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La MGS presenta un complex mecanisme de regulacidé de la seva
activitat, aixi com una distribucié subcel‘lular regulada, que el converteixen en
un objecte d’estudi molt interessant. En els primers treballs sobre la MGS es
descobri I'efecte activador de la Glc 6-P. Molt aviat, s'observa com la insulina
era capa¢ de modificar la sensibilitat de I'enzim per Glc 6-P i aix0 condui al
concepte de l'existencia de dues formes intercanviables (a semblanca del que
ja es coneixia per a la glicogen fosforilasa). Tot seguit es demostra que
I'activitat de l'enzim resultava modificada per fosforilacio, fent de la MGS el
tercer exemple d’enzim regulat per fosforilacid covalent i el primer que es
fosforilava de forma milltiple i s'inactivava per aquesta modificacid. Més
recentment diferents estudis del nostre laboratori inclosos els que presenten
en aquesta tesi doctoral han posat de manifest la distribucié subcellular
regulada de l'enzim entre el nucli i el citoplasma. Aquest nou aspecte podria
ésser un nou mecanisme de control afegit als ja existents per a la MGS.

La MGS és un enzim del metabolisme de carbohidrats, per a que hauria
desenvolupat aquestes funcions i mecanismes de regulacié tant complexos? Si
comparem les GS de mamifers i les d'altres animals com els artropodes o els
nematodes, no apareixen diferéncies significatives. Existeix un tant per cent de
similitud entre la HsMGS i la GS de Drosophila melanogaster superior al 60%.
Aixi doncs, aquesta regulacié podria trobar-se també en la resta d’animals. Al
comparar les glicogen sintases amb les glicogen (midd) sintases s’ha mostrat
que probablement I'aparicid de la regulacid per fosforilacié es produi per
I'adquisicid de diferents fragments de seqiliencia, absents en les G(M)S.
Probablement aquestes insercions i d'altres petits canvis en la proté na també
hagin donat lloc a la localitzacié regulada de la MGS. Cal tenir en compte que
la GS de llevat és molt semblant a la de mamifers, pero es desconeix si la GS
de fongs transloca. La translocacié nucleocitoplasmatica podria haver-se
adquirit abans de la separacié dels regnes animal i fungic, durant I'evolucié
dels eucariotes.

A diferencia de molts bacteris i arqueobacteris, tots els eucariotes
(exceptuant les plantes) son depenents de la metabolitzacié de la glucosa
exogena. Per tant la concentracid de glicogen representaria un factor de
viabilitat important. Per tal de controlar-la s'usaria la GS com a sensor en les
céllules eucariotes. Apareix una modificaci6 perd amb |'adveniment de la
diferenciacid tissular dels organismes pluricellulars. El fetge és un exemple
clar. La funcié del fetge és la d'acumular o degradar el glicogen en funcié de
les necessitats de la resta de l'organisme i per tant no té sentit aquesta
“vigilancia” de la concentracié de glicogen intracel*lular. Ens els hepatocits, per
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tant la LGS hauria perdut aquesta capacitat sensora i probablement per
aquesta causa l'enzim no es dirigeix al nucli.

Contrariament a la regulacié covalent, el mecanisme catalitic de la MGS
sembla conservar-se a través de moltes proté nes de funcié similar, les G(M)S i
d‘altres glicosiltransferases com les de les families 4 i 15. De forma similar a les
glicosilhidrolases amb retencid de la configuracid del centre anomeric del
residu glicosil, la HsMGS usaria un mecanisme de doble desplacament que
involucraria dos aminoids acids. El Glu 510 de la HsMGS correspondria al
primer aminoacid, que realitzaria les funcions de nucleofil sobre I'enllag
fosfoéster, mentre que el segon glutamic Glu 518 podria funcionar bé com a
acid-base o com a assistent en la catalisi. A més del mecanisme de catalisi,
I'estructura tridimensional de moltes glicosiltransferases podrien ésser molt
similars tal i com ho mostren els estudis de prediccié d’estructura secundaria.
Resta perd una descripcié detallada de l'estructura terciaria de les GS i les
G(M)S per confirmar aquesta ultima hipotesi.

L'analisi de les sequiéncies de G(M)S disponibles ha permés, endemés,
trobar un candidat molt adequat per a endegar la complexa tasca de la
resolucid de l'estructura tridimensional. Es tracta de la G(M)S de Pyrococcus
abysii que mostra una relacié filogenética proxima a les GS i a més prové d’un
organisme hipertermofilic, que permetria un protocol de purificacié més senzill
en un sistema d'expressid heteroleg. La seva mida redid da contindria
I'estructura basica dels enzims de sintesi del a(1® 4)-gluca i probablement
respondria a algunes de les preguntes formulades per a les GS d'organismes
superiors com la HsMGS.

La localitzacié nuclear regulada de la MGS revela una nova faceta d'un
vell enzim. Aquest descobriment coincideix amb I'abandonament del punt de
vista que situava els enzims citoplasmatics distribu ts de forma uniforme tot
esperant els seus substrats. La descripcid i analisi de les localitzacions
subcel'lulars dels enzims és doncs un dels temes que han promogut i
promouen un canvi en la forma en que s'aborda I'estudi del metabolisme.

Quin és el sentit de transportar dins el nucli i de forma activa un enzim
d’activitat altament regulada, tant al‘lostéricament com per fosforilacié, amb la
despesa energetica que aix0 suposa? Els resultats d'aquesta tesi doctoral
mostren que la translocacié de la MGS cap al nucli depén de la degradacié del
glicogen i que, en canvi, és independent del tipus cellular i de senyals
hormonals. El transport nucleocitoplasmatic és doncs, una propietat intrinseca
d’aquest enzim. Cal tenir en compte la simultané tat de la inactivacid per
fosforilacio i la translocacié nuclear. Ambdues ocorren en situacions de privacio
de glucosa. Es aleshores quan s'inicia la degradacié del glicogen per part de la
GP.
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Aixi doncs, el transport nuclear podria considerar-se una forma d’evitar
el cicle futil en el citoplasma. Malgrat la senzillesa d’aquesta hipotesi, la
inactivacio covalent seria suficient per acomplir aquesta funcio i per tant el més
probable és que existeixen d‘altres avantatges o funcions resultants de la
translocacio.

A la vista dels resultats obtinguts també poden esclarir-se fenomens
observats amb anterioritat. Durant els anys 70-80 era la sintesi de glicogen
nuclear. Diferents estudis mostraren la presencia de glicogen nuclear en
diferents linies cel'lulars derivades de tumors [Karasaki, 1971; Zimmermann et
al., 1976; Granzow et al., 1981]. Degut a I'elevada mida del glicogen, aquest
no podria fabricar-se en el citoplasma i després importar-se al nucli, sino que
caldria que fos sintetitzat directament en el seu interior. Alguns autors
discutiren la certesa d’aquests resultats argumentant la possibilitat de que es
tractés d'un artefacte a I'hora de realitzar les preparacions microscopiques
[Oron et al., 1980]. Finalment, les observacions inicials es confirmaren pero el
tema fou deixat de banda [Kopun et al., 1982]. Un cop establerta la preséncia
de la MGS en l'interior del nucli aquells resultats obtinguts amb les linies
tumorals poden explicar-se de forma alternativa: la formacié de glicogen
nuclear seria el resultat d’'una alteracié en el control la distribucié subcel‘lular
de la MGS que resultaria amb la seva presencia en linterior del nucli amb
presencia de glucosa. Les linies cel'lulars usades sofririen d’una desregulacid
en els mecanismes d'import o d’export de I'enzim i I'acumulacié resultant en
I'interior del nucli provocaria la formacid del glicogen intranuclear. Existeixen
pero diverses incognites sobre de la formacié d’aquest glicogen. En primer lloc
cal un encebador per a la sintesi. Podria tractar-se d'una petita molécula de
glicogen que fos capac d'entrar al nucli travessant els porus nuclears per
difusié passiva, o bé que la glicogenina 1 també fos capac¢ d'introduir-se en el
nucli. El pes molecular de la GGN1 és una mica superior del limit d’exclusio
acceptat. Endemés s'ha descrit la preséncia de glicogenina 1 en el nucli de
cél'lules de la retina en pollaste [Miozzo et al., 1996]. Per a I'enzim ramificant
no ha estat descrit una localitzacioé nuclear, pero sorprenentment al analitzar el
grau de ramificacié del glicogen nuclear, aquest era més elevat [Kopun et al.,
1989]. Tantmateix, els nostres resultats usant diferents models i condicions
metaboliques indiquen que no se sintetitza glicogen en linterior del nucli
cel'lular. D'altres laboratoris mostraren, usant extractes d'oocits de Xenopus, la
necessitat de la preséncia de glicogen per tal de condensar la cromatina i
formar el nucli [Hartl et al., 1994]. Tot i aix0, no seria necessaria una GS
nuclear ja que en aquesta fase, I'0ocit no presenta embolcall nuclear.

Una altra possibilitat que justificaria la preséncia de la MGS en l'interior

del nucli passaria per afavorir el contacte entre la MGS i alguna protd na
fosfatasa encarregada d‘activar-la. En llevats ha estat demostrada la interaccié
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entre Pho85 i la GS. Tot i que no s’ha provat que aquesta interaccié tingui lloc
en nucli, el fet que Pho85 estigui implicada en la regulacié de cicle cellular,
mitjancant la desfosforilacid de diferents ciclines, podria fer pensar que la
desfosforilacié de la sintasa també tingués lloc en l'interior del nucli [Wilson et
al., 2002]. En el cas de les glicogen sintases musculars de mamifers es podria
donar un fenomen similar. Per una banda la subunitat reguladora Gm/Re1
s'uneix al reticle endoplasmatic a la vegada que al glicogen. La sortida de
I'enzim des del nucli el situa directament al voltant de I'embolcall nuclear,
extensid natural del reticle i per tant molt proper al seu punt de desfosforilacio.
Existeixen estudis que demostren que |'activacié de la MGS després d'una
deplecié severa de glicogen té una fase rapida i independent de glucosa 6-
fosfat, sequida d'una altra ja depenent de glucosa 6-fosfat i més lenta [Montell
et al., 1999]. Aquesta primera fase d'activaci6 és molt depenent de les
reserves de glicogen presents abans de la deplecid del polisacarid. Si es té
amb compte que a major deplecié de glicogen major és el grau de translocacié
nuclear de la MGS en el nucli, apareix una certa relacié entre el fenomen de
I'activacid inicial i la distribucid nuclear. Aixi doncs podria ocorrer que la MGS
fos activada més eficientment en l'inici de la recuperacié després de |'exercici
per la seva localitzacié perinuclear.

Una de les hipotesis més interessants és pero la possibilitat que la MGS
en linterior del nucli realitzi una funcid no directament relacionada amb la
sintesi de glicogen. Existeixen diferents evidencies i arguments a favor. Primer
de tot, I'agregacié nuclear. Si I'acumulacié dins el nucli fos exclusivament una
forma de compartimentalitzacid, bé per allunyar I'enzim del citoplasma o per
tal de dirigir-lo cap al reticle en el moment que calgués per tal d‘activar-lo, no
seria necessaria la formacié d’agrupacions compactes, tal i com occorre per a
la MGS. En el cas de la glucoquinasa, per exemple, la uni6 a la seva protéd na
reguladora es ddna arreu del nucleoplasma sense cap agregacio clara. Un altre
argument a favor és la desorganitzacié d'aquestes agrupacions amb el
tractament amb actinomicina D. De forma similar a les proté nes que
intervenen bé en transcripcid o bé en la modificacié del RNA, la MGS canvia la
seva localitzacid subnuclear al inhibir la transcripcid. A més a més, I'enzim
collocalitza en certes ocasions amb p80-coilina i a més es produeix una
disminucio de la deteccid de la proté na PML, que es troba en els cossos PML,
fet que suggereix una interaccid entre aquestes protd nes i la MGS. Aixi doncs,
la MGS és dins al nucli de forma estructurada, i aquesta estructura esta
relacionada amb diferents subdominis funcionals del nucli.

Quina funcié podria realitzar la MGS? El que sembla més probable és
que senyalitzi I'escassetat de glicogen mitjancant la seva preséncia a l'interior
del nucli. Actuaria de sensor de les reserves de glucosa de la cél'lula per a que
la céllula actui en conseqiiéncia. La MGS podria modular la transcripcio o la
maduracié d'RNA, molt probablement de forma indirecta ja que I'andisi de la
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seva estructura primaria no mostra contenir regions clares d'uni6 a DNA o
RNA.

La deplecié del glicogen cellular provoca la translocacié de I'enzim a
I'interior del nucli. Seria possible, doncs, que la MGS senyalitzés el decrement
de reserves de glicogen mitjancant la interacci6 amb la magquinaria de
transcripcid o de maduracié del RNA. La MGS nuclear podria ésser un senyal
per tal d'adaptar la cél'lula a una situacié de gran despesa energetica. Una de
les possibilitats passaria per la induccié de l'expressié del propi enzim. La
cellula augmentaria els nivells de MGS per tal d’acumular més glicogen quan
la situacid es normalitzés i alhora també expressaria uns majors nivells de GP
per degradar-lo. Existeixen evidéncies a favor d’aquesta hipotesi. Per exemple,
quan se sobreexpressa GP es produeix al seu torn un augment en l'expressid
de MGS [Baqué et al., 1996]. Aquest fenomen podria explicar-se de la forma
seglient: l'augment de l'enzim degradatiu provocaria una disminucié
significativa del contingut en glicogen produint-se un augment en la
translocacié de la MGS i aquesta al seu torn provocaria un augment en els
nivells cel'lulars de MGS. També augmenta la concentracié de GP en la
sobreexpressio de la GS en models transgenics [Aspiazu i Lawrence, 2000;
Lawrence et al., 1997]. En alguns dels experiments presentats en aquesta tesi
es mostra com una sobreexpressio de la GFP-HsMGS indueix un augment en la
HsMGS endogena. Apareix doncs un model de reforgament de la maquinaria
de sintesi i degradacid del glicogen en resposta a I'exercici continuat, que
explicaria els nivells basals incrementats en alguns individus sotmesos a
esforgos fisics [St-Onge et al., 2001]. Aquest augment sembla dependre del
processament de I'RNA missatger de la MGS ja que la mutaci6 en el
polimorfisme Xbal provoca la falta d’aquesta resposta, i tenint en compte que
aquest polimorfisme es troba en un intrd, el més probable és que es doni
aquest fenomen a través d'una optimacié de la maduracié del pre-mRNA o bé
de la seva estabilitzacio.

