.1.2.3. Anélisis por HPLC de los sustratos incorporados en los experimentos de
transporte en vesiculas provenientes de mutante vrg4
De forma similar a lo realizado anteriormente se analizé la radioactividad asociada a
GDP-fucosa presente en la fraccién soluble de vesiculas provenientes de mutantes
vrg4. Siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 5.1.1.3 se determiné que la
radicactividad registrada en los ensayos de transporte realizados con vesiculas
" provenientes de mutantes vrg4 tiene el mismo tiempo de retencién que ¢l patron de
GDP-fucosa utilizado en la separacién con HPLC (Figura 9). Ademas, al hacer una
comparacién es posible ver que la cantidad de GDP-fucosa radioactiva es mayor en el
ensayo realizado con las vesiculas provenientes de levaduras silvestre que en las

obtenidas de levaduras mutantes. Esto también se ve reflejado al calcular la cantidad

de pmoles transportados

A partir de los resultados de los experimentos anteriores se puede concluir que en las
fracciones enriquecidas en vesiculas de Golgi obtenidas de levadura, existe
acumulacidn de GDP-fucosa, la que posiblemente se realiza mediante el transportador
de GDP-manosa, VRG4p. Sin embargo, esta actividad es considerablemente menor a

]a observada cuando el sustrato utilizado es GDP-manosa.
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Figura 9. Radioactividad asociada 2 fracciones obtenidas por separacién con HPLC
de metabolitos incorporados en ensayos de transporte con vesiculas provenientes de
levaduras silvestres y levaduras mutantes vrg4. Se realizé un ensayo de transporte con
vesiculas de levaduras silvestre y levaduras mutante. El ensayo se realizd a 30°C por 3
min. en presencia de 10pM de GDP-fucosa. Los solutos incorporados a las vesiculas
fueron extraidos y luego separados mediante un gradiente lineal de NH;Ac 1M en HPLC
(Materiales y Métodos). Las flechas indican el tiempo de retencidn del estindar de GDP-
fucosa utilizado.El ensayo se realizé por duplicado y los pmoles totales transportados por
las vesiculas de levaduras silvestres y mutantes fueron 2,554 pmol/3min/mg. prot. y 1,872

pmol/3min/mig. prot. respectivamente
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5.2. Identificacién de genes homélogos al transportador de GDP-fucosa de Homo
sapiens en Arabidopsis thaliana

La estrategia utilizada en el laboratorio para encontrar TNAs de drabidopsis thaliana
ha sido buscar secuencias homologas a TNAs ya descritos en otras especies. Siguiendo
este enfoque se realizé una busqueda de genes homdlogos usando el programa BLAST
basandonos en la secuencia del transportador de GDP-fucosa de humano (Liibke y col.
2001). Los resultados (Tabla 1) arrojaron 5 posibles candidatos que cumplian con el
criterio de tener una alta similitud con el TNA usado para la blisqueda. Ademas las
secuencias presentaban tamafios predichos alrededor de los 35kDa y secuencias
aminoacidicas entre 300 y 350 residuos, parametros que se repiten en los TNAs
conocidos hasta la fecha. Estas secuencias fueron denominadas AtGTrs (por
Arabidopsis  thaliana GDP-fucose transporters) y enumerados del 1 al 3.

Posteriormente se realizé una busqueda de EST de estos genes con lo cual se

selecciond AtGTrl y AtGTr2 ya que estaban disponibles para ser clonados

AtGTrl Atlgl2500 389 361 Al995339
AV524415
AtGTr2 At5g05820 336 307 AV527442
H35989
AtGTr3 At5g04160 337 309 AU036566
AlJ036562
AtGTrd At5g11230 392 351 -
AtGTeS Atlg21870 38.8 341 -

Tabla 1. Potenciales transportadores de GDP-fucosa de Arabidopsis thaliana. Los genes fueron
seleccionados de acuerdo a su homologia con el transportador de GDP-fucosa de humano y a criterios
comtines para TNAs, Se denominaron AtGTr por drabidepsis thaliana GDP-fucose transporters.
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5.2.1 Analisis bioinformatice de las secuencias seleccionadas AtGTrl y AtGTr2
AtGTrl y AtGTr2 presentan un alto porcentaje de identidad y similitud entre si a nivel
aminoacidico, 63,8 % y 78% respectivamente. AtGTrl posee una identidad
aminoacidica de 25% y similitud de 43% con el transportador de GDP-fucosa de
humano, mientras que AtGTr2 posee una identidad de 24% y simiilitud 41% con este
transportador. Si bien los porcentajes de identidad y similitud no son altos, estos
valores son los normalmente observados cuando se comparan TNAs similares de
funcion conocida. Uno de los aspectos que llama la atencidon al comparar las
secuencias AtGTrl, AtGTr2, el transportador de GDP-fucosa de humano y el
transportador de GDP-fucosa de C. elegans (Liibke y col. 2001; Liihn y col 2001), es
la presencia del motivo LNK, donde el residuo lisina se ha postulado como un

