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Resumen

Las glicosiltransferasas residentes en el complejo de Golgi, son proteinas transmembrana tipo 11
encargadas de catalizar la adicion de residuos de azlcar sobre lipidos o proteinas. La funcion de
estas enzimas es crucial, ya que determina desde el correcto plegamiento de las proteinas, hasta
la sintesis de los glicoesfingolipidos que componen la membrana plasmatica. La sintesis de
glicoesfingolipidos sialilados o gangliésidos ha sido ampliamente estudiada, ya que éstos se han
visto involucrados en procesos fisioldgicos relevantes, como la diferenciacion celular y la
transduccién de sefiales pero también han sido relacionados a la patogénesis de trastornos
neuroldgicos como el sindrome de Guillain-Barré.

Observaciones realizadas en nuestro laboratorio sugirieron la presencia de residuos de cisteinas
que podrian estar S-aciladas en numerosas glicosiltransferasas, lo que impulsé el estudio de esta
modificacion ya que, hasta el momento, no ha sido reportado ningin tipo de modificacién
lipidica en miembros de esta familia.

La S-acilacién de proteinas es una modificacion post-traduccional que consiste en la adicion de
una molécula lipidica de cadena larga sobre residuos de cisteina, a través de un enlace tioéster.
Esta es la Gnica modificacion lipidica reversible y, por lo tanto, susceptible a ser regulada. En
los Gltimos afios el interés por la S-acilacién ha incrementado ya que esta modificacion se ha
visto involucrada en humerosos procesos de gran relevancia biol6gica, como la transduccion de
sefiales y la transmision sinaptica pero también en procesos patoldgicos, como el retardo mental
y distintos tipos de cancer. Esta modificacion permite el anclaje estable de proteinas solubles a
las membranas biolégicas pero para proteinas transmembrana, el rol de la S-acilacién no es tan
claro y en muchos casos se desconoce.

La S-acilacién de otras proteinas transmembrana tipo Il, como las SNARESs transmembrana, ha
sido identificada en la levadura Saccharomyces cerevisiae pero solo para una de ellas se ha
determinado el rol de esta modificacion. Las SNARESs transmembrana también estan S-aciladas
en mamiferos pero la informacion respecto a la funcién de esta modificacion es muy escasa. Si
bien no estd descripta una secuencia consenso para la S-acilacién, la modificacién de este tipo
de proteinas ocurre sobre cisteinas que se encuentran localizadas en el borde citoplasmatico,
adyacentes al dominio transmembrana.

Mediante ensayos in silico evidenciamos la presencia de cisteinas conservadas en el dominio N-
terminal de numerosas glicosiltransferasas, cercanas al borde transmembrana. Esta localizacion
caracteristica, sugirio que podrian ser sustratos de la S-acilacion. Nuestros resultados
experimentales indican que miembros de esta familia son modificados sobre esos residuos
conservados, lo que nos permite postular a la S-acilacion como una modificacion lipidica
novedosa en la familia de las glicosiltransferasas. Ademas, encontramos que la modificacion de
GalNAc-T y muy posiblemente la de otros miembros, ocurre en el reticulo endopldsmico. Esto
es importante ya que no se conoce la palmitoiltransferasa que cataliza la S-acilacion de
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proteinas transmembrana tipo Il en células de mamiferos y nuestros estudios apuntan como
principal candidato a DHHC4, una Palmitoiltransferasa localizada en el reticulo endoplasmico.
En este trabajo mostramos que DHHC4 es capaz de reconocer y S-acilar a cisteinas con la
localizacion caracteristica en SNAREs transmembrana, por lo cual, es muy posible que sea la
aciltransferasa encargada de modificar otras proteinas transmembrana tipo Il, incluyendo las
glicosiltransferasas.
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Abstract

Glycosyltransferases are type Il transmembrane proteins that catalyze the transfer of sugar
residues to lipids and proteins. They are crucial to the cell homeostasis because glycosylation
determines the proper folding of proteins and the synthesis of glycosphingolipids that compose
the plasma membrane. Sialylated glycosphingolipids or gangliosides are involved in many
physiological processes, like cell differentiation and signal transduction, but also to pathological
processes like the Guillain-Barré syndrome, and thus they have been extensively studied.

Our observations suggest that many glycosyltransferases possess cysteine residues that could in
principle be S-acylated. This is interesting because lipid modifications in this protein family
have not been reported.

Protein S-acylation is a widespread posttranslational modification that consists in the attachment
of long chain fatty acids, often palmitate, to cysteine residues through a thioester bond. S-
acylation is the only lipid modification that is reversible and thus susceptible to regulation. The
interest in this modification has increased in recent years because it is involved in many
biological processes such as signal transduction and synaptic transmission, as well as
pathological processes like mental retardation and different kinds of cancer.

S-acylation is necessary for the attachment of proteins to biological membranes but for
transmembrane proteins, the role of S-acylation is not clear and in many cases it has not been
determined.

S-acylation of other type Il transmembrane proteins, like transmembrane SNARES, has been
reported in the yeast Saccharomyces cerevisiae but the role of this modification is only known
for one of them. S-acylation was also identified in mammalian transmembrane SNARES but the
functional consequences are also poorly understood.

We show evidence that many glycosyltransferases possess conserved cysteines sharing the
localization of S-acylated cysteines present in transmembrane SNAREs. We demonstrate that
members of ganglioside glycosyltransferases family are modified and postulate the S-acylation
as a novel lipid modification present in glycosyltransferases family. We also found that S-
acylation of GalNAc-T, and probably the modification of other members, occur at the
endoplasmic reticulum. The palmitoyltransferase that modify type Il transmembrane proteins it
is not known, but our results poit as the principal candidate to DHHC4, a palmitoyltransferase
localized at the endoplasmic reticulum. We show that DHHC4 can modifiy cysteine residues at
the transmembrane border of SNAREs, so it is possibly the acyltransferse involved in the S-
acylation of glicosiltransferases.
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Introduccion

El cerebro de los vertebrados se encuentra altamente enriquecido en glicoesfingolipidos (GSLSs),
compuestos por ceramida y un mono- u oligosacérido de cadena corta, especialmente en
ganglidsidos que se caracterizan por contener grupos de &cido sialico. Los gangliosidos estan
involucrados en numerosos procesos fisioldgicos como el crecimiento, la diferenciacion, la
migracion celular y la apoptosis, ya que son intermediarios en la transduccion de sefiales y
modulan las interacciones entre las células de un tejido y entre las células con su matriz
extracelular [1-3]. También actlan como receptores de virus y toxinas como las toxinas
colérica, tetanica y botulinica y como receptores de lectinas y anticuerpos [4-7], por lo que se
han visto involucrados en numerosas patologias humanas. Particularmente, el sindrome
neuropatologico de Guillain-Barré es causado por la accidén de anticuerpos que reconocen al
ganglioésido GM1 generando una respuesta autoinmune a nivel del sistema nervioso central [8,
9.

Dos patologias humanas han sido asociadas a alteraciones en la biosintesis de gangliésidos. En
una de ellas, la ausencia de la enzima Sial-T2, que sintetiza al gangliésido GM3, estaria
asociada a un sindrome epiléptico infantil con alteraciones en el desarrollo y ceguera [10],
mientras que la otra es una neuropatia hereditaria que se cree que estaria causada por la
acumulaciéon masiva de un precursor [11]. A pesar de que son los Unicos casos en que se ha
ligado la biosintesis de ganglidsidos a la patogénesis de enfermedades humanas, estudios en
ratones genéticamente modificados con deficiencias en la biosintesis de gangliésidos presentan
fenotipos que incluyen desde alteraciones en el mantenimiento y reparacién en el tejido
nervioso hasta resistencia a la insulina (revisado en [12]).

Debido a estas implicancias, sobre todo a nivel del sistema nervioso central, el estudio de las
enzimas involucradas en el metabolismo y la biosintesis de gangliésidos ha sido intenso [13-
16]. La caracterizacién de las mismas ha contribuido al entendimiento de la expresion
diferencial de estos esfingolipidos durante el desarrollo cerebral pero para muchas de estas
enzimas los mecanismos que regulan su funcién, desde su correcto plegamiento hasta como se
determina su localizacién subcelular, solo han sido parcialmente resueltos.

Maquinaria de glicosilacion celular

La glicosilacion de proteinas y la sintesis de glicolipidos comienzan en el reticulo endoplasmico
y continGan en el complejo de Golgi, donde se encuentran distribuidas las glicosiltransferasas y
glicosidasas que catalizan la transferencia y remodelacion de los grupos azdcar [17, 18]. La N-
glicosilacion de proteinas comienza en el lumen del reticulo endoplasmico con la transferencia
de una estructura de N-glicano inicial (Glc3Man9GIcNAc2) sobre la cadena lateral de una
asparagina, contenida en la secuencia consenso Asparagina-x-Serina/Treonina [19] de las
proteinas nacientes, donde x es cualquier aminoacido excepto prolina. Esta estructura es
posteriormente modificada mediante remocion de algunos grupos azucar y la adicion de otros en
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Introduccion

el lumen del reticulo endoplasmico y del aparato de Golgi. En menor medida ocurre la O-
glicosilacion que comienza en el complejo de Golgi y la transferencia de los grupos azucar
ocurre sobre grupos hidroxilo (OH) de las cadenas laterales de serinas o treoninas.

Por su parte, las glicosiltransferasas de lipidos catalizan la sintesis de glicoesfingolipidos. Estos
Gltimos, estan compuestos por una ceramida, que es una esfingosina unida a un acido graso, y
un mono- u oligosacéarido de cadena corta. Particularmente, aquellos que contienen uno 0 mas
grupos de &cido sidlico se denominan gangliésidos y su sintesis estd catalizada por las
glicosiltransferasas de gangliésidos (GGTs). Estas enzimas transfieren gldcidos a partir de
dadores nucleotido azlcar que son importados desde el citoplasma (Revisado en [20]). La
biosintesis de gangliésidos se divide en cuatro vias que se clasifican en las series o-, a-, b-y c-
de acuerdo a la cantidad de residuos de acido sialico adicionados sobre la primera galactosa del
gangliosido (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de la via de biosintesis de las series -0, -a, -b y -c de gangliésidos. Glc-T, UDP-
Glc: ceramida glucosiltransferasa; Gal-T1, UDP-Gal: glucosilceramida galactosiltransferasa; Gal-T2,
UDP-Gal: GA2/GM2/GD2/GT2 galactosiltransferasa; GalNAc-T, UDP-GalNAc:
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LacCer/GM3/GD3/GT3 N-acetilgalactosaminiltransferasa; Sial-T1, CMP-NeuAc: lactosilceramida
sialiltransferasa; Sial-T2, CMP-NeuAc: GM3 sialiltransferasa; Sial-T3, CMP-NeuAc: GD3
sialiltransferasa; Sial-T4, CMP-NeuAc: GA1/GM1/GD1b/GT1c sialiltransferasa; Sial-T5, CMP-NeuAc:
GM1b/GD1a/GT1b/GQIc sialiltransferasa. Las series estin nombradas de acuerdo a los grupos de acido

[P

neuraminico (NeuAc) incorporados en la primer galactosa (Gal) del gangliosido, serie “0”: sin grupos

[IPS LN [IPRIN

NeuAc; serie “a”: un grupo NeuAc; serie “b”: dos grupos NeuAc; serie “c”: tres grupos NeuAc. Los
ganglidsidos estdn nombrados de acuerdo a Svennerholm [21].

Familia de las glicosiltransferasas

La mayoria de las glicosiltransferasas localizadas en el complejo de Golgi son proteinas
transmembrana tipo Il. Las proteinas transmembrana pueden ser politopicas de membrana,
cuando poseen multiples pasos transmembrana, 0 pueden tener un Udnico dominio
transmembrana. En este Gltimo caso, se clasifican en proteinas transmembrana tipo I, cuando su
extremo N-terminal es lumenal o extracitoplasméatico y en proteinas transmembrana tipo Il,
cuando su extremo N-terminal esta orientado hacia el citoplasma (Figura 2).

PROTEINAS TRANSMEMBRANA

TIPOI TIPOII POLITOPICA

Dominio N-terminal
citoplasmatico

Dominio N-terminal
extracitoplasmatico

Figura 2. Esquema de la topologia de proteinas transmembrana tipo I, tipo II y politopicas de
membrana.

Para el caso de las glicosiltransferasas el dominio N-terminal incluye un tallo citoplasmatico
corto (DC) y un dominio transmembrana (TM) que estdn conectados al dominio catalitico
lumenal a través de una region espaciadora denominada “Stem” [13] (Figura 3).

Algunas de estas enzimas permanecen como proteinas monoméricas pero muchas otras forman
homodimeros, a través de puentes disulfuro entre cisteinas que pueden estar localizadas en
cualquier dominio de la proteina, es decir en la regién citoplasmatica, en la region lumenal o
incluso en el dominio transmembrana [22].

La relacién entre dimerizacion y actividad enzimatica varia de acuerdo a la proteina. En general,
aquellas que poseen puentes disulfuro fuera de su dominio catalitico permanecen activas tanto
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en su estado dimérico como monomeérico. No obstante, se ha reportado que mientras algunas
requieren de la dimerizacion para su actividad, otras se ven inhibidas en esta condicion
(revisado en [22]).

DC Citoplasma
Dominio N-terminal
DTM Bicapa lipidica
Lumen de la

Dominio C-terminal X
via secretora

Figura 3. Esquema de la topologia de las glicosiltransferasas. EI dominio N-terminal incluye al
dominio citoplasmatico (DC) y al dominio transmembrana (DTM). El dominio catalitico C-terminal se
encuentra orientado hacia el lumen o region extra-citoplasmatica.

La formacion de hetero-oligbmeros también ha sido descripta en esta familia de proteinas.
Inicialmente, se propuso que la oligomerizacién constituiria un mecanismo de retencion en el
complejo de Golgi [23] pero estudios posteriores revelaron la importancia de estos complejos en
la eficiencia de la catalisis enzimatica [24, 25].

Las glicosiltransferasas se encuentran principalmente localizadas en el complejo de Golgi pero
un porcentaje minoritario de algunas de ellas se localiza ademas en la membrana plasmética
[26-28]. Esta localizacion ectopica permitiria la remodelacion de gangliésidos directamente
sobre la membrana regulando la disponibilidad de los mismos y, por lo tanto, afectando la
interaccidn con otras células o con la matriz extracelular [26, 28].

Por otra parte, se ha visto que el dominio lumenal (catalitico) de muchas glicosiltransferasas es
secretado al medio extracelular en forma soluble luego de la protedlisis de su dominio N-
terminal [29-33]. Se ha propuesto que esta protedlisis ocurriria en las regiones distales del
complejo de Golgi, dado los patrones de glicosilacion presentes en los dominios secretados.
Estas formas solubles, expresadas a niveles endogenos, estan presentes y permanecen activas en
los fluidos corporales (Revisado en [13]).

Los mecanismos que regulan la liberacion de los dominios lumenales o la localizacion en la
membrana plasmatica no han sido establecidos por completo. Para el caso de la p-1,4
galactosiltransferasa se ha propuesto que la glicosilacion determinaria su localizacion ectdpica,
ya que el patrén de glicosilacién es diferente al de la enzima retenida en el complejo de Golgi
[26]. Sin embargo, no se ha establecido con exactitud si este fendmeno es la causa 0 una
consecuencia del tréfico de la enzima a través de la via secretora.
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Trafico de las glicosiltransferasas hacia el complejo de Golgi

Luego de su sintesis en el reticulo endopléasmico, las glicosiltransferasas son transportadas hacia
el complejo de Golgi mediante transporte vesicular. Se ha postulado que este transporte estaria
mediado por componentes del complejo COPII que interaccionan especificamente con las
proteinas cargo [34, 35]. En este proceso esta involucrada la GTPasa Sarl que se une a la
membrana del reticulo cuando esta en su forma Sar1-GTP activada e induce la formacion de los
sitios de salida del reticulo endoplasmico [36-38]. Alli interacciona con proteinas cargo
especificas y recluta a los componentes del complejo de cubierta 1, Sec23 y Sec24, que
conforman las vesiculas COPII [39-41] junto a otros componentes citosolicos [42, 43]. Las
glicosiltransferasas poseen un motivo dibasico en su dominio citoplasmético. Para las GTs de
ganglidsidos, se ha demostrado que este motivo permite su interaccion con Sarl [44, 45], de
modo que son selectivamente transportadas hasta el complejo de Golgi en donde contribuyen a
la maduracion de proteinas y con la sintesis de esfingolipidos.

El complejo de Golgi esta constituido por una serie de cisternas apiladas organizadas en
regiones denominadas cis-, medial- y trans-, que se consideran proximales al inicio de la via
secretora, y una region distal denominada TGN (trans Golgi Network), desde donde se
distribuyen las proteinas hacia la membrana plasmatica y los endosomas (Revisado en [46]).
Las vesiculas COPII que llegan desde el reticulo endoplasmico funden con las membranas del
cis-Golgi (cis Golgi Network) y depositan las moléculas cargo que transitan desde esta region
hacia el TGN para su posterior salida del complejo de Golgi. Este transporte ha sido
denominado anterdgrado, mientras que el trafico en la direccién contraria mediado por vesiculas
COPI ha sido denominado transporte retrégrado (revisado en [47]). Los dos mecanismos
propuestos para el transporte de lipidos y proteinas se encuentran esquematizados en la Figura
4,

Cisternas del .
A complejo de Golgi B conc1sllzj:3ngz (éeollgi
. & & e & & & &
~+0 RE O 0O O OO0 O
SN N N N A
> )
O~ O~
00 24 PP P 00 2y 3
@]
el MOM
P A Y N AT
PN ALY A s
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Figura 4. Representacion esquematica de los modelos propuestos para el transporte de lipidos y
proteinas. A. Modelo de maduracion cisternal. Cada cisterna del complejo de Golgi madura a medida
gue migra en sentido cis a trans. Las proteinas residentes en cada cisterna son mantenidas a través de
transporte vesicular retrégrado mediado por las vesiculas COPI. B. Modelo de transporte vesicular. Las
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cisternas del complejo de Golgi son estaticas y el trafico de lipidos y proteinas ocurre mediante vesiculas
COPII que dirigen el transporte anterégrado y vesiculas COPI que dirigen el transporte retrégrado.
(Molecular Biology of the Cell, 4ta edicion).

El mecanismo mediante el cual las enzimas residentes del complejo de Golgi quedan retenidas
mientras que otras contindian su camino en la via exocitica, ha sido objeto de estudio durante
muchos afios y han sido postulados diversos mecanismos que estarian involucrados en este
proceso. Para el caso de las glicosiltransferasas, estudios en levaduras revelan la presencia de un
motivo conservado en su dominio citoplasmatico, que estaria implicado en el mecanismo de
retencion de las mismas [48]. No obstante, este motivo solo esta presente en el 12% de las
glicosiltransferasas de mamiferos, por lo que no seria el mecanismo principal de retencién en
células eucariotas superiores (Revisado en [20]). Inicialmente, se postularon dos modelos para
explicar este fendmeno. Por un lado, Bretscher y Munro observaron que el espesor de las
membranas biolégicas aumenta con el incremento gradual en las concentraciones de colesterol y
esfingolipidos, desde el reticulo endoplasmico hacia la membrana plasmética. A su vez, las
proteinas residentes en el complejo de Golgi poseen en general, un dominio transmembrana mas
corto que las residentes en membrana plasmatica. Esto llevd a postular que el dominio
transmembrana determinaria el transporte y retencién en el complejo de Golgi. La presencia de
dominios transmembrana largos en membranas de poco espesor seria energéticamente
desfavorable por la exposicién de aminoacidos hidrofobicos en el espacio citoplasmatico, de
modo que éstos serian segregados hacia regiones con altas concentraciones de colesterol y
esfingolipidos, en donde el espesor de la membrana es mayor. Posteriormente, serian
transportadas hacia la membrana plasmatica [49].

Por otra parte, se sugirié el modelo conocido como “Kin recognition” para explicar la retencion
de las glicosiltransferasas en el complejo de Golgi. Este modelo postula que las enzimas
formarian grandes agregados con otros miembros de la familia que impedirian su entrada en las
vesiculas exociticas y por lo tanto su salida de esta organela [23].

Estudios recientes postulan que el dominio hidrofébico de proteinas transmembrana tipo 1l
determinaria la retencion o exclusion del complejo de Golgi. En general, hemi-dominios
exopladsmicos (la mitad del dominio transmembrana que esta hacia el lado lumenal o
extracitoplasmatico) cortos y voluminosos determinarian la retencion en el complejo de Golgi,
mientras que dominios largos y menos voluminosos determinarian la localizacién en la
membrana plasmatica [50, 51].

Localizacion sub-Golgi de las glicosiltransferasas

Se ha postulado que el procesamiento y la maduracion de proteinas serian secuenciales durante
su paso por la via secretora. Las glicosiltransferasas involucradas estarian distribuidas en el
complejo de Golgi, desde la regidn cis- hacia la region trans-, de acuerdo al orden en el que
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actlan en la via de procesamiento [52], aunque se ha demostrado cierto grado de solapamiento
entre ellas [23]. Esta situacion es diferente para las glicosiltransferasas que sintetizan
glicolipidos. En este caso, las enzimas actlan secuencialmente pero este orden no depende
necesariamente de su distribucion espacial sino de su afinidad por los sustratos donores y
aceptores (revisado en [20]). La localizacidn de las glicosiltransferasas de gangliésidos se ha
visto distribuida en regiones proximales del complejo de Golgi, como por ejemplo para Gal-T1,
Sial-T1y Sial-T2, y en regiones distales para otras como GalNAc-T y Gal-T2 [14] aunque esta
localizacion puede variar en distintas lineas celulares [53].

Estudios en células CHO-K1 utilizando los dominios N-terminales de Sial-T2 y GalNAc-T
revelaron que la localizacién sub-Golgi esta determinada por los tallos citoplasmaticos de estas
enzimas y que los dominios transmembrana no estarian involucrados. El intercambio entre los
dominios citoplasmaticos de estas dos proteinas determina la localizacion proximal o distal de
las mismas en el complejo de Golgi [54]. Esto sugiere un rol dual del tallo citoplasmético ya
gue no solo contiene el motivo dibasico, sino que ademas contiene la informacion que
determina la localizacion sub-Golgi. Uliana y colaboradores postularon que la localizacion de
Sial-T2 en la region proximal del Golgi podria estar mediada por un mecanismo de retencion
activo, a través de la interaccion de su dominio citoplasmatico con otra proteina proximal que
no interaccionaria con GalNAc-T. Hasta el momento, este mecanismo no ha sido identificado
como tampoco lo ha sido una secuencia especifica determinante de esta localizacion.

Complejos funcionales de las glicosiltransferasas

La formacion de complejos funcionales ha sido demostrada para glicosiltransferasas de
gangliésidos que actGan sucesivamente en la biosintesis de estos glicolipidos. Especificamente,
las enzimas GalNAc-T y Gal-T2, concentradas en la regién distal del complejo de Golgi,
interaccionan fisicamente para formar un complejo funcional que cataliza la sintesis de producto
con mayor eficiencia que la de sus componentes aislados [55]. Las glicosiltransferasas Gal-T1,
Sial-T1 y Sial-T2, concentradas en la region proximal del complejo de Golgi, también forman
un complejo multienzimatico en células CHO-K1 [24]. La formacion de complejos especificos
varia de acuerdo a la linea celular como asi también la localizacion subcelular. A diferencia de
lo reportado en células CHO-K1, Sial-T2 se localiza en la misma region que GalNAc-T en
células F-11A e interacciona fisicamente con ella'y no con Sial-T1 [53].

La interaccion fisica entre estas enzimas permanece en ausencia de sus dominios cataliticos
lumenales y para el complejo GalNAc-T/Gal-T2 se ha demostrado que ocurre incluso en
ausencia del dominio citosolico [55]. Esto sugiere que el dominio transmembrana participa, al
menos en parte, de la formacion de estos complejos aunque la participacién de los dominios C-
terminales no puede descartarse.
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También se ha reportado la presencia homo-dimeros para algunas glicosiltransferasas que, al
igual que los complejos mencionados anteriormente, se forman en el reticulo endopladsmico. Se
ha postulado que muchos de ellos estarian formados mediante puentes disulfuro entre cisteinas
localizadas tanto en la region lumenal como en la regién transmembrana (Revisado en [22]). No
obstante, no han sido identificadas secuencias especificas como tampoco modificaciones post-
traduccionales que pudieran mediar la formacion de los hetero-complejos entre las
glicosiltransferasas de gangliésidos mencionados anteriormente.

Modificaciones post-traduccionales de las glicosiltransferasas

N-glicosilacion. Las glicosiltransferasas al igual que muchas otras proteinas son glicosiladas
post-traduccionalmente [56]. La glicosilacion de proteinas asiste al plegamiento correcto de las
mismas a través del sistema de chaperonas calnexina-calreticulina (Revisado en [57]). También
se ha reportado que podria afectar la solubilidad o polaridad de las proteinas y que estaria
involucrada en las interacciones entre receptores y ligandos que desencadenan las vias de
sefializacién intracelular [58] o regulan los procesos de endocitosis y exocitosis [59].

Para el caso de las glicosiltransferasas de ganglidsidos (GGTs) se ha demostrado que la N-
glicosilacion seria fundamental para su actividad y localizacion subcelular [16, 60-62], ya que
muchas de ellas quedan retenidas en el reticulo endoplasmico en ausencia de esta modificacion,
posiblemente como consecuencia del reconocimiento por parte de la maquinaria de control de
calidad presente en esta organela [63].

Fosforilacién. Otra modificacion post-traduccional identificada en las glicosiltransferasas es la
fosforilacion. Esta modificacion se ha reportado tanto en la region citoplasmatica [64] como en
la region lumenal de miembros de esta familia. En este Gltimo caso se ha propuesto que podria
estar catalizada por la Caseina kinasa Il residente en el complejo de Golgi [65]. La
incorporacién de fésforo radioactivo fue demostrada para las GGTs Sial-T1, Sial-T2, Sial-T3 y
GalNAc-T mediante ensayos in vitro [66, 67]. Se ha postulado que la fosforilacion de GalNAc-
T y Sial-T4 cumpliria un rol regulatorio en la sintesis de GM1. Estudios en células de
neuroblastoma de rata revelaron que la activacion de las kinasas PKC (Proteina Kinasa C) y
PKA (Proteina Kinasa A) provoca una estimulacion en la actividad de GalNAc-T y una
inhibicion de la actividad de Sial-T4 [68]. Como resultado, la fosforilacion provocaria un
incremento en los niveles de GM1 en la célula, lo cual resulta interesante ya que la regulacion
en la composicion de ganglidsidos se ha visto implicada en los procesos de diferenciacién
celular [69-74].