Una altra possibilitat es que la senyalitzacié sigui dirigida al medi extern,
és a dir, que una situacié local, la depleci6 de glicogen en una o varies
miofibres provoqui una resposta sistemica. En aquest cas la preséncia de la
MGS en el nucli induiria una resposta hormonal per tal de que I'organisme
actués a favor de I'aportacié de glucosa en el muscul. En aquesta linia trobem
per exemple els treballs de Naufer i Pedersen [Keller et al., 2001; Steensberg
et al., 2001] en que es descriu la induccid de I'expressio interleucina-6 (IL-6)
en muscul esqueletic sotmés a exercici. La magnitud d'aquesta induccié depén
de la concentracio prévia de glicogen. Tot i que els autors no descriuen quin és
el lligam que existeix entre la concentracid de glicogen inicial i la secrecié de
IL-6 per part del mudscul, demostren una relacié inversa entre la quantitat de
IL-6 excretada i la concentracié de glicogen previa a l'exercici. Els resultats
d’aquesta tesi indiquen que seria possible que aquesta induccié tingués lloc
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gracies a la translocacié de la MGS ja que també presenta aquesta relacid
negativa amb el glicogen. Un cop dins el nucli la MGS provocaria la transcripcié
de la IL-6 [Keller et al., 2001; Steensberg et al., 2001] i aquesta al ésser
excretada provocaria I'augment de la produccié hepatica de glucosa [Blumberg
et al., 1995]. De fet no es coneix cap hormona que senyalitzi I'esfor¢ contractil
del muscul i que provoqui l'augment de glucosa en sang necessari per
compensar-lo. Resten doncs, moltes incognites per resoldre tant a nivell
molecular com cel'lular al voltant del metabolisme del glicogen i més
especificament sobre la MGS.
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Les glicogen (midd) sintases i les glicogen sintases catalitzen ambdues
la sintesi de a(1® 4)-gluca i comparteixen caracteristiques similars aixi com
zones d'estructura secundaria predita homologues. Per tant podrien incloure's
en una mateixa "superfamilia".

Les glicogen (midd) sintases d'arqueobacteris sén filogenéticament
properes a les glicogen sintases de fongs i mamifers. A més d'ésser similars a
nivell de seqiiéncia i estructura secundaria predita presenten una especificitat
de substrat semblant i una mida més redu da. Per tant sén bons models per a
estudiar a nivell estructural tant les glicogen sintases com les glicogen (midd)
sintases.

El residu Glu-510 de la HsMGS és essencial per a la catalisi i el Glu-518
hi juga un paper important perd secundari. Proposem que els equivalent
d’aquests residus en les glicosiltransferases de les families 4, 5, i 15 també son
fonamentals en el mecanisme de catalisi.

La glicogen sintasa muscular de mamifers presenta una localitzacié
subcel*lular regulada entre el nucli i el citoplasma. Aquesta translocacié no és
exclusiva de I'enzim humani de les cél*lules de tipus muscular ja que també es
presenta la linia cel'lular 3T3-L1, un model d’adipocits de ratoli. Ni la
sobreexpressid ni la fusi6 de l'enzim a GFP alteren aquesta distribucio
regulada. Endemés quan se sobreexpressa la glicogen sintasa muscular en
cél'lules que no la expressen també es manté la distribucio regulada.

La glucosa 6-fosfat juga un paper estimulador en l'export des del nucli
de la HsMGS. L'augment de la concentracié de glucosa 6-fosfat és necessaria
per afavorir la seva localitzacié correcta a I'hora de sintetitzar glicogen, per tal
de fornir de substrat i per activar a la glicogen sintasa.

La concentracié de la HsMGS en el nucli es produeix en resposta a la
deplecid del glicogen intracel*lular. El glicogen realitzaria una funcié de retencid
de la proté na en el citoplasma impedint-ne la seva translocacio al nucli.

Dins del nucli la HsMGS forma agregacions esferiques que es
distribueixen pel nucleoplasma. Aquestes agrupacions col‘localitzen amb p80-
coilina i PML.

La capacitat de I'enzim de catalitzar la sintesi de I'a(1® 4)-gluca no és
necessaria per al control de la localitzacié subcel‘lular, ja que el mutant Glu-
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510 (cataliticament incapac) es distribueix en la cel-lula de la mateixa forma
que l'enzim salvatge.

La fosforilacio i desfosforilacid dels llocs descrits que controlen I'activitat
de la HsMGS no regulen la distribucio subcel*lular d'aquest enzim. Malgrat aixo,
existeixen certes evidéncies que d‘altres residus no identificats es fosforilen, i
tenint en compte que el transport nucleocitoplasmatic es regula molt
freqiientment mitjancant fosforilacié-desfosforilacid, seria possible que aquests
nous llocs controlessin en alguna mesura la translocacié de la HsMGS.

L'export nuclear de la HsMGS esta mediat per la via classica d'export,
gue és leptomicina B sensible.
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F.1. Tecniques estandard de Biologia Molecular

F.1.1. PCR

La reaccidé en cadena de la polimerasa (PCR) ha estat utilitzada per a
amplificar fragments de DNA a partir de plasmidis que ja incld en el cDNA
d'interés, o bé, a partir de DNA genomic.

La PCR o reaccid en cadena de la polimerasa [Saiki et al., 1988]
consisteix en la utilitzacié d'una DNA polimerasa que, en ser termoestable, pot
portar a terme cicles successius de sintesi de DNA, tot suportant les elevades
temperatures necessaries tant per a la separacio de les cadenes del DNA, com
per a la hibridacié dels oligonucledtids, o encebadors, a les cadenes
complementaries del DNA. En aquest treball s’ha utilitzat sempre la Pfu Dna
polimerasa (Stratagene), ja que, tot i que és menys processiva, amb la Taq
DNA polimerasa es va detectar una freqiiéncia d’errors forca elevada.

Per dur a terme aquesta reaccio, es necessiten, a més del DNA motlle i
de l'enzim, un tampd adequat que sol contenir magnesi, dNTPs i dos
oligonucleotids, un directe i I'altre revers, que flanquegen la regié del DNA que
es vol amplificar i que enceben la reaccidé de sintesi de DNA. La barreja de
dNTPs ha de ser equimolar en els 4 nucleotids, per tal de reduir la taxa d'error
de la DNA polimerasa.

La seqliéncia dels encebadors emprats depen de les regions que
envolten el fragment que es vol amplificar. De manera general, els primers han
de ser el més especifics possible, han de tenir entre 18 i 25 nucledtids, han de
presentar un minim del 50% de residus G i C i no han de formar dimers o
estructures secundaries.

F.1.2. Electroforesi de DNA

La separacié de les molecules de DNA en funcié de la mida s'ha dut a
terme per electroforesi en gels d'agarosa, seguint la metodologia descrita per
Sambrook i col*laboradors [Sambrook et al., 1989].

S'han fet servir com a marcadors els fragments de DNA obtinguts per
digestio del bacteriofag |, amb els enzims de restriccid EcoRI i HindIII

(I /EcoRI-HindIII, Promega G1731). Aquests marcadors de DNA presenten
mides d’entre 21000 i 125 bp.
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El tampd de carrega de les mostres conté glicerol i un colorant, el blau
de bromofenol. La seva finalitat és, d'una banda, donar densitat a les mostres i
facilitar-ne la carrega als pous del gel (glicerol) i, d'una altra, permetre el
seguiment del procés electroforetic (colorant). L'electroforesi té lloc a 60-80 V
a temperatura ambient. EI DNA pot ser visualitzat a I'UV, gracies a la preséncia
de bromur d'etidi en el gel.

Gel d'electroforesi de DNA

TAE 1X
agarosa 0,8-1,5% (p/v)
bromur d'etidi 0,5 mg/mI

Es dissol completament I'agarosa en la soluci6 de TAE 1X escalfant al
microones, es deixa refredar 3-4 min i s'hi afegeix el bromur d'etidi abans
d'abocar la barreja al portagels de la cubeta d'electroforesi.

TAE 50X
Tris-HCI 2M
Na,EDTA.2H,0 100 mM

Es prepara dissolent en H;0, 242 g de Tris base i 37,2 g de Na,EDTA-
2H,0. S'hi afegeixen 57,1 ml d'acid acétic glacial. S'ajusta el pH a 8, s'enrasa el
volum a 1 litre i s'autoclava.

Tampo d'electroforesi de DNA: TAE 1X

Bromur d'etidi

Es prepara a una concentracié de 2 mg/ml i es guarda en un envas
opac, protegit de la llum. S'ha de manipular amb molta precaucié perque és
una substancia carcinogena.

Tampo de carrega de mostres de DNA (6X)

glicerol 30%
blau de bromofenol 0,25%

Aquest tampd s'afegeix en una proporcié de 1:5 (v/v) a les mostres de
DNA.
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F.1.3. Clonatge

El clonatge implica diverses etapes destinades a preparar la lligacié de
les molécules de DNA. De manera general, les reaccions de digestid, i obtencid
de fragments de DNA amb extrems roms s'han dut a terme seguint la
metodologia descrita per Sambrook i collaboradors [Sambrook et al., 1989].

Les lligacions entre inserts de DNA i plasmidis s'han dut a terme
mitjangant I'enzim T4 DNA lligasa (Rapid Ligation Kit, Roche) amb quantitats
totals de 10-500 ng de DNA. Les reaccions han tingut lloc sempre en presencia
d'un exces de molécules d'insert en relacid a les de plasmidi (relacié 3:1
generalment).

Les lligacions s'han dut a terme a temperatura ambient durant 1 hora en
el cas de fragments cohesius, o bé durant 2-3 hores, quan els fragments
presenten extrems roms.

En el cas que, per l'estratégia de clonatge, s’ha necessitat la conversio
dels extrems d'un fragment de DNA digerit de cohesius a roms, aquest ha
estat incubat a 37°C durant 30 min amb el fragment Klenow de la DNA
polimerasa I d’E. coli.

Per clonar els fragments de DNA que provenien de PCR s'ha utilitzat el
kit comercial Sure Clone Rapid Ligation Kit (Pharmacia), en el qual es lliga el
vector pUC18 digerit amb Smal i defosforilat amb els productes de PCR amb
extrems roms (per a la clonacié de la HsMGS amb la seqgiiéncia Kozac, (cap 3)
o bé el vector pEGFPCR que es digerit amb Smal i lligat alhora amb quantitats
variables d'insert (clonacié del cDNA de la glicogen midd sintasa de P. abysii,

(cap. 1).

Per quantificar el DNA, s'ha de tenir en compte que 1 unitat
d'absorbancia a 260 nm, mesurada en cubeta de quars de 1000 ni, equival a
una concentracié de DNA de 44 ng/ml:

[DNA] (ng/m)= A260nm x 44 x 1/ Vmostra(n)

Alternativament, es pot efectuar la quantificaci6 del DNA lineal per
electroforesi d'un determinat volum d'aquest DNA, juntament amb uns
marcadors que inclouen diferents fragments amb quantitats conegudes de
DNA. La concentracid problema es determina comparativament, il'luminant
amb radiacié UV.
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F.1.4. Transformacio de cel'lules competents

La transformacid és una técnica per la qual s'introdueix DNA exogen,
generalment el plasmidi que conté el DNA en estudi, en céllules procariotes.
La tecnica de transformacio pot efectuar-se seguint diferents metodes basats
en una alteracid transitoria de la permeabilitat de la membrana de les cél'lules
competents, per tal de facilitar-ne I'entrada de DNA. Les transformacions s'han
efectuat pel métode del xoc termic (Sambrook et al., 1989).

Protocol de transformacio per xoc termic

Es descongela en gel una aliquota (50 m) de cel'lules competents. Es
barregen les cél-lules i el DNA plasmidic en una proporcié no major respecte al
DNA de 10:1 (v/v) i mantenir la barreja 10 min en gel. S'incuba 90 segons a
42°C. Es manté la barreja 2-3 min en gel. S'afegeix 300-600 ni de medi LB
autoclavat i s’incuba 1h, en agitacid, a 37°C. Durant aquest interval, les
cél'lules transformades tenen temps de sintetitzar les proté nes de resisténcia
a antibiotics codificades pel plasmidi.

S’estenen 200 nml de la suspensid de cél'lules transformades sobre les
plaques de LB-agar que incorporen lantibiotic corresponent i s'incuben
posteriorment a 37°C, durant 12-18 hores (si excedim el temps d’incubacio,
poden créixer colonies satél'lit al voltant de les bactéries resistents a causa de
la destruccié de I'antibiotic en aquella zona).

En aquest estudi s’han emprat céllules E. coli DH5a. Els plasmidis
emprats generen resisténcia a ampicil‘lina (pUC18, pACCMV.pL.pA, pGFPCR) o
a kanamicina (pEGFP).

El plasmidi pUC18 presenta les dianes de clonatge interrompent el gen
lac-Z, de manera que permet la seleccié per color de les colonies positives a
partir de plaques d'LB-agar amb IPTG i X-gal. Si s’ha introdu t un insert en la
regid de clonatge que interromp el gen lac-Z, les colonies seran blanques,
mentre que si no contenen cap insert, les colonies tindran el gen lac-Z sencer
la qual cosa els donara un color blau. De vegades, el color blau no s’aprecia
massa bé i pot donar lloc a la identificacié de falsos positius. Si es deixen les
plaques unes hores a 4°C, s'intensifica el color blau de les colonies negatives.

Medi LB
triptona 1%
llevats 0,5%
NaCI 1%
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Els 3 components es dissolen en H,0 mQ. S'ajusta el pH a 7 amb NaOH i
s'autoclava. S'hi afegeix ampicil‘lina o kanamicina a una concentracid final de
100 ng/ml abans d'inocular la corresponent colonia resistent.

Ampicil*lina i kanamicina

Es prepara un estoc a 100 mg/ml (1000 X) i es conserva aliquotada i
congelada a —20°C.

Plagues d'LB-agar

triptona 1%
llevats 0,5%
NaCI 1%
agar 1,5%

Es pesen la triptona, els llevats i el NaCl i es dissolen en H,0 mQ.
S'ajusta el pH a 7 amb NaOH, s'hi afegeix lI'agar i s'autoclava. Un cop
autoclavat, es deixa refredar el medi fins a 50°C i es preparen les plaques a la
campana; quan les plaques estan solidificades, es mantenen una nit de cap per
avall en una estufa a 37°C, per comprovar que no estan contaminades.
Despres, es guarden a 4°C fins a ser utilitzades.