"aminoécido importante para la actividad transportadora TNASs ya que se conserva a
través de muchos transportadores (Knappe, S. v col. 2003)
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Figura 10. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de AtGTr1, AtGTr2, HuGFir de humano y CeGFtr de C.
elegans. Alineamiento segiin algoritme de Clustalw cntre secucncias proteicas de AtGTrl, AtGTr2, transporiador de
GDP-fucosa de humano (HuGF1r) y putativo transportador de GDP-fucosa de C. elegans (CeGFtr). Los aminoécidos
idénticos entre secuencias sc mucstran en negro y los similarcs en gris. El recuadro seiiala ¢l motivo LNK
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Al hacer un andlisis de AtGTrl y AtGTr2 se observa un alto contenido de aminoécidos
hidrofébicos en sus secuencias. Al usar distintos programas capaces de predecir
segmentos de transmembrana, todos concuerdan en que ambas secuencias poseen
multiples dominios transmembrana, esta caracteristica al igual que las anteriores

mencionadas también es compartida por los TNAs descritos hasta ahora.
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Figura 11. Modelo topoldgico de las proteinas AtGTr. (A) Perfil hidrofobico de AtGTrl y

_ AtGTr2 seghin algoritmo Kyte Doolittle, con una ventana de 10 aac. (B) Prediccién de segmentos
transmembrana de secuencias proteicas de AtGTrl y AtGTr2. Los fragmentos de transmembrana
que se predicen con una alta confiabilidad estin representados en color gris y los que se predicen
con una nivel de confiabilidad medio estan representados en color blanco. Las predicciones y los
esquemas fueron hechos con el programa TopPred2,
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5.2.2. Analisis de la expresion de los genes AtGTrl y AtGTr2 a partir de

informacion de affymetrix obtenida desde bases de datos disponibles.
Al analizar datos obtenidos por affymetrix disponibles en Internet
(http://csbdb.mpimp-golm.mpg.de/csbdb/dbeor/ath/ath_txp.htmi), se apreci;l que tanto
AtGTrl como AtGTr2 se expresan en distintos organos y tejidos de Adrabidopsis
(Figura 12). AtGTrl se expresa principalmente en polen, hojas de rosetas, hojas y los
internodos, mientras que AtGTr2 se expresa en forma uniforme en los distintos tejidos.
Estos datos sugieren que la expresién de AtGTrl y AtGTr2 esta regulada de manera
diferencial en distintos érganos de la planta, sin embargo, deberian ser correlacionados
con estudios de expresion génica utilizando anélisis de Northern o PCR cuantitativo.
Aun asi, estos datos, junto con la existencia de ESTs, nos entregan evidencia de que

estos genes se expresan.

AlGTr
BAIGTr2

unidades arbitrarias

¥igura 12. Expresion de genes AtGTrl y AtGTr2. Los datos fueron obtenidos del sitio de internet
(csbdb.mpimp-golm.mpg.de/csbdb/dbeor/ath/ath_txp.html), y consiste en experimentos de
Microarrays utilizando el ecotipe Columbia de Arabidopsis thaliana. El eje Y muestra la sefial
obtenida del Chip de affymetrix expresada en unidades arbitrarias otorgadas por el programa
utilizado, y en el eje X se muestran los distintos tejidos analizados.
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5.3. Expresion heterdologa de AtGTr1 y AtGTr2 en levaduras S. cerevisiae.

5.3.1.Clonamiento de AtGTR1 y AtGTr2 en vector de expresién en levaduras.
El vector GPD 426 myc posee el origen de replicacion en levadura 2p y el promotor
constitutivo GPD que nos permite tener una expresioén constante de los genes, ademas,
posee el gen URA3 con el cual es posible seleccionar las levaduras transformadas por
medio de auxotrofia, ya que la cepa utilizada es incapaz de crecer en un medio carente
de Uracilo.
Los genes AtGTrl y AtGTr2 fueron amplificados por PCR a partir de los ESTs
AV524415 y AV527442, respectivamente. Estos ES’fs contienen la secuencia
completa de los genes y fueron clonados en el vector de expresion en levaduras
GPD426 myc utilizando partidores especificos a los cuales se le agregaron sitios de
restriccion de. enzimas usadas en el clonamiento, ademas, el partidor 3’ de ambos
genes se disefié de manera de eliminar el codén de termino de la traduccién y deja los
genes en marco de lectura con el epitope myc que esta presente en el vector, lo que nos .
permitié usar un anticuerpo contra este epitope para detectar la acumulacion de la
proteina codificada por los genes insertados.
Tanto para AtGTrl como para AtGTr2 se agregd el sitio de restriccion para la enzima
BgllI en el partidor 5°, de manera de empalmarlo con el sitio de la enzima BamHI en
el plasmidio, mientras que el partidor 3° incluye el sitio de restriccion para la enzima
NotlI que empalma el mismo sitio en el plasmidio.
En la Figura 13 se aprecia un esquema de los constructos obtenidos al clonar los genes
AtGTrl y AtGTr2 en el vector de expresion en levadura. Los clones fueron analizados
realizando digestiones con diferentes enzimas de restriccion de manera de confirmar
que los tamarfios correspondieran con los que se predicen. En la Figura 13A se observa
el resultado de las digestiones hechas al constructo AtGTrl, donde se utilizaron las
enzimas Notl y BamHI que linearizan el constructo y la enzima Sacl que libera un
fragmento de 1,3 Kb, lo que esta de acuerdo al patron de digestion esperado. Mientras