Hasta el momento no han sido reportadas otras modificaciones post-traduccionales en la familia
de las glicosiltransferasas.
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Otras proteinas transmembrana tipo I1: SNARESs transmembrana

Las SNAREs (Soluble N-ethylmaleimide Attachment Protein Receptor) son proteinas cruciales
en el proceso de fusién de membranas. Estas proteinas aportan la fuerza necesaria y la
especificidad en la fusion de vesiculas con las membranas blanco [75, 76]. Muchas de ellas son
proteinas transmembrana tipo Il con un dominio citoplasmatico helicoidal que les permite
unirse especificamente a otras SNARES, de esta manera, forman un complejo altamente estable,
critico para la fusion de las membranas [75].

Muchas SNAREs transmembrana poseen residuos de cisteina del lado citoplasmatico,
adyacentes al borde transmembrana o embebidos en el mismo, que estan S-aciladas [77-79]. En
nuestro laboratorio, se ha descripto que la S-acilacion de SNAREs transmembrana en la
levadura Saccharomyces cerevisiae esta catalizada por un tnica enzima, Swfl. La funcién de la
S-acilacion en estas proteinas no se conoce, excepto para la SNARE endosomal Tlgl, en la cual
jugaria un rol importante en su estabilidad previniendo su reconocimiento por parte de la
maquinaria de ubiquitinacion y posterior degradacion en la vacuola [77].

En cuanto a SNAREs de mamiferos, solo para Sintaxina 7 se ha propuesto que la S-acilacién
seria necesaria para su reciclado entre endosomas y la membrana plasmatica [80]. La enzima
involucrada en su modificacion aln no ha sido identificada, aunque se presume que podria ser
mas de una.

Un estudio global del palmitoil-proteoma de S. cerevisiae sugiere que Swfl seria capaz de
modificar a dos manosiltransferasas, aunque esto no ha sido corroborado de manera
independiente. Para glicosiltransferasas de mamiferos no se han reportado modificaciones
lipidicas, aunque es interesante que muchas de ellas posean cisteinas que podrian ser sustrato de
la S-acilacion (ver resultados del capitulo I).

S-acilacion de proteinas

La S-acilacién de proteinas es una modificacién post-traduccional que consiste en la adicion de
moléculas lipidicas de cadena larga sobre residuos de cisteina a través de un enlace tioéster. Por
lo general, el lipido adicionado es palmitato (C16), motivo por el cual esta modificacion es
comunmente llamada palmitoilacion (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de la S-acilacion y de-acilacion de proteinas. PAT: Palmitoiltransferasa (Protein
Acyl Transferase), APT: Tioesterasa (Acyl Protein Thioesterase), Acil-CoA: sustrato donor, Proteina:
sustrato aceptor.

La S-acilacion, a diferencia de otras modificaciones lipidicas descriptas, es reversible y por lo
tanto susceptible a ser regulada. La de-acilacion de proteinas estd catalizada por tioesterasas
solubles que escinden el enlace tioéster entre el palmitato y la cisteina. Las primeras enzimas
identificadas fueron denominadas APT1 [81] y APT2 [82]. Recientemente las enzimas de la
familia ABHD17 fueron identificadas como nuevas tioesterasas que catalizarian la de-acilacion
de sustratos no reconocidos por las APTs [83].

Otra caracteristica particular de la S-acilacion es que se encuentra tanto en proteinas periféricas
como integrales de membrana, mientras que otras modificaciones lipidicas, como la N-
miristoilacion y la prenilacidn, estan presentes casi exclusivamente en proteinas periféricas.

Las primeras proteinas S-aciladas fueron descriptas hace méas de 40 afios [84, 85] pero las
enzimas que catalizan esta modificacién no fueron descubiertas hasta el afio 2002. Inicialmente
se crey0 que esta modificacion ocurria de manera espontanea en las células ya que, debido a la
alta reactividad del palmitoil-CoA, algunos péptidos y proteinas son capaces de autoacilarse in
vitro en ausencia de factores celulares [86, 87]. Esto, junto a numerosas dificultades para
identificar y purificar una enzima con actividad palmitoiltransferasa, promovié durante muchos
afios la idea de que la S-acilacion ocurria sin necesidad de una catalisis enzimatica pero
finalmente, fueron ensayos genéticos en S. cerevisiae los que permitieron identificar a las
primeras palmitoiltransferasas. Estas enzimas son proteinas integrales de membrana localizadas
en distintos compartimentos celulares que se caracterizan por poseer un dominio rico en
cisteinas con el motivo conservado DHHC (Acido Aspartico-Histidina-Histidina-Cisteina). En
S. cerevisiae existen siete palmitoiltransferasas mientras que en humanos se han identificado
veintitrés miembros de esta familia.

Sustratos de la S-acilacion

Estudios globales de los palmitoil-proteomas han permitido la identificacion de numerosos
sustratos en distintos organismos, lineas celulares y tejidos de diversas especies [78, 79, 88-92].
En un trabajo reciente, Blanc y colaboradores estiman que el porcentaje de proteinas sustrato de
la S-acilacion en el proteoma humano es aproximadamente un 10% siendo la gran mayoria
proteinas periféricas de membrana [93]. En estos casos, la S-acilacion suele estar acompafiada
de otra modificacion lipidica, como la farnesilacién o la N-miristoilacion, que permiten la
interaccion transiente con la membrana en la que se encuentra su palmitoiltransferasa.
Alternativamente, algunas proteinas poseen un dominio polibasico que cumple esta funcion.

El anclaje estable de proteinas periféricas a las membranas biol6gicas ocurre luego de la S-
acilacién, aunque otros roles mas complejos también han sido reportados.
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Por otra parte, proteinas integrales de membrana también estan S-aciladas pero la funcién de
esta modificacion no es tan clara. No obstante, se ha visto asociada a su localizacion subcelular,
su funcidn, interaccion con otras proteinas y estabilidad de las mismas (ver la seccion
“Funciones de la S-acilacion™).

Blanc y colaboradores estiman que cerca del 16 % de las proteinas S-aciladas corresponde a
proteinas con un Unico paso transmembrana, entre estas, las proteinas transmembrana tipo |
estarian particularmente enriquecidas. Los autores postulan que para proteinas transmembrana
en general, la S-acilacion ocurriria principalmente en el extremo C-terminal de las mismas [93]
pero esto no incluye a proteinas transmembrana tipo 11, ya que esta modificacion ocurre del lado
citoplasméatico y el extremo C-terminal en este tipo de proteinas es lumenal o
extracitoplasmatico. En estos casos se ha visto que la S-acilacion suele ocurrir sobre residuos de
cisteina que se encuentran del lado citoplasmatico, adyacentes al dominio transmembrana o
incluso embebidos en el mismo. A pesar de que se conoce la palmitoiltransferasa que modifica
proteinas transmembrana tipo Il en S. cerevisiae (Swfl) [77], su ortélogo en mamiferos aln no
ha sido identificado.

Familia de las proteinas DHHC

Las Palmitoiltransferasas o PATs (Protein Acyl Transferasas) son una familia de proteinas
caracterizadas por poseer un dominio rico en cisteinas (CRD: Cystein Rich Domain), de unos 50
aminoécidos, con el motivo DHHC (Acido Aspartico-Histidina-Histidina-Cisteina) conservado
[94]. Estas enzimas catalizan la transferencia de un grupos acilo a partir del sustrato donor Acil-
CoA hacia cisteinas presentes en numerosas proteinas gque actan como sustrato aceptor. El
descubrimiento de las primeras PATs fue a través de ensayos genéticos en S. cerevisiae.
Mediante un rastreo genético, Robert Deschenes demostré que Erf2 es necesaria para la S-
acilacion de la GTPasa Ras en esta levadura [95]. En ese trabajo se describié que Erf2 es una
proteina localizada en el reticulo endoplasmico, con cuatro pasos transmembrana y con un
dominio rico en cisteinas conteniendo el DHHC. Erf2 interacciona fisicamente con Erf4, una
proteina soluble necesaria para la actividad palmitoiltransferasa de la enzima tanto in vivo como
in vitro, de modo que ambas formarian un complejo con actividad palmitoiltransferasa sobre
Ras [95, 96]. Por otra parte, Akrl fue identificada como la PAT necesaria para la S-acilacion de
la Caseina Kinasa Yck2 (Yeast Casein Kinase), también en S. cerevisiae. Al igual que Erf2,
Akrl es una proteina con multiples pasos transmembrana, seis en este caso, y contiene un
dominio rico en cisteinas con el motivo DHYC (Acido Aspartico-Histidina-Tirosina-Cisteina)
[97].

En ambos trabajos se estableci6 la relacion enzima-sustrato mediante ensayos in vitro y se
demostr6 que Erf2/Erf4 y Akrl son capaces de catalizar la S-acilacion de Ras y Yck2,
respectivamente, como asi también su autoacilacion. Ademas mostraron que la mutacion de la
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cisteinas de los motivos DHHC y DHYC por alaninas (DHHA y DHYA) inhibe la S-acilacion
de los sustratos y la autoacilacion, lo que llevé a postular que éste seria el sitio catalitico de las
palmitoiltransferasas y que la reaccion ocurriria en dos pasos, una autoacilacion de la PAT en la
cisteina del motivo DHHC vy la posterior transferencia del acilo hacia el sustrato aceptor.

La caracterizacion de estas enzimas permitio establecer a la S-acilacion como una modificacién
enzimatica e impulsé la basqueda de nuevo miembros de la familia de proteinas DHHC tanto en
levaduras como en eucariotas superiores.

La topologia de estas enzimas se estudié utilizando como modelo a Akrl [98] y se establecid
que el dominio DHYC se encuentra del lado citoplasmatico, entre el segundo y tercer dominio
transmembrana, caracteristica compartida por todas las PATSs [94] (Figura 6).

Akr1

n Extracitoplama
' \J

& |
& \wﬁ

Citoplasma

Figura 6. Topologia de Akrl de Saccharomyces cerevisiae. Topologia de la S-aciltransferasa Akrl
determinada experimentalmente por Politis y colaboradores [98]. En este esquema fue incluido el motivo
conservado en el dominio C-terminal de las Palmitoiltransferasas (PaCCT) [99].

Ademas del dominio DHHC, estas proteinas presentan otras regiones altamente conservadas,
como el motivo DPG (Acido Aspartico-Prolina-Glicina) cercano al dominio transmembrana dos
y el motivo TTXE (Treonina-Treonina-x-Acido Glutdmico) adyacente al dominio
transmembrana cuatro [94], de los cuales no se conoce la funcién. EI motivo PaCCT
(Palmitoyltransferases Conserved C-terminus), presente en el extremo C-terminal de las
palmitoiltransferasas, fue descripto en nuestro laboratorio y consiste en dieciséis aminoacidos
conservados. La funcién de este motivo no se conoce pero Gonzalez-Montoro y colaboradores
mostraron gue es necesario para la actividad palmitoiltransferasa de al menos dos PATSs de S.
cerevisiae [99].

Con la identificacion del dominio DHHC se postul6 que éste podria ser un sitio de union a
metales por su similitud a dominios de union a zinc previamente descriptos [100]. Sin embargo,
no fue hasta el afio 2014 que logré demostrarse esta hipotesis. Estudios realizados en nuestro
laboratorio permitieron establecer al dominio DHHC como un sitio de unién a zinc con una
estructura no descripta hasta el momento. Mediante un rastreo genético en S. cerevisiae,
Gonzalez-Montoro y colaboradores identificaron mutantes de Swfl carentes de actividad
palmitoiltransferasa. A fin de estudiar la funcién de estos aminoacidos esenciales, llevaron a
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cabo un modelado estructural por homologia in silico del dominio DHHC de Swfl que predijo
una estructura del tipo de dedos de zinc con dos bolsillos, cada uno coordinando un atomo de
este metal. Mediante la medicion por espectrometria de masas de los moles de zinc presentes en
muestras del dominio purificado, demostraron que el DHHC es un sitio de unién a zinc con una
relacién 2:1 del metal con respecto a la proteina. En este caso, la unién a metales cumple un rol
estructural no involucrado en la funcién catalitica [101].

Con respecto al lipido transferido, se ha reportado que la S-acilacion de proteinas es
heterogénea en tejidos y células en cultivo pero el palmitato es el principal lipido adicionado
[102-104]. Estudios de la especificidad de las PATs con respecto al acil-CoA que transfieren,
han arrojado resultados consistentes con la variabilidad encontrada in vivo. La especificidad de
Erf2/Erf4 se evalué mediante ensayos de competencia in vitro en los que se analizé la capacidad
de acil-CoAs frios para competir con palmitoil-CoA radioactivo por su incorporacion en el
sustrato Ras [95]. Acil-CoAs de cadena larga, saturados e insaturados (C16:0, C16:1, C18:0,
C18:1) fueron los que lograron mayor inhibicion en la incorporacion de radioactivo.

Un estudio mas reciente sugiere que las PATs de mamiferos DHHC2 y DHHC3 tendrian una
especificidad diferencial con respecto al acil-CoA que transfieren. Se mostr6 que DHHC2 seria
capaz de autoacilarse y transferir acil-CoAs de cadena larga (entre 14 y 20 carbonos de largo)
mientras que DHHC3 solo podria hacerlo eficientemente utilizando miristoil-CoA (C:15) y
palmitoil-CoA (C:16) [105].

Ensayos con glicoproteinas virales sugieren que existiria una S-acilacion diferencial de las
cisteinas dependiendo de su posicién con respecto al dominio transmembrana, siendo
palmitoiladas aquellas que se encuentren del lado citoplasmatico, fuera del TMD Yy esteroiladas
aquellas que se encuentren dentro del TMD y embebidas en la membrana [106, 107]. Los
autores sugieren que la S-acilacién de estas cisteinas podria estar catalizada por enzimas
diferentes, con distintas especificidades en el reconocimiento del lipido transferido y de la
localizacion de la cisteina a modificar [107].

Otros miembros de la familia DHHC

Swfl, Pfa3, Pfa4, Pfa5 y Akr2 son los miembros restantes de familia DHHC de S. cerevisiae
pero para las dos Gltimas atn no se conoce la funcién.

Pfa3 esta localizada en la membrana vacuolar y cataliza la S-acilacién de Vac8, una proteina
soluble y N-miristoilada que se encuentra en la membrana de las vacuolas y que es requerida en
los procesos de fusion y herencia vacuolar [108, 109]. La ausencia de Pfa3 in vivo disminuye
los niveles de S-acilacion de Vac8 pero no la elimina completamente, sin embargo, estos niveles
reducidos son suficientes para provocar una fragmentacion vacuolar en condiciones de estrés
[110].
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Pfa4 esta localizada en el reticulo endoplasmico y cataliza la S-acilacién de sustratos con
multiples pasos transmembrana, como las Permeasas de Aminoécidos [78] y la Sintetasa 3 de
quitina (Chs3) [111]. Chs3 cataliza la sintesis de la quitina, un polisacarido de N-
acetilglucosamina presente en la pared celular de las levaduras. Esta enzima requiere de la S-
acilacion para su transporte hacia la membrana plasmatica, donde ejerce su funcion. En ausencia
de Pfad, Chs3 no es S-acilada y queda retenida en el reticulo endoplasmico, lo que impide la
sintesis de quitina [111].

Finalmente, Swfl es la palmitoiltransferasa que modifica a SNAREs transmembrana en
levaduras. En el afio 2005 Valdez-Taubas y Pelham mostraron que en ausencia de esta enzima o
en presencia de una mutante inactiva (DHHA), las SNAREs Sncl, Syn8 y Tlgl no son S-
aciladas in vivo [77].

Un estudio posterior del palmitoil-proteoma de S. cerevisiae mostré que Swfl, es necesaria para
la modificacion de otras SNARES transmembrana, ademas de las descriptas inicialmente, y de
dos manosiltransferasas [78]. A pesar de que no se CONOCE uUna Secuencia consenso para esta
modificacion, en todos estos casos la S-acilacion ocurre sobre cisteinas adyacentes al dominio
transmembrana. Estudios realizados en nuestro laboratorio indican que esta topologia es un
requerimiento para el reconocimiento por parte de Swfl [112].

En cuanto a las PATs de mamiferos (denominadas DHHC1-24), el primer analisis global fue
realizado en el afio 2004. Fukata y colaboradores estudiaron la incorporacién de palmitato sobre
PSD-95 y SNAP-25 en células HEK293 y Cos7, sobreexpresando cada uno de los miembros de
la familia DHHC [113]. PSD-95 es una proteina de andamiaje neuronal que acopla receptores
con enzimas de sefializacion en las membranas post-sinapticas, funcion para la cual requiere de
la S-acilacion [114]. Este analisis revel6 un incremento sustancial en los niveles de palmitato
incorporado por PSD-95 ante la sobreexpresion de DHHC2, -3, -7 y -15, siendo DHHC15 la
que logré un mayor incremento. Por su parte, SNAP-25, una SNARE implicada en la liberacion
de neurotransmisores [115], mostré un incremento en la incorporacion de palmitato ante la
sobreexpresion de estas PATs pero también ante la sobreexpresién de DHHC2 y DHHCL17, lo
gue llevé a postular que algunos miembros tendrian cierta especificidad por el sustrato que
modifican.

En el afio 2004 también se reporté que DHHC3 cataliza la S-acilacion de la subunidad y2 de los
receptores del &cido y—aminobutirico (GABA)A [116] y que DHHC17, también llamada HIP14
(Huntingtin Interacting Protein 14), modifica a la proteina Huntingtina [117]. DHHC17 es una
PAT neuronal localizada en el aparto de Golgi que fue inicialmente identificada por su
interaccion con Huntingtina (htt), proteina implicada en la patogénesis de la enfermedad de
Huntington. Huang y colaboradores mostraron ademas que HIP14 tiene actividad
palmitoiltransferasa sobre el dominio N-terminal de htt y otras proteinas neuronales como
GAD-65, Sinaptotagmina I, SNAP-25 y PSD-95 [117]. En estos estudios se reporté que estas
PATSs también serian capaces de autoacilarse in vitro.
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Funciones de la S-acilacion

Para el caso de las proteinas solubles, la S-acilacion ha sido ampliamente asociada a su anclaje
estable en membranas, ya que aumenta su hidrofobicidad y por lo tanto su afinidad por las
membranas bioldgicas. Sin embargo, otros roles mas complejos también han sido reportados
para este tipo de sustratos, como por ejemplo la particion a dominios especificos [118].

La S-acilacion de sustratos solubles por lo general ocurre sobre cisteinas que se encuentran
proximas a regiones que interaccionan con las membranas, ya sea por la presencia de una
modificacion lipidica previa, como N-miristoilacion o prenilacion, o a la presencia de un
dominio polib&sico. Esta interaccion es debil y transiente pero suficiente para permitir el
encuentro con la PAT transmembrana.

Se ha postulado que la S-acilacién podria cumplir un rol regulatorio en este tipo de sustratos, ya
que la vida media de esta modificacion es mucho menor que la vida media de muchas proteinas,
sugiriendo la existencia de ciclos de S-acilacion/de-acilacion. Un caso bien estudiado es el de
las proteinas H-Ras y N-Ras. Estas proteinas son GTPasas pequefias involucradas en la
regulacion del crecimiento, diferenciacion y muerte celular [119-121]. La S-acilacion regularia
el flujo constante de Ras entre la membrana plasmatica y el sistema de endomembranas v,
mediante ciclos de S-acilacion/de-acilacion, mantendria su distribucion subcelular [122-124].
Este ciclo también ha sido descripto para otras proteinas solubles como GAD-65, la sintetasa del
acido y-aminobutirico (GABA) [82, 125] y para PSD-95 [126]. En este Gltimo caso, se ha
propuesto que la S-acilacién regularia la fuerza y la plasticidad sindptica en las neuronas.

Por otra parte, proteinas transmembrana con uno o multiples pasos transmembrana también son
sustratos de la S-acilacion. Para este tipo de proteinas la funcidn de esta modificacion no es tan
evidente ya que no requieren de modificaciones lipidicas para su anclaje en las membranas
biolégicas. Sin embargo, algunas de ellas como canales idnicos y receptores de membrana, son
modificados sobre cisteinas que se encuentran en los dominios citoplasmaticos alejados de las
membranas, de manera similar a la S-acilacion de proteinas periféricas. En estos casos se ha
propuesto que la S-acilacion generaria un sitio adicional de interaccion con las membranas
[127] v, al igual de lo que ocurre en proteinas solubles, podrian sufrir ciclos de S-acilacion/de-
acilacion, como se ha descripto para el receptor de manosa-6-fosfato [128].

Por otra parte, se ha postulado que la S-acilacion de proteinas transmembrana podria regular su
interaccion con dominios especificos de las membranas incrementando su afinidad por aquellos
ricos en colesterol y esfingolipidos [129], aunque también se ha reportado que podria tener un
efecto negativo en la particion a estos dominios. El receptor de la toxina del antrax TEM8, por
ejemplo, es segregado fuera de los dominios ricos en colesterol, donde se encuentra su
ubiquitina ligasa, cuando esta S-acilado. De este modo, en ausencia de esta modificacion, el
receptor particiona a estos dominios donde es ubiquitinado para su posterior degradacion en los
lisosomas [130]. Este tipo de regulacién también ha sido reportada para proteinas como la
chaperona Calnexina y la Tiroredoxina transmembrana TMX, en las que la S-acilacion regularia
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su afinidad por un dominio especifico de la membrana del reticulo endoplasmico asociada a las
mitocondrias [131]. Estos efectos podrian relacionarse a la afinidad del palmitato por los
dominios lipidicos [132] o a cambios conformacionales en las proteinas [133].

Otra funcién importante de la S-acilacion en proteinas transmembrana incluye la regulacién de
las interacciones proteina-proteina. Para el caso de la chaperona Calnexina, esta modificacién
cumple otro rol importante regulando su interaccién con miembros de un super complejo que
incluye al translocon, al ribosoma y a una oligosacariltransferasa [134]. El receptor de manosa-
6-fosfato también necesita estar S-acilado para interaccionar con el complejo retrémero y poder
reciclar desde endosomas tardios hacia Golgi. En ausencia de esta modificacién, el receptor es
transportado hacia los lisosomas donde es degradado [128, 135]. De este modo, la S-acilacion
afecta de manera indirecta el tréfico y la estabilidad de esta proteina.

Otro ejemplo son los complejos multiproteicos de tetraspaninas e integrinas que requieren de la
S-acilacion para su formacién [133], aunque en otros casos, como el de proteina de adhesion
celular neural (NCAM), su dimerizacion se ve disminuida cuando la proteina esta S-acilada
[136].

También se ha reportado una inter-modulacion entre la S-acilacién y otras modificaciones post-
traduccionales, como fosforilacion y ubiquitinacion. En este Ultimo caso, jugaria un rol indirecto
en la estabilidad de las proteinas, como se ha visto por ejemplo para la SNARE endosomal de S.
cerevisiae, Tlgl. Esta SNARE esta acilada sobre dos cisteinas adyacentes al dominio
transmembrana y la ausencia de esta modificacion es reconocida por la ubiquitina ligasa Tull,
lo que resulta en su ubiquitinacion y posterior degradacién en la vacuola [77]. Algo similar
ocurre con la proteina relacionada al receptor de lipoproteina 6 (LRP6) [137], con rodopsina
[138], con el receptor CCR5 [139] y con el receptor de la toxina del antrax TEM8 [130]. Sin
embargo, para la ubiquitina ligasa Gp78 ocurre lo contrario, la S-acilacion de esta proteina
promueve la disminucion de su vida media [140].

La regulacion entre fosforilacion y S-acilacion ha sido reportada para los canales de potasio BK.
Estos canales son S-acilados en su dominio STREX promoviendo su interaccion con la
membrana. Esto a su vez, provoca un cambio conformacional en la proteina que impide que sea
fosforilada e inhibida por la quinasa PKC. Otra quinasa, PKA, fosforila la version S-acilada del
canal provocando su de-acilacion. De esta manera, el dominio STREX pierde su union a la
membrana y el canal es nuevamente susceptible a ser fosforilado e inhibido por PKC [141].
Finalmente, la funcion de la S-acilacion en proteinas transmembrana también ha sido implicada
en la conformacion de la proteina. En S. cerevisiae, la sintetasa de quitina Chs3 se localiza en la
membrana plasmaética pero queda retenida en el reticulo endoplasmico cuando no esta S-acilada.
Se ha propuesto que esta modificacion seria necesaria para el plegamiento correcto de la enzima
y, en su ausencia, la maquinaria de control de calidad de proteinas del reticulo endoplasmico
impediria su salida hacia la membrana plasmatica [111].

Por otro lado, un estudio reveld que la S-acilacion es capaz de afectar la orientacion de péptidos
sintéticos reconstituidos en liposomas y se ha propuesto que podria afectar la inclinacion de los
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dominios transmembrana respecto al plano de la membrana [142]. Un ejemplo de esto es LRPS6.
Esta proteina se localiza en la membrana plasmatica y estd S-acilada en una o dos cisteinas
adyacentes a su Unico dominio transmembrana. En este caso, el DTM seria més largo que el
promedio y, debido a que el espesor de la membrana del reticulo endoplasmico es menor al de la
membrana plasmatica, en ausencia de la S-acilacion quedarian expuestos residuos hidrofébicos
al medio acuoso. Esto seria energéticamente desfavorable y, por lo tanto, reconocido por la
maquinaria de control de calidad del reticulo endoplasmico. Por el contrario, la S-acilacion
provocaria una inclinacion del DTM capaz de aliviar este problema [137].
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Figura 7. Representacidn esquematica de las funciones de la S-acilacion. A. Ciclo de S-acilacion/de-
acilacion en proteinas solubles. B. Funciones de la S-acilacién descriptas para proteinas integrales de
membrana.
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Planteo General del Problema y Objetivos

La S-acilacion de proteinas es una modificacion post-traduccional importante que participa en
numerosos procesos de relevancia bioldgica. Estudios de los palmitoil-proteomas han
contribuido a su identificacion en proteinas cruciales para el funcionamiento normal de la
célula. Muchas de ellas se encuentran enriquecidas a nivel del sistema nervioso central y el rol
de la S-acilacion es clave en procesos de transmisién y plasticidad sinaptica. Incluso, la ausencia
de algunas palmitoiltransferasas ha sido asociada al desarrollo de neuropatias como la
esquizofrenia y el retardo mental.

