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1. Resumen

Las actinobacterias son bacterias Gram positivas capaces de glicosilar algunas proteinas secretadas con
residuos de manosa en serinas y treoninas, un proceso conocido como O-manosilacién. Este proceso
ocurre con un mecanismo de adicién secuencial, en el gue la enzima membranal manosiltransferasa de
proteinas (Pmt) cataliza la adicién de una molécula de manosa a residuos especificos de serina o treonina
en las proteinas que estan siendo secretadas. En las micobacterias ocurre una adicion subsecuente de mas
residuos individuales de manosa, catalizada por la enzima membranal PimE. Esto resulta en proteinas

glicosiladas con pequefias cadenas de oligomanosidos.

Streptomyces coelicolor es una actinobacteria modelo, capaz de secretar proteinas O-manosiladas, tanto
enddgenas como de otras actinobacterias, también por accion de Pmt. Por ejemplo, se ha observado que la
glicoproteina Apa de Mycobacterium tuberculosis se produce con el mismo patrén de glicosilacion y una
actividad antigénica comparable cuando se expresa en Streptomyces. También se ha visto que el
bacteriofago C31 requiere que su receptor esté manosilado para infectar a S. coelicolor, pues mutantes
carentes de Pmt son resistentes a este fago. Sin embargo, el papel de PimE en esta especie no ha sido

estudiado.

Una busqueda mediante BLAST con la secuencia de PimE de M. tuberculosis mostrd que hay una Unica
proteina ortloga, codificada por el gen sc02335, en S. coelicolor. Se construyd una mutante nula en este
gen, pero esta cepa era tan susceptible como la cepa silvestre a ¢C31. Ademas, la proteina Apa producida
en esta cepa era igualmente reactiva a la lectina concanavalina A (la cual reconoce mandsidos) que la
proteina producida en la cepa silvestre, sugiriendo que PimE no participa en la glicosilacién de proteinas
en S. coelicolor. Una blsqueda de homoélogos lejanos a PImE mediante PSI-BLAST encontrd otro gen
codificante de una manosiltransferasa, sc03902, por lo que se aislé una mutante con una delecién en este
gen. Al ser expuesta al fago C31, esta mutante present6 una eficiencia de formacion de placas 10 veces

menor que la cepa silvestre, y las placas resultantes eran de menor tamafio.

Al analizar por espectrometria de masas MALDI-TOF la glicoproteina Apa producida en la mutante
Asc02335 se confirmd que presenta el patron de glicosilacion de la cepa silvestre, mientras que la proteina
purificada de la mutante Asco3902 presentd un patron correspondiente a la proteina Apa con solamente
una molécula de manosa en cada sitio, confirmando que la proteina Sco3902, y no PimE, es la

responsable de la elongacion de las cadenas de oligomandsidos de las glicoproteinas en S. coelicolor.



2. Introduccién
2.1. Glicosilacion de proteinas

La glicosilacion de proteinas es una modificacion post-traduccional que ocurre en todos los dominios de
la vida. Consiste en la unién covalente de azUcares, oligosacaridos o polisacéridos, lineales o ramificados,
a residuos especificos de una proteina. Se pueden clasificar los tipos de glicosilacion por el &omo con el
que se forma el enlace glicosidico: en la N-glicosilacion se unen por el nitrégeno del grupo amida de un
residuo de asparagina mientras que en la O-glicosilacion se unen por el grupo hidroxilo de residuos de
serina o treonina, o0 menos frecuentemente de tirosina, hidroxiprolina o hidroxilisina. Menos estudiada es
la P-glicosilacion, donde la unién es mediante un grupo fosfato, y la C-glicosilacién, que ocurre en el

carbono 2 de residuos de triptéfano. Estos tltimos dos se han descrito Gnicamente en eucariontes.*

Otra forma de clasificar los tipos de glicosilacion es por la forma en que se sintetiza el oligo- o
polisacarido. Se puede sintetizar el polimero parcial o totalmente, anclado en un lipido de membrana, que
después es transferido en bloc al polipéptido, lo cual es caracteristico de la N-glicosilacion. Otra forma es
por la adicién secuencial de mono- o disacaridos directamente al polipéptido, lo cual ocurre generalmente

en la O-glicosilacién.?

La glicosilacion es necesaria para el plegamiento correcto de algunas proteinas secretadas y bloquean
estéricamente a las proteasas, haciendo a las glicoproteinas mas resistentes a la degradacion. Las
glicoproteinas en la membrana externa le dan mayor rigidez a la superficie celular, favorecen
interacciones con otros glicoconjugados y la retencion de moléculas de agua, lo que podria ayudar a
soportar la desecacion. Ademas, la enorme diversidad de estructuras que se pueden generar con los
carbohidratos hace que las glicoproteinas tengan un papel importante en el reconocimiento celular

mediante las interacciones con otras proteinas. **
2.2. Glicoproteinas en bacterias

Inicialmente, la glicosilacion de proteinas en bacterias se descubrié en Campylobacter jejuni, donde la N-
glicosilacion de las proteinas de superficie es importante para la adhesion al hospedero, asi como para el
reconocimiento por parte del sistema inmune. Sin embargo, la N-glicosilacién no parece ser muy

abundante fuera de las s-Proteobacterias.’

La O-glicosilacion, por otra parte, parece ser mucho mas abundante. Se han encontrado O-glicoproteinas
tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas. Se han caracterizado glicoproteinas estructurales

del flagelo y de pili de y- y e-Proteobacterias como Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori y la
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misma C. jejuni, y en diversos géneros de Gram positivas de bajo contenido de G+C, los Firmicutes,
como Listeria y Clostridium. Estas glicoproteinas suelen ser determinantes para la clasificacion de

serovares.’

La O-glicosilacion también esta presente en bacterias Gram positivas de alto contenido de G+C. La O-
manosilacidn, es decir, la glicosilacién con oligomandsidos en residuos de serina o treonina, esta presente
en las actinobacterias en general.” La O-manosilacion en actinobacterias es semejante a la que ocurre en
ascomicetos, y se cree que las enzimas involucradas se adquirieron por transferencia horizontal desde

levaduras.®

En Mycobacterium, un género de actinobacterias con muchas especies de patdgenos intracelulares, la O-
manosilacién de las proteinas secretadas es necesaria para el reconocimiento por las células del sistema
inmune e inducir la fagocitosis de la bacteria, estableciendo la infeccion intracelular.” Cepas de
Mycobacterium tuberculosis incapaces de glicosilar proteinas tienen menor capacidad para infectar
ratones.” Muchos antigenos de M. tuberculosis son glicoproteinas que pueden ser separadas por
cromatografia de afinidad con la lectina concanavalina A (ConA).? El antigeno de 45/47 kDa, también
conocido como proteina Apa, €s una manoproteina inmunodominante secretada por M. tuberculosis a la
que se le ha caracterizado por completo su patron de glicosilacion.’ Este patron es determinante para la
actividad antigénica; la proteina Apa hipermanosilada por Mycobacterium smegmatis presenta menor
actividad antigénica, mientras que la Apa sin manosilar la pierde casi por completo.’® En cambio, la
proteina Apa producida heter6logamente en Streptomyces lividans, otra actinobacteria mas lejana a
Mycobacterium, presenta el mismo patrén de glicosilacion, y la misma actividad antigénica que la Apa de