que la Figura 13B muestra el resultado de digestiones hechas al constructo AtGTr2,
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donde se utilizo la enzima Notl que linealiza €l plasmidio, la enzima HindIII que libera
un fragmento de 593 pb, y la enzima Pvull que libera un fragmento de 1480 y otro de
950pb aproximadamente. Los resultados concuerdan con el patrén esperado para estas

construcciones.

A

AtGTR1 426 myc

AIGTRZ 426 myc
7687pb

Figura 13. Patrén de restriccion de constructos AtGTrl y AtGTr2. (A) Constructo generado con el gen
AtGTr1 v el veétor GPD426myc. La foto muestra un gel de 1% de agarosa con el patrén de restriccion del
constructo generado al tratarlo con las siguientes enzimas:(1) plasmidio sin tratar, (2)Net}, (3) Bamhl, (4)
Sacl. (B) Constructo generado con el gen AtGTr2 y el vector GPD426mye. La foto muestra un gel de 1% de
agarcsa con el patrén de restriccién del constructo generado al tratarlo con las siguientes enzimas: (1)
HindlII, (2) Notl, (3)Pvull, (4) Bamhl, (5) plasmidio sin tratar. Las digestiones se realizaron de acuerdo a lo
indicado para cada enzima y durante 3 horas, El estindar de peso molecular de ADN utilizado fue 1kb
ladder de Fermentas.
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5.3.2 Andlisis de acumulacién de las proteinas AtGTr1-myc y AtGTr2-myc en

membranas de levaduras silvestres.
Las secuencias de AtGTrl y AtGTr2 permiten predecir proteinas altamente
hidrofobicas, por lo que es muy probable que estas proteinas se encuentren inmersas
en algunos tipos de membrana de la levadura, tales como reticulo endoplasmatico,
aparato de Golgi, vacuola o membrana plasmética. Por ello, para detectar la expresion
de estas proteinas se prepararon fracciones microsomales de levaduras transformadas
con los plasmidios que contenian los genes AtGTrl, AtGTr2 y con el plasmidio
'GPD426 myc vacio, el que fue utilizado como control. Luego de crecer las levaduras,
estas se homogenizaron con bolitas de vidrio por medio de agitacion vigorosa
alternada con perfodos en hielo, en presencia de inhibidores de proteasas.
Posteriormente los homogenizados fueron sometidos a centrifugacion diferencial para

obtener fracciones microsomales para cada una de las cepas transformadas y el

control.
Para determinar la acumulacién de las proteinas AtGTrl y AtGTr2 en las fracciones
microsomales se uso la técnica de Western Blot utilizando un anticuerpo comercial
dirigido contra el epitope myc, incorporado en ¢l extremo carboxilo terminal de las

proteinas.
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Figura 14. Acumulacion de
proteina  AtGTx2 en S
cerevisine. ~ Fracciones  de
membrana fueron preparadas de
levaduras transformadas con
AtGTr2-myc y con el vector
GPD426myc. Sc cargaron 30ug
de proteina en cada carril junto a
estandar de peso molecular. Se
utilizd el anticuerpo anti-mye. En
el carril 1 se cargo la muestra de
levadura transformada  con
AtGTr2-myc, en el carril 2
muestra de proteinas de
levaduras transformadas con
vector vacio.

En Ia Figura 14 (carril 1) se aprecian dos bandas reconocidas por ¢l anticuerpo anti-
inyc, una banda de aproximadamente 30kDa, valor que se encuentra en el rango
esperado para el peso molecular de 1a proteina AtGTr2, y una segunda banda que tiene
un peso molecular que corresponde al doble de la proteina de menor peso molecular
detectada por el anticuerpo. Estas bandas no se detectan en la fraccion microsomal
obtenida desde levaduras transformadas con el vector vacio (carril 2). El tamafio
predicho para la proteina AtGTi2 es de 33,6 kDa, sin embargo la movilidad
electroforética es mayor. Esta diferencia ha sido descrita anteriormente para otros
TNA vy atribuida a la alta hidrofobicidad que poseen éstos, lo que hace que su
movilidad electroforética en un gel SDS-PAGE aumente (Berninsone y col. 1997,
Norambuena y col 2002). Considerando que el peso molecular de la banda superior s
aproximadamente el doble de la protefna esperada es posible que esta corresponda a
un producto de dimerizacién del gen AtGTr2 que es resistente a las condiciones de
denaturacion del gel SDS-PAGE.