El conocimiento de los sustratos de S-acilacion y la funcion de esta modificacion en las
proteinas aceptoras ha sido creciente en los Ultimos afios pero para muchas de ellas, el rol que
desemperia la S-acilacion ain se desconoce.

Las glicosiltransferasas catalizan la glicosilacion de lipidos y proteinas. Aquellas involucradas
en la sintesis de gangliésidos cumplen un rol fundamental en los procesos de desarrollo y
diferenciacion celular, ya que determinan la composicion de gangliosidos especificos presentes
en la membrana plasmatica. Las SNARESs transmembrana por su parte, presentan la misma
topologia que las glicosiltransferasas y se encuentran S-aciladas, aunque la informacion respecto
al rol de su modificacion es muy escasa. En el caso de las glicosiltransferasas, al presente no se
ha estudiado si estan modificadas mediante la adicion de lipidos.

Tanto las SNAREs como las glicosiltransferasas son cruciales en procesos neuronales, de modo
que el estudio de los mecanismos involucrados en su regulacion, localizacién u otros factores
que puedan afectar su funcion resulta muy importante. El rol de la S-acilacién en proteinas
transmembrana no es tan claro pero se ha visto relacionado a la funcién, estabilidad y
localizacion subcelular de las proteinas como asi también en interacciones proteina-proteina
[133]. Para la gran mayoria de las proteinas transmembrana tipo Il se desconoce la funcion de la
S-acilacion e incluso, en algunas como las glicosiltransferasas no ha sido estudiado. Es por eso
gue nos planteamos como objetivo general para este trabajo de tesis:

Estudiar la S-acilacion de proteinas transmembrana tipo |1, especificamente glicosiltransferasas
y SNAREs, en células de mamiferos en cultivo; las enzimas involucradas en la catalisis de este
proceso Y las consecuencias funcionales de la S-acilacién en estas proteinas.

Como Objetivos Especificos nos proponemos:

e Determinar el estado de S-acilacion de glicosiltransferasas de mamiferos y estudiar los
efectos de esta modificacion en la funcion y en la localizacion sub-celular de estas
proteinas.

e Identificar las enzimas involucradas en la S-acilacion de proteinas transmembrana tipo I,
especificamente SNAREs transmembrana y glicosiltransferasas en caso de que estuvieran
S-aciladas.
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e Contribuir al estudio de las relaciones estructuras-funcion de las Palmitoiltransferasas,
utilizando como modelo de estudio la levadura S. cerevisiae. Las estrategias de este objetivo
incluyen un andlisis de la especificidad de la S-acilacion de proteinas transmembrana.
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Resultados y Discusion

CAPITULO I: S-ACILACION DE PROTEINAS
TRANSMEMBRANA TIPO Il EN CELULAS DE
MAMIFEROS

La S-acilacién de SNAREs transmembrana en células de mamiferos ha sido reportada en un
estudio del palmitoil-proteoma neuronal en el afio 2008 [79] y en células epiteliales humanas
[80]. Esta modificacion ocurre sobre residuos de cisteina que se encuentran del lado
citoplasmético de la proteina, adyacentes al dominio transmembrana o incluso dentro del
mismo. A pesar de que no se han descripto motivos de reconocimiento para la S-acilacion, esta
localizacion de las cisteinas parece ser caracteristica en proteinas S-aciladas con un solo paso
transmembrana.

Nuestras observaciones sugirieron que miembros de la familia de las glicosiltransferasas
podrian estar S-aciladas, ya que muchas de ellas poseen cisteinas con la localizacion
mencionada anteriormente, de modo que nos enfocamos en la identificacion de la S-acilacion
como modificacién post-traduccional en estas enzimas, utilizando como modelo a las
glicosiltransferasas de gangliosidos.

I A. S-acilacion de glicosiltransferasas de gangliésidos en
celulas de mamiferos

1. Las glicosiltransferasas de mamiferos poseen cisteinas conservadas
en su region N-terminal

Mediante el andlisis de la secuencia de numerosas glicosiltransferasas, observamos que muchas
de ellas poseen residuos de cisteina en su dominio N-terminal con una localizacion similar a
aquellas S-aciladas en SNAREs transmembrana (Figura 8). Esto sugiere que miembros de la
familia de las glicosiltransferasas podrian ser sustratos de la S-acilacion.

Utilizando el software Clustal Omega de la base de datos Uniprot, se realizd un alineamiento de
secuencias de las GGTs Sial-T1, Sial-T2, GalNac-T y Sial-T4 expresadas en distintos
organismos. Este ensayo reveld que los residuos de cisteinas candidatos a ser S-acilados se
encuentran conservados (Figura 9).

Debido a la alta reactividad de este aminoéacido, se ha propuesto que a lo largo de la evolucion
solo se habrian conservado aquellas cisteinas que cumplen una funcion especifica, como la
formacion de puentes disulfuro por ejemplo [143], de modo que la presencia de estos residuos
sugiere que tendrian un rol conservado en esta familia de proteinas.
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Glicosiltransferasa Dominio citoplasmatico Dominio transmembrana N° de Acceso Especie
ST3GAL2 MKCSLR VWFLSVAFLLVFIMSLLFTYS Q16824 Humano
ST3GAL2 MKCSLR VWFLSMAFLLVFIMSLLFTYS Q11205 Rata
ST3GAL3 MGLLVFVR NLLLALCLFLVLGFLYYSAW P97325 Raton
ST3GAL4 MCPAGWK LLAMLALVLVVMVWYSIS P6l1130 Chimpancé
ST6GALL MVHINVLKK FMCVLVVILIALTVCLW Q92182 Gallo
ST6GAL2 MKPHLKQWRQ GMLCGVFAWGLFFVVIFLYFT AS5SDTT4 Bovino
ST6GALNACI MRSCLWRCRHLSQG VQWSLLLAVLVFFLFALPSFI QINSC7 Humano
ST6GALNAC2 MGSPRWKR FCFLLLAAFTSSLLLYG Q92184 Gallo
ST6GALNAC3 MACILKRK SVIAVSFIAAFLFLLVVRLV Q8NDV1 Humano
ST6GALNAC4 MKAPGR LVLIILCSVVFSAVYILLCCW QI9H4F1 Humano
ST6GALNACS MKTLMRHG LAVCLVLTTMCTSLLLVYSSL Q9QYI1 Raton
ST8SIA1 MKLQGSRMWLCPRTR LPVGASALGFLILCWLYVFPG Q6DNG6 Xenopus
ST8SIA3 MRNCKMARV  ASVLGLVMLSVALLILSLISYVSL 043173 Humano
ST8SIA4 MRSIRKR  WTICTISLLLIFY Q92187 Humano
ST8SIAS MRYADPSANRDLLGNR TLLFIFICAFALVTLLQQILY P70126 Raton
GALNTI1 MRKFAYCK VVLATSLIWVLLDMFLLLYF Q29121 Cerdo
GALNT2 MRRRSR MLLCFAFLWVLGIAYYMY Q10471 Humano
GALNT4 MAVRWTWAGKSC LLLALLTLAYILVEFSVSTLYAS 008832 Ratén
GALNTI1 MGSITV RYFCYGCLFTSATWTVLLFIYFN Q921L8 Ratén
GALNTI13 MRRF VYCKVVLATSLMWVLVDVFLLLY Q8CF93 Raton
GALNTI15 MLLRKRYRHRP CRLQFLLLLLMLGCVLMMVAMLH Q8N3TI Humano
GALNTI18 MVCTRKTKTLVS TCVILSGMTNIICLLYVGWVTNY Q8K1B9 Raton
B4GALNTI1 MWLGRRA LCALVLLLACASLGLLYA Q00973 Humano
B3GALNT2 MRNWLV LLCPCVLGAALHLWLRL Q8NCRO Humano
MGAT3 MKMRRYK LFLMFCMAGLCLISFL Q09327 Humano
GBGT1 MHRRR LALGLGFCLLAGTSLSVLWVY Q8NsD6 Humano
GALNACT2 MRVSTIRSGRI CRLALCLLVLLPLLYLLA Q8MV48 Drosophila
pGANTS MCLDIWRHKKK VLPLLLLMAIGSIIYYLYTL QIVUT6 Drosophila
pGANT35A MMQIKR LLCKSCGLGTLLVAVVWLLALLF Q8MVS5  Drosophila
B4GALTI MRFREQFLGGSAAMPGATLQRACR LLVAVCALHLGVTLVYYLSG P15535 Raton
B4GALT2 MSRLLGGTLERVCKA VLLLCLLHFLVAVILYFDVYA 060909 Humano
B4GALT3 MLRRLLERPC TLALLVGSQLAVMMYLSLGGF 060512 Humano
B4GALT4 MGFNLTFHLSYK FRLLLLLTLCLTVVGWATSNYFVGAI 060513 Humano
B4GALT7 MFPSRRKAAQLPWEDGRSGLLSGGLPRKCS VFHLFVACLSLGFFSLLWLQL Q9UBV7 Humano
B3GALTI MASKVS CLYVLTVVCWASALWYLSIT QI9YSZ6 Humano
B3GALT2 MLQWRRRHCCFAKMTWNAKRSLFR THLIGVLSLVFLFAMFLFFNH 043825 Humano
B3GNT4 MLPPQPSAAHQGRGGRSGLLPKGPAMLC RLCWLVSYSLAVLLLGCLLFL Q9C0I1 Humano
B3GALTS MAFPKMR LMYICLLVLGALCLYFSMYSL Q9Y2C3 Humano
B3GALTS MKRFYGG LLVVSMCMFLTVYRYV Q8L7F9 Arabidopsis
B3GALT6 MKLLRRAWRRR AALGLGTLALCGAALLYLARCAA QI96L58 Humano
FUTI MWTPSRRQ LCLTFLLVCVLSAGSFFF 009160 Raton
SEC1 MPSDSCLLSLTVLQRLRAIC PPLSTFYLFFVIFVVSTIFHC P97353 Raton
FUT3 MYPPGCAKVKCSWHH CLPGLLLQLLLALCFFSYL QI1126 Bovino
FUT3 MDPLGAAKPQWPWRR CLAALLFQLLVAVCFFSYL P21217 Humano
FUTS MDPLGPAKPQWLWRR CLAGLLFQLLVAVCFFSYL Q11128 Humano
FUCTA MRRPKISLKK YFYLTLICALLLIFGFSL QI9VUL9 Mosca
KTR2 MQICKVFLTQVKK LLFVSLLFCLIAQTCWLALV P33550 Levadura
KTRS MLLIRRTINAFLGCIH CNLTATCILIAFVITMYVVLV P53966 Levadura
KTR7 MAIRLNPKVRRFLLDKCRQKRYG FLFLGCIFAILYCMGTWPFFA P40504 Levadura
MNNI MLALRRFILNQRSLRS CTIPILVGALIIILVLFQLV P39106 Levadura

Figura 8. Secuencia del dominio N-terminal

de glicosiltransferasas. Recopilacion parcial de la

secuencia de los dominios N-terminales de glicosiltransferasas que poseen residuos de cisteinas cercanos
al dominio transmembrana o embebidos en el mismo. Las cisteinas que podrian ser sustrato de la S-
acilacion se encuentran resaltadas. La recopilacion de las secuencias fue realizada a partir de la base de

datos Uniprot.
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Dominio Citoplasmatico

Dominio Transmembrana

Q9UNP4 | HUMAN MRRPSLLLKD ILHCLLVFGVWIL-YILKL
Q70D51 | BOVIN MRRPNLLLKD ILHCFLLLFGVWILFYILKL

Q6KB55 | PANTR MRRPSLLLKD ILHCILLVFGVWIL-YILKL

E2ROE6 | CANLF MRRPNLLLKD ILHC[LLVFGVWIL-YILKL SialT1
F7A1D7 | MACMU MRRPSLLLKD ILHCLLVFGVWIL-YILKL

088829 | MOUSE MRRPSLLIKD ICHC[LVAFGVWLL-YILIL

Q68G12 | RAT MRRPSLLLKD ILHCMLVVFGVWLL-YILKL

092185 |HUMAN MSHCEFRARRQTSRGAMAVLAWKFPRTRLPM cl chryirpv

06ZXD2 |BOVIN MSHCEFRARRHTSRGAMAVLAWKFPRTRLPV c chLyvrpv
P61642 | PANTR MSHCERARRQTSRGAMAVLAWKFPRTRLPM c chiLyIFpPV

F1PHX4 |CANLF MSHCERARRHTSRGAMAILAWKFPRTRLPV C CPLYIFPV SialT2
F6SNF2 |[MACMU MSHCERARRQTSRGAMAVLAWKFPRTRLEM c chLyiFpV

064687 |MOUSE MSHCERA-LHTSRGAMAMLARKFPRTRLPV C CPLYIFPV

P70554 | RAT MSHGEGP-LHTSRGAMAMLARKFPRTRLPV C CHLYVEPV

Q00973 | HUMAN MWLGRRA LVLLLACRSLGLLYAST

A5PJP7 | BOVIN MRLGRRA IJCYLVLLLACRSLGLLYAST

H2Q6B9 | PANTR MWLGRRA IJCRLVLLLACRSLGLLYAST

E2QYX4 | CANLF MRLGRRA I|YRLVLLLACRSLGLLYVST GalNACT
F6R9K4 | MACMU MWLGRRA LVLLVACRSLGLLYAST

009200 | MOUSE MRLDRRA LVLLLACRSLGLLYSST

Q10468 |RAT MRLDRRA LVLLLACRSLGLLYAST

016842 | HUMAN MH VWFLSVAFLLVFIMSLLFTY

Q6H8M9 | BOVIN MH VWFLSMAFLLVEVMSLLFTY

Q6KB58 | PANTR MH VWFLSVAFLLVFIMSLLFTY

E2RR49 | CANLF MH VWFLSVAFLLVFIMSLLFTY SialT4
F6XP05 | MACMU MH VWFLSVAFLLVFIMSLLFTY

011204 | MOUSE MH VWFLSMAFLLVFIMSLLFTY

011205 | RAT MH VWFLSMAFLLVFIMSLLFTY

Figura 9. Alineamiento de los Ntds de las GGTs SialT1, SialT2, GalINACT y SialT4. El alineamiento
de las secuencias primarias de los dominios citoplasmaticos de Sial-T1, Sial-T2, GalNAc-T y Sial-T4
revela la presencia de cisteinas conservadas. El analisis se llevo a cabo utilizando el software Clustal
Omega (http://www.uniprot.org/align/).

2. Los Ntds de glicosiltransferasas de gangliésidos estan S-acilados en
celulas CHO-K1

Para corroborar la hip6tesis de que las cisteinas conservadas en el dominio N-terminal (Ntd) de
las glicosiltransferasas son S-aciladas, se realiz6 el método de intercambio del grupo acilo por
biotina (descripto mas adelante), utilizando construcciones que expresan los Ntds de Sial-T1,
Sial-T2, GalNac-T y Sial-T4, fusionados a la proteina fluorescente amarilla (Yellow Fluorescent
Protein 0 YFP) o a la proteina monomérica Cherry (Figura 10 A). Como control negativo del
ensayo, solo se construyeron Ntds mutantes de GalNAc-T y Sial-T4 fusionados a mCherry, en
los cuales las cisteinas (C) candidatas a ser modificadas fueron reemplazadas por alaninas (A)
(Figura 10 B). GalNAc-T posee dos cisteinas en su dominio N-terminal, ambas embebidas en el
dominio transmembrana. Una de ellas se localiza en la posicion 9 cercana al borde
citoplasmaético y la otra estd més alejada, localizada en la posicion 17. Para determinar si uno o
ambos residuos estan S-acilados se construyeron las simples mutantes de GalNAc-T, C9A y
C17Ay la doble mutante C9A/C17A como control negativo. En el caso de Sial-T4 se muto6 la
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Unica cisteina citoplasmatica presente en el dominio N-terminal, en la posicion 3 de la proteina,
generando la mutante C3A (Figura 10 B).

Los Ntds han sido ampliamente caracterizados y se sabe que se comportan de la misma manera
que la proteina completa en cuanto a localizacién subcelular en el complejo de Golgi e
interaccién con otros miembros de la familia [54, 55].

A

Dominio Citoplasmatico Dominio Transmembrana
Sial-T1 MRRPSLLIKD ICKCTLVAFGVWLLYILIL
Sial-T2 MSPCGRARRQTSRGAMAVLAWKFPRTRLPM GASALCVVVLCWLYIFPV
GalNAc-T MWLGRRA LCALVLLLACASLGLLYA
Sial-T4 MKCSLR VWFLSVAFLLVFIMSLLFTY

B

GalNAc-T C9A MWLGRRA LAALVLLLACASLGLLYA
GalNAc-T C17A MWLGRRA LCALVLLLAAASLGLLYA
GalNAc-T C9A/C17A MWLGRRA LAALVLLLAAASLGLLYA
Sial-T4 C3A MKASLR VWFLSVAFLLVFIMSLLFTY

Figura 10. Esquema de la secuencia de los dominios citoplasmaticos de las GGTs utilizados. A.
Secuencia de los dominios citoplasmatico y transmembrana de Sial-T1, Sial-T2, GaINAc-T y Sial-T4.
Las cisteinas conservadas estan remarcadas en negrita. B. Secuencia de los Ntds mutantes de GalNAc-T y
Sial-T4, en lo cuales las cisteinas (C) fueron reemplazadas por alanina (A).

Originalmente, la identificacion de proteinas S-aciladas se realizaba mediante marcado
metabélico con H3-palmitato. Sin embargo, debido a los largos tiempos de exposicién
requeridos y a las dificultades en la deteccidn de proteinas con bajos niveles de expresion, se
han desarrollado otros métodos mas robustos, mas rapidos y menos costosos para la
identificacion de nuevas proteinas S-aciladas, como el ensayo de intercambio del grupo acilo
por biotina o ABE (por su siglas en inglés: Acyl-Biotin Exchange) [144]. En este trabajo
utilizamos una version modificada del ABE [78] para determinar el estado de S-acilacion de los
Ntds (Figura 11). EI método consiste en tres pasos:

1. Incubacion de las proteinas con N-etilmaleimida (NEM). Este compuesto reacciona
con los grupos tioles libres de las cisteinas blogueando aquellas que no estan S-
aciladas.

2. Incubacion de la muestra en presencia de Hidroxilamina a pH 7.4 y el agente
biotinilante, HPDP-Biotina (N-[6-(Biotinamido)hexyl]-3 -(2 -pyridyldithio)
propionamida). La Hidroxilamina a pH neutro rompe el enlace tioéster entre el acilo y
el tiol de las cisteinas, dejando libre aquellas que estaban modificadas. EI HPDP-
Biotina reacciona con las cisteinas libres que originalmente estaban modificadas.
Como control se incuba la mitad de la muestra en ausencia de hidroxilamina, donde no
deberia ocurrir marcacién con biotina.

3. Incubacidn de las muestras con estreptavidina unida a una matriz de agarosa para la
captura y posterior elucidon de las proteinas biotiniladas.
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Figurall. Esquema del ensayo de intercambio del grupo acilo por biotina (ABE). El esquema
representa proteinas S-aciladas (verde) y no S-aciladas (azul) presentes en un extracto proteico. Las
muestras son tratadas con N-etilmaleimida (NEM) para bloquear los grupos tioles libres. Luego se incuba
la mitad de la muestra con hidroxilamina y HPDP-Biotina para marcar las cisteinas S-aciladas. Como
control se incuba la otra mitad de la muestra sin hidroxilamina pero con HPDP-biotina. Las muestras
biotiniladas son purificadas mediante cromatografia de afinidad con estreptavidina-agarosa.

Una vez eluidas, las muestras proteicas son analizadas mediante SDS-PAGE seguido de
Western blot utilizando un anticuerpo especifico contra la proteina de interés.

La identificacién de proteinas S-aciladas mediante ABE no es trivial ya que la técnica requiere
de numerosos pasos de precipitacion de las proteinas (ver materiales y métodos) que en muchos
casos han dificultado la deteccion de aquellas con bajos niveles de expresiéon o con tendencia a
la agregacién, como ocurre para muchas glicosiltransferasas estudiadas en este trabajo de tesis.
Para la identificacion de S-acilacion en las proteinas de interés, se transfectaron células CHO-
K1 con las construcciones indicadas y luego de 18 horas post-trasfeccién se procesaron de
acuerdo al protocolo del ABE. El andlisis mediante Western blot revela que las muestras
tratadas con hidroxilamina presentan una sefial correspondiente a las proteinas de interés, que es
especifica ya que estd ausente en las muestras control sin hidroxilamina (Figura 12 A).

Para el caso del Ntd de GalNAc-T, el ABE de las mutantes revela que solo la cisteina en la
posicion 9 esta S-acilada, debido a que no se aprecia sefial cuando estd mutada (Ntd GalNAc-T
C9A-Cherry), mientras que la mutacion en la cisteina 17 (Ntd GalNAc-T C17A- Cherry) no
afecta la S-acilacion de la proteina. Como es de esperarse, la doble mutante Ntd GalNAc-T
C9A/C17A-Cherry no estd S-acilada (Figura 12 B). Como control positivo de este ensayo se
observo el estado de S-acilacion de Caveolina, una proteina que estd S-acilada en esta linea
celular [145], utilizando un anticuerpo anti-Caveolina para revelar el Western blot. Por otra
parte, el resultado del ABE para el Ntd mutante Sial-T4 C3A-Cherry es negativo, confirmando

_07-



Resultados y Discusion

que la sefial positiva observada para el Ntd salvaje (Ntd Sial-T4-Cherry) se debe a la S-acilacion
de la Unica cisteina ubicada en la posicion 3 (Figura 12 C).

A
Ntd-Sial-T1-YFP Ntd-Sial-T2-YFP
NH20H: - + NH20H: - +
31KDa- - Eluido 335KDa-| Eluido
| V . "V.:
WB: anti-GFP WB: anti-GFP
Ntd-GalNAc-T-Cherry Ntd-Sial-T4-Cherry
NH20H: - + NH20H: - +
‘ 30 KDa - t; 5 Eluido
WB: anti-RFP WB: anti-RFP
Ntd-GalNAc-T- Ntd-GaINAc-T  Ntd-GalNAc-T Ntd-GalNAc-T
Cherry C9A-Cherry C17A-Cherry C9A/C17A-Cherry
NH20H: - + - + . + - +
Ntd GalNac-T-
Cherry - -
30KDa
Eluido
Caveolina
205KDa - - _— - ‘
Ntd GalNac-T- __
Cherry O s s e e S
(30 KDa)
Carga 10%
Caveolina __ . .
20,5 KDa e _—am e o w
WB: anti-RFP y anti-caveolina
Cc
Ntd-Sial-T4- Ntd-SialT-4 C3A-
Cherry Cherry
NH20H: - + - +
Ntd Sial-T4-
Cherry
31 KDa
Eluido
Caveolina __
20,5 KDa
Ntd Sial-T4-
Cherry
31 KD
a Carga 10%
Caveolina __
20,5 KDa

WB: anti-RFP y anti-caveolina
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Figura 12. Ensayo de ABE de los Ntds de las GGTs en células CHO-K1. Muestras proteicas
provenientes de células CHO-K1 transfectadas con vectores que expresan las construcciones indicadas, se
procesaron de acuerdo al ensayo de ABE en presencia (+) o ausencia (-) de hidroxilamina (NH,OH). Las
muestras proteicas fueron analizadas mediante SDS-PAGE seguido de Western blot. El control de carga
corresponde al 10% del total de la proteina incubada con estreptavidina-agarosa. A. Ensayo de ABE de
los Ntds de Sial-T1-YFP, Sial-T2-YFP, GalNAc-T-Cherry y Sial-T4-Cherry. Los Western blots fueron
revelados con un anticuerpo especifico anti-GFP (Green Fluorescent Protein) que reconoce a YFP
(Yellow Fluorescent Protein) o anti-RFP (Red Fluorescent Protein) que reconoce a la proteina mCherry.
B. Ensayo de ABE del Ntd GalNAc-T-Cherry y los Ntds mutantes en las cisteinas, GaINAc-T C9A-
Cherry, GalNAc-T C17A-Cherry y GalNAc-T C9A/C17A-Cherry. ElI Western blot se reveld con anti-
RFP y anti-Caveolina para control positivo del ensayo. C. Ensayo de ABE del Ntd Sial-T4-Cherry y del
Ntd mutante Sial-T4 C3A-Cherry. EI Western blot se revel6 con un anticuerpo anti-RFP y anti-Caveolina.

Estos resultados indican que las cisteinas presentes en el dominio N-terminal de las
glicosiltransferasas son sustratos de la S-acilacion.

3. Las glicosiltransferasas son sustrato de la S-acilacion

Para corroborar que la S-acilacién es una modificacion presente en las glicosiltransferasas
analizamos el estado de S-acilacion de Sial-T4 en su version de proteina completa, rotulada con
el epitope HA en su extremo C-terminal (Sial-T4-HA). Como control negativo del ensayo se
utilizo la version mutante de la cisteina en la posicidn 3 en el contexto de la proteina completa y
rotulada con HA (Sial-T4 C3A-HA). Estas construcciones se transfectaron en células CHO-K1
y luego de 18 hs post-transfeccion fueron sometidas al ensayo de ABE de acuerdo al protocolo.
El resultado del ABE indica que Sial-T4-HA esta S-acilada, no asi la mutante Sial-T4 C3A-HA
(Figura 13), confirmando la prediccién de que la cisteina conservada (C3), presente en el Ntd de
Sial-T4 es reconocida y modificada especificamente por la maquinaria de S-acilacién celular, en
el contexto de la proteina completa.