M. tuberculosis.**

En las bacterias del género Streptomyces se descubrié la manosilacién de proteinas por medio de estudios
con el bacteriofago ¢C31. Mutantes de S. coelicolor deficientes en las enzimas de la via de manosilacion

de proteinas son resistentes a la infecciéon por @C31," 2

presumiblemente porque el receptor del fago
tiene que estar glicosilado para ser reconocido, aunque éste no ha sido identificado. De hecho, poco se
sabe de las glicoproteinas de S. coelicolor. La Unica caracterizada es el transportador de fosfato PstS, una

lipoproteina secretada que se glicosila por una via homéloga a la de Mycobacterium.*

En general, el género Mycobacterium presenta méas glicoconjugados en su superficie que el género
Streptomyces. Ademés de las muchas glicoproteinas del secretoma de Mycobacterium tuberculosis,™ *°
estas bacterias producen distintos tipos de glicolipidos y lipoglicanos que varian en su composicion,
configuracion y localizacion en la célula: pueden contener residuos de manosa, arabinosa o galactosa,

formando polimeros lineales o ramificados de alto peso molecular, y que se encuentren en la cara externa



de la membrana celular, anclados a la pared de peptidoglicano, o en la membrana externa de acidos
micélicos o “micomembrana”, caracteristica de las micobacterias.* En particular los glicolipidos fosfatidil
inositol mandsidos (PIM) y los lipoglicanos lipomanano (LM) y lipoarabinomanano (LAM), son los
gliconconjugados lipidicos cuyas terminaciones manosiladas son mas similares a las de las glicoproteinas.
LMy LAM presentan cadenas de oligomanosa en sus extremos unidas por enlaces a(1—2), igual que las
glicoproteinas, y tanto las glicoproteinas como los lipoglicanos pueden interaccionar con el receptor de
manosa de macréfagos e inducir una fagocitosis permisiva que promueva la sobrevivencia de M.

tuberculosis.’
2.3. Biosintesis de O-manoproteinas

La O-manosilacion de proteinas se describi6 inicialmente en la levadura Saccharomyces cerevisiae. En
levaduras, la O-manosilacién comienza en el reticulo endoplasmaético a partir de residuos de manosa
unidos a un lipido de membrana, el dolicol, en forma de dolicol fosfato B-D-manosa. Este se sintetiza a
partir de GDP-a-D-manosa (GDP-Man) y dolicol fosfato por accion de la enzima sintasa de dolicol
fosfato manosa (DPM), del lado del citoplasma. La dolicol fosfato f-D-manosa se transloca al interior del
reticulo endoplasmatico, donde una manosiltransferasa de proteinas (PMT) transfiere el residuo de
manosa del dolicol fosfato B-D-manosa a un residuo de serina o treonina de un polipéptido que esta
siendo secretado por el sistema de secrecion SEC, formando el enlace glicosidico a. Después, en el
aparato de Golgi, otras manosiltransferasas utilizan la GDP-Man para elongar la cadena y formar o(1—2)
manodidésidos y manotridsidos. Finalmente, otras enzimas alargan, ramifican y diversifican el

proteoglicano."’

En actinobacterias, la O-manosilacion procede por una via muy semejante (Fig. 1). Tienen enzimas
homdlogas a las DPM y PMT de levaduras, llamadas Ppm y Pmt, que se localizan en la membrana
plasmética. En la cara interna la enzima Ppm cataliza la sintesis de poliprenol fosfato B-D-manosa,
analoga a la dolicol fosfato p-D-manosa. Esta tiene que traslocarse a la cara externa de la membrana,
aunque aqui tampoco se sabe como ocurre. Es en esta cara externa de la membrana donde la Pmt cataliza
la formacion del enlace glicosidico o con residuos de serina o treonina en proteinas que estan siendo
secretadas por el sistema de secrecién Sec.'™ *° Después también se afiaden mas residuos de manosa con
enlaces a(1—2). Como este paso ocurre en el lado extracelular, donde no hay GDP-Man, las enzimas no

pueden ser homdlogas a las de levadura.
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Figura 1. Biosintesis de glicoproteinas en actinobacterias.

La via comienza con la sintesis de poliprenol fosfato manosa a partir de GDP-Man (1), la cual es traslocada al
lado extracelular (2) donde la Pmt cataliza la formacién del enlace glicosidico (3). Después se producen
cadenas de oligomanosa con enlaces a(1—2) en un paso que no esta completamente caracterizado (4).
Modificado de **

En Mycobacterium hay una enzima de la via de sintesis de PIM que agrega la 5° manosa al
fosfatidilinositol con un enlace a(1—2), llamada PimE.” Esta manosiltransferasa también es responsable

de la adicion de manosas subsecuentes en las glicoproteinas en micobacterias.” En Streptomyces se

desconoce cual es la enzima que cataliza esta reaccion.
2.4. Streptomyces como modelo de estudio

Mientras que las micobacterias representan a las actinobacterias patégenas mas conocidas, en el género
Streptomyces han surgido muchos aportes benéficos para la medicina. La diversidad de metabolitos
secundarios que producen los miembros de este género ha sido explotada para la obtencién de la mayor
parte de los antibidticos utilizados en la clinica actualmente,” ademéas de agentes antitumorales e
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inmunosupresores. Esto ha sido posible por la facilidad que presentan muchas especies para crecer en el
laboratorio, especialmente S. coelicolor. No sélo se han desarrollado metodologias para propagar,
seleccionar y preservar las cepas,? sino que también se han desarrollado muchas técnicas y herramientas
para su analisis genético que han sido relevantes no sélo para la microbiologia, sino incluso para la
genética humana.? La biblioteca de césmidos ordenados del cromosoma de S. coelicolor ha ayudado a la
manipulacion y caracterizacion genética de esta especie, y permitié finalmente la secuenciacion del
genoma completo de la cepa A3(2).** Aunado a todo esto, se han desarrollado vectores para la clonacion y
expresion de proteinas heter6logas en Streptomyces. Esto es de especial interés para la expresion de
proteinas de micobacterias: por ser organismos mas cercanos filogenéticamente que el modelo clasico
Escherichia coli, Streptomyces tiene mayor capacidad para secretar proteinas de micobacterias,
correctamente plegadas y glicosiladas.”

Por las facilidades que se tienen para cultivarla, las herramientas para hacer mutaciones dirigidas,
introducir genes y expresar proteinas heterologas, S. coelicolor es un modelo ideal para estudiar muchos
procesos metabolicos de actinobacterias, como la biosintesis de glicoproteinas.