No fue posible detectar AtGTrl mediante ensayos de Western blot a pesar de que se

hicieron miiltiples preparaciones a partir de distintas levaduras transformantes.
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En conclusién, se puede afirmar que se obtuvieron levaduras que expresan y acumulan

a la proteina AtGTr2.
5.4. Analisis de actividad bioquimica de la proteina AtGTr2 en levaduras.

5.4.1. Anilisis de actividad bioquimica de la proteina AtGTr2 en levaduras

silvestres

5.4.1.1. Capacidad de transporte de GDP-fucosa de AtGTr2
Para determinar si la proteina AtGTr2 corresponde a un TNA que utiliza GDP-fucosa
como sustrato. Se realizé un ensayo de transporte con este sustrato utilizando
vesiculas obtenidas de levaduras silvestres que expresan AtGTr2. El ensayo fue
realizado utilizando distintos tiempos de incubacién, y como se observa en la Figura
15 la acumulacion de GDP-fucosa es dependiente del tiempo de incubacién. Este
comportamiento fue similar tanto para las levaduras que expresan AtGTr2-myc como
para la cepa control. Pero es importante sefialar que hay mas transporte en las
fracciones provenicntes de levaduras que expresan AtGTr2. El andlisis de los datos
por la prueba de Student nos dice que las diferencias observadas en la acumulacién de
GDP-fucosa entre levaduras que expresan AtGTr2-myc y levaduras control son
estadisticamente significativas para los experimentos realizados a 3 y 10 min., no asi
para el experimento realizado a 1,5 min. Sin embargo, basandonos en la experiencia
previa de nuestro laboratorio y en estudios publicados por otros laboratorios
(Norambuena y col. 2002; Berninsone y col. 2001) la actividad de AtGTr2-myc
utilizando GDP-fucosa como sustrato fue menor a la esperada para la expresion |
heterologa en levadura de un TNA, ademas, esta no logra una gran diferenciacion con

el control debido al transporte enddgeno de la levadura.
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Figura 15. Ensayo de transporte de GDP-fucosa en levaduras silvestres que expresan
AtGTr2. Vesiculas de Golgi provenientes de levaduras silvestres que expresan AtGTr2(barra
blanca) y de levaduras transformadas con el vector vacio(barra negra), fueron incubadas a 30°C
durante 1,5; 3 y 10 min. en presencia de 10pM de GDP-fucosa.

5.4.1.2. Capacidad de transporte de UDP-galactosa y UDP-glucosa de AtGTr2
Al no detectar un gran incremento en el transporte de GDP-fucosa decidimos analizar
otros sustratos considerando la posibilidad de que este transportador utilice otros
nucledtidos azticar, para esto se realizaron ensayos de transporte utilizando UDP-
galactosa y UDP-glucosa como sustrato. Los resultados (Figura 16) muestran que |
AtGTr2 no tiene una actividad de transporte para ninguno de los sustratos utilizados.
La actividad para el caso de UDP-glucosa es 48 veces mayor que cuando se usa UDP-

galactosa, esto debido a una actividad de transporte endogena presente en la levadura

(Castro O. y col. 1999). )
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Figura 16. Transporte de UDP-glucosa y UDP-galactosa en vesiculas que
expresan AtGTr2, Vesiculas de levaduras que expresan AtGTr2 y de levaduras
transformadas con el vector vacio fueron incubadas a 30°C por 3 min. en presencia
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5.4.2. Andlisis de actividad de AtGTr2 en levadura mutante vrg4

Con el fin de disminuir la actividad basal de transporte de GDP-fucosa se transformé
la mutante para el transportador VRG4p con el constructo de AtGTr2 y con €l
plasmido GPD 426 myc vacio para usarlo como control. Se prepararon fracciones
.enriquecidas en vesiculas de Golgi, en las que se detectd la acumulacién de la proteina
por medio de Western blot, utilizando el anticuerpo anti-myc. En el carril 1 de la
Figura 17 se aprecia una banda de aproximadamente 30kDa correspondiente al
monémero de la proteina AtGTr2, mientras que en el carril 2, correspondiente a
levaduras mutantes control, el anticuerpo no es capaz de reconocer ninguna proteina.
Luego estas vesiculas fueron utilizadas para realizar un ensayo de transporte de GDP-
fucosa.