Sial-T4 C3A-HA Sial-T4-HA Sial-T4 C3A-HA Sial-T4-HA
NH20H: - + - + - + _ +

43 KDa -

rd
Eluido ~ 20:5KDa- - Eluido

Carga10% 20.5 KDa.- - - - - Carga10%

43 KDa -

WB: anti-HA WB: anti-Caveolina

Figura 13. Ensayo de ABE de las proteinas completas Sial-T4-HA y Sial-T4 C3A-HA en células
CHO-K1. Extractos proteicos provenientes de células CHO-K1 transfectadas con vectores que expresan
la proteina Sial-T4-HA o la mutante Sial-T4 C3A-Cherry, se procesaron de acuerdo al ensayo de ABE en
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presencia (+) o ausencia (-) de hidroxilamina (NH,OH). Las muestras fueron analizadas mediante SDS-
PAGE seguido de Western blot utilizando un anticuerpo especifico anti-HA (policlonal de conejo
generado en nuestro laboratorio) (panel izquierdo). El control de carga corresponde al 10% del total de la
proteina incubada con estreptavidina-agarosa. Como control positivo se revelé la misma membrana con
un anticuerpo anti-Caveolina (panel derecho). Debido a la gran diferencia de las intensidades entre las
proteinas de interés y Caveolina, fue necesario escanear por separado para que la marca de esta Gltima no
oculte la marca revelada con el anticuerpo anti-HA.

El control positivo del ensayo, revelado con anti-Caveolina se muestra en un panel separado
debido a la gran diferencia en la intensidad de las sefiales (de las proteinas de interés y
caveolina).

Para confirmar que la S-acilacion constituye una modificacion de las glicosiltransferasas en
condiciones fisioldgicas, se evalud el estado de S-acilacion de Sial-T2 endogena. En primera
instancia se determiné la expresiéon de esta enzima en células humanas HEK293F (Human
Embryonic Kidney Cells), ya que Sial-T2 no esté presente en células CHO-K1. La expresién de
la proteina se analiz6 en la fraccion de membranas de células HEK293F mediante SDS-PAGE
seguido de Western blot, utilizando un anticuerpo comercial contra Sial-T2, que revel6 una
banda del peso molecular esperado para la enzima (Figura 14 A). Posteriormente, se realizo el
ensayo de ABE utilizando estas células y el mismo anticuerpo comercial para su revelado
(Figura 14 B). El resultado obtenido fue positivo aungue llamativamente, los niveles detectados
son mucho menores al control de carga (menores al 10%). Esto puede deberse a la agregacion
de la proteina durante los maltiples pasos de precipitacion con cloroformo: metanol que requiere
la técnica. Sin embargo, no puede descartarse la posibilidad de que los niveles de proteina S-
acilada en condiciones fisiologicas sean bajos con respecto al total de la proteina presente en las

células.
A B Sial-T2
KDa NH2OH:
79,6-
40,6 KDa - Eluido
34.1- m—-

WB: Anti-Sial-T2

Figura 14. Estudio de la S-acilacién de Sial-T2 endégena en células HEK293F. A. Western blot de la
fraccion de membranas de células HEK293F revelado con un anticuerpo comercial anti-Sial-T2. Para este
ensayo fueron sembrados aproximadamente 20 ug de proteinas de membranas en el carril 1. La masa
molecular tedrica para Sial-T2 es 40 KDa y con la glicosilacién se estima aproximadamente en 47 KDa.
B. Ensayo de ABE de la fraccion de membranas de células HEK293F. El andlisis de las muestras se llevé
a cabo mediante SDS-PAGE seguido de Western blot utilizando un anticuerpo especifico contra Sial-T2
humana. EIl control de carga corresponde al 10% del total de la proteina incubada con estreptavidina-
agarosa.
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Estos resultados indican que Sial-T4, Sial-T2 y, presumiblemente otros miembros de la familia
con cisteinas en su dominio N-terminal, son reconocidos y modificados por la maquinaria de S-
acilacién celular, lo que constituye una modificacion lipidica novedosa no descripta hasta el
momento en la familia de las glicosiltransferasas.

4. La S-acilacion del Ntd de GalNAc-T ocurre en el reticulo
endoplasmico

En el afio 2010 se sugiri6 que la S-acilacion de proteinas ocurre en el complejo de Golgi y que
careceria de especificidad [146]. No obstante, numerosos estudios previos y posteriores
demuestran que esta modificacién también ocurre en otros compartimentos como el reticulo
endoplasmico, endosomas y la membrana plasmatica [80, 134, 147, 148]. A fin de localizar el
compartimento donde ocurre la S-acilacion de las glicosiltransferasas, se utilizo como modelo
una version trunca del Ntd de GalNac-T, que carece de su dominio citoplasmatico. En este
dominio se encuentra un motivo dibésico necesario para su interaccion con Sarl y posterior
trafico hacia el complejo de Golgi en vesiculas COPII [44]. De esta manera, la versién mutante
gueda retenida en reticulo endoplasmico y es posible analizar su estado de S-acilacion en esta
condicion.

Para este ensayo se utilizo la version trunca del Ntd de GalNAc-T fusionada a Cherry y se
sobreexpresé de manera transiente en células CHO-K1. Luego de 18 horas post-transfeccion se
proceso la muestra de acuerdo al protocolo del ensayo de ABE y se analiz6 mediante Western
blot. El resultado de este ensayo indica que la mutante retenida en el reticulo endoplasmico esta
S-acilada. Esto sugiere que al menos una Palmitoiltransferasa capaz de reconocerla se encuentra
localizada en esta organela (Figura 15).

A

Dominio Citoplasmatico Dominio Transmembrana Regién Espaciadora

GalNAcT MWLGRRA LCALVLLLACASLGLLYA
GalNAcT ADC LCALVLLLACASLGLLYA STRDAPGLRLPLAPWAPPQSPRRPELP

B Cc

Ntd GalNAc-T-Cherry  Ntd GalNAc-T ADC-Cherry Ntd GalNAc-T ADC-Cherry
NH20H: - +

32,7 KDa- R Eluido

32,7 KDa- ‘ —t® Carga 10%

WB: anti-RFP

Figura 15. Estudio del estado de S-acilacién del Ntd mutante ADC de GalNAc-T-Cherry. A.
Secuencia primaria del Ntd de GalNAc-T y del Ntd mutante GalNAc-T ADC utilizados en este ensayo. B.
Localizacién subcelular descripta para los Ntds de GalNAc-T, en el complejo de Golgi para la version
salvaje (Ntd GalNAc-T-Cherry) y en el reticulo endoplasmico para la version mutante (Ntd GalNac-T
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ADC-Cherry) en células CHO-K1. C. Ensayo de ABE del Ntd mutante GaINAc-T ADC-Cherry en células
CHO-K1. El Western blot fue relevado con un anticuerpo especifico anti-RFP.

Ademas, estudiamos el estado de S-acilacion de una mutante de Sial-T4 que queda retenida en
el reticulo endoplasmico debido a la mutacién en sus sitios de glicosilacién [62]. Se
transfectaron células CHO-K1 con la mutante de la enzima fusionada a un epitope de HA, Sial-
T4 N92/211Q-HA, o con la version salvaje, Sial-T4-HA vy, 18 horas post-transfeccion, se
procesaron de acuerdo al protocolo del ABE. Notese que la migracion electroforética de las
proteinas es diferente (Figura 16, control de carga en el panel izquierdo) debido a la ausencia de
glicosilacién en la proteina mutante, que disminuye su masa molecular. El resultado de este
ensayo indica que Sial-T4 N92/211Q-HA no estd S-acilada (Figura 16), sugiriendo que la
enzima que cataliza la S-acilacion de Sial-T4 se encuentra localizada en un compartimento
diferente al reticulo endoplasmico. No obstante, es importante destacar que la glicosilacion de
estas enzimas es necesaria para su correcto plegamiento, de modo que no podemos descartar la
posibilidad de que la ausencia de S-acilacion en esta mutante sea consecuencia de un
plegamiento defectuoso de la proteina. El control positivo del ensayo revelado con anti-
Caveolina, se muestra en un panel separado debido a la diferencia entre la intesidad de la sefial
de interés y la intensidad de la sefial control.

> <> P
'\b‘y\ ‘5\"’\1\'\0
6\9\’ $Q>q’\
NH20H: NH2OH: -  + -+
43 KDa - Eluido 20,5 KDa - e S | Eluido
2:13 EB:: Carga 10% 20,5 KDa -| " e S Carga 10%

WB: anti-HA WB: anti-Caveolina

Figura 16. Ensayo de ABE de Sial-T4-HA y de la mutante Sial-T4 N92/211Q-HA en células CHO-
K1. Extractos proteicos provenientes de células CHO-K1 transfectadas con vectores que expresan la
proteina Sial-T4-HA o la mutante de glicosilacion, Sial-T4 N92/211Q-HA, se procesaron de acuerdo al
ensayo de ABE en presencia (+) o ausencia (-) de hidroxilamina (NH,OH). Las muestras fueron
analizadas mediante SDS-PAGE seguido de Western blot utilizando un anticuerpo especifico anti-HA
(panel izquierdo). El control de carga corresponde al 10% del total de la proteina incubada con
estreptavidina-agarosa. Como control positivo del ensayo se revel6 la misma membrana con un
anticuerpo anti-Caveolina (panel derecho). Debido a la gran diferencia de las intensidades entre las
proteinas de interés y Caveolina, fue necesario escanear por separado para que la marca de esta Ultima no
oculte la marca revelada con el anticuerpo anti-HA.

Estos resultados indican que en el reticulo endoplasmico se encuentra al menos una
palmitoiltransferasa capaz de reconocer y modificar a las glicosiltransferasas, pero también es
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posible que otros miembros de esta familia sean modificados por PATSs localizadas en otros
compartimentos.

5. Ensayos Funcionales de la S-acilacion en glicosiltransferasas de
gangliosidos

5A. La S-acilacion no afecta sustancialmente la localizacion subcelular de las
glicosiltransferasas.

Las glicosiltransferasas se encuentran localizadas en el complejo de Golgi y se ha propuesto que
estarian organizadas a lo largo de la via secretora de acuerdo a su funcion en la via de sintesis.
Se ha descripto que estas enzimas se encuentran glicosiladas y que esta modificacion seria
importante para su correcto plegamiento y salida de reticulo endoplasmico hacia el complejo de
Golgi [60, 62]. Esta salida estd mediada por Sarl, capaz de reconocer e interaccionar con un
motivo dibasico presente el dominio citosélico de las GTs, permitiendo su anclaje a vesiculas
COPII. No obstante, los mecanismos que mantienen la localizacidn especifica y diferenciada de
cada glicosiltransferasa, una vez que llegan al complejo de Golgi, no se conocen. Estudios
realizados en el laboratorio del Dr Hugo Maccioni, sugieren que serian los dominios
citoplasmaticos los que determinan la localizacion diferencial de estas enzimas [54].

Hasta el momento no se han reportadootras modificaciones distintas a la glicosilacion que
pudieran afectar la localizacién de estas proteinas, de modo que estudiamos la localizacion sub-
celular del Ntd no acilable GaINAc-T C9A-Cherry en comparacion al Ntd GalNAc-T-YFP
salvaje, mediante un analisis de colocalizacién en 3D por microscopia confocal (Figural?).

Ntd GalNAc-T-YFP Ntd GalNAc-T C9A-Cherry Superposicion

Figura 17. Estudio de la localizacion de la mutante no acilable GalINAc-T C9A-Cherry. Microscopia
de fluorescencia de células CHO-K1 transfectadas con vectores que expresan el Ntd GaINAc-T-YFP y el
Ntd mutante GaINAc-T C9A-Cherry. El Gltimo panel muestra en color amarillo la superposicion de las
sefiales fluorescentes. Las imagenes fueron tomadas en el microscopio confocal F\V1000 utilizando un
objetivo 60x.
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Posteriormente se realizd un analisis cuantitativo para determinar el coeficiente de
superposicion o colocalizacién de Manders (MCC) [149] de las sefiales de emision de las
proteinas fluorescentes, que permitié establecer el grado de colocalizacién de la mutante con
respecto a la version salvaje. Este coeficiente puede tomar valores entre 0 (para proteinas que no
colocalizan) y 1 (para proteinas que colocalizan perfectamente). EI MCC obtenido para los Ntds
GalNAc-T C9A-Cherry y GalNAc-T-YFP es 0,99 + 0,026 utilizando un n=10. Este resultado
sugiere que, en las condiciones ensayadas, la S-acilacion no seria esencial para que la proteina
alcance su localizacion en el complejo de Golgi. Sin embargo, diferencias en la localizacion
sub-Golgi de las glicosiltransferasas no pueden ser detectadas mediante este tipo de analisis.
Para determinar si la ausencia de S-acilacién provoca un cambio en la localizacion sub-Golgi de
esta proteina, se transfectaron células en las mismas condiciones del ensayo anterior y se incubd
con Brefeldina A (BFA) antes de su fijacién. BFA es un metabolito tdxico producido por el
hongo Penicillium brefeldianum que impide el trafico vesicular desde el reticulo endoplasmico
hacia el complejo Golgi mediante la inhibicién de la GTPasa Arfl [150, 151]. En estas
condiciones la region proximal del complejo Golgi se fusiona con el reticulo endoplasmico. Por
otro lado, el TGN fusiona con los endosomas de reciclado colapsando en una estructura
perinuclear [152]. De esta manera, es posible diferenciar proteinas con localizacion proximal,
gue adquieren un patrén de distribucién reticular, de aquellas distales concentradas en una
estructura perinuclear definida. Se ha descripto que la localizacién de GalNAc-T es en el trans
Golgi pero en condiciones de sobreexpresion como las utilizadas en este ensayo, la presencia de
BFA provoca una distribucion tanto en la estructura perinuclear como reticular (Figura 18). El
resultado de este analisis muestra que en presencia de BFA, la distribucién de la mutante no
acilable es igual a la distribucion de la proteina S-acilada con un MCC de 0,98 + 0,016. Esto
sugiere que la S-acilacién no determinaria la localizacion sub-Golgi de esta proteina.

Ntd GalNAc-T-YFP Ntd GalNAc-T C9A-Cherry Superposicion

Figura 18. Estudio de la localizacién del Ntd GalNAc-T C9A-Cherry en presencia de BFA.
Microscopia de fluorescencia de células CHO-K1 transfectadas con vectores que expresan el Ntd
GalNACc-T-YFP y el Ntd mutante GaINAc-T C9A-Cherry, en presencia de BFA. El Gltimo panel muestra
en color amarillo la superposicion de las sefiales fluorescentes. Las células fueron incubadas en presencia
de 2 pg/mL de BFA durante 30 minutos, antes de su fijacion. Las imagenes fueron tomadas en el
microscopio confocal FV1000 utilizando un objetivo 60x.
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Mediante co-expresion e inmunofluorescencia del Ntd Sial-T4 C3A-Cherry y la version salvaje
de la proteina completa Sial-T4-HA, observamos que la localizacion de la mutante no es
modificada drasticamente por la falta de S-acilacion, tanto en presencia como en ausencia de
BFA (Figura 19).

Sial-T4-HA Ntd Sial-T4 C3A-Cherry Superposicion

+ BFA

Figura 19. Estudio de la localizacién de Sial-T4 C3A en células CHO-K1. Microscopia de
fluorescencia de células CHO-K1 transfectadas con vectores que expresan a la proteina completa Sial-T4-
HA y al Ntd mutante Sial-T4 C3A-Cherry. La deteccion de Sial-T4-HA se llevo a cabo mediante
inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo monoclonal anti-HA y un anticuerpo secundario acoplado a
un fluorescente (anti-mouse 488 Alexa). Las células fueron tratadas con 2 pg/mL de BFA (+ BFA, panel
inferior) o con el solvente como control (- BFA, panel superior), durante 30 minutos antes de su fijacién.
Las imagenes fueron tomadas en el microscopio confocal F\V1000, con un objetivo 60x.

Estos resultados indican que la S-acilaciébn no determina la localizacion de estas
glicosiltransferasas. No obstante, el ensayo de ABE de Sial-T2 enddgena (Figura 14) sugiere
gue los niveles de enzima S-acilada podrian ser mucho menores al total de la proteina, de modo
que, si es cierta la hip6tesis de que la S-acilacion afecta solo a una porcion minoritaria de cada
glicosiltransferasa, es posible que en las condiciones de sobreexpresién en las que se llevaron a
cabo estos experimentos, sea dificil evidenciar un fenotipo aberrante en su ausencia.

5B. Sial-T4 forma parte de un complejo funcional de manera independiente a su
estado de S-acilacion

Se ha propuesto que la maduracion de productos glicosilados en el complejo de Golgi seria el
resultado de la distribucién en gradiente que presentan las glicosiltransferasas en esta organela.
Esta distribucién permitiria la sintesis de productos glicosilados de manera secuencial, en la que
el producto de una glicosiltransferasa es el sustrato de la siguiente. Para muchas de estas
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enzimas, incluyendo las GGTs, se ha demostrado que la eficiencia de este proceso depende de la
formacion de complejos funcionales entre aquellas que catalizan pasos secuenciales y que la
interaccion fisica entre ellas depende, al menos en parte, de sus dominios N-terminales [20, 55].
Se ha descripto que GalNAc-T forma un complejo con Gal-T2, mientras que Gal-T1, Sial-T1y
Sial-T2 forman un complejo diferente [24].

Por otra parte, SialT4, recientemente caracterizada [62], transfiere &cido sialico al sustrato GM1
para sintetizar principalmente GD1a. Ya que GM1 es producto de Gal-T2 (Figura 1), existe la
posibilidad de que Sial-T4 interaccione con esta enzima y forme parte del complejo funcional
GalNAc-T/Gal-T2. Debido a que la S-acilacion ocurre en los dominios N-terminales, esta
modificacion podria tener un rol en la formacion de los complejos funcionales de las
glicosiltransferasas. Evaluamos esta hip6tesis mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion para
determinar si existe interaccion fisica entre las glicosiltransferasas de interés. En primer lugar,
intentamos establecer si Sial T4 forma parte del complejo GalNAc-T/Gal-T2, para luego estudiar
el rol de la S-acilacién en la formacién del mismo. Para ello se utilizaron células CHO-K1 que
expresan de manera estable a GaINAc-T-myc y Gal-T2-HA [153]. Esta linea fue transfectada
con un vector que expresa a Sial-T4-HA, a la mutante Sial-T4 C3A-HA, a Sial-T2-HA como
control negativo (ya que no forma parte del complejo) o a Gal-T2-HA como control positivo, ya
que los niveles de Gal-T2-HA expresados establemente son mucho menores a los
sobrexpresados en la transfeccion transiente. En todos los casos se utilizaron vectores que
sobreexpresan la proteina completa. Luego de 18 horas post-transfeccidn, se lisaron las células y
el extracto de proteinas totales de cada condicién se incubd con un anticuerpo especifico contra
el epitope myc y con proteina A unida a una matriz de agarosa. En estas condiciones GalNAc-
T-myc deberia ser reconocida por los anticuerpos y, a través de la proteina A, quedar unida a la
matriz de agarosa. De este modo, GalNAc-T precipita con la matriz y cualquier proteina con la
que estuviera interaccionando fisicamente, como Gal-T2-HA, deberia co-precipitar con ella.
Finalmente, las muestras son eluidas y analizadas mediante SDS-PAGE seguido de Western
blot utilizando un anticuerpo especifico anti-HA, a fin de detectar las proteinas co-
inmunoprecipitadas. El resultado revela que Sial-T4-HA, al igual que Gal-T2-HA, precipita en
este ensayo pero no el control negativo Sial-T1-HA. De igual manera, la mutante Sial-T4 C3A-
HA precipita en este ensayo (Figura 20), indicando que en las condiciones ensayadas, Sial-T4 es
capaz de interaccionar con el complejo en ausencia de la S-acilacion.

A pesar de detectar GalNAc-T-myc mediante inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo
contra el epitope, no pudimos detectarla mediante Western blot. Posiblemente, la proteina se
agrega durante el tratamiento de la muestra y esto le impide ingresar al gel de poliacrilamida.
Otra alternativa es que el anticuerpo no reconozca la proteina mediante esta técnica.

Este resultado indica que Sial-T4 interacciona con el complejo GalNAc-T/Gal-T2, posiblemente
formando parte del mismo, aunque la S-acilacion de esta enzima no seria crucial para su
interaccion.
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Figura 20 Co-inmunoprecipitacion entre
GalNAc-T y Sial-T4. Células CHO-K1 que
expresan establemente a GalNAc-T-myc fueron
transfectadas con vectores que expresan Sial-T4-
HA, la mutante Sial-T4 C3A-HA, Gal-T2-HA o
Sial-T1-HA. GalNAc-T-myc fue
inmunoprecipitada con un anticuerpo especifico
contra el epitope c-myc y con el dominio de
union a IgG de la Proteina A, unido a una matriz
de agarosa. Para detectar las proteinas co-
inmunoprecipitadas con GalNAc-T se analizaron
las muestras mediante Western blot utilizando un
anticuerpo especifico anti-HA. Como referencia
se indica el peso molecular correspondiente a las

bandas del marcador utilizado (M).

Es importante destacar que este ensayo no revela si la interaccion de Sial-T4 ocurre con
GalNAc-T que, de acuerdo a nuestros resultados, estaria S-acilada, o si ocurre con Gal-T2 que
no tiene cisteinas en su Ntd y no se acila. Para descartar un rol de la S-acilacion en la formacion
de este complejo esta previsto evaluar la interaccion entre proteinas no acilables (como la
mutante Sial-T4 C3A 'y Gal-T2, o mutantes no acilables de Sial-T4 y GalNAc-T).

5C. La actividad de Sial-T4 no estaria sustancialmente afectada por la S-acilacion
de la proteina

Sial-T4 cataliza la adicion de acido sialico sobre el gangliésido GM1 originando principalmente
GD1a. Para determinar si la S-acilacion afecta la actividad de esta enzima se realiz6 un ensayo
in vitro que permite evaluar la capacidad de la mutante Sial-T4 C3A-HA, de incorporar un
analogo fluorescente del &cido sialico al sustrato GM1. En este ensayo se utilizan como fuente
de enzima, extractos proteicos provenientes de células CHO-K1 transfectadas con vectores que
sobreexpresan la enzima salvaje o la mutante C3A, en sus versiones de proteina completa. Los
extractos se incuban en presencia del sustrato donor CMP-9-fluoresceinyl-NeuAc y del sustrato
aceptor GM1 [62]. Transcurrida la reaccién, el producto se analiza mediante HP-TLC vy el
producto, GD1a fluorescente, se revela mediante irradiacion con luz UV. La cantidad de
proteina total, medida por el ensayo colorimétrico de Bradford, es la misma en cada condicion,
sin embargo, la cuantificacion del producto se realizd relativizando la intensidad de la
fluorescencia a la cantidad de enzima especifica sobreexpresada, ya que los niveles de
transfeccion o de expresion podrian no ser iguales. Para ello se realizé un Western blot de cada
muestra sembrando la misma cantidad de proteina total.

La cuantificacion del producto fluorescente revela que no existen diferencias significativas en la
cantidad de producto obtenido con la mutante C3A en comparacion a la proteina salvaje,
sugiriendo que esta enzima es activa independientemente a su estado de S-acilacion. No
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obstante, no podemos descartar en efecto de la S-acilacion sobre la actividad enzimatica, ya que
este ensayo fue realizado en presencia de concentraciones saturantes de sustrato y a tiempos de
incubacion que posiblemente superan a los tiempos de velocidad inicial. Si la enzima mutante
catalizara la reaccion a una velocidad menor o tuviera menor afinidad por el sustrato, se estaria
contrarrestando esta deficiencia con las condiciones del ensayo, por lo tanto solo podemos
concluir que la S-acilacién no es esencial para la actividad enzimatica pero no podemos
descartar que tenga un efecto en la misma y, por lo tanto, un rol in vivo.
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Figura 21. Analisis de la actividad enzimética de la mutante Sial-T4 C3A. La actividad enzimatica
fue analizada in vitro utilizando extractos proteicos de células CHO-K1 transfectadas con vectores que
expresan Sial-T4-HA o a la mutante Sial-T4 C3A-HA. Como control negativo se utilizé el extracto de
células sin transfectar. El ensayo consiste en incubar las muestras en presencia del sustrato aceptor GM1y
del sustrato donor CMP-9-fluoresceinyl-NeuAc, un analogo fluorescente de CMP-NeuAc, para luego
analizar la formacion de producto GD1a fluorescente. A. HP-TLC del producto de la reaccion. La corrida
se llevd a cabo utilizando los solventes A: Cloroformo: Metanol, 4:1 y B: Cloroformo: Metanol: CaCl2
0,2% 15:6:2 y se revelé mediante exposicion a luz UV. B. Western blot de las muestras utilizadas para la
reaccion in vitro revelado con un anticuerpo especifico contra el epitope HA. Se sembraron 20 ug de
proteinas totales en cada carril. La banda correspondiente a las versiones salvaje o mutante de Sial-T4-
HA, esta indicada con un astrisco (*). C. Cuantificacion de la intensidad de producto fluorescente
formado, normalizado a la cantidad de proteina especifica presente en cada muestra y normalizado a la
condicion incubada con la proteina salvaje (n=4). La cuantificacién no incluye a la condicién control ya
que los niveles de producto fluorescente formado no son detectables. Los softwares utilizados para la
cuantificacion fueron ImageJ y OriginPro8.

6. Estudio de DHHC4 como posible Palmitoiltransferasa de proteinas
transmembrana tipo 11

Se ha descripto que Swfl es la Palmitoiltransferasa que cataliza la modificacién de proteinas
transmembrana tipo Il en S. cerevisiae [77, 78] pero su ortélogo en mamiferos ain no ha sido
identificado.
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La prediccion de ortdlogos mediante comparacién de secuencia no es muy confiable en la
familia de las PATS, ya que fuera del dominio DHHC y de los motivos conservados presentan
muy poca homologia de secuencia, incluso entre ortélogos ya descriptos. No obstante, existen
otras caracteristicas que podrian ser relevantes; como por ejemplo la topologia de la enzima.
Swfl es la Unica PAT de levaduras que posee cinco pasos transmembrana y en mamiferos solo
DHHC4 presenta esta misma topologia, o que podria ser importante para el reconocimiento de
sustratos especificos (Figura 21).

Por otra parte, esta descripto que las PATs poseen puntos determinantes de especificidad
(PDEs) en su secuencia [112]. Estos son aminodcidos especificos ubicados en determinadas
posiciones de la secuencia que son caracteristicos de cada familia de ort6logos. Precisamente,
DHHC4 comparte los mismos determinantes de especificidad que Swfl, sugiriendo que estas
enzimas podrian reconocer el mismo tipo de sustrato.