3. Materiales y Métodos

3.1. Cepas y plasmidos

Las distintas cepas de E. coli, S. coelicolor y ¢C31 fueron preservadas, cultivadas y manipuladas

genéticamente mediante técnicas estandar.? ® Las cepas y plasmidos utilizados fueron los siguientes:

Cepas

Escherichia coli

Nombre Genotipo Referencia

DH5a F-, A(argF-lac)169, ¢80dlacZ58(M15), AphoA8, gInX44(AS), -, | 27
deoR481, rfbC1?, gyrA96(NalR), recAl, endAl, thiEl, hsdR17

ET12567 F- dam-13::T9, dcm-6, hsd-M 28

BW25113 F-, A(araD-araB)567, 4lacZ4787(::rrB-3), 4, A4(rhaD- 29

rhaB)568, hsdR514

Streptomyces coelicolor

Nombre Genotipo Referencia

M145 A3(2) SCP1- SCP2- 22

J1928 M145 ApglY :: aadA 30

IB11 M145 Apmt 31

IB25 J1928, Apmt 31

IB31 J1928 Apmt 31

IB74 M145 Asco2335 Tavares-Cornejo, comunicacion
personal

IB76 1928 Asc02335 Tavares-Cornejo, comunicacion
personal

IB82 M145 Asco3902 Este trabajo

1B84 IB74 Asco3902 Este trabajo
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IB86 J1928 Asc03902 Este trabajo

IB88 IB76 Asco3902 Este trabajo

Bacteridfagos

Nombre Genotipo Referencia
KC519 Derivado ¢ attP™ de ¢C31 32
Plasmidos
Nombre Descripcion Referencia
StH24 Cosmido derivado de SuperCos 1, Kan® Ap~, con un | 33
fragmento del cromosoma de S. coelicolor A3(2) que
incluye el gen sc03902
plJ773 Apra”, contiene el cassette aac(3)IV-oriT, flanqueado por | 34
sitios FRT
plJ784 Apra”, fragmento con cassette aac(3)IV-oriT, flanqueado | 34
por las regiones aledafias del gen bla del SuperCos 1
plJ790 Plasmido de recombinacion de A-RED inducible por L- | 34
arabinosa, Cm"®; replicacion sensible a temperatura
pCP20 Ap® Cm", codifica la recombinasa sitio-especific FLP; | 29
replicacién sensible a temperatura
pUZ8002 Plasmido ayudador o helper no movilizable; Kan® 22
pSET152 Vector integrativo de Streptomyces derivado de ¢C31, de | 36

replicacion en E. coli; Apra®

pSET152::5SC0O3902

$¢03902 con su propio promotor clonado en pSET152

Este trabajo

plJ6021 Vector de expresion de alto nimero de copias con el | 36
promotor inducible del gen tipA; Kan®
plJ6021-APAGH Rv1680 clonado en plJ6021, con una etiqueta de 6 | 37

histidinas en el carboxilo terminal
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3.2. Oligonucledtidos

Nombre Secuencia Descripcion Referencia
SCO3902forward | 5 GCA CGG CGT GGG CTA CGC | Para mutagenesis del | Este trabajo
CTT GGA GAC GCC GAC GCC ATG | gen  sco3902 por
ATT CCG GGG STC CGT CGA CC 3" | Redirect
SCO03902reverse | 5 CGC AGT GGA TCT TGA CGC | Para mutagénesis del | Este trabajo
TCC GCT TCG AAC CCT ACG TCA | gen  sc03902 por
TGT AGGCTGGAGCTGCTTC3 Redirect
SC03902Up 5> GCG ATT TCT GGG ACA TCA AC | Para confirmar | Este trabajo
3’ mutacion  del gen
5¢03902 y clonarlo
SC03902Down | 5> GAC GTC CTT GTG ATC CTC GT | Para confirmar | Este trabajo
3’ mutacion  del  gen
5c03902 y clonarlo
M13fwd 5> GTT TTC CCA GTC ACG AC 3’ Para secuenciar el gen | 39
$c03902
M13rev 5> CAG GAA ACA GCT ATGAC 3 Para secuenciar el gen | 39
$c03902
SCO3902Left 5" GGA CAT CCC GCA CCT CTA 3’ Para secuenciar el gen | Este trabajo
$c03902
SCO3902Right 5" GCA GCA TCA GAA GCG TGG 3” | Para secuenciar el gen | Este trabajo
$c03902

3.3. Mutagénesis del gen sc03902

Para obtener mutantes nulas sin marcadores se utilizéd el protocolo Redirect, el cual consiste en la técnica
de PCR targeting® adaptada para Streptomyces coelicolor mediante el uso de la biblioteca de c6smidos
de Redenbach.®® Se utiliz6 el césmido StH24 de dicha biblioteca de S. coelicolor, transfiriendo la
mutacion por conjugacion y recombinacion a partir de E. coli a las distintas cepas de S. coelicolor.** El
césmido StH24, que contiene la region del cromosoma que contiene el gen sco3902, fue introducido por
electroporacion a la cepa BW25113/plJ790, que expresa el sistema de recombinacion Red en presencia de
L-arabinosa. Se utilizaron los oligonucle6tidos SCO3902Forward y SCO3902Reverse para amplificar el
cassette de resistencia a apramicina (aac(3)IV-oriT) a partir del plasmido plJ773, flanqueado por 36 pares
marco de lectura de sco3902. Al

de bases rio arriba y rio abajo del cultivar la cepa
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BW25113/plJ790+StH24 con L-arabinosa se induce la expresion del sistema de recombinacién Red; en
ese estado se le introduce por electroporacion el fragmento aac(3)IV-oriT flanqueado por las secuencias
aledanas al gen, para generar el cosmido recombinante StH24 Asc03902:: aac(3)IV-oriT. Este cosmido
ahora confiere resistencia a apramicina y puede ser mobilizado por conjugacion con ayuda del plasmido
helper pUZ8002.

Se recuperaron las transformantes a 37° C para promover la pérdida del plasmido plJ790, seleccionando
Apra® y se extrajo DNA plasmidico que contiene el cosmido StH24Asc03902::aac(3)IV-oriT. Para
introducirlo en S. coelicolor, se electropord la cepa ET12567/pUZ8002 con el cdsmido mutante. Esta
cepa de E. coli permite introducir por conjugacion el cosmido no metilado a Streptomyces, para evitar que

sea destruido por el sistema de restriccidn en estas bacterias.

Una vez que esporularon las exconjugantes, se buscaron colonias Apra® Kan®, indicativas del doble
entrecruzamiento entre el cosmido y el cromosoma; es decir, colonias con el alelo Asco3902::aac(3)IV-

oriT en el cromosoma.

A su vez, el cosmido StH24Asc03902::aac(3)IV-oriT fue introducido a la cepa DH5a/pCP20. Después,
la cepa resultante fue incubada a 42° C para inducir la expresién de la recombinasa FLP que reemplaza la
region aac(3)IV-oriT por una secuencia “cicatriz” de 81 pb sin codones de paro. Se identificaron mediante
réplica las colonias Kan® Apra®, y a partir de una de ellas se obtuvo el cosmido StH24 Asco3902::scar,
el cual contiene una mutacion nula, sin marcadores de seleccion ni efectos polares de la mutacion.Este
césmido se introdujo en la cepa BW25113/plJ790, para reemplazar el gen bla del césmido por el
fragmento de plJ784 aac(3)IV-oriT, para poder introducirlo de nuevo por conjugacién a las cepas
marcadas Asc03902::aac(3)IV-oriT , seleccionando la integracién del cosmido mediante resistencia a
kanamicina. Se dejaron esporular las exconjugantes en ausencia de antibi6ticos y después se obtuvieron
colonias aisladas y se buscaron colonias Apra® Kan® que hubieran reemplazado el alelo
Asc03902::aac(3)IV-oriT con el alelo Asco3902::scar. La mutacion resultante no tiene efectos polares ni
resistencias a antibidticos adicionales a la cepa parental. Todas las mutaciones se confirmaron por PCR
con los oligonucledtidos SCO3902Up y SCO3902Down.