En la grafica de la Figura 17 se puede observar que la acumulacién de GDP-fucosa en
levaduras mutantes g4 que expresan AtGTi2 es 53,88% superior a lo observado en el
control. Al hacer un analisis de los datos encontramos las diferencias observadas son

estadisticamente significativas.
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Figura 17. Transporte de GDP-fucosa en vesiculas de levaduras mutantes vrg4 transformadas con -
AtGTr2. Vesiculas de levaduras mutante vrgd fueron transformadas con AtGTr2 y con el vector

GPD426myc vacio. Se cargaron 40 pg de protefnas en cada carril. Se utilizo el anticuerpo anti-myc. El
carril 1 fue cargado con vesiculas AtGTr2 y el carril 2 con vesiculas control. Luego fracciones de estas
vesiculas fueron incubadas a 30°C por 3min. en oresencia de 10uM de GDP-fucosa.
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Como conclusién se puede decir que en las levaduras AtGTr2 son capaces de
acumular mayor proporciéon de GDP-fucosa que el control, lo que sumado a los
resultados anteriores (Fig. 15) nos lleva a proponer que AtGTr2 es capaz de transportar
GDP-fucosa. La baja actividad de transporte de GDP-fucosa nos ilevo a explorar la
posibilidad de que AtGTr2 utilice otro GDP-aiﬁcar como sustrato.

5.5. Analisis de reversion de fenotipo mutante de levaduras mutante vrg4 mediante

complementacion con AtGTr2
Para analizar de una manera fisiolégica si la proteina AtGTr2 transporta NDP-
Aziicares se hizo un ensayo mediante complementacion de la mutante vrg4.
La levadura mutante vigd es sensible al antibiético higromicina B y resistente a
vanadato (Dean N. 1995). Esta caracteristica fue utilizada para medir la capacidad de
AtGTr2 de complementar la mutante vrg4 es decir la deficiencia en el transporte de
GDP-manosa. La mutante fue transformada con AtGTr2 para determinar si la
‘actividad de la proteina era capaz de complementar, y asi revertir ¢l fenotipo mutante.
El experimento se realiz6 transformando la mutante vrg4 con distintos constructos, que
luego fueron seleccionados e incubados en placas en presencia de 20pg de higromicina
B junto a levaduras silvestres y mutantes vrg4 sin transformar.
Los resultados muestran que solo la levadura silvestre y la mutante vrg4 transformada
con el constructo PRHL que contiene el gen VRG4 con el promotor endégeno
lograron crecer en presencia de higromicina B. Esto nos sugiere que la proteina
AtGTr2 no fue capaz de transportar GDP-manosa para suplir la carencia de este

sustrato en la levadura mutante.

a b ¢ d e f g

Figura 18. Ensayo de sensibilidad a higromicina B en levadura mutante Vrgd, Levaduras
silvestre(a), levadura mutante wg4(b) y levaduras mutantes transformadas con el vector
GPD426myc vacio(c), con AtGTr2(d y e), NTPasa de levadura(f} y con el gen VRG4 de
levadura(g) fueron incubadas a 30°C por 3 dias en medio YPD sélido con 20pug de Higromicina B.
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6. Discusion

6.1 Implicancias de transporte de GDP-fucosa en levadura Saccharomyces
cerevisiae

Los resultados presentados en esta tesis indican que en fracciones enriquecidas en
vesiculas de Golgi preparadas a partir de levadura S. cerevisige existe un sistema de
transporte de GDP-fucosa. Estos resultados también sugieren que la proteina
responsable de transportar este nucledtido azicar en vesiculas de Golgi de levaduras es
el transporta‘dor de GDP-manosa de levadura VRG4p, ya que de manera similar 2 lo
que ocurre con GDP-manosa, €l transporte de GDP-fucosa aparece disminuido en una -
levadura mutante en el gen VRGA4. Estos resultados fueron reafirmados al analizar por
HPLC el contenido de GDP-fucosa en las vesiculas (Figura 9), donde se observo una
disminucién de la incorporacién de GDP-fucosa a las vesiculas provenientes de
levaduras mutantes en comparacién con vesiculas de levaduras silvestres.

Existen otros casos donde un transportador de nucledtidos azicar es capaz de
transportar més de un sustrato (Hong y Col. 2000; Berninsone y col. 2001). Sin
embargo, resulta especialmente interesante el hecho que VRG4p sea capaz de
transportar GDP-fucosa si se considera que en S. cerevisiae no se utiliza este sustrato
en glicosilacion. Esta situacién también se observa en Leishmania donovani donde el
transportador de GDP-manosa, LPG2, ademas es capaz de transportar GPD-fucosa y
GDP-arabinosa, nucledtidos aziicar que no son utilizados por el protozoo.