A pesar de que existe cierta controversia respecto a la localizacion de Swfl [77, 154],
observaciones realizadas en nuestro laboratorio indican que esta enzima esta localizada en la
membrana del reticulo endoplasmico cuando estad sobreexpresada (no es posible detectarla a
niveles enddgenos) y estudios de la S-acilacion de sus sustratos revelan que la modificacion
ocurre en esta organela [155]. La localizacion de DHHC4 ha sido reportada en esta misma
organela y estaria determinada por la presencia del motivo de retencién en reticulo
endoplasmico, KKXX (K= Lisina), en su extremo C-terminal. Esta, junto con DHHCS, son las
Unicas PATs que poseen este motivo [156]. Nuestros resultados sugieren que GalNAc-T es
modificada por una enzima localizada en el reticulo endoplasmico, de modo que es posible que
DHHC4 esté involucrada en este proceso.

Topologia predicha por TOPCONS para Swf1 Topologia predicha por TOPCONS para DHHC4
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Figura 22. Prediccion de la topologia de Swfl y DHHC4. A. Prediccion de la probabilidad de
localizacion de los dominios de Swfl y DHHC4 en el espacio citoplasmatico, extracitoplasmatico y
transmembrana determinadas por el programa TOPCONS [157]. La posicion de los dominios
transmembrana TM 1-5 esta detallada en la figura. B. Representacion esquematica de Swfl y DHHC4 de
acuerdo a la topologia predicha.

6A. Generacion de un anticuerpo contra DHHC4 humana

A fin de detectar versiones no rotuladas de DHHC4 decidimos generar un anticuerpo utilizando
como antigeno, al fragmento citoplasmatico C-terminal de DHHC4 humana, posterior al
dominio transmembrana numero cinco. Este dominio se expresd en Escherichia coli BL21
(DE3) como proteina de fusion a la Glutation-S-Transferasa de Schistozoma japonicum (GST) y
se purifico mediante cromatografia de afinidad con una columna de Glutation-agarosa. Se
utilizo esta proteina de fusién para inmunizar conejos blancos de Nueva Zelanda.

La inmunoreactividad de los sueros obtenidos post-inmunizacion fue determinada mediante
Western blot, utilizando lisados de células HEK293F transfectadas con un vector que expresa a
DHHC4 fusionada a GFP (Figura 23), a fin de identificar la proteina de interés con otro

anticuerpo.
C1 C2 C1 C2 C1 C2
GFP- R GFP- _ GFP- R GFP- _ GFP- - GFP-
DHHC4 DHHC4 DHHC4 DHHC4 DHHC4 DHHC4

- GFP-DHHC4
(66,7 KDa)

WB: anti-GFP WB: anti-DHHC4 Superposicion

Figura 23. Andlisis de la inmunoreactividad del anticuerpo anti-DHHC4. Se determind la
inmunoreactividad del anticuerpo generado mediante Western blot utilizando lisados proteicos de células
HEK?293F transfectadas con un vector que expresa GFP-DHHC4 o células sin transfectar como control
negativo (-). Se utilizé el suero de dos conejos (C1 y C2) luego de la tercera inmunizacion, en una
concentracion 1:750. EI Western blot ademas fue revelado con un anticuerpo monoclonal anti-GFP de
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raton. La banda de GFP-DHHC4 fue identificada mediante el uso de anticuerpos secundarios IRDye anti
rabbit 800 (verde) y anti mouse 680 (rojo), contra IgG de conejo y de raton, respectivamente, que emiten
en dos canales diferentes (Odyssey, LI-COR).

El suero de los conejos inmunizados fue capaz de reconocer una banda con el peso molecular
esperado para GFP-DHHC4 (67 KDa) que ademas es reconocida por el anti-GFP (Figura 23).
La deteccion de esta PAT fue muy dificultosa debido al alto grado de agregacion que presenta.
El anticuerpo contra GFP revela bandas de menor peso molecular que posiblemente representan
productos de degradacion y una banda de mayor peso molecular al esperado, que no es
reconocida por el anticuerpo generado. De igual manera, bandas de mayor peso molecular al
esperado son reveladas por el anticuerpo generado pero no por el anti-GFP. Estas bandas
posiblemente representen productos de agregacion en los cuales, los dominios reconocidos por
los anticuerpos no siempre se encuentren accesibles. Para disminuir este inconveniente, las
muestras proteicas no deben ser calentadas pero aun asi se observa parte de la muestra agregada
que no ingresa al gel. Esto es muy comun para proteinas con maltiples pasos transmembrana. El
tratamiento de las muestras proteicas para detectar Swfl de levaduras requiere el mismo
procedimiento para evitar la agregacion. Por otra parte, el anticuerpo generado fue incapaz de
detectar la proteina expresada a niveles enddgenos en las lineas celulares humanas HelLa y
HEK293F tanto por Western blot como por inmunofluorescencia (no mostrado). Es posible que
la inmunoreactividad del anticuerpo sea baja o que los niveles de DHHC4 enddgena sean bajos.
Para el caso de Swfl también se desarrollé un anticuerpo policlonal en nuestro laboratorio
(Trabajo de tesis de la Dra Gonzalez) que es capaz de reconocer a la proteina sobreexpresada
pero no expresada a niveles enddgenos, de modo que es posible que los niveles de expresién de
estas proteinas sean relativamente bajos.

6B. Ensayos funcionales de DHHC4

Al comienzo de este trabajo de tesis no habia informacion respecto a la funcion de DHHC4. Su
actividad como Palmitoiltransferasa no habia sido reportada, mucho menos los sustratos que
podria S-acilar. Por tal motivo, decidimos evaluar su capacidad de S-acilacion utilizando la
SNARE sustrato de Swfl, Tlgl proveniente de levaduras, que posee dos cisteinas adyacentes al
borde de su dominio transmembrana. Analizamos la modificacion de esta SNARE en células
HEK293F sobreexpresando a DHHC4 humana, en células transfectadas con un vector que
contiene la secuencia de un shRNA contra esta PAT o células transfectadas con un vector vacio
como condicion control. La secuencia del shRNA utilizado fue disefiada contra una de las
regiones de DHHC4 que carece de homologia con otros miembros de la familia. Esta secuencia
fue clonada en el vector pSUPERgfp, de modo que aquellas células transfectadas con el
silenciador expresan ademas la proteina fluorescente verde.

El método utilizado para el analisis fue una biotinilacion directa con el agente Biotin-BMCC, un
analogo de la N-etilmaleimida, capaz de reaccionar con los grupos tioles libres de las cisteinas.
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En este ensayo las cisteinas no S-aciladas reaccionan con el agente biotinilante incrementando
el peso molecular de la proteina, lo que puede ser detectado por SDS-PAGE seguido de Western
blot, como una disminucién en su corrida electroforética. En este caso se utilizé un anticuerpo
policlonal anti-Tlgl, generado en nuestro laboratorio (Figura 24).

Es importante destacar que este ensayo solo puede realizarse con sustratos que posean como
Unicas cisteinas aquellas que estdn modificadas, como Tlgl, de otra manera, el patrén de
especies biotiniladas es mas complejo y puede dificultar la interpretacion del resultado. En
aquellas condiciones en las que Tlgl no esté S-acilada su masa molecular incrementara debido a
la incorporacion de Biotin-BMCC (0,5 KDa), en comparacién a la modificacién con palmitato
(0,25 KDa).

Este ensayo reveld que en células que sobreexpresan a DHHC4, los niveles de Tlgl modificados
son mayores que en la condicion control (que expresaria esta PAT a niveles end6genos).
Consistente con esto, en células transfectadas con el silenciador, los niveles de SNARE no
acilados y biotinilados son mayores, sugiriendo que la modificacién de Tlgl en estas
condiciones estaria catalizada por DHHC4. Como control negativo del ensayo de biotinlacion se
incluy6 una mutante no acilable de Tlgl que tiene mutadas las cisteinas por residuos de alanina.
El Western blot revela ademéas, bandas de mayor peso molecular que corresponden a las
especies ubiquitinadas de Tlgl. En S. cerevsiae, Tlgl es ubiquitinada cuando no esta S-acilada
[77], lo que parece ser reproducible en nuestros ensayos con células de mamiferos.

Tig1 Tig1 ACC
DHHC4 shRNA Control Control DHHC4

Especies Ubiquitinadas /
de Tig1 AN

Tig1 Biotinilada —
Tig1 S-acilada — -‘.m

WB: anti-Tlg1

Figura 24. Efecto de DHHC4 en el estado de S-acilacién de Tlgl. Ensayo de biotinilacion directa de
Tlgl en extractos proteicos de células HEK293F co-transfectadas con vectores que expresan a Tlgl y con
vectores que expresan a DHHC4, a un shRNA especifico contra DHHC4 o un vector vacio (control). Los
Gltimos dos carriles corresponden al ensayo de biotinilacion de una mutate no S-acilable de Tlgl (Tlgl
ACC) en presencia de DHHCA4 o en la condicién control. Las muestras fueron analizadas mediante SDS-
PAGE seguido de Western blot utilizando un anticuerpo policlonal anti-Tlg1.
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Este resultado sugiere que DHHC4 es capaz de reconocer sustratos con cisteinas adyacentes al
borde transmembrana, sugiriendo que podria ser el ortdlogo de Swfl y posiblemente la enzima
involucrada en la S-acilacion de las glicosiltransferasas de mamiferos.

Debido a que los cambios en la migracién de una proteina biotinilada y S-acilada son muy
pequefios, su deteccion en algunas proteinas con una Unica cisteina S-acilada, como GalNAc-T
y Sial-T4 resulta dificultosa. En estos casos, es conveniente utilizar otros agentes de mayor peso
molecular como el PEG-Maleimida (Polietilenglicol-Maleimida) de 5KDa. Para el caso de las
GGTs optamos por utilizar el agente pegilante pero aun no tenemos resultados concluyentes ya
que, a diferencia de otras proteinas (ver capitulo | B), el comportamiento de las GGTs cuando
son pegiladas es mucho méas complejo que el esperado, posiblemente debido a la agregacion de
las mismas en estas condiciones.

Por otra parte, es importante tener en cuenta que el tiempo de vida media de las PATs no se
conoce. Algunos protocolos de silenciamiento sugieren que para varios miembros de esta
familia podria ser de varios dias [134] pero hasta el momento no ha sido reportado. Nuestros
ensayos funcionales de DHHC4 muestran que en las condiciones de silenciamiento utilizadas,
aun queda un remanente de Tlgl S-acilada. Esto podria deberse a que el periodo de tiempo
ensayado no es suficiente para silenciar completamente a DHHC4 o también podria deberse a
gue otra PAT participa en la modificacién de la SNARE. Por este motivo, intentamos generar
una linea establemente silenciada utilizando el shRNA descripto pero a pesar de numerosos
intentos no logramos obtenerla. Debido a que el anticuerpo generado no detecta la proteina
enddgena mediante Western blot, se realizé un analisis mediante RT-PCR semicuantitativo para
corroborar el silenciamiento de DHHC4. El resultado de este ensayo reveld que los pocos clones
gue sobrevivieron al tratamiento no estaban silenciados (resultados no mostrados), sugiriendo
que la funcion de DHHC4 podria ser esencial para el mantenimiento de la viabilidad celular.

Por tal motivo, la confirmacién de la hip6tesis de que DHHC4 participa en la S-acilacion de las
glicosiltransferasas se estéa llevando a cabo en colaboracion con el laboratorio de la Dra Gisou
van der Goot, en el Global Health Institute del EPFL, en Suiza. Este laboratorio cuenta con
lineas celulares HAP1 knock out para cada una de las PATs de humanos. HAP1 es una linea
celular humana haploide, en las que la inactivacion del gen se lleva a cabo utilizando el sistema
CRISPR/Cas9 (revisado en [158]). En esta linea celuar, el knock out de DHHC4 no es letal pero
afecta notablemente la sobrevida y la viabilidad celular.

7. Discusion

En este capitulo mostramos evidencia de que muchas glicosiltransferasas poseen cisteinas
conservadas en su dominio N-terminal y una topologia que indica que serian sustratos de la S-
acilacion. Utilizando como modelo dominios N-terminales de glicosiltransferasas de
ganglidsidos (GGTSs), demostramos que estas cisteinas son reconocidas y modificadas por la
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maquinaria de S-acilaciéon celular. En el caso de GalNAc-T, mediante el ensayo del ABE
determinamos que solo la cisteina cercana al borde citoplasmatico esta S-acilada, mientras que
la otra mas alejada no estaria modificada, lo que refuerza la prediccion de que las cisteinas
localizadas cerca del borde transmembrana son sustratos de la S-acilacién. Debido a que el sitio
catalitico de las PATs se encuentra orientado hacia el citoplasma, es mas probable que sean
reconocidas aquellas cisteinas cercanas a la regidn citosolica, aungue no se puede descartar que
cisteinas mas alejadas también sean modificadas. Estudios de la S-acilacion de proteinas virales
con la misma topologia muestran que la modificacion ocurre en general, sobre residuos cercanos
al borde transmembrana del lado citsolico [159].

Ademas demostramos que Sial-T4 y Sial-T2 estan S-aciladas en dos lineas celulares de
organismos diferentes y, para el caso de Sial-T2, detectamos esta modificacion en la proteina
expresada a niveles endégenos.

Estos resultados nos permiten postular a la S-acilacion como una modificacion post-
traduccional novedosa y la primera modificacion lipidica identificada en la familia de las
glicosiltransferasas.

La mayoria de las Palmitoiltransferasas de mamiferos se encuentran localizadas en el complejo
de Golgi pero algunas de ellas también se localizan en el reticulo endoplasmico y la membrana
plasmatica [156, 160]. A fin de determinar el compartimento en el cual ocurre la S-acilacion de
las glicosiltransferasas utilizamos mutantes que quedan retenidas en el reticulo endoplasmico y
evaluamos su estado de S-acilacion. Para el caso de GalNAc-T observamos que el Ntd mutante
estd S-acilado en el reticulo endoplasmico, no asi la mutante Sial-T4 N92A/N211A. Este
resultado sugiere que la modificacion de estas proteinas esta catalizada por enzimas diferentes
localizadas en compartimentos distintos. No obstante, la mutacion en los sitios de glicosilacion
de las glicosiltransferasas evita su correcto plegamiento, por lo tanto, no podemos descartar que
la falta de S-acilacion observada en la mutante se deba a alteraciones en el plegamiento que
afectan el reconocimiento de la proteina por parte de la Palmitoiltransferasa. Es necesario
realizar estudios adicionales como por ejemplo, determinar el estado de S-acilacion de la
mutante de glicosilacién de GalNAc-T y la mutante en el motivo dibasico de de Sial-T4 para
confirmar gque la modificacion de estas enzimas ocurre en compartimentos diferentes.

A fin de caracterizar el rol de la S-acilacion de las glicosiltransferasas estudiamos las
consecuencias funcionales que podria tener esta modificacion. Analizamos el comportamiento
de mutantes no S-acilables, en cuanto a su localizacion subcelular y su capacidad de
interaccionar con otros miembros de la familia. Nuestros resultados indican que la S-acilacion
no determina la localizacion subcelular de estas proteinas, ya que no se observan cambios
significativos en su ausencia. Por otra parte, esta modificacion tampoco seria estrictamente
necesaria para la interaccion fisica entre ellas, sugiriendo que los complejos funcionales se
forman adn cuando no todos sus miembros estdn S-acilados. Sin embargo, es importante
destacar que todos estos ensayos fueron realizados en condiciones de sobreexpresion, de modo
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que existe la posibilidad de que cambios sutiles provocados por la falta de S-acilacion no
puedan ser detectados debido en las condiciones ensayadas.

También se evalud el efecto directo de la S-acilacion sobre la actividad de Sial-T4 in vitro
utilizando la versién no S-acilable de la misma. En este caso, encontramos que la mutante es
capaz de catalizar la formacidn de producto, lo que sugiere en principio, que esta modifcacion
no es crucial para la actividad enziméatica. No obstante, al igual para el resto de los ensayos
funcionales, las condiciones de reaccion pueden enmascarar fenotipos sutiles generados por la
falta de S-acilacion, como por ejemplo, alteraciones en los pardmetros cinéticos. Estos no
podrian ser evidenciados en las condiciones ensayadas que incluyen concentraciones saturantes
de sustrato y tiempos largos de incubacion (2 horas). Por lo tanto, no podemos descartar un rol
in vivo, principalmente debido al alto grado de conservacion de las cisteinas en esta familia.
Similar a lo observado para las glicosiltransferasas, las SNAREs transmembrana también son
capaces de llevar a cabo su funcién en ausencia de S-acilacion [161, 162]. En estos casos, la
contribucion de esta modificacion parece no ser esencial para la actividad de estas proteinas. Sin
embargo, estudios en levaduras revelan que la ausencia de Swfl afecta a procesos de trafico
vesicular y fusion de membranas, como por ejemplo, el trafico de proteasas vacuolares [163].
Ademas, esta delecién en combinacién con mutaciones en genes involucrados en esta misma via
resulta letal [164]. Estas observaciones sugieren un rol importante de la S-acilacion mediada por
Swfl que quizas, dificilmente pueda ser evidenciado estudiando la funcion aislada de sus
sustratos. Es posible que la S-acilacion en la familia de las glicosiltransferasas tenga
consecuencias globales como se ha observado para las SNARESs transmembrana de levaduras.
También es posible que la S-acilacion esté involucrada en otro tipo de procesos que no han sido
estudiados en este trabajo de tesis. Para algunas glicosiltransferasas se ha descripto que una
poblacién de ellas sufriria una protedlisis del dominio N-terminal, con la consecuente liberacion
del dominio catalitico lumenal al medio extracelular en forma soluble [29-33]. En el caso de
GalNAc-T, se ha propuesto que seria reconocida por una proteasa acida similar a Catepsina D
que podria estar localizada en los lisosomas [32] pero el mecanismo por el cual solo una
poblacién accederia a este compartimento o seria reconocida por la proteasa, no se conoce.
También se ha reportado una localizacion ectdpica de Sial-T2 y GalNAc-T en la membrana
plasmética [27] pero el mecanismo por el cual solo un porcentaje menor al 10% accede a esta
membrana, mientras que la mayoria queda retenida en el complejo de Golgi, no se ha
determinado. Esto es interesante ya que, para muchas proteinas transmembrana, se ha descripto
que la S-acilacién determinaria su particion hacia dominios especializados de las membranas.
La segregacion hacia dominios ricos en colesterol y esfingolipidos podria direccionar el tréfico
hacia la membrana plasmatica u otras organelas a través de su incorporacion en las vesiculas
secretoras. Para el caso de Sial-T2 y GalNAc-T se ha reportado que mas del 90% del total de
estas proteinas estd excluida de microdominios enriquecidos en esfigolipidos (GEM) presentes
en las membranas del Golgi [170] y los niveles de enzima detectados en la membrana
plasmatica representan una poblacién minoritaria que no supera al 10% del total en la célula.
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Resulta llamativo que los niveles de Sial-T2 enddgena que detectamos en el ensayo del ABE
son menores al 10% del total de la proteina, por lo que existe la posibilidad de que los niveles
de proteina S-acilada en condiciones fisiol6gicas sean también bajos. Con estas observaciones,
es tentador especular que en condiciones fisioldgicas podria existir una poblacion minoritaria en
la forma S-acilada capaz de segregar hacia estos dominios y alcanzar la membrana plasmatica.
Por otra parte, se ha postulado que las cisteinas presentes en el dominio transmembrana del
algunas glicosiltransferasas serian fundamentales para la formacion de homodimeros [165-167],
de modo que la S-acilacién podria constituir un mecanismo de regulacion en estas enzimas. Si
este fuera el caso, seria dificil predecir la consecuencia de esta modificacion, ya que el
comportamiento de las glicosiltransferasas es variable. Mientras que algunas son activas como
mondmeros e inactivas como dimeros [168], otras parecen requerir de la dimerizacion para su
actividad [169].

Finalmente, nos interesamos en la identificacion de la Palmitoiltransferasa que esta involucrada
en la S-acilacién de las glicosiltransferasas de mamiferos. Nuestras observaciones apuntan a
DHHC4 como principal candidato a ser la enzima que cataliza la S-acilacion de proteinas
transmembrana tipo Il pero no podemos descartar la posibilidad de que otras PATS participen en
este proceso. Al comienzo de este trabajo de tesis, la informacion respecto a DHHC4 era muy
escasa, de modo que nos enfocamos en la caracterizacion de la misma mediante un estudio de su
funcionalidad como palmitoiltransferasa. Nuestros resultados apoyan la prediccion de gque esta
enzima seria capaz de reconocer cisteinas con la misma topologia presente en las
glicosiltransferasas y, por lo tanto, podria ser la encargada de catalizar la S-acilacion de
proteinas transmembrana tipo Il en mamiferos, aunque no descartamos la posibilidad de que
méas de un miembro de la familia DHHC esté involucrado. Un estudio posterior a nuestros
hallazgos postulé que DHHC4 seria capaz de modificar a la proteasa BACEL, una proteina
transmembrana tipo | que esta S-acilada en cuatro residuos de cisteinas, uno de los cuales se
encuentra localizado cerca del borde transmembrana y otro embebido en este dominio.
Mediante ensayos de sobreexpresion de las 23 PATs de mamiferos, los autores mostraron que
DHHC3, -4, -7, -15 y -20 son las que provocan mayor incorporacién de palmitato en esta
proteasa [171]. Seria interesante determinar si todas estas PATs son capaces de modificar las
cuatro cisteinas o si tienen una preferencia diferencial por los residuos de acuerdo a su
localizacion. Estas cuestiones no fueron abordadas por los autores pero de acuerdo a nuestras
predicciones, DHHC4 podria reconocer aquellas cisteinas cercanas al dominio transmembrana
de BACEL.
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| B. S-acilacion de SNAREs transmembrana en células de
mamiferos

1. Introduccion

La fusion de membranas es crucial para las células eucariotas ya que est4d implicada en
numerosos procesos como el crecimiento celular, la reparacion de las membranas y la
transmision sinaptica. Centrales en el mecanismo de fusion son las proteinas SNARES (soluble
N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) que aportan especificidad y
proveen la fuerza necesaria para acercar las bicapas lipidicas y disparar la fusion de membranas.
Estas proteinas forman un complejo en configuracion trans (localizadas en membranas
opuestas) entre dos SNAREs transmembrana y una SNARE periférica. Este complejo formaria
un ramillete de cuatro hélices paralelas, dos de ellas provenientes de la SNARE citosélica y las
otras dos provenientes de cada SNARESs transmembrana, que utiliza la energia liberada durante
su formacion para acercar las membranas y gatillar su fusion (revisado en [75]). Una vez
terminado el proceso, el complejo se disocia y las SNARES vesiculares son endocitadas.

Este proceso es de particular importancia a nivel del sistema nervioso central, ya que regula la
libracion de neurotransmisores en las sinapsis. Se ha descripto que numerosas proteinas
neuronales, incluyendo miembros de la familia SNARE, son S-aciladas [79] y existen reportes
de que mutaciones en palmitoiltransferasas como DHHC9 y DHHC15, estarian asociadas a la
esquizofrenia y al retardo mental [172, 173].

Muchos miembros de esta familia son proteinas transmembrana tipo Il con cisteinas, adyacentes
al dominio transmembrana, que estan S-aciladas. En S. cerevisiae, de las veintitrés SNARES
presentes, ocho estan modificadas en cisteinas con esta localizacion [78, 80].

Las consecuencias funcionales de la S-acilaciéon y las PATSs involucradas en este proceso han
sido mejor descriptas para SNAREs solubles, como SNAP-25 y SNAP-23 [174-176], que
necesitan de esta modificacién para su anclaje a membranas, pero la informacion respecto a la
S-acilacion de SNAREs transmembrana es escasa, especialmente para SNARES de mamiferos.
La funcién de la S-acilacion no es clara en este tipo de proteinas salvo para la SNARE
endosomal de levaduras Tlgl, en la cual la ausencia de la modificacion provoca una
disminucién de su vida media [77]. Se ha visto que las SNAREs transmembrana se localizan
principalmente en membrana plasméatica, TGN y endosomas, todas ellas membranas ricas en
esteroles, de modo que se ha postulado que la S-acilacion podria jugar un rol en la solubilidad
de los TMDs en los dominios ricos en esterol [77].

Un Unico trabajo, en el que se estudia la S-acilaciéon de Sintaxina 7 y Sintaxina 8, reporta un rol
de esta modificacion en una SNARE transmembrana de mamiferos [80, 177]. He y Linder
postularon que la S-acilacion de Sintaxina 7 es necesaria para su reciclado desde membrana
plasmatica hacia los endosomomas, mientras que para el caso de Sintaxina 8, la ausencia de esta
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modificacion no afectaria su localizacion [80]. También postularon que la S-acilacion de
Sintaxina 7 ocurriria en compartimentos distales de la via secretora, debido a su sensibilidad a
Brefeldina A, mientras que Sintaxina 8 seria S-acilada en compartimentos proximales. Esto
resulta interesante ya que, a diferencia de lo observado en levaduras, mas de una PAT estaria
involucrada en la S-acilacion de SNARESs transmembrana en mamiferos.

Como parte de esta trabajo de tesis nos interesamos en la identificacion de la/las
palmitoiltransferasas involucradas en el S-acilacion de SNAREs transmembrana en células de
mamiferos, especificamente en miembros de la familia de las Sintaxinas.

2. La sobreexpresion de DHHC4 afecta de manera diferencial el estado
de S-acilacion de Sintaxina 6 y Sintaxina 1A.

Como se menciond anteriormente, no se conoce la enzima que cataliza la S-acilacion de
proteinas transmembrana tipo Il en células de mamiferos. Creemos que DHHC4 es un buen
candidato a cumplir este rol (ver capitulo 1A), de modo que evaluamos su capacidad para mediar
la S-acilacion de las SNARES Sintaxina 6 (Syn6) y Sintaxina 1A (SynlA) en células HEK293F.
Para realizar este analisis se utiliz6 el método de pegilacion directa que consiste en incubar
extractos proteicos con PEG-Maleimida (PEG-M) de 5kDa de peso molecular. En este ensayo,
las cisteinas no S-aciladas reaccionan con el agente pegilante y esto puede ser evidenciado como
una disminucion en la migracidn electroforética, debido a un incremento de 5 KDa por cisteina
no acilada, en el peso molecular de la proteina. Syn6 contiene solo una cisteina en su secuencia
gue esta S-acilada en células neuronales [79] y nuestros estudios indican que también esta S-
acilada en la linea celular utilizada para este experimento. Syn1A posee tres cisteinas, dos de
ellas en el borde transmembrana y una mas alejada en el dominio citoplasmatico. Se sabe que
SynlA estd S-acilada en células neuronales pero no se ha descripto las cisteinas que estarian
modificadas.