3.4. Clonacion del gen sco3902

Con los oligos SCO3902Up y SC0O3902Down se amplifico el gen mediante PCR, utilizando como
templado DNA cromosomal de la cepa M145 y la enzima Pfu Ultra AD (Agilent Technologies), la cual es
de alta fidelidad. EI fragmento obtenido de 1850 pb se purificd por gel de agarosa de bajo punto de fusion

(LMP), y se clono en el plasmido pSET152 digerido con EcoRV. El plasmido resultante se purifico de E.
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coli DH5a y se secuencio con los oligos universales M13fwd y M13rev, asi como los oligos internos al
gen SCO3902Left y SCO3902Right con el fin de corroborar que la secuencia amplificada y clonada no
tuviera mutaciones. Una vez confirmada la secuencia correcta, se electroporo la cepa ET12567/pUZ8002
con el plasmido para introducirlo en las diferentes cepas de S. coelicolor por conjugacién y lograr su

integracion al cromosoma.
3.5. Ensayos de plaqueo de ¢C31

Para cuantificar la eficiencia de plaqueo del fago en las distintas cepas se prepararon diluciones seriadas

de un lisado de alto titulo (10**

mM pH=7.5, MgSO, 1 mM, NaCl 100 mM, grenetina 0.1%), se mezclaron 30 uL de las diluciones 10°-

unidades formadoras de placa/mL) del fago en medio SM (Tris-HCI 20

107 con 10 pL de una solucién de esporas concentradas de cada cepa en 1 mL de agar al 0.8% en caldo
nutritivo Difco y se esparcieron en cajas de Petri de 60 x 15 mm con 5 mL de agar nutritivo Difco
suplementado con Ca(NOs), 8 mM, MgSO, 10 mM y glucosa 0.5%. Las cajas se incubaron por 16-20 h a

30° C y posteriormente se contaron las placas formadas.
3.6. Purificacion de la proteina Apa

Se inocularon 10 ml de medio YT2x con esporas de las distintas cepas transformadas con el plasmido
plJ6021-APA6H y fueron incubadas a 37° C con agitacion por 6 h para inducir la germinacion. Los

cumulos de esporas germinadas se homogenizaron y se usaron para inocular 400 mL de medio LB

Pstl, Apal, Apal

Apal

EcoRI pSET152::5C03902

attP (pC31)

Psi 7565bp

EcoRI

ori (pUC18)

Figura 2. Mapa del plasmido pSET152::SC0O3902
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suplementado con azucar al 25% y kanamicina 50 pg/mL a una densidad oOptica de OD,450=0.1, en
matraces de 2 L. Estos cultivos fueron incubados con agitacion a 30° C por 12 h antes de inducir la
expresion a partiar del promotor PtipA con tiostrepton, 5 pg/mL y permitir el crecimiento hasta completar
36-40 h. Posteriormente se separd el sobrenadante del micelio por centrifugacion y filtracion, se ajusto el
volumen a 400 mL con agua destilada y se afiadié (NH,),SO, sélido hasta alcanzar el 80% de saturacion a
4° C con el fin de precipitar las proteinas del sobrenadante. Se dejé a 4° C de 2-4 h y posteriormente se
centrifug6 a 15 000 g por 1 h. La pastilla de proteinas precipitadas se disolvié en agua destilada y se
dializ6 contra Tris-HCI 20 mM pH=8.0, con al menos 3 cambios. La proteina obtenida se cargd en una
columna de Ni-NTA acoplado a agarosa (QIAGEN), previamente equilibrada con el mismo buffer. La
columna se lavé con 10 volimenes del mismo buffer de + imidazol 20 mM y posteriormente se eluy6 la
proteina con buffer de Tris + imidazol 100 mM, recolectando fracciones de 0.5 mL. La pureza de la

proteina en cada fraccion se analiz mediante un gel desnaturalizante de poliacrilamida con SDS.*
3.7. MALDI-TOF-MS

A las fracciones de proteina pura se les evaporé el solvente al vacio para concentrarlas, en un equipo
Savant™ SpeedVac™. Se prepar6 la solucion de cristalizacion saturando de 2, 4, 6-trihidroxiacetofenona
(THAP) una mezcla 1:2 v:v de acetonitrilo y agua Mili-Q y &cido trifluoroacético (TFA) al 0.1 %. 1 puL
de la proteina concentrada se mezcld con 1 pL de la solucion de cristalizacion; se depositdo 1 pL de la
mezcla resultante en la placa para el espectrometro y se dejd cristalizar 5 minutos. Los espectros fueron

obtenidos con un espectrometro de masas MALDI-TOF microflex de Bruker.
3.8. Blsqueda bioinformatica de los ort6logos de PimE y Sco3902 en actinobacterias

Se construyé un arbol filogenético de las actinobacterias con las secuencias del gen 16S de todas las cepas
tipo almacenadas en la base de datos SILVA® (83 en total). Las secuencias se alinearon con el programa
ClustalW, y se cred el arbol por el método de maxima verosimilitud, usando el modelo general reversible
en el tiempo vy la distribucién gama con sitios invariantes para calcular la verosimilitud, realizando 100

réplicas de bootstrap. El analisis filogenético fue realizado con el software MEGA version 6.

Para identificar los ortdlogos de las manosiltransferasas en cada una de estas cepas, se realiz6 una
busqueda mediante BLASTP contra el genoma de cada una de ellas, usando como consulta la secuencia
de las proteinas PimE de M. smegmatis (Msmeg_5149), Pmt de S. coelicolor (Sco3154) y Sco3902. Se

tomaron como positivos los hallazgos si el alineamiento tenia un valor ¢ < 1e-5.
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4. Antecedentes

Previamente a este trabajo se habia buscado a la proteina encargada de la adicion de las manosas
subsecuentes a la manosa inicial afiadida por la enzima Pmt a las serinas y treoninas de las glicoproteinas
en S. coelicolor. Para esto, se realizé una busqueda por medio de BLAST con la secuencia de la proteina
Rv2181 de M. tuberculosis. Esta enzima es la responsable de la sintesis de las terminaciones de las ramas
del lipoarabinomanano, que son cadenas de oligomanésidos unidos por enlaces a(1—2).* Esta es la
misma conformacion de las cadenas de oligomanosa de las glicoproteinas, por lo que se pensaba que

también podria cubrir esa funcién en la manosilacién de proteinas.®

La proteina homologa a Rv2181 en el genoma de S. coelicolor es codificada por el gen sc02335 (22.2%
similitud, valor e = 2e*®). Esta tiene el dominio putativo de glicosiltransferasa (DUF2029) fusionado a un
dominio presente en inositol transferasas (PAP2 tipo Aurl). Sin embargo, este dominio esta presente en
los ort6logos de so6lo algunas especies de Streptomyces; otros miembros del género, como S. avermitilis o