Plagues d’LB-agar amb antibiotics

Es preparen com les plaques d'LB-agar, pero se'ls afegeix I'antibiotic a la
concentracié adequada quan la temperatura del medi autoclavat ha dismint t a
50°C per no destruir I'antibiotic. En aquest treball s’han usat els antibiotics
ampicil’lina i kanamicina. Per a la seleccid per expressid del gen lac-Z, es fan
servir les seglients concentracions:

100 ng/ml ampicil-lina
40 ng IPTG
8 mg/ml X-gal

IPTG

Es prepara a una concentraci6 de 100 mM i es guarda aliquotat i
protegit de la llum a —20°C.

X-Gal

Es prepara a una concentracié de 50 mg/ml en DMF (dimetilfluorur) i es
conserva a -20°C aliquotat.
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F.1.5. Obtencié de DNA plasmidic

Existeixen diversos protocols per a llar plasmidis de cultius bacterians.
Aquests metodes es basen en una lisi inicial de la paret cel'lular, seguida d'una
etapa que permet purificar el DNA per precipitacid o bé utilitzant alguna
técnica de tipus cromatografic (mitjancant columnes o resines disponibles
comercialment). En els experiments descrits en aquesta memoria s’han utilitzat
dues vies d'obtencid de DNA plasmidic, que es diferencien pel volum del cultiu
de partida: lisi alcalina en el cas de cultius petits (2 ml) o maxipreps en el cas
de cultius grans (200 ml).

Métode de lisi alcalina (Miniprep)

Aguest metode es basa una lisi inicial de les parets cel*lulars bacterianes
en medi basic, seguida d'una precipitacié del DNA. El DNA obtingut sol ser poc
pur, i és per aix0 que aquest metode solament s’ha utilitzat per a & llar DNA
plasmidic provinent de colonies bacterianes transformades amb el producte de
lligacid. Aquest DNA s'ha utilitzat per a comprovar que la lligacid havia
funcionat mitjancant la seva analisi per restriccié o per amplificacié per PCR.

Es passa a un microtub 1 ml del cultiu (que préviament ha d’haver estat
creixent a 37°C en agitacid constant, durant 8-15 hores). La resta del cultiu (1
ml) es desa a 4°C. Tot seguit se centrifuga el cultiu a 10000 xg durant 30
segons, per sedimentar els bacteris i s'aspira el sobrenadant. Es resuspén el
precipitat de bacteris en 100 nml de TE. Es deixa 5 min a temperatura ambient.
Aleshores s'afegeixen 200 ni de la solucié de lisi (SDS/NaOH). S'inverteix el tub
suaument 3 o 4 vegades i es deixa 5 min a temperatura ambient. Passat
aquest temps s‘afegeixen 150 ml de solucid d'acetat potassic i de nou
s'inverteix suaument 3 o 4 vegades per després deixar 5 min precipitant en
gel. Tot seguit se centrifuga el tub a 10000 xg, durant 5 min i el sobrenedant
es recull en un microtub net on s’afegeixen 900 m d’etanol i es manté la
mescla 5 min a temperatura ambient. Per tal d'eliminar el sobrenedant se
centrifuga 5 min a 10000 xg i el precipitat es renta amb 1 ml d'etanol al 70%.
Finalment es torna a centrifugar durant 5 min i s’elimina el sobrenedant. El
pellet de DNA plasmidic es deixa assecar a l'aire i es resuspén en 20 ni de la
solucié d'RNAsa A en TE pH 8 (50 ng/ml).

TE

Tris HCI pH8 25 mM
EDTA pH8 10 mM
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Solucio de lisi
NaOH 0,2 M
SDS 1%

Es prepara en el moment de fer-la servir

Solucié d’acetat potassic

Acetat potassic 3M
Acid acétic glacial 5M

Un cop realitzades les digestions o les PCR del DNA 4 llat per tal
d'identificar la colonia positiva, es fa servir la resta del cultiu bacteria que
s’havia guardat a 4°C per a inocular uns 200 ml de medi LB fresc. El cultiu es
deixa créixer en agitacié a 37°C unes 16h, i seguidament es fa una maxiprep.

Maxiprep

S’ha fet servir aquest protocol per obtenir quantitats importants de
plasmidi (100-500 ng). El plasmidi purificat obtingut és d'alta puresa i es pot
utilitzar tant en reaccions de restriccio, lligacid, etc. com per seqlienciar o
transfectar. El fonament del meétode es una lisi alcalina del cultiu cel'lular,
seguida d'una purificacid mitjancant cromatografia d'intercanvi ionic en
columna (QIAGENPIlasmid Maxi prep o Concert High Purity Plasmid Maxiprep
System).

Abans de comencar I'a llament del DNA, s’ha guardat un petit volum del
cultiu bacteria (1 ml) amb el qual s’ha preparat un estoc de cél*lules afegint-hi
un volum de glicerol al 50% esteéril per tal que quedi a una concentracio final
del 15%. Aquest estoc es manté congelat a —80°C i servira per a créixer més
cultiu bacteria sense necessitat de transformar.

Els plasmidis finals han estat finalment dissolts en Tris-HCl 10 mM,
EDTA 0.1 mM, pH 8.0.

F.1.6. Mutagenesi dirigida

S’ha usat el QuikChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene), que
es basa en una amplificacid per PCR del vector que es desitja mutar amb dos
encebadors complementaris que introdueixen les mutacions.
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F.1.7. Sequenciacié de DNA

Totes les construccions obtingudes en aquest estudi han estat
seqiienciades per tal de descartar errors de PCR. La seqlienciacid del DNA
plasmidic dels vectors obtinguts en aquest treball s'ha dut a terme de manera
automatitzada als Serveis Cientifico-Teécnics (SCT) de la Universitat de
Barcelona.

S'ha utilitzat I'ABI-PRISM DNA sequencing kit (Amersham). El protocol
es basa en dur a terme una reacci6 de PCR a partir del DNA que es vol
seqiienciar, en presencia de ddNTP marcats, cada un d'ells, amb un indicador
fluorescent de longitud d'ona diferent. De manera general, la hibridacié en les
reaccions de PCR per sequenciar s'ha efectuat a 47°C.

La reaccié de seqienciacio es realitza en preséncia d'oli mineral, que pot
dificultar la recuperacié del volum sencer de la reaccid de seqiienciacid. Per
recuperar les cadenes sintetitzades és convenient pipetejar tot el contingut del
microtub (oli i medi aquds) i dipositar-lo sobre un tall de parafiim. A
continuacidé, s'ha de fer relliscar inclinant el parafilm fins que I'oli se separi
completament de la barreja de seqiienciacié. Un cop separada la fase aquosa
de I'oli, les cadenes sintetitzades son precipitades, rentades i assecades segons
el protocol indicat pel prové dor del kit.

Posteriorment, aquestes cadenes son analitzades per electroforesi en un
sistema acoblat a un fluorimetre. Aquesta Ultima part és la que es duu a terme
al servei de sequenciacié dels SCT amb el seqienciador ABI-PRISM 377
automatic DNA sequencer (Applied Biosystems).

F.2. Mutants de la Hs MGS

S’han constru t els diversos plasmidis que codifiquen per a mutants de la
HsMGS unida a GFP, tant per deleci6 com per mutagénesi dirigida o en
combinacio.

F.2.1. Mutants creats per mutagénesi dirigida

S'utilitza en tots els casos com a motlle el plasmidi pEGFP-HsSMGS que
es descriu a Ferrer et al i que codifica per a la HSMGS unida en fase per
I'extrem amino a la GFP. A continuacié es detallen els noms dels mutants,
I'oligonucleotid sense (el complementari invers corresponia a l'antisense) i la
diana de restriccié que introdu a o destru a si era el cas.
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E510A: CCTCCTACTATGCGCCATGGGGCTACAC +Ncol

E518A: CACACCGGCTGCATGCACGGTTATG +SphI

Sall: CGGTATCTACATTGTCGACCGGCGGTTCC +Sall

NES-1: CGATGTCAAGCGCGCCGGGTGCAGAGGACTGGG —HindIII

NES-2: CGTCTTTCTGGAGGCAGCTGCTCGGGCTAACTATCTGC +Pvull

NES-3: CCTGACCACCGCACGTCGAGCAGGCCTCTTCAATAGC +Stul

NLS-1: CGAGGGCCCCAGATATTGTGACCCC +Nrul

22a: CCGCACTTTAGCGATGTCAGCCTTGCCGGGCC —Clal —HindIII

3abc: CCACGGCCAGCCGCGGTGCCACCGGCCCCCTCGCTGG
CACGACACTCC +Sacll

45: CACGACACTCGGCGCCGCACCAGGTCGAGGACGAGGAGG +Narl

la: CCGCGCCGAGCGGCATGCACCTCCTCCACC +SphI

1b: GCAAGCGCAACGCTGTCGACACGGCCACC +Sall

R1: TCAGCAGAGCGCGGCGCAGGCTATCATCCAGC

R2: TATCATCCAGGCGAACGCCACGGAGGCCCTCTCCGACC

F.2.2. Mutants per delecié

De forma resumida es detallen les estratégies de clonatge dels diferents
mutants de delecid.

Mut2: pTAC?>-HsMGS (Ndel/Klenow/Sall), el fragment que contenia el
cDNA de I'enzim es lliga a pEGFP-C1 (BglII/Klenow/SalI)

Sal tail i — Sal tail: pEGFP-HsMGS (Sall), el fragment de la cua es lliga
amb pEGFP-C1 (Sall) (mutant Sal tail) i la resta es relliga (-Sal tail).

tl i — t1: pEGFP-HsSMGS (KpnI), el fragment de la cua es lliga amb
pEGFP-C1 (KpnI) (mutant t1) i la resta es relliga (-t1).

t2 i — t2: pEGFP-HsMGS (BamHI), el fragment de la cua es lliga amb
pEGFP-C1 (BamHI) (mutant t2) i la resta es relliga (-t2).

t3: pEGFP-HsMGS (HindIII), el fragment de la cua es lliga amb pEGFP-
C1 (HindIII).

MGS-RLGS: pEGFP-RLGS (Sall), el fragment de la cua carboxil es lliga al
vector pEGFP-HsSMGS-Sal (creat per mutagenesi i digerit amb Sall) un
cop eliminat el fragment carboxil de I'enzim muscular.

F.3. Preparacio d'adenovirus recombinants

El cDNA de la enhanced GFP s’obtingué per digestio del plasmidi pEGFP-
C2 (Clontech) amb els enzims de restriccidé Eco47III i BamHI. Aleshores fou
clonat en l'interior del plasmidi pACCMV.pLpA préviament tallat en el lloc de
clonatge mudltiple (EcoRI, tractament amb el fragment Klenow de la DNA
polimerasa, BamHI). El clonatge del cDNA de la GFP-HsMGS fou molt similar al

131



Materials i Méetodes

de la GFP. El plasimidi pEGFP-HsMGS fou digerit amb Nhel, tractat amb el
fragment Klenow de la DNA polimerasa i el fragment que contenia el cDNA
d’interés tornat a tallar amb l'enzim Sall. Es purifica aquest fragment i
s'introdui mitjancant lligacié en el plasmidi pACCMV.pLpA previament tallat en
el lloc de clonatge multiple (EcoRI, tractament amb el fragment Klenow de la
DNA polimerasa, Sall). , el cDNA de la HsMGS clonat en el plasmidi pTAC?
(cedit pel Dr. Fletterick) no la posseix i per tal de proporcinar-li'n una es decidi
amplificar el cDNA usant com a encebador un oligonucleodtid que la contingues,
HMGS-KOZAC: TATTCTAGACGCCACCATGCCTCTGAACCGCACTTTATCCATGTCA
AGCTTGCCGGG i un antisense HMGS-DN: TATTCTAGAGCAGAGAGGCAGG
ACAGGCGGGG, ambods oligonucleotids contenien la diana Xbal. Aixi doncs
s'amplifica el cDNA de la HsMGS per PCR i el producte resultant fou clonat en
el plasmidi pUC18. Se seleccionaren els clons positius, s'amplifica el plasmidi i
es digeri amb Xbal al igual que el plasmidi pACCMV.pLpA on fou finalment
clonat. En aquest cas se seqiiencia completament la zona codificant per a la
HsMGS per tal de descartar possibles errors introdu ts per la polimerasa.

F. 4. Andlisi i obtencio de seqiiéncies

Les diferents seqiliéncies s'obtingueren dels servidors en xarxa ExPAsy
(www.expasy.ch) o NCBI (www.ncbi.nih.nim.gov). Els ndmeros d‘accés
(SWISS-PROT, TrEMBL o NCBI) de les proté nes estudiades s'inclouen en les
figures anteriors. Les eines BLAST i y -BLAST [Altschul et al., 1990; Altschul et
al., 1997] s'utilitzaren en xarxa mitjangant el servidor del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Els alineaments multiples i els arbres
filogenétics es realitzaren localment utilitzant ClustalW [Thompson et al.,
1994][Saitou i Nei, 1997]. Els diagrames HCA [Lemesle-Varloot et al., 1990]
s'obtingueren mitjangant el servidor DrawHCA
(http://smi.snv.jussieu.fr/hca/hca-form.html). Les prediccions d‘estructura
secundaria es realitzaren en el servidor Jpred®> [Cuff i Burton 1999]
(http://jura.ebi.ac.uk:8888/). La classificacid de les glicosiltransferases de
Campbell i col. [Campbell et al. 1997, Campbell et al. 1998] també es
accessible en xarxa (http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/index.html).

F.5. Cultiu cel'lular

F.5.1. Cultiu primari de mdscul huma

La técnica emprada per a 4 llar les céllules satél'lit de mudscul huma i
desenvolupar-ne el cultiu primari es descriuen per Askanas i Engel [Askanas i
Engel, 1975; Askanas i Gallez-Hawkins, 1985]. Els mioblasts que permeteren
I'establiment dels cultius sd llaren a partir de biopsies humanes de muscul
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esqueletic de pacients sense cap malaltia (Hospital de Sant Pau i de la Santa
Creu; Hospital Clinic i Provincial de Barcelona).

F.5.2. Cultiu cel'lular de linies estables

Les cél'lules COS-1, FTO2B, L6, C,Ci» i 293 han estat crescudes i
mantingudes en medi DMEM amb glucosa 25 mM, FBS 10%, i
penicil*lina/streptomicina (100 U/ml / 0.1 mg/ml). En el cas de les céllules
C,Cy, la diferenciacié a miotub es realitza substituint el 10 % de FBS per un 10
% de serum de cavall adult.