La evidencia de que VRG4p puede transportar GDP-fucosa nos indica que la
capacidad de los TNAs de transportar nucledtidos aziicar in vitro puede ser distinta a la
actividad que presentan in vivo. Los estudios in vitro nos permiten exponer el TNA a
numerosos sustratos, algunos de los cudles posiblemente no se encontraran en el
entorno biolégico en el cudl se inserta el TNA. Este puede ser el caso de VRG4p, el
que in vivo solo esta expuesto a GDP-manosa y no a GDP-fucosa. De esta forma, la
especificidad de sustrato del TNA determinada in vitro es un antecedente que quizas
no define cual o cuiles son los verdaderos sustratos in vivo. Sin embargo, puede .

constituir informacion relevante para estudios de Ia relacién entre la estructura y
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funcién de la proteina. Otro aspecto que se debe considerar es la afinidad o Ky, que
tenga el TNA hacia distintos sustratos, puesto que si varios NDP-azicares que sean
transportados in vifro estan presentes en la célula, la selectividad por uno u ofre
sustrato estard dada por estos parametros.

Desde el punto de vista de una potencial aplicacion biotecnoldgica, la deteccion de una
actividad de transporte de GDP-fucosa en la levadura resulta de gran interés para la
expresion de glicoproteinas en este organismo. Saccharomyces cerevisiae ha sido
ampliamente usada para producir proteinas recombinantes, sin embargo, uno de los
principales inconvenientes es obtener proteinas glicosiladas con oligbsacaridos
comp}ejos ya que la levadura no presenta los sustratos, las glicosiltransferasas y los
transportadores de nucledtidos azicar requeridos para la sintesis de oligosacaridos
complejos. Varios laboratorios han tratado de resolver este problema introduciendo
genes que pueden suplir las deficiencias que presenta la levadura. Por ejemplo, hace
algunos afios se logré obtener oligosacaridos galactosilados en S. cerevisiae gracias a
la expresion conjunta de un transportador de UDP-galactosa de humano y una
galactosiltransferasa de S. pombe (Kainuma M. y col. 1999). La incorporacién de
fucosa en glicoproteinas es factor importante en la biosintesis de moléculas
sefializadoras del sistema inmune, por lo tanto, con el fin de ‘tener levaduras que
puedan fucosilar glicoproteinas se han modificado las vias del metabolismo de GDP-
manosa a través de la expresion funcional de enzimas de E. coli que sintetizan GDP-
fucosa (Mattila P. y col. 2000; Nakayama y col 2003). De esta forma es posible
generar GDP-fucosa en el citosol de la levadura, La fucosilacién de glicoproteinas
ocurre en el lumen del organelo, por lo tanto los resultados presentados en esta tesis
sugieren que no seria necesario transformar la levadura con un TNA de GDP-fucosa
puesto ya existirfa la actividad enddgena y solo serfa necesario incorporar Ia
fucosiltransferasa necesaria para realizar la transferencia del azlcar a la glicoproteina.
De esta forma, la demostracién de existencia de transporte de GDP-fucosa al lumen
del aparato de Golgi de levaduras es un gran avance para obtener proteinas

recombinantes que requieren de algiin grado de fucosilacion.
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6.2 ;Son las proteinas AtGTrs transportadores de nucledtidos azicar?
AtGTr1 y AtGTr2 fueron seleccionados sobre la base a criterios comunes que
identifican a los TNAs descritos hasta la fecha. Estas son: un PM alrededor a 35 kDa,
alta hidrofobicidad de la proteina y cierto grado de similitud a TNA ya descritos. En
este caso nos enfocamos en genes homoélogos al transportador de GDP-fucosa de
‘humano, especifico para ese sustrato y el finico clonado al momento de comenzar este
trabajo. Ademds, segin datos de experimentos de affymetrix disponibles
priblicamente, tanto AtGTrl como AtGTr2 se expresan en Arabidopsis thaliana, por lo
*  tanto no se trata de seudogenes sino gue de genes que se trahscriben en la planta.
A pesar de la concordancia de criterios € incluso de la homologia que un gen presente
con algiin TNA no podemos estar seguros con respecto a su funcidn. Esto debido a que
existe una familia de transportadores de triosa fosfato, que también cumplen con los
criterios utilizados en la biisqueda de TNAs. Estas proteinas estan muy relacionadas
con los TNAS, incluso varios de los TNAs hoy conocidos, en un principio estaban
anotados en las bases de datos de genomas como transportadores de triosas fosfato
(Knappe, S. y col. 2003). Otro punto a considerar es que hasta Ia fecha se desconoce
algiin motivo o dominio en la secuencia de TNAs que se relacione con su especificidad
y que nos revele cual puede ser el sustrato utilizado por los AtGTrs. La excepcion a
esta regla -son los transportadores de GDP-manosa (v posiblemente los de GDP-
'fucosa) que poseen el dominio GXLNK que daria especificidad en el reconocimiento
de nucleétidos de guanina. De esta forma se ha planteado que Ia homologia entre las
secuencias primarias de los TNAs no es un indicador de su especificidad de sustrato
(Beminsone P. y Hirschberg C. 2000). Con estos antecedentes se hace indispensable
un analisis bioquimico de la actividad de las proteinas AtGTrs para determinar su
posible funcién en Ia planta. i
Con el fin de determinar 1a capacidad de transportar nucledtidos azficar las proteinas
AIGTrs fueron expresadas en levadura, un organismo que ha sido ampliamente
utilizado con estos fines. Para de monitorear la expresion de las protefnas se introdujo