S. albus, sélo cuentan con el dominio de glicosiltransferasa (Fig. 3).

En nuestro laboratorio se aislaron mutantes nulas del gen sc02335 (Tavares-Cornejo, datos no
publicados), para evaluar la glicosilacion de sus proteinas. Estas mutantes se aislaron tanto en el fondo
genético de la cepa silvestre M145, dando lugar a la cepa IB74, como en el fondo genético de la cepa
J1928, la cual estd afectada en el sistema Pgl mediante una insercion de un gen de resistencia a
espectinomicina en el gen pglY (pglY::aadA1)®, dando lugar a la cepa IB76. La mutante IB74 se utiliz6
para expresar a la glicoproteina Apa de M. tuberculosis de forma heterdloga, y se midi6 su reactividad a

concanavalina A, una lectina que reconoce glucésidos y manésidos. Con este ensayo no se encontraron

DUF2029 PAP2

N N

S. coelicolor  wn COOH

S. griseus N COOH
S.albus v — N cooH
S. avermitilis v — I cooH
M. tuberculosis v~ S — oot

Figura 3. Organizacion de los dominios de los homdlogos de Rv2181.
Comparacidn de las proteinas SCO2335, SGR_5168, SLE_48590, SAV_5840 y Rv2181.
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diferencias respecto a la cepa silvestre, ya que la reaccidn de la proteina Apa expresada en la cepa IB74
con la concanavalina A fue igual que la expresada en la cepa silvestre M145. Adicionalmente se midid la
sensibilidad al fago ¢C31 de la cepa IB76, como un indicador de la glicosilacion del receptor de este
fago, pero se encontrd que esta cepa mutante era tan sensible como la cepa J1928 (Tavares-Cornejo, datos
no publicados). Adicionalmente estas cepas mutantes nulas del gen sco2335 no mostraron diferencias
fenotipicas aparentes con la cepa silvestre en cuanto a morfologia, a diferencia de cepas mutantes en los
genes ppm o pmt afectadas en glicosilacion de proteinas, las cuales muestran una morfologia diferente a la
de la cepa silvestre.”® ** Debido a estos resultados se descarté que la glicosiltransferasa putativa
codificada por sco2335 tuviera un papel en la glicosilacion de proteinas. Es importante mencionar que
este trabajo previo se realizd antes de que la enzima responsable de afiadir manosas adicionales a las
glicoproteinas de M. tuberculosis fuera identificada. Posteriormente se demostrd6 que la enzima
responsable de colocar las manosas adicionales a las glicoproteinas en este organismo no es Rv2181, sino
PimE, cuya funcion es adicionar la quinta manosa a los fosfatidil inositol mandsidos de la membrana
celular.’

5. Objetivo

Identificar la proteina responsable de la adicion de oligomanosidos a las glicoproteinas en S. coelicolor.
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6. Resultados
6.1. Busqueda de posibles glicosiltransferasas en Streptomyces coelicolor A3(2)

Una vez identificada la manosiltransferasa PimE como la involucrada tanto en la sintesis de PIMs como la
resonsable de afiadir las extensiones de oligomanosa a las proteinas glicosiladas en M. tuberculosis,’ se
realiz6 una basqueda por medio de BLAST en las secuencias de proteinas codificadas en el genoma de S.
coelicolor, con la finalidad de identificar al homologo de PimE. Utilizando BLASTP, se encontr6 que la
secuencia de proteina con mayor similitud a PimE de M. tuberculosis en el genoma de S. coelicolor es la
codificada por el gen sc02335 (27% de identidad, valor e = 3e™). Curiosamente, se trata de la misma
proteina que mostraba la mayor similitud con la manosiltransferasa que adiciona las terminaciones de
oligomanosa en enlaces a(1—2) del LAM, codificada en el gen Rv2181 en M. tuberculosis y que se habia
sugerido que podria ser la enzima responsable de poner estas extensiones en las glicoproteinas* antes de

gue se deteminara que la responsable era en realidad PimE.

Como se mencion0 antes, una mutacion nula en el gen sco2335 parecia no tener ningun efecto sobre la
capacidad del fago ¢C31 para infectar a S. coelicolor, y la proteina Apa de M. tuberculosis purificada de
dicha cepa reaccionaba con la concanavalina A, por lo que se habia descartado la glicosilatransferasa
codificada en dicho gen como la responsable de afadir las extensiones de oligomanosa a las
glicoproteinas en S. coelicolor. Por lo tanto, fue necesario realizar una busqueda mas exhaustiva de genes

candidatos para codificar dicha funcioén.

Para encontrar otra manosil transferasa o(1—2) de glicoproteinas parecida a PimE se realizaron
basquedas de proteinas homdélogas a PimE de M. smegmatis tanto en S. coelicolor como en otras especies
de Streptomyces mediante alineamientos con el algoritmo PSI-BLAST. Después de seis iteraciones, el
producto del gen sc03902 se mantuvo con el mayor puntaje entre las proteinas codificadas en el genoma

de S. coelicolor.

El gen sc03902 codifica una probable glicosiltransferasa, con baja similitud a la proteina PimE de M.
smegmatis (27% de identidad, valor e=0.27) (Fig. 4). A pesar de ser poco similar a PimE, un andlisis de
topologia con el programa TOPCONS* encontré que hay conservacion en la organizacion de los cruces
transmembranales entre ambas proteinas, mientras que la proteina codificada por el gen sco2335 muestra
una organizacion diferente (Fig. 4). Ambas proteinas presentan conservado el aspartato del asa 1, que se
ha visto es importante para la funcion de otras manosil transferasas.” Por lo tanto, la glicosiltransferasa
codificada en el gen sco3902 parecia ser una nueva enzima candidata para encontrarse involucrada en la

manosilacion de proteinas en S. coelicolor.
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SC03902

PTTEDPVAA-AGSELIGGPL---G--RRALLGTSWWTPVRVIALVAIGMFALGLVQKAPC

SC02335 TNGAGGRRGVANAEHSGRPAESFGASAADVT-RARWRVARLGLWLIAAVL-——-——=-- AV
Rv1159 SAT-AKVRQID--TTSSTPA--—-- AARRVT-SPPARETRAAVLLLV-LS-——-—--- VG
MSMEG 5149 ———— - MLLV-VS—-—-=-=~- IL
SC03902 YNGAWFFGASSQYTHACYSDIPHLYQGRGFVDGLVPYFDKL--——— PGDMEYLEYPVLTG
SC02335 RQVAAVLGTPRG---ERLTDLETWVGEHGVLHVEGSLYDSTQ-—-—-—-—-~ FTGTPFVG
Rv1159 ARLAWTYLAPNG---ANFVDLHVYVSGAASLDHPGTLYGYVYADQTPDFPLPFTYPPFAA
MSMEG_5149 ARLAWTYLVPNG---ANFVDLHVYVGGADALDGPGALYDYVYADQTPDFPLPFTYPPFAA
* * .
SC03902 LFMEVASWLTPGSGSIQHQEQWYWMVNAGMLMVCAAVIAVCVT---R---THTRRPWDGL
SC02335 LVLK------ PFTRAAEQALGWGWTFGSLLLVVALGLVAARA--LPQPVGRRTALLAAPV
Rv1159 VVFY---—-- PLHLVPFGLIALLWQVVTMAALYGAVRISQRLMGGTAETGHFAAMLWT -~
MSMEG 5149 IVFY-—-—-- PLHLLPFGVVAFIWQIGIIAALYGVVRVSQRLMGLQOSQ--RRVAMLWT -~
* *
SC03902 LVA-—-————— LAPAFALTATVNWDLLAVALTAAAVILMWSRERPLAFGVLLGLATAAKLYP
SC02335 AISLLMLSLPVRNAFWLGQTSI-IPVLLVLLGCFAVRGA-QGDRAGGVLIGVAAAFQPTV
Rv1159 -—-ATAIWIEPLRSTFDYGQINV-LLMLAALWAVYTPRW-—-——— WLSGLLVGVASGVKLTP
MSMEG_5149 --ALGIWTEPLRSTFDYGQVNV-VLVLAVLCAVSTTRW--—--- WLSGLLVGLAAGIKLTP
P X : X R
SC03902 FLILGPLLVLCWRAGKWRAFAT----ALGGAAGAWLVVNLPVMLFAFDGWSKEFYTF---S
SC02335 LLFVPLLWFTD--RR--RAAVSTGITFAACTAVAWAAMAQDSYTY----WVHHMAGVGLG
Rv1159 ATI--TAVYLVG--VRRLHAAAFSVVVFLATVGVSLLVVGDEARYY--—--FTDLLGDAGRV
MSMEG_5149 AV--AGLYFLG--ARRWAAVACSAAVFFATVGVSWLVVGAQARRY-—---FTELLGDADRI
*