La linia cellular 3T3-L1 és un model cel'lular d’adipocits (teixit adipds).
Aquest clon cel'lular va ser d llat per Green i Meuth (1974) dels ratolins albins
Swiss (ATCC, CL-173). El medi emprat per al creixement d’aquestes cel'lules fou
DMEM (Gibco) amb 25 mM glucosa, suplementat amb un 10% de BCS inactivat
(Biological Industries, Israel), Hepes 25mM i antibiotics (medi de manteniment).
En aquest medi es creixeren i subcultivaren les cel'lules no diferenciades, a una
confluencia sempre menor al 80%. Per diferenciar les cel'lules confluents al
fenotip d'adipocit es va seguir el métode de [Rubin et al., 1978]. Durant tres dies
eren incubades amb medi DMEM que contenia a més un 10% FBS, 0.25mM
dexametasona, 0.1M isobuti-metilxantina (IBMX) i 5mg/ml d'insulina. Després
eren incubades tres dies més amb el medi suplementat només amb insulina, i
finalment les céllules eren incubades només amb el medi estandard. La
diferenciacié es considera completa als 5-7 dies.

F.6. Transduccio de cél'lules eucariotes

F.6.1. Co-precipitacié del DNA amb fosfat calcic

El metode de transfeccié amb fosfat cdcic fou usat per primera vegada
per Graham i Van der Eb (1973). Es basa en la barreja del DNA en un tampo
de fosfats amb CaCl,, de manera que es formen complexes de DNA i fosfat
cdcic que precipiten sobre la monocapa cel*lular, adherint-se a la membrana
cel*lular i penetrant al citoplasma per endocitosi.

El seu principal problema és baixa reprodu bilitat a causa de la
variabilitat en la mida i forma dels complexes DNA-fosfat cdcic.

En aquest estudi solament s’ha utilitzat per a la co-transfeccié de
cél'lules 293 en la construccié d’adenovirus recombinants.
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F.6.2. Transfeccid mitjancant dendrimers activats

Les cel-lules han d’estar a una confluencia del 60-80 % en plaques de
35 mm. Preferentment, han d’haver estat plaquejades el dia anterior ja que
com més vell és el cultiu, pitjor és I'eficiencia de transfeccio.

El Superfect Transfection Reagent és un reactiu format per dendrimers
activats, unes moléecules esferiques altament ramificades, les branques de les
quals acaben en grups amino carregats. Aquests grups son els que
interaccionen amb el DNA formant unes estructures compactes, amb el DNA
enrotllat al voltant dels dendrimers, que sén incorporades per la cél'lula
mitjancant endocitosi. Aquest reactiu s’ha utilitzat per a les transfeccions de les
linies cel'lulars estables, que presenten una eficiencia de transfeccid molt més
elevada que els cultius primaris (30-60 %).

Les cel'lules han estat tranfectades seguint el protocol de la casa
comercial. En general, s’ha usat una de 2.5-3 ng de Superfect Transfection

Reagent.

Aleshores les cel-lules han estat incubades en el medi de transfeccio
durant 2h, rentades amb PBS i incubades en DMEM en presencia de FBS 10 %,
el qual afavoreix I'expressié del cDNA transfectat. Al cap de 24h, se'ls ha
canviat el medi a una concentracié de glucosa i d’hormones adequades a
I'experiment, que s’ha dut a terme al cap de 36-48h després de la transfeccio.

F.6.3. Transfeccié mitjancant DEAE-dextra

De forma equivalent a I'lls de dendrimers activats el DEAE-dextra forma
complexos amb el DNA plasmidic que son introdu ts a l'interior de la cel*lula per
endocitosi. Es preparen les cel*lules per transfectar a una confluencia entre el 60
i el 80 %. El dia després de la tripsinitzacié es renten i sincuben amb una solucié
gue conté, medi sense FBS ni antibiotics, el DNA plasmidic a transferir a una
concentracié de 2 ng/ml, 125 ng/ml de DEAE-dextra i 0.1 mM de cloroquina. La
cloroquina produeix un augment del pH dels endosomes aturant-ne la seva fusio
amb els lisosomes i permetent que el DNA incorporat no es degradi.

La durada de les incubacions depen de les cel'lules usades, per al cas de
les COS-1 normalment es mantingueren amb aquesta solucié durant 3 hores. Tot
seguit se sotmeten a un xoc amb DMEM 10% FBS 10% DMSO durant 2min, es
renten amb medi DMEM 10% FBS i es mantingueren en aquest mateix medi 24
h. Després el medi se substitueix per I'adequat en cada experiment i aquest es
realitza entre les 36 i les 48 hores post-transfeccio.
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F.6.4. Infeccid de cél'lules en cultiu amb adenovirus recombinants

Abans de procedir a la infeccid, s’han preparat les solucions infectives
mitjancant la dilucié dels estocs d'adenovirus en medi DMEM (glucosa 25 mM
sense FBS) per tal d’aconseguir la multiplicitat d'infeccid o moi (multiplicity of
infection) adequada. La moi es defineix com el nombre d’unitats formadores de
calves (pfu, plague forming units) que hi ha per cel*lula. A partir d'una moi de
5, s'assegura gairebé un 100 % d'eficiencia d'infeccié en cél'lules en cultiu
primari com els miotubs. Es per aix0 que en la majoria d'estudis es feu servir
una moi d’entre 5 i 10.

Les cel'lules a infectar han estat rentades amb PBS i, seguidament,
tractades durant 1.5-2h amb 1ml (plaques de 60 mm de diametre) o 0.5 ml
(plaques de 35 mm de diametre) de solucid infectiva. Passat aquest temps
se'ls ha retirat el medi d’infeccid, s'ha rentat la monocapa cel*lular amb PBS i
s’hi ha afegit medi fresc amb diferents concentracions de glucosa, drogues o
hormones segons l'experiment. Abans de realitzar I'experiment, s’han deixat
transcorrer entre dos i quatre dies per a permetre I'expressio de la proté na
recombinant.

F.7. Condicions experimentals

En general, i amb alguna petita variacid, el protocol experimental seguit
en els experiments de localitzacié subcel'lular ha estat el segiient:

En el dia previ a I'experiment, les cel-lules han estat rentades amb PBS i
incubades en medi DMEM sense glucosa durant unes 16 hores hores
(controls), seguida d'una incubacié de 6 hores amb medi DMEM amb glucosa a
concentracio elevada (25 6 30 mM) o sense.

En acabar les incubacions, les cél-lules han estat rentades 2 vegades
amb PBS, fixades durant 20 min en paraformaldehid al 4 % (p/v) en PBS o bé
amb metanol i rentades 2 vegades amb PBS.

Les diferents drogues utilitzades han estat, forskolina 100 nM,
leptomicina B 100 nM, actinomicina D 10 ng/ml, isoproterenol 100 nM i
cicloheximida 2nM.
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F.8. Determinacio de metabolits i activitats enzimaiques

F.8.1. Glicogen

Els nivells de glicogen es determinaren a partir de cel*lules congelades en N,
liquid. Les mostres s'homogené tzaren en fred amb 100-200 m de KOH al 30 %
(p/v), i foren escalfats fins a 100 °C durant 15 minuts. L'homogené tzat resultant
fou finalment centrifugat a 5000 xg durant 15 minuts a 4 °C, i amb el sobrenedant
obtingut es procedi a la determinacié de glicogen.

El polisacarid es va determinar seguint la técnica descrita per Chan i
Exton [Chan i Exton, 1976] basada en la utilitzacié de I'enzim amiloglucosidasa. Els
resultats s'expressaren com a mg glucosa/mg de proté na.

F.8.2. Determinacié de I'activitat glicogen sintasa

Les céllules se separaren del seu suport mitjangant una rasqueta en la
presencia d’entre 100 i 200 mi d'un tampd Tris/HCl 10 mM a pH 7.0, KF 150 mM,
EDTA 15 mM, sacarosa 600 mM, b-mercaptoetanol 50 mM i els inhibidors de
proteases: leupeptina 10 ng/ml, benzamidina 1mM i PMSF 1mM.

L'activitat d'aquest enzim fou determinada mitjancant la mesura de la
incorporacié d'UDP-['C]-glucosa a glicogen, seguint en linies generals la técnica
descrita per Thomas i col'laboradors [Thomas et al., 1968]. Aquesta radioactivitat
es mesurava en un comptador de cintil*lacié liquida (LKB 1217 RACKBETA, Wallac,
USA). Els resultats de l'activitat total d'aquest enzim s'expressaren en muU/mg
prote na.

Per a mesurar l'estat d'activacid de la sintasa s'obtingué fent servir la
relaci6 d'activitats sense i amb glucosa 6-fosfat descrita per Thomas i
collaboradors [Thomas et al., 1968]. Aquesta relacié s'obté pel quocient de les
dues activitats enzimatiques mesurades sense glucosa 6-fosfat i a una
concentracié de 10.8 mM. El procediment per l'obtencid de l'activitat fou el
mateix que I'utilitzat per la mesura de I'activitat total.

F.8.3. Valoracid de la concentracié de proté nes pel métode de Bradford
S’ha emprat el metode de Bradford, basat en el canvi de color del blau
brillant de Comassie en resposta a diferents concentracions de proté na

[Bradford, 1976]. En una solucid acida, el blau brillant de Comassie, quan es
lliga a protd nes, canvia el maxim d'absorbancia de 465 nm a 595 nm.
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F.9. Técnica de Western Blot

F.9.1. Electroforesi

L'electroforesi discontinua en gel de poliacrilamida amb SDS (SDS-PAGE)
és un dels metodes més emprats per separar barreges de proté nes en funcio
dels seus pesos moleculars. La técnica fou descrita per Laemmli (1970).
Aquesta técnica es basa en utilitzar dos tipus de gels, amb diferent pH i
concentracié d‘acrilamida: el gel concentrador de porus grans (stacking) a la
part superior, i el gel separador (running) a la part inferior. Aquestes
diferencies fan que les mostres s’acumulin en estretes bandes abans de
produir-se la separacié durant la migracié de les proté nes en el gel separador.

L'electroforesi s’ha dut a terme en gels de poliacrilamida i SDS, de 10 x
8 cm de grandaria i de 0.75 mm de gruix, emprant l'aparell d’electroforesi
miniprotean (Bio-Rad). S’han utilitzat gels del 10 % d’acrilamida (p/v).

Un cop homogené tzades i centrifugades, les diferents fraccions s’han
dil'lu t en tampd de carrega, la composicio final del qual és: Tris/HCl 50 mM a
pH 6.8, DTT 10 mM, 2% (p/v) SDS, 2-mercaptoetanol 4% (v/v) (redueix els
ponts disulfur), glicerol 10% (v/v) (augmenta la densitat), blau de bromofenol
0.1% (p/v) (colorant). Seguidament, s’han incubat durant 3-10 min (depenent
del volum de mostra) a 100°C, per desnaturalitzar les protd nes.

El tampd d’electroforesi usat ha estat Tris/HCl 25 mM, glicina 192 mM,
SDS 0.1%, pH 8.3. L'electroforesi s’ha dut a terme a un voltatge fix de 200V i
una intensitat variable d'uns 80-30 mA, durant 45 min aproximadament.

F.9.2. Transferéncia

La transferéncia de protd nes separades en |'electroforesi implica el
traspas i la immobilitzacid d’aquestes sobre una membrana sintética. En el
nostre cas, s’han transferit les proté nes electroforeticament a un suport de
nitrocel.lulosa a partir del gel de poliacrilamida descrit en 10.1, de forma que la
resolucid de les bandes de proté nes obtinguda durant I'electroforesi no s’ha
perdut ni en la transferéncia ni en etapes posteriors.

La técnica emprada fou descrita per Gershoni i Palade [Gershoni i
Palade, 1983]. S’ha utilitzat el sistema de transferencia liquida (Bio-Rad). El
tampd de transferencia ha estat format per Tris/HCl 20mM, glicina 150mM i
metanol al 20%(v/v), pH 8.3. La transferencia s’ha dut a terme a un voltatge
fix de 100V i una intensitat variable d’'uns 300-350 mA, durant 30 min.
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S’ha submergit la membrana en una solucié de vermell Poinceau 0.2%
en acid tricloroacetic al 3%. S’ha utilitzat aquesta tincid per comprovar
I'eficiéncia de la transferéncia i la relacid aproximada entre les quantitats de
proté nes carregades a cada carril. S'ha eliminat I'excés de colorant amb aigua
per visualitzar les bandes proteiques, i s’ha rentat amb PBS (tampo sali amb
fosfats, fosfat de sodi 10 mM, pH 7.4, i NaCl 140 mM) i detergent Tween-20
0.05% (v/v) per eliminar completament la tincid. En aquest punt, la membrana
de nitrocel.lulosa ja es pot usar per detectar I'antigen d'interes.

F.9.3. Immunoblot

Consta de quatre etapes: a) bloqueig de la membrana, b) incubacié amb
anticos primari, ¢) incubaci® amb un anticos secundari i d) deteccié de les
protd nes d'interes.

a) Bloqueig de la membrana: s’ha incubat la membrana amb una solucid
de PBS, BSA (albumina de sérum bovi) al 3% (p/v) i 0.05% (v/v) Tween-20.
En aquest pas, les zones vacants de la membrana de nitrocel.lulosa son
ocupades per la BSA, d'aquesta forma s'evita la unio inespecifica de I'anticos al
suport. La durada del bloqueig ha oscil.lat de 30 min a 1 hora a temperatura
ambient, o tota la nit a 4°C amb agitacio.

b) Incubacié de I'anticos primari: la incubacid s’ha fet amb la dilucid
adient del serum immune que responia a la nostra protdé na d'interés en la
solucié de bloqueig. El temps d'incubacié ha estat d’'una hora i mitja a
temperatura ambient, tot i que es pot perllongar tota la nit a 4°C. Passat
aquest temps, s’ha rentat la membrana amb PBS i Tween-20 0.05% (v/v) tres
vegades i durant aproximadament 10 min, per eliminar I'excés d'anticos.

¢) Incubacié de I'anticos secundari: la naturalesa de I'anticos secundari
s’ha escollit en funcid de I'anticos primari emprat. Els anticossos secundaris
reconeixen la cadena pesada de les immunoglobulines i duen associada una
activitat enzimatica per poder ser detectats. En el nostre cas s’ha tractat d’anti-
IgGs associats a peroxidasa (Amersham i Dako). La dilucié en la solucié de
bloqueig depén del secundari escollit (arabbit 1/5000 i asheep 1/2000 (v/v)).
El temps d'incubacié ha estat d'una hora. Posteriorment s’ha rentat de la
mateixa manera que en |'apartat anterior.

d) Deteccid: els anticossos secundaris emprats estaven conjugats
directament a la peroxidasa de rave (horseradish peroxidase, HRP). Aixi doncs,
el métode de deteccid s’ha basat en una reaccid quimioluminiscent molt
activada, en la que l'enzim acoblat catalitza I'oxidacié de luminol, provocant
una emissidé de llum a una longitud d’'ona de 428nm, que pot ser detectada
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mitjancant contacte amb una pel‘licula fotografica. S'ha incubat la membrana
durant 5 min amb la soluci6 que contenia els substrats de la reaccio
quimioluminiscent (ECL Plus, Amersham) i s’ha posat a contactar amb una
pellicula fotografica. Després d'una exposicié d'interval variable, s’ha procedit
al revel.lat. L'avantatge del metode usat ha estat la facilitat per obtenir
diferents exposicions de forma rapida.