una etiqueta conteniendo los epitopes Myc-His, de forma de poder detectar la
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acumulacién de las proteinas en la levadura por medio de anticuerpos especificos
contra estos epitopes. La acumulacién de AtGTr2 se observé de acuerdo a lo esperado
en las levaduras silvestres, sin embargo, la proteina AtGTrl no fue posible
visualizarla, a pesar de rejterados esfuerzos orientados a determinar su expresién. Las
razones de esta falta de expresion son desconocidas, pero una posibilidad es que la
proteina sea inestable en la levadura.

Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que AtGTr2 es capaz de utilizar GDP-
fucosa como sustrato, ya que, vesfculas de Golgi provenientes de levaduras que
expresan esta proteina presentan un mayor transporte de GDP-fucosa que vesiculas de
levaduras control. Sin embargo, esta actividad de transporte se ve enmascarada por el
trasporte endégeno de la levadura producto del transportador VRG4p. Con el fin de
obtener mayor certeza sobre la capacidad de transportar GDP-fucosa de AtGTr2, este
gen se introdujo en levaduras mutantes en el transportador VRG4p, que presentan una
disminucién en el transporte de GDP-fucosa. Se preparé fracciones enriquecidas en
vesiculas de Golgi de levaduras mutantes transformadas, donde se detectd la
acumulacién de la proteina AtGTr2 utilizando el anticuerpo anti-myc. Al analizar la
capacidad de transportar GDP-fucosa en vesiculas de levaduras mutantes que
expresan AtGTr2 se observo que estas son capaces de transportar aproximadamente
50% mas GDP-fucosa que vesiculas preparadas a partir de levaduras mutantes control.
Estos resultados en su conjunto sugieren que la proteina AtGTr2 seria capaz de
transportar GDP-fucosa.

Adicionalmente realizamos experimentos orientados a determinar si AtGTr2 tiene la
capacidad de transportar GDP-manosa. Para ello intentamos suplir la deficiencia en el
transporte de GDP-manosa en la levadura, realizando ensayos de complementacion al
crecer las levaduras en presencia de higromicina B, una droga en la cual no crece la
mutante pero si lo hace la levadura silvestre. Los resultados indican que AtGTI2 no
serfa un transportador de GDP-manosa, pues no fue capaz de revertir el fenotipo
mutante de la levadura.

Finalmente los resultados sugieren que AtGTr2 es una proteina de 4. thaliana que

posee actividad transportadora de GDP-fucosa. Sin embargo, es necesario realizar
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experimentos adicionales, para precisar de mejor forma la funcién de esta proteina.
Ademas, es necesario considerar que in vivo el transporte de nucledtidos azicar no
funciona como un proceso aislado y depende de varios factores que pueden alterar la
actividad de transporte que se registra, como la accién de glicosiltransferasas, que al
utilizar nucledtidos azicar como sustrato, pueden de alguna forma estimular el
transporte a través de la membrana del aparato de Golgi. Estos factores pueden influir
de tal forma que cuando se realiza un ensayo de transporte en vesiculas que no
contienen la maquinaria proteica necesaria para utilizar el sustrato transportado, la
actividad de transporte observada puede ser menor a la que presente la proteina in
vivo, Para analizar la capacidad intrinseca de estas proteinas de transportar nucleotidos
azficar, una posibilidad es Ia reconstitucién de TNAs en liposomas, sin embargo, esta
metodologia‘ tiene multiples inconvenientes, como el bajo rendimiento que se han
obtenido al tratar de purificar TNAs y principalmente el hecho de no poder controlar el
sentido en que se orientan estas proteinas al momento de reconstituirse en un liposoma
(Segawa H. y col. 2004). Esto otorga vital importancia al desarrollo de metodologias

que nos permitan estudiar la actividad y funcion de estas proteinas in vivo.