En las condiciones de sobreexpresion utilizadas para el ensayo de pegilacion, es probable que la
maquinaria de palmitoilacién enddgena esté sobrepasada y una poblacién de las SNAREs
permanezca no modificada. Esta situacion deberia ser compensada con la sobreexpresién de la
PAT capaz de modificarlas pero no con la expresion de una PAT que no las reconozca como
sustratos.

A fin de establecer si DHHC4 afecta el estado de S-acilacion de estas SNAREs, se llevo a cabo
el ensayo de pegilacion directa utilizando extractos proteicos provenientes de células HEK293F,
co-transfectadas con vectores que expresan Syn6-HA o SynlA-HA y las PATs DHHCA4,
DHHC6 o un vector vacio (control). Las muestras proteicas fueron analizadas mediante Western
blot utilizando un anticuerpo especifico contra el epitope HA. Las PATSs utilizadas en este esayo
se encuentran fusionadas a la proteina mCherry en su extremo N-terminal, pero no fueron
reveladas ya que, debido a la gran cantidad de cisteinas presentes en estas proteinas el patron de
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pegilacion y agregacién de las mismas resulta muy complejo y dificulta, en gran parte, su
ingreso al gel de poliacrilamida. Su expresion en cada condicion fue identificada mediante
microscopia de fluorescencia antes de llevar a cabo la pegilacion directa (no mostrado).

Para el caso de SynlA, la figura 25 A muestra que la incubacién con PEG-M provoca un
cambio en la migracion de aproximadamente 15kDa, lo que sugiere que la gran mayoria de la
proteina no esta S-acilada en esta linea celular. Adicionalmente, la sobreexpresién de DHHC4 y
DHHCS6 parecen no afectar el estado de S-acilacion de la misma.
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Figura 25. Ensayo de Pegilacion directa de las SNAREs transmembrana Syn6-HA y Syn1A-HA. A.
Extractos proteicos de células HEK293F, co-transfectadas con vectores que expresan las SNAREs y las
PATs indicadas, fueron sometidos al ensayo de pegilacion directa. La muestra control (vector vacio) fue
incubada en ausencia (-) y presencia (+) de PEG-M como control del ensayo. Syn1A y Syn6 estan
fusionadas a un epitope de HA en su extremo C-terminal, mientras que las PATs estan fusionadas a la
proteina mCherry en su extremo N-terminal. Las muestras proteicas fueron analizadas mediante Western
blot, utilizando un anticuerpo especifico contra el epitope HA. Syn-HA-PEG corresponde a la fraccién de
proteina no S-acilada, mientras que Syn-HA-Palm corresponde a la poblacién de proteina S-acilada o
palmitoilada. B. Ensayo de pegilacion directa llevado a cabo con extractos proteicos de células HEK293F
que fueron co-transfectadas con vectores que expresan Syn6-HA y Cherry-DHHC4, un shRNA especifico
contra DHHC4 o con un vector vacio (control). El ensayo fue revelado mediante Western blot utilizando
un anticuerpo especifico contra HA. Para el control de carga (CC) se reveld con un anticuerpo especifico
anti-Calnexina humana. C. Relacion entre la cantidad de proteina S-acilada y no S-acilada (pegilada) en
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la condicion control y en presencia del sShRNA. Se llevé a cabo una cuantificacion de la intensidad de las
bandas en los Western blot de tres experimentos independientes, utilizando los programas ImageJ y
OriginPro8. La relacion entre las fracciones S-acilado/Pegilado es de 0,71 + 0,11 para la condicién
control y de 0,449 + 0,09 para la condicion incubada en presencia del shRNA.

Para el caso de Syn6 una poblacién de la SNARE permanece S-acilada, mientras que otra
poblacion que permanece de-acilada, reacciona con el PEG-M en la condicién control (Figura
25 A, panel derecho). La sobreexpresion de DHHC4 elimina la fraccién no S-acilada de Syn6,
ya que solo se observa una poblacion que no reacciona con el PEG-M, a diferencia de lo
observado cuando se sobreexpresa DHHCG6. Esto indica que en presencia de DHHC4 el total de
Syn6 esta S-acilada y, por lo tanto, esta PAT estaria catalizando la modificacién de la SNARE.
Notablemente, los niveles de Syn6 detectados cuando se expresa junto con DHHC4 son
inferiores a los detectados en la condicion control o en la condicién en la que se expresa
DHHCS, indicando que la sobreexpresién de DHHC4 y el aumento en la poblacién S-acilada, se
correlaciona con la disminucion en los niveles totales de la SNARE.

Por otra parte, se evalud la situacion contraria disminuyendo los niveles de DHHC4 con la
expresion de un shRNA (Figura 25 B) y se estudié solo la S-acilacion de Syn6 en estas
condiciones, ya que SynlA parece no estar modificada en esta linea celular. En este caso, se
realizé una co-transfeccion del plasmido que sobreexpresa a Syn6-HA y del vector conteniendo
la secuencia del shRNA. Cinco dias post-transfeccion se procesaron las muestras de acuerdo al
protocolo de pegilacién directa de proteinas. La Figura 25 B muestra un incremento en la
fraccion no S-acilada con respecto a la S-acilada cuando las células son incubadas en presencia
del vector que expresa al sShRNA. Consistente con la disminucién de Syn6 en presencia de
DHHC4, en presencia del silenciador se observa un incremento en los niveles totales de esta
SNARE.

3. Discusion

En los Gltimos afios, la informacién con respecto a las consecuencias funcionales de la S-
acilacion en el mantenimiento de la fisiologia celular, han focalizado la atencién de numerosos
grupos de investigacion en las PATs como blancos de drogas para tratamientos contra procesos
patoldgicos. Sin embargo, la informacion respecto a la S-acilacion de muchos sustratos
involucrados en procesos de relevancia fisioldgica, como la transduccion de sefiales y la
transmision sinaptica, es escasa.

En esta seccion del trabajo de tesis nos interesamos en la identificacion de la PAT de SNAREs
transmembrana, especificamente de los miembros de la familia de Sintaxinas.

La S-acilacion de SNAREs transmembrana en S. cerevisiae esta catalizada por una Unica
enzima, Swfl, que ademé&s es altamente especifica [112]. Esta modificacion ocurre sobre
residuos de cisteinas ubicados en el borde del dominio transmembrana o incluso adentro del
mismo. Esta localizacion, caracteristica en los sustratos de Swfl, esta también presente en
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numerosas proteinas transmembrana de mamiferos, incluyendo las SNARESs transmembrana. La
identificacion del ortélogo de Swfl en mamiferos ain no ha sido reportada pero es posible que
exista mas de una enzima involucrada en este proceso. Se sabe que algunos sustratos son
reconocidos por mas de una PAT y que una misma PAT es capaz de modificar a mas de un
sustrato. Esto dltimo es comprensible debido a la gran cantidad de proteinas S-aciladas que
supera ampliamente a la cantidad de Palmitoiltransferasas presentes en las células. EI hecho de
que un sustrato sea reconocido por mas de una PAT puede ser Util si la expresion de éstas no es
ubicua como se ha reportado para muchas de ellas [160].

Con respecto a las Sintaxinas poco se sabe acerca de su S-acilacion pero se ha postulado que
Sintaxina 7 y Sintaxina 8 estarian modificadas por enzimas diferentes. Nuestros resultados
sugieren que esto ocurre también para otros miembros de la familia, ya que Sintaxina 1A parece
no ser reconocida por DHHC4 mientras que Sintaxina 6 seria modificada por esta enzima. A
pesar de trabajar en condiciones de sobreexpresion, la modificacion de Syn6 por parte de
DHHC4 parece ser un evento especifico ya que la sobreexpresion de DHHCG6, otra PAT de
reticulo endoplasmico que modifica cisteinas con una localizacién similar a la descripta [134],
no afecta el estado de S-acilacion de la SNARE. Otro resultado que apoya a nuestra hipétesis es
la disminucion de la fraccion S-acilada de Syn6 en presencia del shRNA contra DHHC4,
aunque es interesante que en estas condiciones gquede un remanente de Syn6 S-acilada. Esto
podria deberse a que la actividad de DHHC4 no fue completamente silenciada en las
condiciones ensayadas 0 a que otra PAT es también capaz de modificar a esta SNARE.

Por otra parte, es notable que la sobreexpresion de DHHC4 provoque, ademéas de la
desaparicion de la fraccién no S-acilada, una disminucion de los niveles totales de Syn6. Esto
podria reflejar disminucién de la fraccion S-acilada mediante alglin mecanismo que incremente
la velocidad de degradacion de la SNARE modificada. Esto seria muy interesante ya que hasta
el momento la S-acilacion solo ha sido relacionada a un incremento en la estabilidad de
proteinas transmembrana y no a su disminucion [77, 130]. Alternativamente, DHHC4 podria
disminuir los niveles de Syn6 por un mecanismo indirecto y esto se veria reflejado en una
disminucién de la fraccion no S-acilada, simplemente porque los niveles remanentes de la
SNARE no sobrepasan la maquinaria de S-acilacion endégena.

La presencia de veintitrés PATs en mamiferos, a diferencia de las siete expresadas en levaduras,
sugiere que la cantidad de proteinas S-aciladas requiere de una maquinaria de S-acilacién mas
extensa. Posiblemente més de una enzima sea necesaria para la modificacion de la familia de
SNAREs y proteinas transmembrana tipo Il en general.
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CAPITULO I11: ESTUDIOS DE LA ESPECIFICIDAD EN
LA S-ACILACION DE PROTEINAS TRANSMEMBRANA
EN Saccharomyces cerevisiae

1. Introduccion

La identificacion de las primeras palmitoiltransferasas en S. cerevisiae impulso la busqueda de
nuevos miembros de la familia y de sus sustratos en este organismo y en eucariotas superiores.
Cepas mutantes de esta levadura con deleciones en cada uno de los genes que codifican para las
PATSs, permitieron identificar los pares enzima-sustratos que hoy conocemos [78]. Por otra
parte, estudios globales de sobreexpresion de las PATSs contribuyeron a esta caracterizacion en
mamiferos [113]. Las proteinas palmitoiladas superan a las palmitoiltransferasas presentes en
los organismos, lo que llevo a postular que éstas serian capaces de reconocer a mas de un
sustrato con caracteristicas similares (Revisado en [94]). Los primeros estudios de las PATs de
S. cerevisiae apoyan esta hipotesis, ya que cada una reconoceria varios sustratos con
caracteristicas estructurales o topoldgicas similares:
— Erf2/Ef4 fue identificada como la PAT de Ras, una proteina soluble que esta farnesilada
en su extremo C-terminal, cerca de la cisteina S-acilada
— Akrl modifica a Yckly Yck2, dos proteinas solubles que son doblemente S-aciladas en
su extremo C-terminal
— Pfa3 cataliza la S-acilacion de Vac8, una proteina soluble que estd N-miristoilada en su
extremo N-terminal
— Pfa4 seria la responsable de la S-acilacién de la sintetasa 3 de quitina (Chs3) y de las
permeasas de aminoacidos, todas ellas proteinas con maltiples pasos transmembrana
— Swrf1 cataliza la S-acilacion de SNARESs transmembrana y dos manosiltransferasas,
todas ellas proteinas transmembrana tipo Il
Por otra parte, estudios en células de mamiferos revelaron que la S-acilacion de algunas
proteinas, como PSD-95 y SNAP-25, esta catalizada por un grupo reducido de las
Palmitoiltransferasas de mamiferos, lo que llevd a postular que estas enzimas tendrian cierta
especificidad por los sustratos que modifican [113].
Debido a que mutaciones en el motivo DHHC generan pérdida de la funcion e inhibicion de la
autoacilacion de las PATs, se postulé que este dominio altamente conservado seria el sitio
catalitico de las enzimas; mientras que su especificidad podria estar codificada en las regiones
N-y C- terminales [94, 97].
En el afio 2009 la hipdtesis de una especificidad diferencial entre las PATs comenzd a ser
cuestionada. Utilizando como modelo a la levadura S. cerevisiae, Hou y colaboradores
mostraron que las PATs Erf2, Pfa3, Pfa4, Pfa5 y Akrl son capaces de modificar a sustratos no
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canonicos cuando estan sobreexpresadas y que tendrian una especificidad solapada, ya que
reconocerian los mismos sustratos [178]. Estos autores muestran que la sobreexpresion de las
PATs en levaduras, a excepcion de Swfl que no fue reportada, es capaz de suprimir fenotipos
causados por la deficiencia de otras. Por ejemplo, en una cepa pfa34, en la que el gen PFA3 fue
delecionado y por lo tanto no se expresa la enzima, presenta un fenotipo de vacuolas
fragmentadas en condiciones de estrés y niveles reducidos de Vac8 S-acilada. Esto es suprimido
por la sobreexpresion de otras PATSs. Resultados similares fueron reportados para los sustratos
Yck2 y Ras en cepas akrlA y erf2A4 respectivamente, en las que sobreexpresaron otras PATS
[178]. Al poco tiempo, Rocks y colaboradores postularon que la maguinaria de S-acilacion en
celulas de mamiferos se encontraria exclusivamente en el complejo de Golgi y careceria
totalmente de especificidad. Los autores utilizaron una serie de péptidos sintéticos sin ningdn
tipo de secuencia consenso y observaron que la S-acilacién de los mismos ocurria solo en esta
organela [146].

La particularidad de estos dos trabajos reside en que ambos estudian la modificacion de
sustratos periféricos de membrana. En este contexto, las observaciones de nuestro laboratorio
con respecto a la S-acilacion de proteinas transmembrana, mediadas por Swfl y Pfa4, eran
contrastantes. A diferencia de lo reportado para Erf2, Akrl y Pfa3, la funcion de Swfl no puede
ser llevada a cabo por otras PATs. Una cepa swflA que carece de esta enzima presenta un
fenotipo de falta de crecimiento en medios que contienen lactato como Unica fuente de carbono
0 en medios con altas concentraciones de sal (0,85M NaCl). Las bases moleculares de este
fenotipo no se conocen pero se ha visto siempre relacionado a la falta de S-acilacién de las
SNARES sustratos de Swfl. Gonzalez-Montoro mostré que la sobreexpresion de otras PATS,
incluso de Pfa4, no restablece el fenotipo salvaje de la cepa ni tampoco la S-acilacion de Tlgl
[112].

2. La funcion de Pfa4 no puede ser reemplazada por otras PATs.

A fin de establecer si este comportamiento es caracteristico de Swfl o de la S-acilacion de
proteinas transmembrana en general, decidimos evaluar la capacidad de otras PATs de
restablecer el fenotipo salvaje en ausencia de Pfa4. Una cepa pfadA presenta un fenotipo de
resistencia al colorante toxico blanco de calcofltor, directamente relacionado a la falta de S-
acilacién de su sustrato, Chs3. En ausencia de Pfa4, Chs3 queda retenida en el reticulo
endoplasmico y no puede catalizar la sintesis de quitina, de modo que el colorante no ejerce su
efecto tdxico, ya que necesita de este polisacérido para unirse a las células [111]. De esta
manera, una cepa salvaje es incapaz de crecer en presencia del blanco de calcofltior mientras
que una cepa pfadA crece normalmente en esta condicion.

Mediante ensayos de crecimiento en medio sélido conteniendo blanco de calcofltor, se evalu

el efecto de la sobreexpresion de las PATs en cepas pfadA transformadas con vectores que
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sobreexpresan a Pfa4, Swfl, Pfa3 y Erf2, rotuladas con el dominio de union a IgG de la Proteina
A (PA) y bajo en control del promotor GAL1 o transformadas con un vector vacio como control
(EV). La expresion de las PATs bajo el promotor GAL1 requiere de la presencia de galactosa,
de modo que el ensayo con el blanco de calcofltor se llevd a cabo utilizando galactosa como
fuente carbono (YPGal).

En este ensayo todas las cepas crecen en medios ricos conteniendo glucosa (YPD) o galactosa
(YPGal) como fuente de carbono. En presencia del colorante, la cepa pfa4A transformada con el
vector vacio es capaz de crecer normalmente, no asi la cepa salvaje y la cepa
pfadA4 complementada con Pfa4 (Figura 26 A). La sobreexpresion de otras PATSs no restablece
el fenotipo salvaje, indicando que la funcion de Pfa4 es especifica y no puede ser llevada a cabo
por otros miembros de la familia.
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3. La mutacion de posiciones determinantes de especificidad (PDEs) en

el dominio DHHC genera falta de funcion en Swfl.

La identificacién de regiones que pudieran estar implicadas en la especificidad de las PATs
mediante comparacion de secuencia es muy dificil, ya que esta familia presenta muy poca
homologia fuera de los dominios conservados, incluso entre ortélogos ya descriptos.

Estudios bioinforméticos llevados a cabo en nuestro laboratorio permitieron la identificacion de
posiciones determinantes de especificidad, utilizando un método alternativo a la comparacion de
secuencias [112]. EI método se basa en que dentro de una familia de proteinas que reconocen
sustratos diferentes, como las PATS, las diferencias en la especificidad pueden estar codificadas
en residuos de aminoacidos particulares que se encuentran altamente conservados dentro de los
miembros de un grupo pero no en los miembros de otro grupo [179]. Por ejemplo, se esperaria
gue Swfl y todos sus ortdlogos tuvieran residuos conservados en determinadas posiciones de la
proteina, mientras que Pfa4 y todos sus ortdlogos tuvieran otros residuos conservados en esas
posiciones, pero diferentes a los del grupo de Swfl (Figura 27). Estas posiciones se denominan
posiciones determinantes de especificidad (PDESs) y son aminoacidos involucrados en cualquier
proceso que permita el reconocimiento de los sustratos in vivo, desde interacciones proteina-
proteinas hasta la determinacién de la localizacion subcelular que permita el encuentro enzima-
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Figura 27. Alineamiento de los dominios DHHC de las S-aciltransferasas Swfl y Pfa4 de hongos,
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junto con la conservacion de cada columna y el puntaje obtenido en el programa GROUPSIM. Las
tres posiciones determinantes de especificidad con mayor puntaje determinado por GROUPSIM estan
remarcadas. Los residuos se encuentran coloreados segun la conservacién dentro de los grupos de
ortélogos. En la parte inferior se muestran los puntajes determinados por GROUPSIM y la conservacion
general

A fin de corroborar si la especificidad esta codificada en las posiciones identificadas en el
analisis, se llevaron a cabo mutaciones de las tres posiciones con mayor puntuacién indicadas
por el programa bioinfoméatico, para la PAT Swfl. Estas posiciones corresponden a los
aminoéacidos A145, K148 y N168 y se encuentran localizadas en el dominio DHHC, lo que
resulta interesante debido a la elevada conservacion que presenta este dominio (Figura 27). Las
mutaciones se realizaron reemplazando a estos residuos por los aminoacidos correspondientes a
las mismas posiciones en el dominio DHHC de Pfa4:

e Laalanina en la posicién 145 fue mutada por acido glutdmico, A145E

e Lalisina en la posicion 148 fue mutada por histidina, K148H

e Laasparagina en la posicion 168 fue mutada por metionina, N168M
La actividad de estas mutantes se evalu6 mediante ensayos de crecimiento de la cepa swflA,
transformada con vectores que expresan cada mutante, bajo el control del promotor endégeno de
Swfl. La mutante A145E no es capaz de suprimir el fenotipo de falta de crecimiento en medio
con alta concentracion de sal. La mutacién K148H provoca un pequefio defecto en el
crecimiento en esta condicion, mientras que la mutaciéon N168M no genera ningun efecto sobre
el crecimiento en este medio (Figura 28 A).
La deteccion de Swfl salvaje y de las mutantes, expresadas a niveles enddgenos, es dificultosa
debido a que es una proteina muy poco abundante. A fin de evaluar la estabilidad de las
mutantes se repitié el ensayo bajo el control de promotor de TPI1 (Figura 28 B). Aln en
condiciones de sobreexpresion, la mutante A145E es incapaz de suprimir el fenotipo de falta de
crecimiento en medios con alta concentracion de sal, lo que sugiere que este aminoacido es
fundamental para la actividad de Swfl. La mutante K148H sobreexpresada es capaz de suprimir
totalmente el fenotipo de falta de crecimiento, sin embargo, la triple mutante incluida en este
ensayo presenta un fenotipo de falta de crecimiento mas fuerte que la mutante A145E,
sugiriendo que las mutaciones K148H y N168M podrian generar un efecto aditivo (Figura 28
B).
El andlisis de la estabilidad de las mutantes mediante Western blot revela que la mutante A145E
y la triple mutante se expresan mucho menos que Swfl salvaje. No obstante, estos niveles son
superiores a los niveles de Swfl enddgena, que no se detecta en la cepa salvaje transformada
con un vector vacio (Figura 28 C).
Estos experimentos confirman que la prediccion de PDE puede identificar residuos
funcionalmente importantes que probablemente se encuentren involucrados en la determinacion
de especificidad.
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Figura 28. Mutacién de las tres PDEs de mayor puntaje en Swfl por los residuos correspondientes a
Pfad. A. Ensayos de crecimiento de la cepa swfi4 transformada con un vector vacio (EV), con vectores
que expresan a Swfl salvaje o a las versiones mutadas en las PDEs de mayor puntaje por los residuos
presentes en Pfa4 en esas posiciones, bajo el control del promotor enddgeno de SWF1. Las
transformantes fueron crecidas en medio sélido rico con glucosa (YPD, panel superior) o en este mismo
medio suplementado con 0.85M NaCl (YPD 0.85 M NaCl, panel inferior). B. Ensayos de crecimiento de
la cepa swfi4 transformada con un vector vacio (EV), con vectores que expresan a Swfl salvaje o a las
versiones mutadas en las PDEs indicadas, bajo el control del promotor de TPI1. C. Andlisis por Western
blot de los niveles de expresion de las mutantes de Swfl en las PDEs, bajo el control del promotor de
TPI1, en una cepa swflA. Revelado con un anticuerpo policlonal contra el dominio C-terminal de Swfl.
Swfl endbgena no se detecta bajo estas condiciones en la cepa salvaje (wt + EV). Una banda no
especifica detectada por el anticuerpo se muestra como control de carga (CC).

4. Discusion

Los primeros estudios focalizados en la especificidad de las PATS, utilizando sustratos solubles,
postularon que la maquinaria de S-acilacion celular seria inespecifica y ocurriria en el complejo
de Golgi [146, 178]. Esto resulta interesante ya que la S-acilacion de sustratos transmembrana
en levadura parece ocurrir en el reticulo endoplasmico [111, 155]. Otra observacion contrastante
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es que en la cepa mutante swfi4, las SNAREs sustratos de Swfl se mueven a través del
complejo de Golgi y llegan a su destino sin ser S-aciladas, indicando que no son reconocidas
por la maquinaria de S-acilacion localizada en esta organela.

Estudios realizados en nuestro laboratorio indican que la S-acilacion de sustratos
transmembrana catalizada por Swfl es especifica, ya que no puede ser reemplazada por otros
miembros de la familia.

Este trabajo de tesis contribuy6 con el estudio de la especificidad de Pfa4, otra PAT involucrada
en la S-acilacion de proteinas transmembrana pero con multiples pasos transmembrana. En este
caso, pudimos demostrar que otros miembros de la familia son incapaces de complementar el
fenotipo de falta de funcion en una cepa pfad44, indicando que su funcién no puede ser
reemplazada por otras PATs aln cuando estan sobreexpreadas. Estos resultados son consistentes
con los reportados por Roth y colaboradores en los que, mediante un estudio del palmitoil-
proteoma, observan que en una cepa pfadA, las permeasas de aminoécidos permanecen no S-
aciladas [78]. Nuestros resultados indican que Swf1 es incapaz de reconocer sustratos distintos a
los propios, ya que no complementa el fenotipo de la cepa pfad4, a diferencia de los reportado
para otras palmitoiltransferasas. Adicionalmente, otros ensayos realizados en nuestro
laboratorio, en las condiciones utilizadas en el trabajo de Hou y colaboradores, revelan que
Swfl tampoco reconoceria el sustrato soluble de Pfa3, Vac8 [112]. De igual manera, Pfa4 no
puede suprimir el fenotipo de falta de crecimiento de una cepa swfl4, incluso cuando esta
sobreexpresada pero Hou y colaboradores muestran que si podria reconocer sustratos periféricos
de membrana como Vac8, Yck2 y Ras, sugiriendo que seria mas promiscua que Swfl.

Los resultados obtenidos nos permiten postular que la S-acilacion de proteinas transmembrana
en S. cerevisiae requiere de PATS exclusivas. La actividad de Swfl es altamente especifica, a
diferencia de lo reportado para otros miembros de la familia, no solo porque es incapaz de
reconocer sustratos distintos a los propios, ya sean solubles o transmembrana, sino que ademas
la S-acilacion de sus sustratos depende exclusivamente de esta PAT. Esto quizas se deba a la
localizacion caracteristicas de las cisteinas ubicadas en el borde transmembrana, a las que
posiblemente solo Swfl pueda acceder. Debido a que esta PAT seria la Unica con actividad
altamente especifica en S. cerevisiae, resulta interesante como modelo para estudiar en donde
esta codificada la especificidad y extenderlo a otros miembros de la familia DHHC, ya que
numerosos estudios revelan la importancia de PATSs individuales para el normal funcionamiento
celular e incluso sistémico, que dificilmente serian explicados por un modelo de S-acilacién
inespecifica. Un trabajo posterior a la publicacion de nuestros resultados intenta describir la
especificidad de los miembros de la familia DHHC de levaduras y de humanos evaluando su
capacidad de modificar a sustratos modelos. Los autores encontraron que el sustrato periférico
Gpa2 es S-acilado por dieciséis PATs humanas y cuatro de levaduras (Erf2, Pfa3, Pfa5 y Akrl),
mientras que el sustrato Ssol, una SNARE transmembrana, solo fue modificado por Swfl y
Pfa3 y muy levemente por dos PATs humanas, DHHC2 y DHHC20. Agpl, una proteina con
maltiples pasos transmembrana, solo fue modificada eficientemente por Pfa4 [180]. Estos
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resultados apoyan nuestro hallazgo de que la S-acilacién de proteinas transmembrana es mucho
mas especifica que la modificacion de proteinas periféricas.