F.10. Electroforesi bidimensional

El métode d'electroforesi en dues dimensions utilitza dues electroforesis
independents, la primera és un isoelectroenfocament que separa les proté nes
pel seu punt isoeléctric i la segona és una SDS-PAGE corrent que destria
principalment segons el pes molecular.

Per a lisoelectroenfocament, s'usa el sistema PROTEAN II xi 2-D
(BioRad). Dins dels capil-lars d’'1.5 mm es polimeritza la seglient mescla:

Gel d'isoelectroenfocament

4.12g urea

0.975 ml acrilamida 30%
1.5 ml Nonidet P-40 10%
1.5ml H,O

200 m amfolits pH: 5-7
100 ni amfolits pH: 3.5-10
15 nl Persulfat d'amoni

10 ml TEMED

Un cop polimeritzada la mescla es col*locaren en laparell i un cop
situats es diposita la mostra en la part superior del capillar. Tot seguit
s’afegiren 10 nl de solucié de lisi i 10 M més de solucié de coberta.

Solucio de lisi

29.42 g urea

10 ml Nonidet P-40 10%
1ml amfolits pH: 7-9
0.771 g DTT

H,0 fins a 50 ml

Solucio de coberta

12.012 g urea
0.25 ml amfolits pH: 7-9
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12.5 ml Nonidet P-40 10%
0.366 g DTT
H,O fins a 25 ml

Un cop tancat I'aparell es col'loca en la cambra superior NaOH 20 mM i en
I'inferior HsPO4 10 mM. Aleshores se sotmeteren les mostres a diferents
voltatges: 15 min a 100 V, 1 hora a 200 V, 1 hora a 300 V i finalment 3 hores
a 400 V. S’extragueren els gels de l'interior dels capil‘lars i s’equilibraren amb n
tampo d’equilibri durant uns 15 min.

Tampd d’equilibri

15 ml Tris-HCI 1 M pH: 6.8
50 ml SDS 10%

3.86g DTT

25 ml glicerol

H,O fins a 250 ml

La segona electroforesi es realitza col*locant el gel capil‘lar al damunt d'un gel
separador de SDS-PAGE. Al damunt s'afegeix una solucié d'agarosa que
permet a més crear un pou per tal de carregar els marcadors pretenyits.

Solucié d’agarosa

6 ml Tris-HCI 1 M pH: 6.8
20 ml SDS 10%

1.55g DTT

10 ml glicerol

1 g agarosa

0.5 mg blau de bromofenol
H,0 fins a 100 ml

A partir d'aqui el procediment seguit fou el mateix per a la tecnica de Western,
detallada en |'apartat anterior.

F.11. Immunoprecipitacio
Es pot dividir el procediment experimental en: lisi de les cél'lules per
alliberar I'antigen, formacidé del complex anticos-antigen, purificacié i andisi del

complex immune.

a) Lisi de les cel.lules per alliberar I'antigen. Per establir les condicions
optimes de la immunoprecipitacié cal tenir en compte la naturalesa del tampd
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de lisi per alliberar el maxim antigen possible, ja que simmunoprecipita a partir
de la fraccid soluble.

b) Formacié del complex anticos-antigen: els criteris per optimitzar
aquesta fase de la immunoprecipitacid6 es basen en la quantitat d’anticos
afegida, el volum final i I'afinitat de I'anticos per I'antigen.

S’han utilitzat 10 m de I'anticos corresponent. S’ha incubat durant una
hora i mitja a temperatura ambient amb agitacié constant.

c) Purificacié del complex immune: Kessler [Kessler, 1975] va proposar
utilitzar la proté na A, provinent de la paret cel.lular del bacteri S.aureus, com
a suport. La proté na A s’uneix al domini F. de I'anticos, sense interferir en la
unié d’aquest dltim a l'antigen. La proté na A, al seu torn, es troba unida a
sefarosa, facilitant la purificacid per centrifugacio. La solucié estoc de proté na
A s’ha preparat afegint 2 ml de PBS-azida sodica 0.01% (p/v) a 250 mg de
proté na A-sefarosa CL-4B. S’han afegit 20m de la suspensié de proté na A-
sefarosa a la mescla de reaccié de I'apartat anterior i s’ha incubat durant 30
min agitant a temperatura ambient. A continuacid, s’ha centrifugat a 10000xg
durant 5 min. En aquest punt, es disposava de la fraccio soluble que contenia
els components no immunoprecipitats i un sediment que corresponia a
I'immunoprecipitat. Aquest Ultim s’ha rentat tres vegades amb el mateix tampo
d'immunoprecipitacio. Per ultim, s’ha centrifugat a 10000xg durant 5 min i s’ha
eliminat tot el sobrenedant, resuspenent el sediment de la immunoprecipitacio
en 50-150nm de tampd d'immunoprecipitacid, depenent de la proporcid de
protd na d'interés en el lisat total.

d) Analisi del complex immune purificat: s’ha dut a terme mitjancant
I'estudi per gel de poliacrilamida-SDS amb posterior immunoblot (apartat
10.3). Per saber si el sérum immunoprecipitava, s’han analitzat els
sobrenedants que contenien les protdé nes no immunoprecipitades. Si el serum
és bo, s’ha d'observar la desaparici6 de senyal en el sobrenedant obtingut
després d'immunoprecipitar, la qual cosa es tradueix en |'aparicid de resposta
en l'immunoprecipitat.

F.12. Immunofluorescencies

F.12.1. Protocol estandard
Les cél.lules crescudes sobre cubreobjectes han estat rentades en PBS,

fixades en paraformaldehid en PBS al 4% durant 20 min, i rentades altra
vegada en PBS.
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Posteriorment, han estat incubades amb NaBH4 (1mg/ml) durant 10
min., permeabilitzades amb Tritd X-100 en PBS al 0.2% (v/v) durant 10 min i
bloquejades amb BSA al 3% (p/v) en PBS i Trit-X100 0.2% 10 min més.

S’han incubat amb Ianticos primari durat 45 min. a temperatura
ambient. S’han rentat en PBS i s’han incubat 30 min. amb I'anticos secundari
conjugat als fluorofors isotiocianat de fluorescé na (FITC), Texas red i/o
isotiocianat de tetrametilrodamina (TRITC) segons el cas.

Finalment, han estat rentades en PBS, aigua i etanol, assecades a l'aire i
muntades en portaobjectes de vidre amb medi de muntatge (Immunofluore
Mounting Medium, ICN).

Per tal d'examinar l'autofluorescéncia de cada tipus cellular i per
determinar l'especificitat dels anticossos primaris, s’han dut a terme controls
mitjancant la incubacid de les cel.lules fixades amb Ianticds secundari
solament.

Per a la tincid nuclear en vermell, els cubres s’han tractat amb RNAsa A
(lliure de DNAsa) 1 ng/ml en PBS durant 30 min després de la

permeabilitzacid, i amb iodur de propidi 0.2 ng/ml durant els Gltims 10 min de
la incubacié amb I'anticos secundari.

F.12.2. Protocol optimitzat

Es equivalent a I'enterior pero la fixacio es realitza amb metanol purr a —
20°C durant 15 min. No es realitza el pas amb NaBHs i la permeabilitzacio es
manté durant 30 min.

F.12.3. Anticossos

A part de I'anticos MGS3 s’han utilitzat diferents anticossos comercials i
cedits:

MGS Lawrence: cedit pel Dr. Lawrence (pollastre)
aglicogen: cedit pel Dr. Baba (IgM monoclonal)
aactina: Sigma (monoclonal)

acentromer: Binding Site (huma)

aSm: Binding Site (huma)

ap80-coilina (R228): cedit pel Dr. Chan (monoclonal)
aPML (5E10): cedit pel Dr. Stuurman (monoclonal)
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afosfotreonina i afosfoserina: Zymed (conill)
afosfotirosina: Zymed (coctel de monoclonals)
aGFP: Clontech (conill)

F.13. Microscopia confocal

Les imatges confocals fluorescents han estat obtingudes amb un laser
d’escaneig per a microscopia confocal Leica TCS 4D (Leica Lasertechnik,
Heidelberg, Germany) adaptat a un microscopi invertit Leitz DMIRBE amb un
objectiu Plan-Apo 63 x (NA 1.4 oil) de Leitz. La font de llum provenia d’'un laser
de kriptd/argd de 75 mW. La fluorescéncia verda (que provenia de la GFP o
dels anticossos secundaris conjugats a FITC) i la fluorescencia vermella (que
provenia dels anticossos secundaris conjugats a Texas Red o del iodur de
propidi) han estat obtingudes amb el laser a 488 i 568 nm, respectivament.
Les seccions Optiques obtingudes han estat d’aproximadament 0.5 nm en tots
els casos.
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BS gl gA
BH1085
BAB79770
BAB54020
BAA99156
BAA82346
agq_721
AF433156_1
AF432915_1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AAD45815
AAC70779

VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SORBI
UGST_ORYGL
UGST_MANES
UGST_MAl ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU
UGS2_WHEAT
UGS2_SOLTU
TMD895

sl 11393

sl 10945
QOSEl 7
Q43012
PMD544
PH0069
PAB2292
065365
064927
064926
064923
049064
048900
048899
24206

NP_ 484075
M) 1606
L98347

H 1360

GSLKQDEP! |

SVPEKI QS V HYTKPNGSI V' GLPKQQQSI V HI VEPKGSI D



GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUNVAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
gl gA
DR0594
CT798
CAD17393
CAC69955
CAC49811
CAC47425
CAC08537
BS gl gA
BH1085
BAB79770
BAB54020
BAA99156
BAA82346
agq_721
AF433156_1
AF432915_1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AAD45815
AAC70779

VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SORBI
UGST_ORYGL
UGST_MANES
UGST_MAl ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU
UGS2_WHEAT
UGS2_SOLTU
TMD895
sl11393

sl 10945
QUSEl 7
Q43012
PMD544
PHO069
PAB2292
065365
0654927



064926
064923
49064
48900
48899
024206
NP_484075
MI1606
L98347

HI 1360
GYS_NEUCR
GYS_DROME
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUMAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
gl gA
DR0594
CT798
CAD17393
CAC69955
CAC49811
CAC47425
CAC08537
BS gl gA
BH1085
BAB79770
BAB54020
BAA99156
BAA82346
agq_721
AF433156_1
AF432915_1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AAD45815
AAC70779

VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SORBI
UGST_ORYGL
UGST_MANES
UGST_MAl ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU



UGS2_WHEAT
UGS2_SOLTU
TMD895

sl 11393

sl 10945
QSEI 7
3012
PMD544
PHO069
PAB2292
065365
064927
064926
064923
49064
48900
48899
024206
NP_484075
MI 1606
L98347

HI 1360
GYS_NEUCR
GYS_DROMVE
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUNVAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
gl gA
DR0594
CT798
CAD17393
CAC69955
CAC49811
CAC47425
CAC08537
BS gl gA
BH1085
BAB79770
BAB54020
BAA99156
BAA82346
agq_721
AF433156_1
AF432915_1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AAD45815



AAC70779

VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SCRBI
UGST_CRYGL
UGST_MANES
UGST_MAI ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU
UGS2_WHEAT
UGS2_SOLTU

TMD895

sl 11393
sl 10945

QSEI 7

43012

PMD544

PHO069

PAB2292

065365

064927

064926

064923

49064

48900

48899

024206

NP_484075

MI1606

L98347

HI 1360

GYS_NEUCR
GYS_DROME
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUNVAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
gl gA

DR0594

CT798
CAD17393
CAC69955
CAC49811
CAC47425
CAC08537

BS gl gA
BH1085
BAB79770
BAB54020
BAA99156
BAA82346
agq_721



AF433156_1
AF432915_1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AAD45815
AAC70779

VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SCRBI
UGST_CRYGL
UGST_MANES
UGST_MAI ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU
UGS2_WHEAT
UGS2_SOLTU

TMD895

sl 11393
sl 10945

QSEI 7

3012

PMD544

PHO069

PAB2292

065365

064927

064926

064923

49064

48900

48899

024206

NP_484075

MI 1606

L98347

HI 1360

GYS_NEUCR
GYS_DROME
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUMAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
gl gA

DR0594

CT798



CAD17393
CAC69955
CAC49811
CACAT7425
CAC08537
BS gl gA
BH1085
BAB79770
BAB54020
BAA99156
BAA82346
agq_721
AF433156_1
AF432915_1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AAD45815
AAC70779

VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SORBI
UGST_ORYGL
UGST_MANES
UGST_MAl ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU
UGS2_WHEAT
UGS2_SOLTU
TMD895
sl11393
sl 10945
QUSEl 7
Q43012
PMD544
PHO069
PAB2292
065365
064927
064926
064923
049064
048900
048899
R4206
NP_ 484075
M) 1606
L98347
H 1360
GYS_NEUCR
GYS_DROVE
GYS_CAEEL

YEPDI APVQ

... DDVDPQV LRRRLEELAE KNYLAGNKCF VFPEVWQADS



GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUNVAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
gl gA
DR0594
CT798
CAD17393
CAC69955
CAC49811
CAC47425
CAC08537
BS gl gA
BH1085
BAB79770
BAB54020
BAA99156
BAA82346
agq_721
AF433156_1
AF432915_1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AAD45815
AAC70779

VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SORBI
UGST_ORYGL
UGST_MANES
UGST_MAl ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU
UGS2_WHEAT
UGS2_SOLTU
TMD895
sl11393

sl 10945
QUSEl 7
Q43012
PMD544
PHO069
PAB2292
065365
0654927
064926

| HVPKEAYRA DFVFFNGQDV YDNNDGNDFS | TVKGGWVA |

DFENFLLEEK



64923 LYl PKQAYRM DFVFFNGHTV YENNNNNDFV | Q ESTMDEN LFEDFLAEEK

49064
48900
48899
024206
NP_484075
MI1606
L98347

HI 1360
GYS_NEUCR
GYS_DROMVE
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUNVAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
gl gA
DR0594
CT798
CAD17393
CAC69955
CAC49811
CAC47425
CAC08537
BS gl gA
BH1085
BAB79770
BAB54020
BAA99156
BAA82346
agq_721
AF433156_1
AF432915_1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AAD45815
AAC70779

VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SORBI

UGST_ORYGL
UGST_MANES
UGST_MAl ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU
UGS2_WHEAT

LH PKQAYRL DFVFFNGDTI

YENNNHNDFV LQ ESEI NEH SFEDFLVEEK

WREQEKLAKE QAERERLAEE QRRI EAEKAE | EADRAQAKE EAAKKKKVLR
........ FL KSW PI | PVN FI FCDFYVME NSI LLHSGNQ



UGS2_SOLTU
TMD895

sl 11393

sl 10945
QSEI 7
43012
PMD544
PHO069
PAB2292
065365
064927
064926
064923
49064
48900
48899
024206
NP_484075
MI 1606
L98347

HI 1360
GYS_NEUCR
GYS_DROME
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUNVAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
gl gA
DR0594
CT798
CAD17393
CAC69955
CAC49811
CAC47425
CAC08537
BS gl gA
BH1085
BAB79770
BAB54020
BAA99156
BAA82346
agq_721
AF433156_1
AF432915_1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AAD45815
AAC70779



VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SORBI

UGST_ORYGL
UGST_MANES
UGST_MAl ZE
UGST_ANTMA

UGS4_SCOLTU ELMVKATKTR DI TWYl EPSE FKCEDKVRLY YNKSSGPLSH AKDLW HGGY
UGS3_SCLTU FHPNLPLLAL RPKKLSLI HG SSREQMWARNQ RVKATGENSG EAASADESND

UGS2_WHEAT
UGS2_SOLTU
TMD895
sl11393

sl 10945
QUSEl 7
Q43012
PMD544
PH0069
PAB2292
065365
0654927
064926

064923 NVLGLARAPV DNLWYI EPI T TGQEATVRLY YN NSRPLVH STEI WWHGGY

49064
48900
48899
24206
NP_484075
MI 1606
L98347

HI 1360
GYS_NEUCR
GYS_DROMVE
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUNVAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMVAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
gl gA
DR0594
CT798
CAD17393
CAC69955
CAC49811
CAC47425
CAC08537
BS gl gA
BH1085
BAB79770
BAB54020
BAA99156
BAA82346
agq_721
AF433156_1

......... M PGAI SSSSSA FLLPVASSS.
........ M5 SAAVSSSSST FFLALASAS.

. PRRRRGSVG
. PGGRRRARV



AF432915 1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AADA5815
AACT0779

VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SCRBI
UGST_CRYGL
UGST_MANES
UGST_MAI ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU
UGS2_WHEAT
UGS2_SOLTU

TMD895

sl 11393
sl 10945

QSEI 7

43012

PMD544

PHO069

PAB2292

065365

064927

064926

064923

49064

48900

48899

24206

NP_484075

MI 1606

L98347

HI 1360

GYS_NEUCR
GYS_DROME
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUNVAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
gl gA

DR0594

CT798
CAD17393

NLLNSASRYA DNLWYI EPHT YKAGDRVKLF YNRSSRPLMH NTEI WWHGGY

................... M SGAI ASSPAA TLFLAGSSSS SPRRRR SRV
...... MAAA AVSSLLAPSG SCYSPGCHSC WGPGPGGGRR LPSPRRRPI T
QRSRFSVFPC RSQ ....N. SFNLAVSLSL SFKPVRATGK EGVSGDGSED
1001 1050

NNVWKDGLSI V' KKLVKSERI D CDWAWWTEWWI  PDQALFLDW FADGPPKHA
ALQVTI EKSK KVLAMQQDLL QQ AERRKVV SS| KSSLANA KGTYDGGSGS

AALRSYGYSG AELRLHWARR GP. . PCDGAA SVRAAAAPAG . GESEE. . .
GSSPFHTGAS LSFAFWAPPS PPRAPRDAAL VRAEAEAGEK DAPPERSG. .



CAC69955
CAC49811
CACAT7425
CAC08537
BS gl gA
BH1085
BAB79770
BAB54020
BAA99156
BAA82346
agq_721
AF433156_1
AF432915_1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AAD45815
AAC70779

VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SORBI
UGST_ORYGL
UGST_MANES
UGST_MAl ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU
UGS2_WHEAT
UGS2_SOLTU
TMD895
sl11393

sl 10945
QUSEl 7
Q43012
PMD544
PHO069
PAB2292
065365
064927
064926
064923
049064
048900
048899
R4206

NP_ 484075
M) 1606
L98347

H 1360
GYS_NEUCR
GYS_DROVE
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST

NNWEDGLSI A EKLI KSYEKD GCDWAYADVTL PEGALVLDW/ FADGPPGNAR
SCGVYWWHLYGG TGLRLHVWERR GL. . VRDGAV VCSASAAGCGE DGVAKA. . .
AAARPTVWAVP RRSRLEWGRV EAQ. . NSGAR TSCRAALQW. SSTARSHVN

AYDNNHRQDF HAI VPNHI PE ELYW/EEEHQ | FKTLQEERR LREAAMRAKV
LSDVDI PDVD KDYNVTVPST AATA TDVDK NTPPAI SHDF VESKREI KRD

................ MPRK GATLNKDSDK KT........ .TK RNPKTV
.................................... MKSF MRRDALGAGL
NYDNNGGHDF HATLPNNMTE EEYWVEEECR | YTRLQQERR EREEAI KRKA
............................. M ATPSAVGAAC LLLARAAWPA
.................... . AAKSSSSSQ . .. ... ... A GAVQGSTAKA
.......... . ... DAARLP RARRNAVSKR RDPLQPVGRY GSATGNTART
................................... MATAA GMAE GAACLV



GYS2_RAT
GYS2_HUMAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU

gl gA
DR0594
CT798

CAD17393

CAC69955

CAC49811

CAC47425

CAC08537

BS gl gA
BH1085

BAB79770

BAB54020

BAA99156

BAAB2346

agq_721
AF433156_1
AF432915_1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6

AAL64907

AAK28335

AAF39055

AAD45815

AAC70779

VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SORBI
UGST_ORYGL
UGST_MANES
UGST_MAl ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU
UGS2_WHEAT
UGS2_SOLTU
TMD895

sl 11393

sl 10945
QUSEl 7
Q43012
PMD544
PH0069
PAB2292
065365
0654927
064926
064923

NYDNNGRQDF HAVVPNNI SE DLFW/EEEHM | FKRLQKERK EREDADRRKS
......... A VAVQGSTAKA
.. YGSPLVFP GLTKPGSSRC LCVWGWGNA GNQVGDDSDD
....... MAA TGVGAGCLAP SVRLRADPAA

. KTKSAGSSK

MAALVTSQLA
MSTLATSQLV
MBALTTSQLA
MATVI AAH, F
MAALATSQLV
MATVTASQ L

EKTALLKTET KERTMKSFLL SQKHVVYTEP LDI QAGSSVT VYYNPANTVL
LADERAPPLS RSSI TASSQI SSTVSSKR. .

GSTERPAVKS KVSLSPSQVT SSTVNSQE.
RGAASTKPVS RVASVRPAPT AYRTACQVAK VDEMVSVDEE LTRLRKENEL
....MIR G APPRGPRR.
ERNAKMKAEM KEKTMRMFLV SCQKHI VYTEP LEI HAGITI D VLYNPSNTVL

TLNVPPETPK

PAKATYETVK

PCl PAAHQLR



49064
48900
48899
24206
NP_484075
MI 1606
L98347

HI 1360
GYS_NEUCR
GYS_DROME
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUNVAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
gl gA
DR0594
CT798
CAD17393
CAC69955
CAC49811
CAC47425
CAC08537
BS gl gA
BH1085
BAB79770
BAB54020
BAA99156
BAA82346
agq_721
AF433156_1
AF432915_1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AAD45815
AAC70779

VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SORBI

UGST_ORYGL
UGST_MANES
UGST_MAl ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU
UGS2_WHEAT
UGS2_SOLTU

AVGDRARPRR LQRVLRRRCV AELSREG .. ......... P APRPLPPALL
VDSASPPNPL TSAPKQSQSA AMGNGTS. .. .......... GGSSASTAAP
GAASCQNAAL ADVEI KSI VA APPTSI VKFP APGYRM LPS GDI APETVLP
APQVRPGRRL RLQRVRRRCV AELSRDGG. . ......... S AQRPLAPAPL
. ... NATVTASSN
. ... NATVSMAS.C
... .......... MAVASTSR .
El TAKMKAEM KEKTMRDFLL SQKHI VYTEP LEVRAGTTVD VLYNPSNTVL
DHVEDSVS. . . SPKYVKPAY AKQNGEV. .. .......... VSRATKSDAP
G KVTNEKLR AVl RKSKEVL EI HRNLLEKI SASERK. .. K | TSI | EDSSI
RATACWRAR LRRVARGRYV AELSREGP.. ......... A ARPAQQLAPP
........................................ MATVTASQ F
GPVLPSSYVH STADEVSETA SSAINRGH. . .......... AKDDKEL EQH
.. MATVIGSY.V
1151 1200
TSGTVLSVTD RFRRP. . ... GFQGLRPRN. ..PADAALGM RTVGASAAPK

ATHAGLGVPD ASMFR. . . RG GVQGELRAAAR ASAAAGDALS MRTSACPAPR
TSATGFG AD RSAPSSLLRH GFQGLKPRS. PAGGDATSLS VTTSARATPK
VSRSSHLSI H A LETKANNL SHTGPWIQT1 TPNGLRSLNT MDKLQVKTQS
ATRAGLGVPD ASTFR. .. RG AAQGLRGAR. . ASAAADTLS MRTSARAAPR
VSHVHGGATS S. PDTKTN. L AQVGLRNQQF THNGLRSI NM VDKL QVRNNA
NGKPEI WFRC SFNRWIHRLG PLPPCQKMSPA ENGTHVRATYV KVPLDAYMVD
SSQETLLDVN SRKSLVDVPG KKI QSYMPS. . LRKESSASH VE. QR. . NEN

VQSLCVTSSV SDGSSI AENK NVSEGLLLGA ERDGSGSWG FQLI PHSVAG



TMD895

sl 11393

sl 10945
QSEI 7
3012
PMD544
PHO069
PAB2292
065365
064927
064926
064923
49064
48900
48899
024206
NP_484075
MI1606
L98347

HI 1360
GYS_NEUCR
GYS_DROMVE
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUNVAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
gl gA
DR0594
CT798
CAD17393
CAC69955
CAC49811
CAC47425
CAC08537
BS gl gA
BH1085
BAB79770
BAB54020
BAA99156
BAA82346
agq_721
AF433156_1
AF432915_1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AAD45815
AAC70779

...... IVNSI

FPCTGDQETV STSTCEI THH EEKK. . . . .. .
TSATGFG AD RSAPSSLLRH GFQGLKPRS. PAGGDASSLS VTTSARATPK

SSQVMPLDVD SQKNVTSFSR EI LLSEVPS.
LRAQLALYQQ NQQPSVGAAA VAPPAAATKV LEKPAPAKQA SVDGAE | WPK
LASSVI | AFV LRGCPRVQLS LPLESEMYI E PAAPVAEAPE AE. . ... ...
TCKPEVWFRC SFNRWMYPGG VLPPQKMVQA ENGSHLKATV YVPRDAYMVD
APP. .. ... L VPGFLAPPAE PTCGEPASTPP PVPDAG LGD LGLEP. . EG
VSGPKADHPS APVTKREI DA SAVKPEPAGD DARPVESI G AEP. ... VDA
APKPLHESPA VDGDSNG AP PTVEPLVQEA TWDFKKYI G- DEP. . . . DEA
VKQPVLPTFL VPTSTPPAPT QSPAPAPTPP PLPDSG VGE | EPDL. . EG-

VASKGAWS. .

. SSSMASAST LEDEK. . RDH

.. TETKVKSS GQVSLNRHEL KYDGLRSLNK VLVRSTHASK

......... P SSARPI VI NA ASFGVKKTAN . ... Q LLRE LARGSARKST

NGKPEVWFRC SFNRWIHPSG PLPPQKMVNA ENGSHLRATV RVPLDAYMVD
VSKP. KVDPS VPASKAEADG NAQAVE. SKA ALDKKEDVGV AEP. . ..LEA
YNEQDPFGQR DSSFYHLDEV PDDDEFSYDL QWLDRHPDQ SEWA. . TQD
WPG ... .. F.. LAPPPPA PAQSPAPTQP PLPDAG VGE LAPDLLLEG
AAYVHGGATS . . VDSKSN. L GQ GQRAQLI THNGLRSVNR ADAL QVRNNV
ASPRTAFVKN STKQFKEMDS EKLQTDEI PS FLSNTTDI ST | NEEN. . SEH

VSRSACFNSQ GRTEAKVNSP KI NLNSQAF TYVGLRSLNK LHVQTARATK



VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SCRBI
UGST_CRYGL
UGST_MANES
UGST_MAI ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU
UGS2_WHEAT
UGS2_SOLTU

TMD895

sl 11393
sl 10945

QSEI 7

43012

PMD544

PHO069

PAB2292

065365

064927

064926

064923

49064

48900

48899

024206

NP_484075

MI1606

L98347

HI 1360

GYS_NEUCR
GYS_DROME
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUNVAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
gl gA

DR0594

CT798
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FLSSTSPLLP
FLNANNPI LG
FLSSTSPLLP
FLSSTSPLLP
FLSSTSPLLP
RVGVVGRHNE
RVGVAI GYNE
QUGVQ GYHE
RVAFASGWNE
DVRI LLTYSD
RVAAVI GYTE
KARGVAKFNV
NI SVSI GYDE
H GWTGYDE
| Rl | LGKVBK
KCRAY!I GFDE
Q SFKCVFAE
KVSANI KFDN
Rl GWI GYDE
NI RLI LDFND
KARG AKFDG
NFKVFAEFNE
RAKGVVKFSA
RVKLCLTYDE
KVROWGFSV
RVRGAVGFSI
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UGST_MANES
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TMD895
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3012

PMD544

PHO069

PAB2292

065365

064927
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49064

48900

48899
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MI 1606
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HI 1360

GYS_NEUCR
GYS_DROME
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUNVAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
gl gA