SC03902 QERGVDFGSFWLILVQNSDNPPSTETVNTLATLLMLLCCGAVAALTLTAPR-—--- RPRF
SC02335 GEADDLANQSLHGVLLRL---GLN---GPLEIALFLLLGAAVAVLALRRAVRYARDGQLL
Rv1159 GPIATSFNQSWRGAISRIL--GHDAGFGPLVLAAI-ASTAVLAILAWRA-L--DR-SDRL
MSMEG_5149 GPIGTSFNQSWRGGISRIL--GHDAGFGPLVLIGI-GITAVLALLAWRA-I--GGAQDRL
* : R :

SC03902 AQLAFLIVAAFILTNKVYSPQYVLWLVPLAAL--—-—-- ARPKWRDELIWQACEVAYFLG
SC02335 LAVAVTGCAAVAVSPATW-QHQLLWVLPAVVGRVGRRASD-—-———- RYVWP-———————-
Rv1159 GKLLVVELFGLLLSPISW-THHWVWLVPLMIWLIDGPARERPGA-RILGWG-—-———--~—
GGILVVSLEGLVLSPISW-THHWVWLIPLMMWLLHGPLSALRGA-RILGWG--—-—-—--

MSMEG_5149

P akeek *

Figura 4. Alineamiento de las manosil transferasas. Subrayado los segmentos transmembranales predichos por el
algoritmo TOPCONS. En rojo el aspartato conservado del asa 1. Rv1159, PimE de M. tuberculosis. MSMEG_5149,

PimE de M. smegmatis
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6.2. Aislamiento de cepas mutantes carentes del gen sc03902

Con el fin de determinar si la proteina que codifica sco3902 efectivamente esta involucrada en la
glicosilacion de proteinas, se procedié al aislamiento de mutantes nulas en dicho gen, para lo cual se
utilizé el método de recombinacion basado en el sistema Red del fago lambda® adaptado a S. coelicolor.®*
Como se menciond en los antecedentes, en el laboratorio ya se habian aislado mutantes nulas en el gen
sc02335 (cepas IB74 e IB76), que codifica la proteina mas parecida a PimE de M. smegmatis, pero que
aparentemente no estaba involucrada en la glicosilacién de proteinas de S. coelicolor. Ademas de incluir
estas cepas en todos los experimentos de este trabajo, se aislaron dobles mutantes Asc02335 Asc03902
para evaluar la posibilidad de que los dos genes tuvieran una funcion redundante. Todas las mutantes de
este trabajo se obtuvieron tanto en el fondo genético de la cepa silvestre M145, la variante sin plasmidos
de la cepa secuenciada A3(2), como en el fondo genético de la cepa J1928, para los experimentos con el

bacteriofago pC31.

6.3. Glicosilacion del receptor de pC31

Como primera aproximacion para evaluar la glicosilacion de proteinas de mutantes nulas del gen sco3902
de S. coelicolor se midi6 la sensibilidad al bacteridfago ¢C31. El receptor de este fago tiene que estar
glicosilado para ser reconocido; es por esto que supusimos que en una cepa con proteinas hipoglicosiladas
tendria menos probabilida de establecerse la interaccion entre el fago y su receptor, y en consecuencia la

cepa seria mas resistente a la infeccion.

En este ensayo de infeccion se mezclaron esporas de las cepas mutantes derivadas de J1928, sensibles al
bacteridfago, con una misma dilucién de particulas de ¢C31, se dejaron germinar 16 hr y posteriormente
se contaron las placas de lisis. Mientras que en la cepa mutante IB76 (Asco2335) se formo6 la misma
cantidad de placas de lisis que con su cepa parental J1928, en la mutante IB86 (Asc03902) y en la doble
mutante IB88 (Asc02335 Asc03902) la formacion de placas tuvo un titulo de un orden de magnitud menor
que en la cepa J1928 (p<0.05; Fig. 5B). Ademas, las placas que se observaron en las cepas 1B86 e 1B88
eran mas pequefias que las de la cepa parental J1928 (Fig. 5A). En la mutante IB25 (Apmt), que no
glicosila proteinas y que se utiliz6 como control negativo, no se observaron placas. Estos resultados
sugieren que el gen sco3902 es necesario para la glicosilacion del receptor de ¢C31 y que, en su ausencia,
el receptor estd menos glicosilado y el fago se propaga con mas dificultad. EI gen sco2335 parece no estar
involucrado, pues su delecién no tuvo efecto sobre la eficiencia de formacion de placas, ni por si sola ni

en conjunto con la mutacién Asco3902.
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Figura 5. Infeccion por el bacteriéfago ®C31.
A) Formacion de placas en las cepas indicadas. B) Eficiencia de plaqueo. Cada punto indica un replicado
independiente, las barras el promedio y las letras significancia estadistica (ANOVA con Bonferroni, p<0.05)
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Para descartar que el fenotipo de las mutantes se debiera a efectos polares, se clond el gen sco3902 en el
vector integrativo pSET152, con 299 pares de bases rio arriba, con la finalidad de que el gen se exprese
desde su propio promotor. Al introducir este plasmido en las cepas IB86 e IB88 se logrd restaurar el
fenotipo silvestre (Fig. 5), demostrando que efectivamente el gen sco3902 es el responsable de la

disminucion de la sensibilidad a ¢C31.
6.4. Expresion y purificacion de la proteina Apa de M. tuberculosis de las distintas cepas de S. coelicolor

Otra forma de medir la glicosilacion de las proteinas secretadas en estas cepas es mediante la expresion
heter6loga de una glicoproteina bien caracterizada como es la proteina Apa de M. tuberculosis. Para ello
se utilizé el plasmido multicopia plJ6021-APA6H,* que tiene clonado el gen que codifica la proteina Apa
de M. tuberculosis, el cual se modificd para afiadir a la proteina una etiqueta de 6 histidinas en el extremo
carboxilo terminal. La expresion de este gen se encuentra bajo el control del promotor del gen tipA, que es
inducible por el antibiético tiostrepton.** Este plasmido se introdujo, mediante transformacion de
protoplastos, a las cepas M145, IB74 e IB82, y con las esporas obtenidas de estas cepas transformadas se
inocularon cultivos para purificar a la proteina Apa; se indujo la expresion afiadiendo tiostrepton a las 12
horas, y después de 24 hr de induccién el sobrenadante se separ6é del micelio por centrifugacion y las
proteinas fueron precipitadas con sulfato de amonio al 80% de saturacién. El precipitado se disolvi6 en
buffer de Tris 20mM pH=8, se dializ6 contra el mismo buffer y se pas6 por una columna de afinidad de

Ni-NTA acoplado a agarosa (QIAGEN); la columna fue lavada con buffer que contenia imidazol 20 mM
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Figura 6. Purificacion de la proteina Apa por columna de afinidad a Niquel.
Precipitado total, lavado y fracciones de elucion del sobrenadante de la cepa A) M145 y B) 1B82.
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y se eluyd con imidazol 100 mM.