Finalmente, ensayos in silico realizados en nuestro laboratorio permitieron identificar
posiciones dentro de la familia de las PATs que podrian ser relevantes para la especificidad.
Para validar esta prediccién utilizamos a Swfl como modelo y generamos tres mutaciones en
las posiciones con mayor puntuacion predichas por el programa bioinformatico GROUPSIM.
Las mutaciones A145E y K148H provocaron pérdida total y parcial de la funciéon de Swfl,
respectivamente. Es destacable que las mutaciones no fueran realizadas al azar sino que se
intercambiaron por los residuos de Pfa4 presentes en esas mismas posiciones y, a pesar de estar
en un contexto de alta conservacion de secuencia, provocaron pérdida de funcion. Estos
resultados ademas apoyan la prediccion bioinformatica de estas posiciones como determinantes
de especificidad.

Seria interesante que estas mutaciones en Swfl fueran capaces de conferirle una especificidad
distinta, es decir, la capacidad de modificar a los sustratos de Pfa4, de modo que se intentd
complementar una cepa pfa4A con las mutantes individuales de las PDEs de Swfl, como asi
también con una triple mutante (no mostrado). En ningln caso se logrd restablecer el fenotipo
salvaje, lo que es comprensible teniendo en cuenta que posiblemente otros PDEs ademas de los
mutados, sean necesarios.

Estos resultados contribuyen a un trabajo en el que también se estudiaron los requerimientos
topologicos y estructurales que estarian implicados en el reconocimiento por parte de las PATS
[112], utilizando como modelo a Tlgl, la SNARE endosomal sustrato de Swfl. Esta SNARE
posee dos cisteinas localizadas en el borde citoplasmatico adyacente al dominio transmembrana.
Estos estudios revelaron que alejando las cisteinas del borde transmembrana se pierde el
reconocimiento por parte de Swfl. Un alejamiento de las cisteinas cinco posiciones del dominio
transmembrana no impide la S-acilacion pero en este caso, la modificacion no esta catalizada
por Swfl, a pesar de que el contexto de la secuencia de las cisteinas es muy similar a las de la
proteina salvaje; mientras que un alejamiento de las cisteinas a diez posiciones del dominio
transmembrana provoca pérdida del reconocimiento por parte de cualquier PAT de S.
cerevisiae. No podemos descartar que esta mutante sea modificada y que el efecto observado
sea producto de una de-acilacion rapida pero otros estudios en células de mamiferos apoyan
estos hallazgos [181].

Nuestros resultados nos permiten postular que, como es de esperarse para una reaccion
altamente especifica, existen requerimientos estructurales para el reconocimiento de los
sustratos por parte de Swfl y esta caracteristica podria ser compartida por otros miembros aun
no identificados en otros organismos.
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Los resultados presentados en este capitulo forman parte de la siguiente publicacién:

“Specificity of transmembrane protein palmitoylation in yeast”

Gonzélez Montoro A., Chumpen Ramirez S., Quiroga R., Valdez Taubas J.

PL0SOne. 2011. 24; 6(2):216969.
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Los ganglidsidos han sido involucrados en numerosos procesos relevantes a nivel del sistema
nervioso central y en procesos patolégicos como el sindrome de Guillan-Barré, motivo por el
cual las enzimas que participan en su biosintesis han sido y contintan siendo intensamente
estudiadas. Numerosos trabajos han contribuido al entendimiento de la regulacion en la sintesis
de gangliésidos durante el desarrollo y en los procesos de diferenciacion celular, apuntando
principalmente a un mecanismo de control a nivel transcripcional. También se ha postulado que
existiria una regulacion post-traduccional de la actividad de algunas glicosiltransferasas
mediante fosforilacién/de-fosforilacion, pero el mecanismo mediante el cual ocurriria no ha sido
estudiado. Trabajos mas recientes confirman la presencia de glicosiltransferasas en la membrana
plasmatica, lo que implica la existencia de un mecanismo de control en la composicién de
ganglidésidos a nivel local. La regulacion de esta localizacion ectdpica se desconoce pero
claramente existen otros mecanismos de regulacién post-traduccionales capaces de influenciar
la sintesis de ganglidsidos y, por lo tanto, regular procesos de importancia tanto fisioldgica
como patoldgica.

Respecto a esto nos interesamos en el estudio de la S-acilacion de las glicosiltransferasas,
particularmente aquellas involucradas en la sintesis de gangliésidos pero creemos que nuestros
resultados se extienden a toda la familia. Mediante ensayos in silico mostramos la presencia de
cisteinas conservadas presentes en el dominio N-terminal de estas enzimas con una localizacion
similar a la de cisteinas S-aciladas en SNARESs transmembrana [79, 80]. Nuestros resultados
indican que estas cisteinas presentes en glicosiltransferasas de ganglidsidos, son S-aciladas en
células de mamiferos lo que nos permite postular a la S-acilacion como una modificacion post-
traduccional novedosa en esta familia de proteinas.

La S-acilacién de proteinas ha adquirido notable relevancia en los Ultimos afios por verse
involucrada en la regulacion de numerosos procesos celulares. Méas de un 10% de las proteinas
expresadas en eucariotas superiores se encuentran S-aciladas y las consecuencias funcionales de
esta modificacion podrian determinar el desarrollo de procesos patolégicos como enfermedades
neuronales o cancer.

Para el caso de proteinas transmembrana tipo I, la informacion respecto al rol de la S-acilacion
es muy escasa. En levaduras solo para Tlgl se ha identificado la funcion de esta modificacion y
el mecanismo mediante el cual operaria pero la importancia de la S-acilacién en otros sustratos
se ve reflejada globalmente en los fenotipos mutantes de una cepa swflA. Posiblemente, el rol
de la S-acilaciéon en las glicosiltransferasas de mamiferos sea evidenciado en mecanismos
generales mas que en consecuencias puntales en estas enzimas.

Resultados preliminares sugieren que DHHC4 podria ser el ortélogo de Swfl, ya que en
principio tendria actividad sobre la SNARE Tlgl y, por lo tanto, seria capaz de reconocer
cisteinas con la localizacion caracteristica de las proteinas transmembrana tipo Il S-aciladas. No
descartamos la posibilidad de que otras PATs pudieran estar involucradas en este proceso, ya
que se ha reportado cierta redundancia para varios miembros de esta familia.
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Los ensayos de pegilacion directa de Sintaxina 6 sugieren qgue DHHC4 esté involucrada en su
modificacion e incluso, que la S-acilacion de esta SNARE podria estar relacionada a su
estabilidad. En contraste a este resultado DHHC4 parece no afectar el estado de S-acilacion de
Sintaxina 1A, sugiriendo que las SNAREs transmembrana no son modificadas por una Unica
PAT como ocurre en levaduras. Este resultado es consistente con las observaciones de He y
colaboradores [80] en las que postulan una S-acilacion diferencial entre Sintaxina 7, que seria S-
acilada en compartimentos distales del complejo de Golgi, y Sintaxina 8, que seria modificada
en el reticulo endoplasmico. Nuestros estudios sugieren que DHHC4 afecta el estado de S-
acilacion de Sintaxina 6 y a juzgar por el estudio mencionado anteriormente posiblemente
también afecte la S-acilacion de Sintaxina 8.

La importancia en la identificacion de pares enzima-sustrato radica en la implicancia de algunas
PATSs en procesos patolégicos como el cancer. Esto las ha convertido en blancos interesantes
para la basqueda de drogas que puedan actuar como agentes terapéuticos. No obstante, es
fundamental encontrar agentes especificos, ya que muchas otras patologias, como el retardo
mental y la esquizofrenia, serian consecuencia de la ausencia de PATS puntuales.

Por otra parte, resultados de este trabajo de tesis contribuyeron al estudio de la especificidad de
la S-acilacién de proteinas transmembrana utilizando como modelo, PATs de la levadura S.
cerevisiae. Nuestros resultados nos permiten postular que, a diferencia de lo reportado para la S-
acilacion de sustratos solubles, la modificacion de sustratos transmembrana requiere de PATs
especificas y que para el caso de Swfl, la localizacion de las cisteinas sustrato es fundamental
para su reconocimiento por parte de esta enzima, como es de esperarse para una reaccion
catalizada altamente especifica.

Este trabajo de tesis contribuye al conocimiento de los procesos que afectan a enzimas cruciales
para el funcionamiento celular, como son las glicosiltransferasas y abre las puertas al estudio de
mecanismos de regulacion que no han sido no explorados hasta el momento.
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Capitulo |

Lineas celulares utilizadas

En este trabajo se utilizaron las lineas celulares comerciales CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary)
del consorcio ATCC y HEK239F (Human Embryonic Kidney) de Invitrogen. También se
utilizaron el clon3 y el clon36, dos lineas derivadas de las células CHO-K1 que expresan de
manera estable a GaINAc-T-myc (clon3) y a Sial-T4-myc (clon36), previamente descriptas en
[55] y [62], respectivamente.

Plasmidos
Glicosiltransferasas de ganglioésidos. Las construcciones de los Ntds de Sial-T1-YFP y Sial-

T2-YFP estan descriptas en [54, 196] . El vector que expresa el Ntd de GalNAc-T salvaje
fusionado a Cherry se construyé a partir de un vector que expresa GalNAc-T-YFP, descripto en
[54], mediante digestion del Ntd con las enzimas de restriccion Xhol y BamHI y se cloné en los
mismos del sitios del vector pmCherry N1 de Clontech. Las mutantes C9A y C17A de GalNAc-
T se construyeron mediante amplificacion por PCR utilizando como templado el vector GalNac-
T-YFP, el oligo GaINAcT27R como olionucledtido 3’ y los oligos 05 y 06 de GalNAc-T como
oligonucledtidos 5°, respectivamente. Los productos de PCR fueron digeridos con las enzimas
de restriccién Apal y Sall y se clonaron en los mismos sitios del vector GaINAc-T-Cherry. La
doble mutante C9A/C17A de GalNAc-T se construyd mediante amplificacion por PCR
utilizando como templado la mutante C17A de GalNAc-T, el oligo GaINACT27R como
oligonucledtido 3’ y el oligo 05 de GaINAcT como oligonucleétido 5°. El producto de PCR fue
digerido con las enzimas de restriccién Apal y Sall y se cloné en los mismos sitios del vector
GalNAc-T-Cherry. Las construcciones del Ntd Sial-T4-Cherry y de Sial-T4-HA estan descriptas
en [62]. Las mutantes C3A del Ntd y de la version completa de Sial-T4 se construyeron en
colaboracion con el grupo del Dr. José Luis Daniotti.

Sintaxinas. Las secuencias de ADN que codifican a Syn6 y SynlA utilizadas en este trabajo de
tesis, estan contenidas en los vectores pHA N1 y pHA C1 construidos en el laboratorio del Dr
Maccioni. Para la construccion de estos vectores la secuencia del epitope HA se cloné en lugar
de la secuencia de la proteina fluorescente amarilla (YFP) en los vectores de Clontech pEYFP
N1 en los sitios BamHI/Notl y pEYFP C1 en los sitios Nhel/Bglll. Para la construccion de HA-
Syn6, se amplifico la secuencia de Sintaxina 6 de raton por PCR, a partir de un vector pET28-
Syn6 que fue gentilmente donado por el Dr Reinhard Jahn. Se utiliz6 el oligo Syn6é 01 como
oligonucledtido 5’ y el oligo Syn6 02 como oligonucledtido 3’. El producto de PCR fue
digerido con las enzimas de restriccién Hindlll y BamHI y fue clonado en los mismos sitios del
vector pHA C1. Para la construccion de HA-Syn8, la secuencia de Sintaxina 8 humana fue

amplificada por PCR utilizando los oligos Syn8 01 como oligonucledtido 5’ y Syn8 02 como
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oligonucledtido 3°. El producto de PCR fue digerido con las enzimas de restriccion EcoRI y
BamH]I y fue clonado en los mismos sitios del vector pHA C1.

El vector que expresa a Syn1A-HA fue construido en el laboratorio del Dr Maccioni, utilizando
la secuencia de Sintaxina 1A humana contenida el vector pHA N1.

Todas las construcciones se verificaron mediante secuenciamiento realizadas por la facilidad
“DNA Sequencing Facitily” de la Universidad de Chicago de Estados Unidos.

shRNA. Para el silenciamiento de DHHC4 se disefié un oligonucléotido de doble cadena, contra
una region de esta PAT que carece de homologia con otros miembros de la familia. El sShRNA
de secuencia: 5’-gatccccatctctaccaggaaacttattcaagagataagtttcctggtagagatttttta-3°fue sintetizado

por la empresa oligo engine y clonado en el vector pSUPERgfp+neo.

Transfeccion de Células
La transfeccion de las lineas celulares se llevé a cabo utilizando PEI (polyethylenimine) a una

concentracion de 1mg/mL, en una relacién 2:1 de ug ADN: ug PEI. Se prepara una mezcla de
transfeccion en DMEM sin antibiotico ni suero (50 uL para una placa de 3,5 cm de didmetro)
con el ADN y el PEI y se incuba 15 minutos a temperatura ambiente en esterilidad. Por otra
parte, las células a ser transfectadas deben estar aproximadamente a un 80% de densidad en la
placa y deben estar en DMEM sin suero y sin antibidtico (800 uL para una placa de 3,5 cm de
didametro) antes de que sea agregada la mezcla de transfeccion. Una vez agregada la mezcla se
incuba por dos horas a 37°C con 5% CO,. Finalmente, se cambia el medio de cultivo por
DMEM con 10% de suero fetal bovino y se incuba nuevamente a 37°C con 5% CO,. Para todos
los ensayos la incubacion post-transfeccion fue aproximadamente de 18 horas, excepto para el
ensayo de la actividad in vitro de Sial-T4, en el que la incubacién fue de 72 horas, y para los
ensayos de silenciamiento, en los que la incubacién con el shRNA fue de cinco dias post-
transfeccion.

Ensayo de intercambio del grupo acilo por biotina (ABE)
Para el ensayo del ABE se utilizaron muestras enriquecidas en proteinas de membrana, a partir

de placas de 10 cm de diametro con células CHO-K1 transfectadas con las construcciones
indicadas en cada experimento. Las células se lavaron con PBS 1X tres veces, se levantaron en
ImL de PBS 1X y se cosecharon mediante centrifugacion 1 minuto a 800 x g. Luego se
resuspendieron en 600 uL de buffer de lisis frio (50mM Tris-HCI pH 7.4, 1ImM EDTA, 150mM
NaCl, 1mM PMSF, Cocktail inhibidor de proteasas Sigma 1/1800) conteniendo 10mM NEM
(N-ethylmaleimida) y se lisaron mediante 30 pulsos a través de una jeringa de tuberculina. Se
centrifugo el lisado durante 5 minutos a 800 x g para separar células sin lisar y parte del ADN.
El sobrenadante (conteniendo las proteinas) se trasvaso a un tubo limpio y se centrifugd durante
20 minutos a 17000 x g para separar las proteinas solubles de las proteinas de membrana. El
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precipitado de cada muestra, conteniendo las proteinas de membranas, se resuspendi6 en 600 pL
buffer de lisis con 10mM NEM y 1,7% de Triton X-100 y se incubd 1 hora a 4°C con rotacion.
Posteriormente, se precipitaron las proteinas de la muestra con 1 volumen de metanol y 0,25
volimenes de cloroformo y se centrifugé 3 minutos a 17000 x g. Las proteinas precipitan en la
interfase, la fase superior acuosa se descartd y se agregaron 0,75 volumenes de metanol con
respecto al volumen de muestra proteica inicial (600 uL), se centrifugé nuevamente durantes 3
minutos a 17000 x g y se descartd el sobrenadante. Las proteinas precipitadas se dejaron secar a
37°C durante 15 minutos y se resuspendieron en 120 uL de buffer SB (4% SDS, 50mM Tris-
HCI pH 7.4 y 1mM EDTA) conteniendo 10mM NEM. Luego se agregaron 480 uL de buffer de
lisis conteniendo 1mM NEM y 0,2% Triton X-100, y se incub6 toda la noche a 4°C con
rotacion. Al dia siguiente se precipitaron las proteinas de la muestra tres veces con cloroformo y
metanol, de la misma manera detallada anteriormente pero la resuspension entre cada
precipitacion se llevd a cabo con buffer SB sin NEM. La ultima precipitacion se resuspendié en
70 pL de buffer SB y se dividio la muestra en dos alicuotas de 30 uL. Una alicuota se incuba
con 120 uL de buffer de lisis conteniendo 0,2% Triton X-100, 1M hidroxilamina (Sigma) pH
7.4 y 1mM HPDP-Biotin (Pierce), mientras que la otra alicuota (control) se incubé con el
mismo buffer pero sin hidroxilamina. Las muestras se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente con rotacion y luego se precipitaron con cloroformo y metanol. Las proteinas
precipitadas se resuspendieron en 30 uL de buffer SB y se tom6 una alicuota del 10% como
control de carga (como es un volumen pequefio se agregan 70 uL de buffer de lisis y se toman
10 pL). Luego se llevo a 1,4 mL de volumen final con buffer de lisis + 0,2 % Triton X-100 y se
agregd estreptavidina unida a la matriz de agarosa (Invitrogen), previamente lavada y
equilibrada con el buffer de lisis + 0,2% triton X-100. Se agregan 40 ul de la matriz
estreptavidina-agarosa al 75% (30 ul de volumen de cama). Las muestras se incubaron durante 1
hora con rotacion a temperatura ambiente, luego se lavaron con buffer de lisis + 0,2% Triton X-
100 tres veces y se eluyeron con 30 uL de buffer SB + 75mM DTT incubando a 95°C por 10
minutos.

Finalmente se agreg6 buffer de muestra de Laemmli 1X [Tris-HCI (pH 6,8) 62,5 mM, SDS 2%,
Glicerol 10%, azul de bromofenol 0,1%] y se analiz6 mediante SDS-PAGE seguido de Western
blot (detallado mas adelante) utilizando un anticuerpo especifico de acuerdo al epitope
fusionado a la proteina de interés (ver tabla de anticuerpos).

Microscopia de Fluorescencia
Para los ensayos de microscopia de fluorescencia se crecieron células CHO-K1 en cubreobjetos

y se transfectaron con los constructos fluorescentes. 18 hs post-transfeccion se lavaron con PBS
1X y se fijaron con paraformaldeido al 4% incubando 10 minutos a temperatura ambiente. Para
la inmunofluorescencia de construcciones no fluorescentes, luego de la fijacion se permeabilizo
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con 0,1% Tritdn X-100 + 200mM Glicina incubando durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se bloqué con albuimina bovina al 3% en PBS 1X durante 2 horas a
37°C. Luego, se incubaron los cubreobjetos conteniendo las células, en presencia de los
anticuerpos primarios contra HA (anti HA monoclonal Sigma 1:500) y contra myc (anti myc
policlonal Santa Cruz 1:500) en presencia de 1% albUmina bovina durante lhora a 37°C.
Transcurrido el tiempo, las muestra se lavaron con PBS1X y se incubaron con anticuerpos
secundarios contra 1gG de conejo o de raton fluorescentes (anti rabbit 564 y anti mouse 488 de
Roche, 1:1500) en presencia de 1% albimina bovina. Finalmente, los cubreobjetos se lavaron
con PBS 1X y con agua destilada antes de montar con Fluorsave (Calbiochem). Las células se
analizaron en el microscopio confocal FV1000, con un objetivo de inmersion en aceite 60X.
Para los ensayos de colocalizacion de las proteinas marcadas con Cherry y con YFP se tomaron
imagenes secuenciales de todo el volumen del complejo de Golgi (muestras sin BFA) o de todo
el volumen de la célula (muestras con BFA) y se cuantificd la superposicion de las sefiales
fluorescentes utilizando los softwares Huygenes Professional, para la deconvolucion de las fotos
e Image J 1.49 del NIH (http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html) para el calculo del coeficiente

de superposicién o colocalizacion de Manders. En cada secuencia de imagenes se indico la
region de interés (ROI) en la que fue realizado el calculo.

Ensayo de Co-inmunoprecipitacion

Para este ensayo se utilizaron extractos de proteinas totales de una placa de 6 cm de diametro
del clon3 transfectado con vectores que expresan a Sial-T4-HA, Sial-T4 C3A-HA, Gal-T2-HAy
Sial-T2-HA. Las células se lavaron tres veces con PBS1X y se resuspendieron en 300 pL de
buffer de lisis (50mM Tris-HCI pH 7.4, 1mM EDTA, 300mM NacCl, 1% Tritén X-100, 1mM
PMSF y Cocktail Inhibidor de Proteasas Sigma 1/1800). Posteriormente, se incubaron 1 hora en
hielo para su lisis. Luego se centrifugd 5 minutos a 800 x g para separar las células no lisadas y
el ADN, y el sobrenadante (que contiene las proteinas) se trasvasé a un tubo limpio. Para
precipitar a GaINAcT-myc por cromatografia de afinidad se utiliz6 1 pg de un anticuerpo
policlonal contra el epitope myc (Santa Cruz) por condicion y 30 uL del dominio de unién a
IgG de la Proteina A unido a una matriz soélida de agarosa (GE Healthcare). Las muestras se
incubaron por 5 horas a 4°C con rotacién. Luego, las proteinas precipitadas con la matiz s6lida
se lavaron con buffer de lisis y se eluyeron con buffer de muestra de Laemmli 1X [Tris-HCI (pH
6,8) 62,5 mM, SDS 2%, Glicerol 10%, azul de bromofenol 0,1%] en presencia del agente
reductor B-mercaptoetanol. El anélisis de las muestras se realiz6 mediante SDS-PAGE seguido
de Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal contra el epitope HA (Sigma).
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Actividad in vitro de Sial-T4
La actividad de la mutante C3A de Sial-T4 se evalud utilizando extractos de proteinas totales de

células CHO-K1 transfectadas con vectores que expresan Sila-T4-HA (como control positivo) o
Sial-T4 C3A-HA. Como control negativo se utilizaron células CHO-K1 sin transfectar. Para
este ensayo se utilizaron placas de 10 cm de didmetro, incubadas durante 72 horas post-
transfeccion.

Las células se lavaron con PBS 1X, se levantaron en 1mL de PBS 1X y se cosecharon mediante
centrifugacién durante 1 minuto a 800 x g. Posteriormente se resuspendieron en 50 uL de buffer
de lisis (10mM Tris-HCI pH 7.2, 0.25M sucrosa). La reaccion se realizd utilizando 150 ug de
proteinas totales por cada condicion, GM1 400 uM, 50 ug de la mezcla de detergentes: Triton
CF54/Tween 20, 2:1 (p/p) y 188 uM de CMP-9-fluoresceinyl-NeuAc en un volumen de 30 pL
finales en un buffer de reaccion (20mM MnCl,, 1mM MgCl,, 0,1M de Buffer cocodilato pH
6,5). La reaccion se incubd 90 minutos a 37°C al resguardo de la luz y luego se detuvo mediante
el agregado de una mezcla de cloroformo: metanol 2:1 (v/v), con la que se incub6 por 20
minutos para permitir la extraccién de los lipidos. Las muestras fueron centrifugadas y el
sobrenadante se trasvasé a un tubo limpio en el que se dej6 evaporando hasta sequedad en una
estufa a 37°C durante toda la noche. Finalmente, las muestras se resuspendieron en una mezcla
de cloroformo: metanol 2:1 y se sembraron en una placa de HP-TLC para su corrida
cromatografica. Se realiz6 una primer corrida con el buffer A, cloroformo: metanol (4:1) hasta
el frente de corrida y luego una segunda con el buffer B, cloroformo: metanol: CaCl, 0,2%
(60:36:8) hasta ¥ del frente de corrida. Finalmente, el producto fluorescente fue revelado
mediante exposicion a luz UV.

Ensayo de Pegilacion Directa
Para este ensayo se utilizaron las fracciones enriquecidas en proteinas de membrana a partir de

células HEK?293F transfectadas con vectores que expresan las construcciones indicadas en cada
experimento. Una vez transfectadas las células se lavaron con PBS 1X, se resuspendieron en
600 uL de buffer de lisis (50mM Tris-HCI pH 7.4, 150mM NaCl, ImMEDTA, 1mM PMSF,
cocktail inhibidor de proteasas Sigma) y se lisaron mediante 30 pulsos a través de una jeringa de
tuberculina. El lisado se centrifug6 por 5 minutos a 800 x g y el sobrenadante se trasvasé a un
tubo limpio para centrifugar nuevamente durante 20 minutos a 17000 x g. Las proteinas de
membrana precipitadas se resuspendieron en 300 uL de buffer de lisis + 1% Triton X-100 y se
separ6 en dos alicuotas de 150 upL. A una alicuota se le agregd 300 uM PEG-Maleimida
(Sigma) y se incubd por dos horas a 4°C con rotacién. La otra alicuota se incubd en las mismas
condiciones pero en ausencia de PEG-Maleimida (control del ensayo). Finalmente, a cada
muestra se agreg0 buffer de muestra de Laemmli 1X y se sometié a SDS-PAGE seguido de
Western blot utilizando un anticuerpo policlonal contra el epitope HA (ver tabla de anticuerpos).
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Capitulo II y Anexo I

Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas

Las cepas utilizadas en este trabajo son la BY4742 de genotipo salvaje del consorcio
EUROSCARF o mutantes con deleciones completas de los genes SWF1, PFA3, PFA4 marcadas
con el casette de resistencia a G418 KanMX del mismo consorcio.

La cepa bsd24 tullA ha sido descripta previamente [197]. Sobre esta cepa, se delecioné el gen
SWEF1 para generar la cepa bsd2A tulld swflA. Esta construccion fue realizada por la Dra
Gonzalez Montoro y esta descripta en [112].

Plasmidos

S-aciltransferasas bajo el promotor TPI1. El marco de lectura del gen de PFA4 se amplificd
de ADN genomico de la cepa BY4742 utilizando los oligos Pfa4 01 y Pfa4 02 y se clon6 en los
sitios BamHI y Pstl del plasmido pJV 29. El plasmido generado se denominé pJV 174.
S-aciltransferasas bajo el control del promotor GALL. Las secuencias codificantes de ERF2
y PFA4 se amplificaron por PCR de ADN gendmico de la cepa BY4742, utilizando los pares de
oligonucleétidos ERF2 01y 02, y PFA4 01 y 02, respectivamente. Estos fragmentos se clonaron
en el plasmido pJVv247 como fusiones al dominio de union a 1gG de la proteina A, bajo el
control del promotor GALL.