DR0594

CT798
CAD17393
CAC69955
CAC49811
CAC47425

PLAHQVVAGA
ALAHH MAGA
PLAHLI MAGA
PLAHM TAGA
ALAHH MAGA
PLAHM TAGA
PLSHLI YAGA
KTSHRI TAGA
PVSHRI TAGC
PVSHRI TAGC
ELAQKI YAGA
ELAHLI YGAA
ALSRRVYAGA
Pl SHRI TAGC
PLAHLI MAGA
ALSHLM AGG
EFVRELYGSV
EFVREL YGSV
KTAHRI TAGA
RLAHM YAAA
KMAHRI TAAA
PLSHLI YAGS
PVSHRI TAGC
PLAHRI TAGA
PMAHRI TAGA
PVSHRI TAGC
ELSHLI YAGA
PLSSLVFAGS
QFACE! YAGS
ALSHLMWAGG
L DYDDFVRGT
| DYEEFVRGC
LDYEDFVRGC
LDYDEFVRGC
MDYEEFVRGC
MDYEEFVRGC
LDYDEFVRGC
VDYEEFVRGC
VDYEEFVRGC
VDYEEFVRGC
PVSHLMQAGC
PLSHLMQAGC
AFSHRI MGGA
PLAHRI YAGA
VLARQ FAAA
RNAHVL HAGA
PLAHVM AGA
HLAHRI HAGA
PLSHLMQAGA

DFFLMPSEFE
DVLAVTSRFE
DLLAVTSRFE
DVLAVPSRFE
DFMLVPSRFE
DVLAVTSRFE
DFMLVPSRFE
DFI LVPSI FE
DI LLMPSRFE
DI LLMPSRFE
DI LLMPSRFE
DI FLMPSRYE
Dl | VWPSNYE
DVFLMPSRFE
Dl LLMPSRFE
DVLAVPSRFE
DVI LVPSRFE
DFVI | PSYFE
DFVI | PSYFE
Dl LLMPSRFE
DVWWWPSMFE
Dl LLMPSRFE
DFI LVPSI FE
Dl LLMPSRFE
Dl LLMPSRFE
DVLVIVPSRFE
Dl LLMPSRFE
DM VWPSNYE
DW | MPSYWE
DFFLMPSAFE
DVI LVPSRFE
HLGVFASYYE
HLGVFPSYYE
HLGVFPSYYE
HLGVFPSYYE
HLGVFPSYYE
HLGVFPSYYE
HLGVFPSYYE
HLGVFPSYYE
HLGVFPSYYE
HLGVFPSYYE
DAI' | | PSRFE
DAI' | | PSRFE
DVI LVPSRFE
HAFAVPSRFE
DM Cl PSMFE
DLLLHGSRFE
DFI LI PSRFE
DAMLVPSRFE
DAl LI PSRFE

ACGLNQ YSM
PCGLI QLQGM
PCGLI QLQGM
PCGLI QLQGM
PCGLI QLHAM
PCGLI QLQGM
PCGLI QLHAM
PCGLTQLTAM
PCALNQL YAM

SYKD

... QD

RR&K

AYGTLPI VRE
RYGITPCACAS
RYGITPCACAS
RYGITPCACAS
RYGTI'VPI VAS
RYGITPCACAS
RYGT1 PI CAS
RYGSI PVWRK
KYGT1 PVYWWHA

KFRGWGFSV

LYPG KAVGVAKFNV

KVRGWGFSV

RHPG QVGVHI GFDE

AALSNVAKI PP
FLSSVSPLI G
NVRI LLTYSD
KFROGWGFSV
KAl GVAKFNS

1800
VGGLKDTVND
TGGLVDTI VE
TGGELVDTI | E
TGGELVDTVI E
TGGLVDTVKE
TGGELVDTI | E
TGGLVDTVTE
TGGLYDTVFD
VGGLRDTVQP

PCGLNQLYAM QYGTVPWHG TGGELRDTVET

PCGLNQL YAM
PCGLGQVFSM
PCGLTQM GL
PCGLSQLMAM
PCGLNQLYAM
PCGLI QLQGM
PCALTQLYGL
PFGLVSLEAM
PFGLVALEAM
PCGLNQLYAM
PCGLTQM AL
PCGLNQLYAM
PCGLTQLVAM
PCGLNQLYAM
PCGLNQLYAM
PCGLNQLYAM
PCGLNQLYAM
PCGLTQM GL
PCGLVQVEAM
PCGLSQVI AM
PCALTQLYGL
PWGYTPAECT
PWGYTPAECT
PWGYTPAECT
PWGEYTPAECT
PWGYTPAECT
PWEYTPAECT
PWGEYTPAECT
PWGEYTPAECT
PWGYTPAECT
PWGEYTPAECT
PCGLTQLYGL
PCGLTQLYAL
PCGLTQLYGL
PCGLSQLI AM
PCGLTQM GM
PCGLTPLYAM
PCGLI QLQAM
PCGLTQLYAL
PCALTQLYGL

RYGTI Pl VHS
RYGTI PWRY

TGE.RDTVKD
TGGLADTVKE

RYGAVPWRG VGELVNTVFD

RYCGCI Pl VRR

TGELVDTVSF

RYGII PWHG TGE.RDTVEN

RYGTPCACAS
KYGTLPLVRA
CLGAI PI ASS
CLGAI PI ASA
SYGTVPWHA
RYGAVPLVRR
AYGTVPI VHS
RYGTI Pl VRK
QYGTVPWHA
AYGTVPWHA
AYGTVPWHA

TGELVDTVI E
TGGLADTVVN
VGGEL.RDVI VS
VGGELRDI | T.
VGELRDTVQP
TGGELADTVFD
VGGELRDTVKQ
TGGELFDTVFD
TGGLRDTVEN
VGCELRDTVAP
VGCELRDTVAP

QYGTVPWHG TGGELRDTVEN
KYGI'VPI VRG VGEVNTVFD

AYCTPVI ATE
RYGTLPI VHE
QYGTLPLVRK
VMGVPSI TTN
VMG PSVTTN
VMG PSVSTN
VMGVPSI TTN
VMG PSVTTN
VMG PSVTTN
VMGVPSI TTN
VMG PSI STN
VMG PSI STN
VMG PSI STN
RSGCLPI VAR
RYGC! PWAR
KYGTLPLVRR
RYGTLPI VRE
RYGTVPLVRA
RYGTVPVASR
RYGTVPI VAS
RYGCVPWAR
RYGCVPWAR

TGGELKDTI I P
| GALKDTVI P
TGGELADTWD
LSG-FGCYMEE
LSG-GCFMEE
LSG-GCFMQE
VSG-GAYMED
LSG-GCFMQE
LSGFGCFMQE
VSG-GAYMED
LSGFGCFMEE
LSGFGCFMEE
LSGFGCFMEE
TGENDTI | D
TGE.ADTVI D
TGGELADTVSD
TGGLADTVPP
TGELADTVAN
VGGE.VDTI AD
TGGELVDTVKE
TGESETI I D
TGATDTI | D
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BAB54020
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VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SORBI
UGST_ORYGL
UGST_MANES
UGST_MAl ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU
UGS2_WHEAT
UGS2_SOLTU
TMD895

sl 11393

sl 10945
QUSEl 7
Q43012
PMD544
PHO069
PAB2292
065365
064927
064926
064923
049064
048900
048899
R4206

NP_ 484075
M) 1606
L98347

H 1360
GYS_NEUCR
GYS_DROVE
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUMVAN
GYS1_YEAST

ELYRLFYYSA SVFVI PSRVE
PLAHQ YAGS DMFLMPSKFE
PLARKLYAGA DLFI MPSRFE
GLAHRI YASS DI FLMPSLFE
GLSHTMQGGC DAI | | PSRFE
PLARLTYAAA DM Cl PSHRE
PLAHKI | AGS DFI M PSRFE
GFARKLYASS DFI LMPSYFE
PLAHMLTAGA DFM.VPSRFE
PLSHLI YAGA DFI LVPSMFE
QLAHRI TAGA DVLLMPSRFE
RLAHRMTAGA DI LLMPSRFE
PVSHRI TAGC DI LLMPSRFE
PLAHKI TAGA DFM_VPSRFE
KTAHRI TAGA DI LLMPSRFE
TEARRI YAGS DFLLMPSRYE
KLYKALHYVA KALVNMPSRWE
LDYEDFVRGC HLGVFPSYYE
VLARQ FAAA DM Cl PSMFE
PVSHRI TAGC DI LLMPSRFE
PLAHKI | AGA DFI VI PSRFE
1801

YDKFPER. .. ....ATGFGY
GKTGFHMGRL . . . SVDCNW
GKTGFHMGRL . . . SVDCNW
GKTGFHMGRL . . . SVNCKW
GYTGFQVGAL . . . HVECDK

GKTGFHMGRL . . . SVDCNW
GFTGFHMGAF . . . NVECATV
VDHDKERAQQ CGLEPNGFSF
FDPLMB. ... ...QDWEGPS
FNPFGAKGE. ... EGTGOMF
FNPYAQEG G . . . EGTGMF
YDPQ ...SM ... EGIGFGF
RDYDQNHPPE . . KR NGFVF
YOPIN. . ... .. EAGTGYCF
FNPYAEGGAG . . . AGTGW/F
GKTGFHMGRL . . . SVDCKW
ATVEN K. SR . .. LATGFVF
| DEDHV. ... ...DGTGLLV
.......... .. NETG LV
FDPFNE. ... ...SGYGMF
VDGPAGGPAQ . . . PRNGFVF
YSPFEN. ... ...VGTGWF
VDNDKERARD RGLEPNGFSF
FNPFGENGE. ... QGTGOMF
FDPFND. ... ... TGLOMF
FDPFGD. ... ...AGLOMF
FNPFAEKGE. ... QGTGMF
RDYDQNLPPE . . KR. NGYVF
LHPNPYEHPN . FDKATGVLF
FNPI....SK ...EGTGFGF
STSESI K. AR . .. TATGFVF

PFGLVAVESM AVGTPWAYS
PCGLGQLI AL QYGAI PI VRE
PCGELSQV SL RYETVPI VRE
PCGLGQLI AL RYGAI Pl VRE
PCALTQLYG. RYGCVPWAR
ACGLTQLI AM RYGTVPLVRK
PCGLVQLHSM PYGTVPI VSS
PCGLTQWVl GM RYGCVPI VRK
PCGLI QLHAM HYGTVPWAS
PCGLTQLTAM RYGSI Pl VRK
PCGLNQLYAM AYSTVPWHA
PCGLNQLYAM MYGTVPVVHA
PCGLNQLYAM QYGTVPWHG
PCGLI QLHAM RYGTI Pl CAS
PCGLNQLYAM MYGTI PVWHA
PCGLSQLYAQ CFGSLPI ARC
PFG SAI EAM ALGTPVI ATK
PWGYTPAECT VMGVPSVTTN
PCGLTQV GM RYGTVPWRA
PCGLNQLYAM QYGTVPWHA
PCGLVQLHAM PYGTVPI VSS

QEPTPEALLI TMXRALLFYL

EPADVKKWT
EPADVKKVAT
EPSDVKKVAA
DSADVAAI VK
EPADVKKVAT
DPADVQKI AT
DGADAGGVDY
DRAEASQLI P

TLKRAVKWG . . .
TLKRAI KWG . . .
TLKRAI KWG . . .
TVARALGTYA . ..
TLQRAI KWG . . .

TVERALAAYG
ALNRAL SAWY
RI RNCLLTYR

SPLTVDKMLW ALRTAMSTFR

SPLTSEKLLD
KKYDSAHLLK
YQPDEYALET
DRYEPLDCFT
TPLSKDSMWS
EPSDVQKVAT

TLKLAI GTYT
AVSKALHFYY
ALSRAI ALYK

AMWRAVEGFR . .

ALRLAAATYR

TLKRAI KI VG . .

EQANREALRQ ALVNAFALW

KPGDPWDLAN
KAGDPGELAN
GRAEANCLI D
DGSDDGALHG
ERAEANKLRE
DGADSNGVDY
APLTTENMFV
DRAEANRM D
DRAEANKLI E
SPLTI EKNAV

YQSDNQALES

Al LRVHSI AM
Al LKALELSR
ALGNCLLTYR
ALDRALTLYT
SI NNALYTYR
ALNRAI SAWF

VGGLRES! VD
TGGLYDTVRA
TGGLYDTI G5
TGGLKDTI HS
TGGLADTI | D
TGGLADTVI P
TGGLVDTVQE
TGGLRDTVKD
TGGLVDTVKE
TGGLYDTVFD
VGGLRDTVAP
VGGLRDTVEH
TGGLRDTVET
TGGLVDTVKE
VGGLRDTVQP
TGGLADTI VD
VGGLPEVI DG
LSGFGCFI QD
TGGLADTVTD
TGGLRDTVEN
TGGLVDTVKE

%g%%§9'm—|—|—|—|—|

Caxammmo!

DANCNYIQGTQ.....
ALSHCLTTYR
ALRHCLDTYR K. YG
GADGNFDIQ G TQ ... ..
AVNRAI DL\

LI EN. . SSDY d YI VDRRSK
HI SDP. . KSY d YI VDRRYI
HVEDH. . EQK G YVI DRRHK
LI ETNQAKDY G Yl VDRRFK
HVADP. . TAY G YI VDS. VR
HVADP. . TAY d Yl VDRRFR
LI ETDQAKDY G Yl VDRRFK

KVPDKVGFMA GVEHAL NWIF
VDFEGQ LVE TI NRALEVYG
ESATPEALRH CLQRAFALW
GVDDSVNQLT QYMFEFTQKS
GLENSVQQLS SFMVEFSRLN
AAEESVQELA QVMYDFCGQS
APDESVEQLV DYMEEFVKKT
SPDDSCNQLT QFLYGFCKQS
SPDDSCNQLT KFLYGFCKQS
SPDESVEQLA DYNEEFVNKT

YKLNEI CVFM
KEP .....
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GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
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AF433156_1
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AF234163_1
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AF173900_1
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sl 11393
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QUSEl 7
Q43012
PMD544
PHO069
PAB2292
065365
0654927
064926
064923
049064
048900
048899

HI ADP. . SAY
HI ADP. . SAY
HI ADP. . SAY
ANHAALQ AK

ANHAALA. SK . .
CSLENLA. DG .

G NGFSFFNP

RGSPEAALRG . . .
GFTGFHMGSF . . .
ANDAALH. AH . ..
ANEAALS. AK . ..

| RVDCE. . . .

YCEE. . ..
YNEE. . . .

YNKY. . ..

GVNGFTFFDT

GFTGFHMGAF . . .

| SEG

GVTGFHMGAL . .

VDDDKDRARE
FDPFAD. . . .
YNPYEE. . . .
FNPFGAKGE

GFTGFHVGAF . . .

FDPFNE. . . .

YGVLVEPENP . .

SVHEP. . QTY
GVNGFSFSNP
FNPFGENGE.