6.3 Rol biologico de AtGTr2.

Los transportadores de nucledtidos azicar cumplen un papel importante en la sintesis
‘de oligosacaridos, glicoproteinas y glicolipidos. Estas proteinas suministran sustratos
a las glicosiltransferasas ubicadas en el aparato de Golgi y se cree que tienen una
funcién reguladora ya que de ellos depende la disponibilidad de sustratos para la
sintesis de polisacaridos. Es importante destacar que mutaciones en TNAs pueden
causar graves problemas en organismos de todas las especies, llegando incluso a ser
letales (Dean y col. 1997; Berninsone y col 2001; Hidalgo y col. 2003)

Nuestros resultados indican que AtGTr2 posee actividad de transporte de GDP-fucosa,
sin embargo al mirar el 4rbol filogenético generado con la informacién que existe
actualmente (Figura 19) notamos que AtGTr2 se encuenira alejado de los
transportadores de GDP-fucosa conocidos al dia de hoy. Esta distribucién filogenética

de TNAs ha variado sustancialmente respecto al momento en que se comenzd este
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trabajo, puesto que AtGTr2 se agrupaba junto a los transportadores de GDP-fucosa.
Este cambio se debe probablemente a la gran cantidad de informacién que se ha -
obtenicio gracias a la secuenciacién de genomas de nuevos organismos. Esta nueva
informacién sugiere que AtGTr2 no seria un transportador de GDP-fucosa. Si
volvemos a analizar el 4rbol filogenético notaremos que AtGT12 forma parte de un
grupo de genes similares a TNAs. En este grupo también encontramos ofros genes
clasificados como AtGTr, entre ellos AtGTrS, también conocido como GONSTS5 por
su homologia con el transportador de GDP-manosa de 4. thaliana GONST1 (Handford
M. y col. 2004). Experimentos del laboratorio del Dr. Dupree del Departamento de
Bioquimica de la Universidad de Cambridge indican que GONSTS5 se acumula en el
aparato de Golgi (comunicacién personal P. Dupree), lo que nos sugiere que este
grupo de proteinas podria estar realizando alguna funcion especifica en el aparato de
Golgi. Todos estos antecedentes sugieren que AtGTr2 puede estar formando parte de
un grupo de TNAs que serfan responsables del transporte de nucledtidos azucar
requeridos en el lumen del aparato de Golgi de las células vegetales.

Los TNAs con capacidad de utilizar miltiples nucledtidos aziicar descritos hasta el
momento muestran especificidad por Ia porcién nucleotidica, es decir, s6lo transportan
GDP-aziicares o UDP-aziicares pero nunca una mezcla de ambos (Hong y Col. 2000;
Berninsone y col. 2001). Esto sugiere que AtGTr2 podria ser un transportador de un
GDP-aziicar debido a su capacidad de transportar GDP-fucosa. Un importante GDP-
aziicar para el cual no se ha descrito ningiin transportador es GDP-glucosa. Este
nuclestido azicar, junto con GDP-manosa, es utilizado para formar Glucomanano, el
cual es una de las principales hemicelulosas que se encuentra en la matriz de la pared
celular vegetal. La sintesis de glucomananos esta regulada por la disponibilidad de
GDP-glucosa y GDP-manosa que tenga la glicosiltransferasa encargada de la sintesis
de esta hemicelulosa. Por lo tanto, las proporciones de las cantidades en que estos dos
sustratos estan disponibles para las transferasas, depende del mecanismo de transporte
que facilita y regula la entrada de estos compuestos al sistema endomembranoso donde
la transferasa esta localizada, posiblemente el aparato de Golgi (Piro G. y col. 1993).

Es posible que AtGTr2 sea el mecanismo de transporte encargado de regular la
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disponibilidad de GDP-glucosa del mismo modo como GONSTI podria jugar un papel

importante en el suministro de GDP-manosa. Esto plantea interesantes interrogantes

que pueden ser resueltas en futuros trabajos.
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Figura 19. Arbol filogenético de TNAs y genes similares a TNAs. El alineamiento entre las
secuencias fue hecho con el programa ClustalX. El &rbol filogenético se obtuvo utilizando el
program Tree View. Las secuencias utilizadas se obtuvieron desde Genebank y corresponden a
las siguientes entradas : gi[30520297, gil40254999, gi[34877900, gill041825, gi[l9115591,
gil32411145, gi[39953751, gil14971021, gi|14010202, gi]6320877, £i16321213, gif30678967,
2i[29329819, gi[29329821, i[29329823, gi29746634, gi[23346587, gi[24643783, gi[31203183,
gil23613321, gi|18423670, gil18407336, gi|15238995, gi]15221371, gijl 5221371, gi[30681126,
gi30682270, gi|ll8411611, gil29329825, £il6323603, gi[32420731, 2i]18394108, gill8395434,
gil22651763, gil42565652, gill 5238511, gill9112043, gi[6325012, gil42567047, gi[l5222026,
gil6320833, gil6016590, gi[18411150, gil30689311, giji8422134, 2i|18087849, gi|5453621,
22499225, £ill9075541, gi|3218521, gil6912668, gi]12407833, gi|1526438, gi[2136345, g,
15242035, gi]1 3940506, gil1 3940504, gi|1 8417838, gi14028875, gi]17535737, gi|17647441
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