Las fracciones obtenidas de la columna se analizaron por SDS-PAGE. Aunque aparentemente no se
obtuvo mucha proteina total, se logré concentrar y purificar la proteina Apa (Fig. 6). Interesantemente,
mientras que la proteina silvestre presenté el patron caracteristico de dos bandas (45 y 47 kDa), la
proteina purificada de la cepa 1B82 sélo tenia la banda de mayor movilidad electroforética (45 kDa). Se
sabe que la banda de 45 kDa corresponde al mismo polipéptido, pero no reacciona con la lectina ConA; es
decir, es una forma menos glicosilada de la proteina Apa.* Asi, la movilidad electroforética de las
proteinas purificadas de estas cepas es consistente con la hipdtesis de que la cepa 1B82 produce proteinas

hipoglicosiladas.
6.5. Espectrometria de masas de la proteina Apa

Para determinar el grado de glicosilacion de la proteina Apa purificada de cada cepa, se analizaron
muestras de la proteina completa por MALDI-TOF MS. En un espectro de masas de este tipo, multiples
picos separados por una distancia de 162 Da son indicativos de moléculas que difieren por la adicion de
una manosa; es decir, de polipéptidos glicosilados.

La proteina Apa se glicosila del lado amino-terminal en tres residuos de treonina con cadenas de hasta
tres manosas en cada sitio, y en un residuo de treonina en el carboxilo-terminal con hasta cuatro manosas
(Fig. 7A). Asi, en el espectro de la proteina silvestre se esperaria observar picos equivalentes a una
proteina que tiene desde ninguna hasta trece manosas, separados por 162 Da, mientras que la proteina

Apa sin glicosilar s6lo deberia presenta el primer pico.

Una cepa capaz de manosilar proteinas solo por la accién de la Pmt, responsable de unir la primer
manosa, producird una proteina Apa con maximo de una manosa en cada uno de los cuatro sitios de
glicosilacion. Entonces, el espectro de masas deberia mostrar hasta cinco picos, correspondientes a la

proteina que tiene desde ninguna hasta cuatro manosas.

Al analizar los espectros generados por MALDI-TOF MS, la proteina purificada de la cepa silvestre
mostré el patrén esperado, con hasta catorce picos separados por aproximadamente 162 Da. En cambio, la
proteina sin glicosilar, purificada a partir de la cepa Apmt, presenté Unicamente un pico. La proteina
expresada en la cepa IB74 mostr6 el mismo nimero de picos que la proteina silvestre, mientras que

aquella expresada en la cepa 1B82 tuvo picos claros correspondientes hasta 4 manosas (Fig. 7b).
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Figura 7. A) Sitios de glicosilacién de la proteina Apa. B) Espectros de masas de la proteina Apa purificada de
las diferentes cepas.

Sin embargo, el espectro muestra todo un continuo de pesos moleculares, seguramente debido a una
fragmentacién durante la ionizacion de la proteina. Ademas, el hecho de que el pico inicial dé una masa

menor que la masa predicha de la proteina (29 510 vs. 29 603 Da) sugiere una degradacion de la misma.
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6.6. BUsqueda de las manosiltransferasas PimE y Sco3902 en genomas de actinobacterias

Tendiendo dos manosiltransferasas diferentes, PImE y Sco3902, que cumplen la misma funcion en dos
organismos diferentes (M. tuberculosis y S. coelicolor), quisimos conocer la distribucién de estas dos
proteinas en las actinobacterias en general. Para ello, se realiz6 una busqueda por BLAST contra los
genomas de cepas tipo de actinobacterias, y se consideré que éstos tenian un homologo a Sco3902 o a
PimE si se encontraba un acierto con un valor e < le-5. También se buscaron homoélogos a la proteina

Pmt de S. coelicolor como control.

Comparando los resultados de la busqueda con la filogenia de las actinobacterias (Fig. 8), se encontrd que
ambas proteinas, PImE y Sco3902, estdn ampliamente distribuidas en todo el filo, pero no estan presentes
en todas las especies analizadas (Fig. 8). Hay especies que so6lo tienen homologo de PimE, especies que
s6lo tienen homdlogo de Sco3902, e incluso especies que no tienen ninguno. En particular, todos los
miembros del suborden Corynebacterineae, al que pertenecen las micobacterias, presentan un homoélogo
de PimE, pero no todos presentan un homologo de Sco3902 (e. g. M. yongonense, C. glutamicum). Esto
refleja la relevancia de PimE en este grupo, lo cual puede deberse a su participacion en la sintesis de
lipoglicanos, que son esenciales en algunas especies, pero también a su papel en la sintesis de

glicoproteinas.

En cambio, en el suborden Streptomycineae, todos los miembros cuentan con un homologo de Sco3902,
pero al menos S. fulvissimus no presenta un homdlogo de PimE. Pareciera que en este grupo PimE no es
tan importante, y en cambio Sc03902 cumple esas funciones, por lo menos en la sintesis de

glicoproteinas.

Todas las especies que tienen un homologo de PimE o Sc03902 también cuentan con la

manosiltransferasa de proteinas Pmt.
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Figura 8. Arbol filogenético de méaxima verosimilitud de cepas tipo de actinobacterias, basado en secuencias
del gen 16S. Los puntos indican la presencia de un gen con valor e < le-5 tras una busqueda por BLAST con la
secuencia de Pmt (Sco3154), PimE (Msmeg_5149) o Sco3902.

26



7. Discusion

En este trabajo se estudiaron dos genes que codifican manosiltransferasas putativas y su probable papel en
la adicién de cadenas de oligomanosa a glicoproteinas en S. coelicolor. Uno de ellos, sco2335, se
identificd como el homédlogo de pimE de M. tuberculosis, que codifica una enzima que participa en la
sintesis de PIMs, y que es también responsable de la adicion de manosas subsecuentes a la manosa inicial
afiadida a las glicoproteinas por Pmt en micobacterias. La otra posible manosiltransferasa, codificada por
el gen sc03902, fue identificada como un homologo lejano de PimE de M. smegmatis. Aunque los dos
genes codifican proteinas membranales con un dominio DUF2029 de manosiltransferasa, el producto del
gen sco3902 no parece ser un ortdlogo probable de PimE, pues en la basqueda mediante BLAST el valor
de E fue muy alto (0.27). Asi, hay dos manosiltransferasas diferentes codificadas en el genoma de S.
coelicolor que podrian ser responsables de la adicion de manosas en configuracion o(1—2) a las

glicoproteinas.