Mutantes puntuales de Swfl dentro del domino DHHC. Moléculas de ADN
correspondientes al dominio DHHC de Swfl con las mutaciones en los residuos con mayor
puntaje de PDEs fueron compradas a la empresa GenScript de Estados Unidos. Los fragmentos
se liberaron del plasmido utilizando sitios de restriccion en los bordes del mismo, y se utilizaron
en experimentos de recombinacion homologa in vivo con el plasmido pJV362 digerido con
Xhol.

Mutantes de Pfa4 en la cisteina del motivo DHHC. Se realiz6 PCR utilizando el plasmido
pJV174 como templado y los oligonucledtidos Pfad 06 y PGK-R. El oligo Pfa4 06 hibrida
inmediatamente después del motivo DHHC de Pfa4 e introduce un sitio Ncol mediante una
mutacion silenciosa, el oligo PGK-R hibrida en el terminador de PGK1. Este fragmento se
clono en los sitios Ncol y Hindlll del plasmido pRSET-A. El dominio N-terminal de Pfad se
amplifico utilizando los oligonucleotidos Pfa4 01 y 05 para la mutante DHHR y Pfa4 01 y 07
para la mutante DHHA. Los fragmentos generados se clonaron en los sitios BamHI y Ncol del
plasmido generado en el sitio anterior. El vector obtenido se incubd con las enzimas BamHI y

HindlIl y el fragmento completo de PFA4 se clond en los mismos sitios en el plasmido pJV 29.
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Las construcciones utilizadas en el capitulo Il se realizaron en colaboracién con la Dra Ayelén
Gonzalez Montoro. Las construcciones se verificaron por secuenciamiento luego de su
obtencion.

Ensayos de Crecimiento

Para los ensayos de crecimiento se utilizaron cultivos saturados de las cepas de levaduras
indicadas en cada experimento, crecidas en medios ricos y selectivos de acuerdo a los plasmidos
transformados en cada caso. De esos cultivos se hicieron diluciones seriadas que se plaquearon
en medio solido, conteniendo glucosa (YPD) o galactosa (YPGal) como fuente de carbono. Para
los ensayos de crecimiento de cepas swflA complementados con los vectores de interés se
utilizaron medios restrictivos con lactato como Unica fuente de carbono (YPL) o con glucosa
pero suplementado con 0,85M NaCl (YPD + 0,85M NaCl). Para el caso de cepas
pfad4 complementadas con los vectores de interés se utilizo medio rico (YPD o YPGal, segun
corresponda) suplementado con 75 pg/mL de blanco de calcoflior. En todos los casos el
crecimiento se llevé a cabo a 30°C durante 48hs luego del plagueado.

Deteccion de las PATs

Para los ensayos de Western blot de las PATs o mutantes de las mismas, se utilizaron fracciones
enriquecidas en membranas para facilitar la deteccién. Se cosecharon 30 ODs de levaduras
transformadas con los plasmidos adecuados y se resuspendieron en 300ul de buffer de lisis
(PBS, 2mM EDTA, 1mM PMSF, 1X coctel inhibidor de proteasas de SIGMA), se agreg6 200l
de esferas de vidrio (SIGMA) y se colocaron en un vortex especial para lisis de células
(DisruptorGENIE). Se sometieron a 4 pulsos de agitacion de 2 minutos cada uno a 4°C,
incubando las muestras 1 minuto en hielo entre pulsos. Se agregd 200ul adicionales de buffer de
lisis y se centrifugd 4 minutos a 300g a 4°C. Se trasvasé el sobrenadante a un nuevo tubo y se
centrifugd 20 minutos a 17000g a 4°C. Los distintos preparados de proteinas se calentaron a
55°C durante 5 minutos en buffer de muestra de Laemmli 1X [Tris-HCI (pH 6,8) 62,5 mM, SDS
2%, Glicerol 10%, azul de bromofenol 0,1%] en presencia del agente reductor -mercaptoetanol
y se sometid a SDS-PAGE seguido de Western blot.

Ensayo de biotinilacion directa

Los ensayos de biotinilacion se realizaron de acuerdo al protocolo descripto en [77], excepto en
que luego del tratamiento con buffer de resuspension las muestras fueron diluidas con buffer de
siembra Laemmli 4X y analizadas mediante SDS-PAGE y Western blot.
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Ensayo de intercambio del grupo acilo por biotina (ABE) e

Inmunoprecipitacion

El ensayo del ABE fue realizado de la misma manera en que estd detallado en los materiales y
métodos del Capitulo I, excepto que se utilizaron fracciones enriquecidas en proteinas de
membrana a partir de 30 ODs de un cultivo de levaduras (30 mL de un cultivo de levaduras con
una densidad 6ptica =1 OD/mL). En este caso las células se lisaron con un vortex especial para
lisis de células (DisruptorGENIE) como se detall6 anteriormente.

Para la deteccion de autoacilacion en las mutantes DHHA y DHHR de Swfl se Ilevd a cabo un
enriguecimiento previo mediante cromatografia de afinidad para equilibrar los niveles con Swfl
salvaje. Se utilizaron versiones de Swfl salvaje y mutantes rotuladas con PA (dominio de union
a lgG de la Proteina A) y utilizaron muestras proteicas enriquecidas en membranas obtenidas de
30 ODs para Swfl salvaje y 90 ODs para las mutantes DHHA y DHHR. Las muestras proteicas
se incubaron con IgG humana unida a una matriz sélida de bromuro de cianégeno generada en
nuestro laboratorio. Las proteinas precipitadas se eluyeron con SB y se sometieron al ensayo del
ABE segun el protocolo. Debido a que la cantidad de proteina eluida es muy poca se agregé a
cada muestra la fraccion correspondiente a 5 ODs de proteinas solubles separadas durante el
enriguecimiento de las proteinas de membrana.

Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE) y Western blot

Para realizar electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) se
utilizo el sistema descripto por Laemmli [198]. La electroforesis se desarroll6 a temperatura
ambiente, a 120 V/cm hasta que las proteinas se concentraron en el gel separador, luego se
aplicaron 180 V/cm hasta que el frente de corrida lleg6 al final del gel. La transferencia de las
proteinas a la membrana de nitrocelulosa se realizd segin lo descripto por Towbin vy
colaboradores [199]. Se colored la nitrocelulosa con Ponceau S 0,2% (p/v), acido acético al 1%
(v/v). La membrana se lavo con acido acético al 1% para observar que la corrida y transferencia
se hayan realizado correctamente. Se blogued la nitrocelulosa con una solucion de 5% (p/v) de
leche descremada (Svelty con calcio, Nestlé) en PBS 1X durante 1 hora a temperatura ambiente
con agitacion. Las incubaciones con los anticuerpos primarios y secundarios indicados en cada
caso se realizaron en 5% (p/v) de leche descremada en PBS 1X durante 1 hora a temperatura
ambiente. Entre cada incubacidn se realizaron tres lavados con PBS 1X durante 10 minutos.

72



Materiales y Métodos

Anticuerpos utilizados en Western blot

Anticuerpos primarios

Antigeno Especie Dilucion Marca comercial

GFP Raton 1:1500 Roche Applied Science

HA Ratén 1:1500 Sigma Aldrich

HA Conejo 1:3000 Generado en el laboratorio por J. Valdez-

Taubas

Tlgl Conejo 1:3000 Gentilmente  cedido por el Dr.

HughPelham
Rfp Conejo 1:1500 Roche Applied Science
SialT2 Conejo 1:500 Santa Cruz (anti-ST8Sial)
c-myc Ratén 1:1000 Santa Cruz
SWFL-CT Conejo 1:250 gi:i;ellgg '\jgnf;r;aboratorio por Ayelén
Chs3 Conejo 1:500 Gentilmente cedido por el Dr. Ungermann
Caveolina Conejo 1:5000 Santa Cruz (anti-caveolinl)

Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados en Western blot.
Se indica el antigeno, la especie en la cual fueron producidos, la dilucion de trabajo y la marca comercial

de los mismos.

Anticuerpos secundarios

Los anticuerpos secundarios utilizados para Western blot estan acoplados a fluorescentes con
emisidén en distintas longitudes de onda en el infrarrojo: IRDye 700 e IRDye 800, ya sea anti
IgG de conejo o anti IgG de raton (LI-COR Biosciences, UK), y fueron usados en una dilucion

1:20000. Los Western blot fueron escaneados usando el equipo Odyssey Infrared Imager (LI-
COR Biosciences, UK).

Lista y secuencia de oligonucleotidos utilizados en este trabajo

Nombre Secuencia

ERF2 01 5’ — aaaggatccatggccttggtctctag — 3’
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ERF2 02 5’ — tttctgcagttatattttctgtattttttc — 3°

PFA4 01 5’ - aaaggatccatgccagtaaagttaagg — 3’

PFA4 02 5’ - tttctgcagctattccatatcaacatc — 3’

PFA4 05 5’ — catcgtccatggcctatgatgatccatcattagg -3’
PFA4 06 5" - ttgtccatggacgatgaattgegtcg — 3’

PFA4 07 5’ — catcgtccatggcgcatgatgatccatcattagg — 3°
GaINACT27R 5’ — gcegtegacggtgetcgegtacag— 3’
GalNACT 05 5’ — aagggccctggcecgctctggtecttctg— 3°
GalNACT 06 5’ — aagggccctgtgegcetctggtecttetgetcgecgecgectegetg— 3°
Syn6 01 5’ — aaaaagcttcgatgtccatggaggacccctt— 3’
Syn6 02 5’ —tttggatcctcacagcactaggaagaggg— 3’
Syn8 01 5’ —aaagaattccatggcaccggacccc— 3’

Syn8 02 5’ —tttggatcctcatcagttggtcggec— 3°
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ANEXO I: APORTES AL ESTUDIO DEL MECANISMO
DE LA REACCION DE LA S-ACILACION

1. Introduccion

La caracterizacién de las primeras PATS en levaduras reveld que estas enzimas son capaces de
autoacilarse y que el motivo DHHC seria necesario para este proceso. En los primeros estudios
de Erf2 se establecio que mutaciones de la cisteina (DHHA) o de la primer histidina del motivo
(DAHC) provocan falta de acilacién de su sustrato y pérdida de la autoacilacion in vitro [95].
De manera similar, la mutacion DHHA o AAHC en Akrl provoca el mismo efecto [97].
Posteriormente, estas observaciones comenzaron a ser reportadas para otros miembros de la
familia [77, 110, 111], lo que llevd a postular que el mecanismo de S-acilacién de las PATs
seria de tipo ping-pong, en el cual el acido graso seria en primer lugar incorporado a la cisteina
del motivo DHHC de la PAT, para luego ser transferido al sustrato aceptor. Dado que este
mecanismo no habia sido demostrado experimentalmente también fue sugerido otro alternativo
en el cual la PAT actla como plataforma acercando los dos sustratos. Se propuso que la enzima
podria interaccionar con el acil-CoA y con la proteina aceptora, acercandolos lo suficiente para
que ocurra un ataque nucleofilico directo del tiol de la cisteina aceptora hacia el acil-CoA. En
este caso la autoacilacion no estaria involucrada en el mecanismo catalitico [182]. Un estudio en
Akrl demostré que la mutante DHHS de esta PAT no es autoacilada pero puede ser S-acilada en
presencia de su version salvaje, lo que demuestra que otras cisteinas distintas a la del dominio
DHHC son S-aciladas [183]. Esto también fue demostrado para las PATs humanas DHHCS5, -6
y -8, que estan modificadas en tres cisteinas CCX;.13C(S/T) ubicado en su dominio C-terminal
[90].

El mecanismo de ping-pong fue finalmente postulado como mecanismo canoénico de la S-
acilacion en el afio 2012, cuando el grupo de Maurine Linder utiliz6 a DHHC2 y DHHC3 como
modelo para demostrar in vitro que las PATSs se autocilan y transfieren ese mismo grupo hacia
el sustrato aceptor. El ensayo consta de dos etapas, la primera es la incubacién de la PAT en
presencia de Hpalmitoil-CoA para su autoacilacion. La PAT esta unida a una resina solida de
modo que se puede lavar el H®palmitoil-CoA en exceso para continuar con la segunda etapa en
la que se incuba la PAT autoacilada con el sustrato aceptor. Con este ensayo pudieron demostrar
que la PAT transfiere el mismo grupo con el que se autoacila [105].

Mediante un rastreo genético para detectar mutaciones que provoque pérdida de la funcién de
Swfl, se identificd en nuestro laboratorio a la mutante DHHR (R= Arginina), que presentaba
una actividad residual. Este hallazgo fue muy intrigante ya que la mutacion por alanina (DHHA)
u otros aminoacidos de distinta naturaleza en esa misma posicion, provocan pérdida total de la
funcién [184]. Ademas, el mecanismo establecido involucra la formacion de intermediario a
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través de un enlace tioéster con la cisteina del motivo DHHC, de modo que la mutacion por
cualquier otro aminoacido deberia resultar en una completa falta de funcién.

2. La mutacién de la cisteina conservada en Pfa4 no provoca pérdida
total de la funcién

Para evaluar si el efecto de la mutacion de la cisteina del motivo DHHC por una arginina es
exclusivo de Swfl o compartido por otros miembros de la familia, se generaron las mutantes
DHHR y DHHA de Pfa4 y se evaluo su capacidad de restablecer el fenotipo de sensibilidad al
colorante tdxico blanco de calcoflior mediante ensayos de crecimiento de cepas pfadA,
transformadas con las versiones mutantes, con la version salvaje de Pfa4 o con un vector vacio
(EV) como control. El resultado de este ensayo muestra que ambas mutantes son capaces de
restablecer parcialmente el fenotipo salvaje en la cepa pfad4, siendo DHHA menos activa que
DHHR (Figura 29 A). Esto resulta interesante porque es la primera vez que una mutante DHHA
mantiene actividad residual, incluso se ha reportado que expresada en niveles enddgenos, es
incapaz de suprimir el fenotipo aberrante [111]. Esta discrepancia posiblemente se deba a una
diferencia en los niveles de expresidén, ya que en nuestro ensayo todas las PATs estan
expresadas bajo el control del promotor TPI1 y, una complementacién parcial ain cuando la
enzima esta sobreexpresada, explicaria porque este fenotipo no fue detectado con la mutante
expresada a niveles enddgenos. La Figura 29 D muestra los niveles de expresion de Pfa4 salvaje
y de las versiones mutantes.

Para confirmar este resultado se evalu6 el estado de S-acilacion de Chs3 en cepas pfadA
complementadas con Pfa4 salvaje o las mutantes DHHA y DHHR. EI método utilizado fue el
ABE. El resultado de este ensayo se correlaciona con lo observado en el ensayo de crecimiento,
en el cual, ambas mutantes tienen actividad sobre el sustrato (Chs3 eluye en las muestras
tratadas con hidroxilamina (H)) y, a pesar de que este ensayo no es cuantitativo, se puede
apreciar que la cantidad de Chs3 eluida en la condicién que expresa la mutante DHHA es menor
(Figura29 By C).

Estos resultados indican que la cisteina en el motivo DHHC no es estrictamente necesaria para
la actividad palmitoiltransferasa y que esta caracteristica no es exclusiva de una sola PAT sino
gue podria ser inherente al mecanismo de accion general de estas enzimas.
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Figura 29. Las mutantes DHHA y DHHR de Pfa4 suprimen parcialmente el fenotipo de crecimiento
en una cepa pfad4. A. Ensayo de crecimiento mediante diluciones seriadas de una cepa salvaje (wt) o
cepas pfadA transformadas con un vector vacio (EV) o con vectores que expresan los alelos mutantes de
Pfad4 indicados. Las transformantes fueron crecidas en medio sélido rico con glucosa (YPD) o en el
mismo medio conteniendo 100 png/mL de blanco de calcfluor (CW). B. Ensayo de intercambio del grupo
acilo por biotina (ABE) de Chs3 en cepas pfadA transformadas con vectores que expresan Pfa4 salvaje o
las mutantes DHHA y DHHR. Las muestras fueron analizadas mediante Western blot utilizando
anticuerpos contra Chs3 (panel superior). Se llevé a cabo una cuantificacién de la cantidad de Chs3
precipitada en cada condicion, normalizando con sus respectivos controles de carga y restando la sefial de
las condiciones incubadas en ausencia de hidroxilamina (panel inferior). Se cuantificaron tres
experimentos independientes utilizando los programas ImajeJ y OriginPro8. El Error estandar esta
indicado para cada barra. C. Analisis de los niveles de expresion de Pfa4 salvaje y las versiones mutantes
del dominio DHHC fusionadas al epitope HA mediante Western blot, utilizando un anticuerpo policlonal
anti-HA. Como control de carga (CC) se utiliz6 a Tlgl que fue revelada con un anticuerpo especifico
contra esta proteina.
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3. Las mutantes DHHA y DHHR no estan S-aciladas

Nuestros resultados sugieren que la cisteina del motivo DHHC es prescindible para la S-
acilacion de proteinas y eso podria deberse a que existe un mecanismo alternativo al propuesto
como candnico que no requiere de la acilacion de la PAT o a que esta cisteina no es la que se
encuentra S-acilada. Para comprender como funcionan se evalu6 el estado de S-acilacion de las
versiones mutantes de Swfl y Pfa4 en cepas salvajes mediante el ensayo de ABE. Debido a que
los niveles de expresion de las mutantes son mucho menores a los niveles de la proteina salvaje,
se utilizaron versiones rotuladas de las mismas con el dominio de unién a IgG de la Proteina A
y se realiz6 el ensayo con una fraccion previamente concentrada, obtenida mediante
cromatografia de afinidad utilizando una matriz sélida con 1gG humana. Esta fraccion fue
sometida al ensayo de ABE y las muestras fueron posteriormente analizadas mediante Western
blot. El resultado de este ensayo indica que las versiones salvajes de Swfl y Pfa4 estan S-
aciladas, ya que se observa sefial especifica en las muestras tratadas con hidroxilamina (H) pero
no se observa sefial de las versiones DHHA y DHHR de estas PATS, indicando que estas
mutantes no estan S-aciladas, al menos en los niveles en que son S-aciladas las versiones
salvajes. A diferencia de lo reportado para Akr2, estas mutantes no serian modificadas por las
versiones salvajes, ya que estos ensayos fueron realizados en una cepa que expresa Swfl y Pfa4
a niveles enddgenos (wt).

A ~ Figura 30. Autoacilacion de las
_—— SeDE  SLOeR mutantes DHHA y DHHR de Swfl
y Pfad. A'y B. Western blot del ABE

T H T H T H

de Swfl (A) o de Pfad (B) salvaje o
- Eluido de sus versiones mutantes en el
dominio DHHC. Las proteinas estan
rotuladas con Proteina A y expresadas
en una cepa salvaje (wt). T (Tris-HCI
pH 7,4): condicion en ausencia de
= i hidorxilamina; H (hidroxilamina pH
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4. Discusion

El modelo propuesto para la S-acilacion involucra la formacién de un intermediario necesario
para la transferencia del grupo acilo a la proteina aceptora, siendo un mecanismo de catalisis del
tipo ping-pong. La formacion del intermediario seria a través de la union covalente del acilo y el
tiol de la cisteina conservada en el motivo DHHC [105, 185]. Este mecanismo es consistente
con la observacion de que numerosas PATSs pierden su funcion cuando esa cisteina es mutada
por alanina o serina.

Los resultados de este capitulo forman parte de un trabajo en el que mostramos que la cisteina
invariante del motivo DHHC no es absolutamente requerida para la funcidn
palmitoiltransferasas de al menos dos miembros de esta familia. Una explicacion posible a estas
observaciones es que otras cisteinas sean S-aciladas y que la modificacién de la cisteina del
motivo DHHC sea importante para la actividad enzimética pero no necesariamente sea la que
transfiere el grupo acilo. No obstante, fuimos incapaces de detectar S-acilacién en las mutantes
parcialmente activas de Swfl y Pfa4, lo que sugiere que en principio no habria sitios adicionales
de S-acilacién en estas proteinas. Debido a que la determinacidn se realizé utilizando un método
poco eficiente, no podemos descartar la posibilidad de que estemos pasando por alto un sitio
adicional por la falta de sensibilidad del ensayo, sobre todo si su tiempo de vida media es corto.
Pero en concordancia con el resultado, todas las cisteinas restantes presentes en el dominio
DHHC tienen un rol estructural en la coordinacién de zinc [101] y, al menos éstas, no estarian
disponibles para formacién del intermediario.

Nuestros resultados sugieren la existencia de un mecanismo alternativo, independiente de la
cisteina conservada, capaz de catalizar la reaccidon solo en determinadas condiciones, ya que
para el caso de Swfl, la Unica que mantiene actividad residual es la mutante DHHR. Una
explicacion para estas observaciones es que las PATs podrian actuar como una plataforma que
permite el acercamiento del sustrato donor y el sustrato aceptor de manera tal que favorece el
ataque nucleofilico directo de la cisteina aceptora hacia el acil-CoA. Esta reaccion seria
dependiente de la velocidad de formacion del tiolato en las cisteinas aceptoras, para lo cual es
fundamental el contexto en el que se encuentran esas cisteinas. Esta hipdtesis esta reforzada por
la observacion de que la mutante DAHC de Erf2 es capaz de autoacilarse pero no de transferir el
palmitato, lo que sugiere que la primer histidina del motivo podria ser importante en la
generacién del tiolato en el sustrato aceptor.

Si la formacién del intermediario ocurre a través de un enlace tioéster, es factible pensar que el
contexto del sitio catalitico afecte la electrofilicidad de este enlace promoviendo el ataque
nucleofilico del tiolato en la proteina sustrato. Los estudios en Erf2 postulan que la primer
histidina del motivo no es necesaria para la formacion del intermediario pero si para la
transferencia del acilo [185], con lo cual este residuo no afectaria la nucleofilicidad en la PAT
pero si podria afectar la del sustrato, favoreciendo la deprotonacion del tiol. Si las mutantes
parcialmente activas fueran capaces de interaccion con el acil-CoA y con la proteina aceptora, la
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histidina del DHHR podria favorecer la formacion del tiolato en el sustrato aceptor permitiendo
un ataque nucleofilico directo al acil-CoA. Esto permitiria que la reaccidn ocurra sin necesidad
del intermediario, aunque de manera menos eficiente, gracias a la asistencia de la PAT y a la
alta reactividad de acil-CoA.

En las células los acil-CoAs estan unidos a la proteina de unién a acil-CoA (ACBP por sus
siglas en inglés) lo que disminuye dréasticamente la naturaleza altamente reactiva de estos
grupos. Por este motivo es muy poco probable que la reaccion de S-acilacion ocurra
espontaneamente in vivo. No obstante, se ha reportado que en ciertas condiciones la energia de
activacion la reaccion no catalizada in vitro es solo cinco veces mayor a la energia de la
reaccion catalizada [186], de modo que en un contexto en el que el acil-CoA esta unido a la
PAT vy libre de la union a ACBP es posible gue reaccione facilmente con el tiol de la proteina
aceptora.

En el mismo rastreo genético mencionado en la introduccién se aislé la mutante DQHC de
Swfl, también con una actividad remanente. Similar a lo observado para la mutante DAHC de
Erf2, la mutante DQHC de Sw1 es capaz de autoacilarse pero en niveles superiores a su version
salvaje, sugiriendo que la mutacién de la histidina podria estar afectando la etapa de
transferencia del grupo acilo. Si este residuo estuviera involucrado en la formacion del tiolato, la
mutante DQHR deberia perder completamente la funcién. Esta hipotesis fue corroborada
mediante ensayos de crecimiento de esta doble mutante de Swfl. Adicionalmente, si la reaccion
de S-acilacion es asistida por la PAT, es de esperarse que dependa de la nucleofilicidad de las
cisteinas, lo cual esta determinado en gran parte por el contexto en el cual se encuentren y la
eficiencia de la reaccion catalizada por la mutante DHHR deberia ser variable para sustratos
diferentes. Esta hipotesis también fue confirmada utilizando los sustratos Tlgl, Sncl y Ssol
[184]. Estos resultados sugieren que en el contexto DQHC la formacion del intermediario seria
posible y la presencia de un carbonilo electrofilico, en lugar de la histidina, podria permitir la S-
acilacion del sustrato. Interesantemente, la PAT de mamiferos DHHC13 tiene el motivo
divergente DQHC en lugar del canénico y se ha demostrado que no solo es activa sobre
Huntingtina [187] y ClipR59 [188] sino que ademas seria relevante en funciones fisiologicas a
nivel sistémico, ya que ratones mutantes que carecen de esta enzima presentan deficiencias
neuroldgicas [189] y otros con mutaciones en el gen presentan un alopecia, amiloidosis y
osteoporosis [190].

En estos casos, la reaccion seria mas dependiente de la reactividad de la cisteina en la proteina
aceptora y la presencia de esta mutacion en algunas PATS sugiere que existen sustratos capaces
de reaccionar con alta afinidad y/o tienen cisteinas localizadas en un contexto que les confiere
una alta nucleofilicidad. Se ha reportado que la acidez y nucleofilicidad de las cisteinas puede
variar de acuerdo al entorno en el que se encuentre [191, 192] y esto respalda la variabilidad
observada en la S-acilacion de distintos sustratos mediada por las versiones DHHR y DQHC de
Swfl.
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Nuestros resultados permiten proponer un mecanismo alternativo que las PATSs utilizarian en
ausencia del mecanismo canbnico, que resulta de suma importancia a la hora de la
interpretacién de los resultados con respecto a la actividad de estas enzimas. Numerosas
funciones no candnicas han sido reportadas para miembros de la familia DHHC asumiendo que
mutaciones en la cisteina de este motivo provocan pérdida de funcion [154, 193-195]. Los
resultados presentados en este capitulo sugieren que muchos de esos casos podrian estar
mediados por mutantes parcialmente activas. Futuros ensayos requerirdn mutaciones de mas de
un aminoécido del motivo DHHC para asegurar la pérdida total de la funcion.

Los resultados presentados en este anexo forman parte de la siguiente publicacién:

“The canonical DHHC motif is not absolutely required for the activity of the yeast S-
acyltransferases Swfl and Pfa4”

Gonzalez Montoro A., Chumpen Ramirez S. and Valdez Taubas J.

JBC.2015 Sep 11;290(37):22448-59. doi: 10.1074/jbc.M115.651356.
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