Para estudiar la funcién de estos genes se aislaron cepas con mutaciones nulas en ellos. También se
estudid la cepa doble mutante, por si los dos genes tenian una funcion redundante. En estas cepas se midio
la glicosilacion de proteinas de dos formas, una de ellas indirecta y otra directa. La sensibilidad al fago
@C31 da una idea de la glicosilacion de las proteinas endogenas, pues su receptor (o receptores) tiene(n)
gue estar manosilado(s) para que pueda reconocerlo. Por lo tanto, era l6gico pensar que la ausencia de
una manosiltransferasa que afectara el grado de glicosilacion del receptor tuviera un efecto en la infeccion
por el fago. Con este ensayo se observd que el fago presentaba una eficiencia de plagueo ~10 veces
menor en las cepas Asc03902. En cambio, la mutacién Asc02335 no tuvo ningun efecto sobre la
eficiencia de plaqueo. Con este método, ademas, se observo que el fenotipo de las mutantes Asc03902 se
podia complementar mediante la expresion en trans del mismo gen desde su propio promotor,
demostrando que la resistencia a C31 no es resultado de un efecto polar de la mutacion. Estos resultados
sugieren que el producto del gen sco3902 esta involucrado en la sintesis de glicoproteinas. Estos
resultados sugieren que la manosiltransferasa codificada en el gen sco3902 si participa en la glicosilacion
del receptor del fago. Ademas, indican fuertemente que si el receptor tiene Unicamente un residuo de
manosa en cada sitio de glicosilacion, el reconocimiento por el fago todavia ocurre, pero con una
eficiencia menor, por lo que la probabilidad de que las particulas de fago establezcan la infeccion se

reduce aproximadamente un orden de magnitud.

El otro método para medir la glicosilacién en estas cepas fue mediante la expresion heter6loga de la
glicoproteina Apa de M. tuberculosis. La proteina purificada de estas cepas pudo ser analizada por

MALDI-TOF; se esperaba detectar a la proteina glicosilada como una seria de picos separados por 162
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Da, caracteristicos de moléculas glicosiladas con hexosas. Los sitios de glicosilacion de la proteina Apa

se han estudiado en detalle,®

y se sabe que se glicosila en cuatro sitios especificos. Entonces, si el gen
sc03902 es el responsable de la adicion de las manosas subsecuentes a la afiadida por Pmt, la proteina
Apa purificada de cepas Asc03902 podria tener entre 0 y 4 manosas como maximo, que se observarian
como 5 picos separados por 162 Da, a diferencia de los 13 picos de la proteina silvestre. En el espectro
obtenido de la proteina purificada de esta cepa se observaron claramente esos 5 picos, lo que sugiere
fuertemente que estas proteinas estdn menos glicosiladas que la silvestre. Sin embargo, se alcanzan a
distinguir unos picos minoritarios. Como los espectros se obtuvieron a partir de muestras de proteina
completa, es muy probable que se esté observando productos de fragmentacion de la misma, o bien que la
preparacion de proteina purificada contenga fragmentos de proteina causados por proteolisis debida a las
abundantes proteasas del sobrenadante de S. coelicolor. Esto también explicaria por qué el pico inicial,
correspondiente a la proteina sin manosilar, se observa 90 Da méas pequefio de lo esperado. Para eliminar
estos artefactos se tiene planeado analizar péptidos individuales producidos por la digestién enzimatica de
estas proteinas, que se ionizan con mayor facilidad y dan espectros mas limpios. Lo ideal seria analizar un
péptido que contenga solo un sitio de glicosilacion, como el péptodo C-terminal producido por la enzima
Lysc.*

Los resultados de los ensayos de infeccion por ¢C31 y los espectros de las glicoproteinas sugieren
fuertemente que en S. coelicolor es el producto del gen sco3902, y no PimE, el responsable de la
extension de oligomandsidos en las glicoproteinas. Buscando entre diversas actinobacterias, encontramos
que las dos proteinas estan ampliamente distribuidas en el filo, pero ninguna por completo. En general,
parece que PimE esta completamente conservada entre las micobacterias (Corynebacterineae) pero
Sco03902 no. Esto podria ser indicativo de que en estas bacterias, que tienen una envoltura celular
compleja, hay mas presion para mantener a PimE, que participa en la sintesis de lipoglicanos y

glicoproteinas,” %

y Sc03902 no es tan importante. Entre los estreptomicetos ocurre lo contrario: Sco3902
estd completamente conservada y PimE no. Aqui pareciera que PImE no es tan importante, pues no hay
sintesis de lipoglicanos en estreptomicetos. En cambio, Sco3902 se conserva porque en este grupo llegé a
cubrir una funciéon necesaria (glicosilacion de proteinas). Hay que recordar que aungue los
estreptomicetos no sintetizan lipoglicanos, si tienen PIMs, que son un componente importante de su

45, 46

membrana celular. Queda pendiente explorar el papel de PimE y Sco3902 en la sintesis de estos

glicolipidos.

Todas las especies que presentan una de estas manosiltransferasas también tienen un gen de Pmt,
sugiriendo que la manosilacién de proteinas estd tanto o mas conservada que la funcion de PimE o

Sc03902 entre las actinobacterias. Incluso hay grupos en los que estd presente Pmt pero ninguna de estas
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dos manosiltransferasas, 10 que sugiere que en estas bacterias o las glicoproteinas estin monomanosiladas

en cada sitio, o tienen otras manosiltransferasas desconocidas que cumplen esa funcién.

Si consideramos el origen evolutivo de la glicosilacion en actinobacterias, podemos imaginar por qué hay
tal diversidad de manosiltransferasas para sintetizar las cadenas de oligomandsidos de las proteinas,
mientras que Pmt, que pone la primer manosa, esta muy conservada. Las actinobacterias adquirieron estas
glicosiltransferasas por un evento de transferencia horizontal de un ancestro de levaduras.® En levaduras,
el ortdlogo de Pmt se localiza en la membrana del reticulo endoplasmatico y cataliza la primera
glicosilacion utilizando dolicol fosfato B-D-manosa como donador de manosas.'” En cambio, la
elongacién de los oligosmandsidos ocurre en el aparato de Golgi, mediante manosiltransferasas solubles
gue utilizan GDP-o-D-manosa como donador. Sin embargo, las actinobacterias no tienen reticulo
endoplasmatico ni aparato de Golgi; todas las reacciones deben ocurrir en el lado extracelular de la
membrana, donde no se pueden acumular ni GDP-a-D-manosa ni manosiltransferasas solubles. Asi, las
manosiltransferasas responsables de la elongacion de los oligomanosidos en actinobacterias no pueden ser
las mismas que las de levadura. Entonces es probable que estas enzimas hayan evolucionado a partir de
otras manosiltransferasas dependientes de dolicol (y no de GDP-a-D-manosa), en un proceso que ocurrié
al menos dos veces de forma independiente en la historia de las actinobacterias, segin los resultados
obtenidos en este trabajo.

8. Conclusiones

e EnS. coelicolor, PimE no es necesaria para la manosilacion de proteinas

e En cambio, Sco3902 es la responsable de la adicion de cadenas de oligomandsidos a las
glicoproteinas

e El bacteriofago ¢C31 no requiere de las cadenas de oligomandsidos para infectar, pero la

eficiencia disminuye considerablemente en su ausencia
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