GYTGFHVGAF . ..

EG ...
G ...
TG . ..
ANEAANVA. AG . ..

G YI LDRRFR
G YI LDRRFR
G YI LDRRFR
... VAT F
. AATGVQF
. VASGFVF
.. EVGFRF

QGLEPNGFSF
... TGLONF
.. SGLOWTF

. EGTOMF
NVECDAV
.. SGLOWTF
.. VTGFLF
... QELGRAM
G FWDRRFK

........ VA

SLDDSCSQLT
SLDDSCSQLT
SLDDSCSQLT

SFLYSFOQQS
SFLYSFOQQS
SFLYSFOQQS

RRQ.....
RRQ.....
RRQ.....

SPVTAEGLLQ AMRRAMHLF. QDR .....

SPVTLDGLKQ
EDSNAVSLLR
ADATAPAFLQ
. . HDFYEFRN
DGETPEAVAG
DPVDVDAI PK
APl DEDG.RH
LPVTTDG-RL
EPENVWVEL SK
SAFNAHDL KF
THYNAHDFLY
TNYNHNDLVH
APNNGGAMLH
.. NNFNEFRA
DPADVEKI AT
EEPSKETFLC
DEADADAL AA
EGADSNGVDY
DRAEANRM D
EKAEANRLI D

Al RRTVRYY.
Al RRAFVLW
ACREAQAAFQ
M.SEAVTTYR
AVARALRVFV

TVTKALGVYG . ..

ALRRTFRLY.
Al RRVLRAY.
ALl SALSLSM
TI ERALSFY.
Tl KRALRFY.
VI ELALETY.
Al RRLVDAY.
M.SNAVTTYR

TVRRALGTYG . ..

SLKRAI ELYE

TVRRASEVFA . .

ALDRAI TTWY
ALGHCLNTYR
ALGHCLNTYR

SPLTVEKMLW ALRTAI STFR

DPADVLKI VK
DSAESHKLI H

TVGRALEVYG . .

ALGNCLLTYR

REETAQSYLD AVMRAI NVYH C..P. ... ..
EGVATGVI KA PPRAHI VQW D. .. ... ...
AHSES| DQLA QFLYDYSCLS RRQ . . ...
.. HDFHEFRN MLSKAI ATYR D.DQ . . . ..

M.KVQQRAMQ
YHEMVKNCM
YEEMVKNCM
YEEMVRNCWN
LREM LNCMVA
YEEMVRNCM

YKEM ONCMVA

QNFSVEESA.
QDLSVKGPA.
QDLSVKGPA.
QDLSVKGPA.
QDLSVKGPA.
QDLSVKGPA.
QDLSVKGPA.

DW FNSLCKQVNVE QDVBVNRPA.
KS WEG QTRCMI QDLSWDNAA.
PS WEGLMKRGMI' KDHTWDHAP.
SS WEGLMRRGMG RDYSVENAA.
DH WRRI MTNAMN TDLSWDRSA.
VA FKTLALQGMA YDYSWKKPG:
AD WOKLQQRAVR ADFSWYRSA.
QS VWEGLVRRGMI RNYSWENAA,
PA YNEMVRNCMN QDLSWKGPA.
RL WFTVRSVAME QDFSWQ SA.
VE KLRDNCKKRA KSFSWENSA.
LS KFRENCKKRA NMSFSWEKSA.
QS VEGLQRRGVM QDLSWDHAA.
ER WAALQODNVR LDVSWGEKSA.
DS FRG QRRGVE QDLTVIDNAA.
SW FHSLCKRVMVE QDVSVINRPA.
VL LGRANEARHV KRLHVGPCR.
ES WRACRARGVA EDLSVDHAA.
ES WKSLQARGVE QDLSVIDHAA.

1900
. QEYMKMYRL
. KNVEDVLLE
. KNVENVLLS
. KNVENVLLG
. RMAEKMLLD
. KNVENVLLS
. KNVEKMLLS
. LDYLELYHA
. ONYEEVLI A
. SSTSRSSSG
.| QYEQVFTW
. KEYVDLYKK
. LQYVEAYEY
. GEYI KVYKG
. VQYEQVFQW
. KNVENVLLG
. TGYHALYQR
. KRYLRAYKG
. ERYVKAYTG
. EKYEEVLVA
. KSYVDVYRS
. S| YEEVLVA
. LDYI ELYRS
. VLYEDVLVK
. ELYEDVLVK



024206
NP_484075
MI 1606
L98347

HI 1360
GYS_NEUCR
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GYS2_HUNVAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
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gl gA
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CAC47425
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BAB54020
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AF433156_1
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UGST_MAl ZE
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UGS2_WHEAT
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1901

VL

L GGSNEARHV

EQ FQQLAI QAWK
QYI RYKCPKH PYDENSPLSM MVKNCYYHVF

EV
RA
R

KV

LNKMVL SAVB
WAMVRTDANE
NQRNRTERLS
| QRNRTERLS
| LRNSNEGLS
NQRNRTERLS
| QRNRTERLS
| QRNRTERLS
NQRNRTERLS
| QRNRTERLS
| QRNRTERLS
| QRNRTERLS
W QMKQAWK

AQ WOITRATRAMS

DK

WOHI VRACLD
VIRVL QYNGMIT
FAEM KNCVA
WEGL RRQGVK
WARL QYQGVK

| RONCVRRVN
VKSI VKTAMN
VENLLLNI YS
WRSLI | QAMD
FETI QRQGWK
WLNLI ESGVL
MEKI | QNCVA
FRNSVKI VVS
YPEMVANC! S

DW FHSLCKRVME QDWIVINRPA.
ES WRGLQARGVA (QDLSWDHAA.
TS VVEGLQKRGWM QDL SV\DNAA
PS WEGLMKRGMTI KDHTWDHAA
PA FREM NNCVB LDLSVKGPA.
KS VWEGLQRRGMTI' PNLSWDHAA.
SL LNAMRCKANVA APMFWSEDSV.

. NKFRLRNTV

RV | LRNRSERLS ELLDVWKNLG
DK WQQ VRSCLE FSSDLETAA
| F LGRAHEEGHV KRLHVGPCR
QA LKEM LNCVA QDFSVKGPA.

ARFG
LGVE. GSEPG | VGEEI AP. .
LGVA. GGEPG | EGEEI AP. .
LGVA. GSAPG | EGDEI AP. .
LEVT. GSEPG TEGEEI AP. .
LGVA. GGEPG VEGEEI AP. .
LGVS. GSEPG VDGEEI AP. .

AKYQW . . . .
AFI DPPYVR.

KRLYMGPCR. . LTV......
YDYSWANPG. . TEYLNI YEW
RNLSWONSPS | RKYKGLFGG
KDFSWGTKA. . QQYI ELYQE
QDFSVIRKAA. . EQYRTLYER
DLLDVWKRMG. . MEYVKARQL
DLLDWRTLG. . | YYRQARVK
ALLDANLG. . VFYRDCRRL
DLLDVWKRMG. . LEYVKARQL
DLLDWRYLG . RYYQHARHL
DLLDWRYLG . RYYQHARHL
DLLDVWKRMG. . LEYVKARQL
DLLDWKYLG . RYYMSARHM
DLLDWKYLG . RYYMSARHM
DLLDWKYLG . RYYMSARHM
SDVSWERSA. . ERYAALYSS
SDVSVEKSA. . GLYAALYSQ
MDFSWQVAA. . KSYRELYYR
LDFSWDGPA. . RQYLELYRG
FSSDLETAA. . NKYLEI YKQ
TDFGABQPA. . SEYLALYAT
QELSVKGPA. . KKWEEVLLN
TDCSWHRSA. . ARYADLYSE
SDVSWAKSA. . ERYVSLYSA
ENFRWBASA. . KQLQECYSK
ADYSWEKSA. . KEYQRI FEQ
SEVGADVSA. . KQYTALYEE
SDNSWNKSA. . EKYKEL YEE
ADVSWDKSA. . EKYLELYRL
RASGLDAMA. . KHYVNLYQS
QDFSVKGPA. . KQNEKVLFS
LDFSCDRMT. . KEYI ECYEE
QDLSWBKPA. . QKVEGLLEE
. LDYMELYHS

. ELYEDVLVK

. KLYEEVLLA

. EQYEQ FEW

. KNVETVLLS

. EKYEETLVA

. EPYNRLYRR

EMLEYCYEK. . ARQFAYFRA
. CFYREARRM

. NKYLEI YQQ

KQAEQALLS

1950

. LALENVAA P.........
. LAKENVAA P.........
.. LAKENVAA P.........
.. LAKENVPT P.........
.. LAKENVAA P.........
.LAKENVAT P.........
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49064
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48899
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GYS_NEUCR
GYS_DROME
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUNVAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
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GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
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AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AAD45815
AAC70779

VC1726
UGST_WHEAT

VFNVDPPYVS.
LGVA. GSEPG

| KYKW . . ..

ALRRAYPTSF
ALQAVYPDYV
ALERLHPDVD
ALRRGYPDQF
TLSRAFPDKF
TL SRAFPDKF
GLRRAYPEQF
ALAKAFPDHF
ALAKAFPDHF
ALSKAFPEHF
LVSRGA. . . .

LAPRATPMPH
LGVP. DSEPG
LLNPDVRLVG
LLAKG . . ..
AQTMAKYRLL
VTRSCGRDVLE
| LGKRKVEA.

LDVG RSEAG

VQSHQ. . . . .
VWYGKGGVAT

AKYQW . . ..
AKYQN . . . .
AFVDQPYVM
LGVA. GSEPG

AKYQW . . ..
LLRNTAPALR

VEGEE| AP. .

N ... .
DELSLYGS. .
KI MRDN. . .

E. . EDFI PGV EQKI SRPFSV

KNN . LI FSRPHSE

EGKVPSAATS

RELVGEELNb SNVMDALAGEK KLKVARPLSV

YLEPTSPP.
HVELTSPP. .

TTD GFKYPRPSSV
TTE GFKYPRPSSV

KQLVGETI SD ANMNTLAGCK KFKI ARPLSV

TYEPHEAD. .
TYEPHEVD. .
TYEPNEAD. .

ATQ GYRYPRPASV
ATQ GYRYPRPVSV
AAQ GYRYPRPASV

LOHWPVRTLA RPASPPDTAP VGKPARRRRT

| DGQEI AP. .

.. QAKENVAT

PGSPRDLRSN
PPSPSGSQT'S
PPSPSGSQAS
PGSP. KVRSN
PPSPSLSRHS
PPSPSLSRHS
PPSPSLSRHS



UGST_MAI ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU
UGS2_WHEAT
UGS2_SOLTU
TMD895

sl 11393

sl 10945
QSEI 7
43012
PMD544
PHO069
PAB2292
065365
064927
064926
064923
49064
48900
48899
024206
NP_484075
MI 1606
L98347

HI 1360
GYS_NEUCR
GYS_DROMVE
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUNVAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
gl gA
DR0594
CT798
CAD17393
CAC69955
CAC49811
CAC47425
CAC08537
BS gl gA
BH1085
BAB79770
BAB54020
BAA99156
BAA82346
agq_721

RTGWITPCDF ASLQESHEGL STEDYVAVKL

TPAPSVHGSD . ... ... DED S..V. DEETE
SI HSSDGEDD . .. . ... E.. ... .......
STVYMIPGDL GTLQEVNNAD DYFSLGVNPA
SPQSSDVENE G . . . .. DED ERYDEEEEAE
SPQSSDVEDE . ... ... VED ERYDEEEEAE

STVYMIPGDL GTLQDANNAD DYFNLSTNGA
SPHQSEDEEE PRDGLPEEDG ERYDEDEEAA
SPHQSEDEEE PRDGPLCGEDS ERYDEEEEAA
SPHQSEDEED PRNGPLEEDG ERYDEDEEAA

PEEEDPEEYP FPLTLKQRTG

LKELA K. ..

RDRLNI KSPF SLNHI PK. .

RDRLNI KSPF SLSHVPH. . .
| DNDDDDNDT SAYYEDN. . .
KDRRNI RAPE WPRRASCTSS
KDRRNI RAPE WPRRASCSSS
KDRRNI RAPE WPRRASCTSS

AF433156_1 TLKPVSASVE GNGAAAPKVG TTAPAMGAVR ATTPSGPSPA AATPKVTTYK

AF432915_1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1



AF210699 1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AADA5815
AACT0779

VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SCRBI
UGST_CRYGL
UGST_MANES
UGST_MAI ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU
UGS2_WHEAT
UGS2_SOLTU

TMD895

sl 11393
sl 10945

QSEI 7

43012

PMD544

PHO069

PAB2292

065365

064927

064926

064923

49064

48900

48899

024206

NP_484075

MI 1606

L98347

HI 1360

GYS_NEUCR
GYS_DROMVE
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUMAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T
GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RHI TR
GLGA_AGRTU
gl gA

DR0594

CT798
CAD17393
CAC69955
CAC49811
CAC47425
CAC08537

SPHSSDAEDS . . . . . .. DTA EQVEHENKAW GE. . . . .. ..
2001
GCAAGALTAK HHSDGSLSVR VTAEIRNQLV TL. . ... ...

SGGSKRS. . .

NSVDTSSLST PSEPLSPASS LCGEERN.. . .
TGGSKRSNSV DTGPSSSLST PTEPLSPTSS LGEERN. . . .
TSGSKRNS. V DTATSSSLST PSEPLSPTSS LGEERN. . . .



BS gl gA
BH1085
BAB79770
BAB54020
BAA99156
BAA82346
agq_721
AF433156_1
AF432915_1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AAD45815
AAC70779

VC1726
UGST_WHEAT
UGST_SORBI
UGST_ORYGL
UGST_MANES
UGST_MAI ZE
UGST_ANTMA
UGS4_SOLTU
UGS3_SOLTU
UGS2_\WHEAT
UGS2_SOLTU
TMD895

sl 11393

sl 10945
QUSEl 7
Q3012
PMD544
PH0069
PAB2292
065365
064927
064926
064923
049064
048900
048899
24206

NP 484075
M1 1606
198347

H 1360
GYS_NEUCR
GYS_DROVE
GYS_CAEEL
GYS2_YEAST
GYS2_RAT
GYS2_HUVAN
GYS1_YEAST
GYS1_RABI T



GYS1_MOUSE
GYS1_HUMAN
GLGA RH TR
GLGA_AGRTU
gl gA
DR0594
CT798
CAD17393
CAC69955
CAC49811
CACA7425
CAC08537
BS gl gA
BH1085
BAB79770
BAB54020
BAA99156
BAA82346
aq_721
AF433156_1
AF432915 1
AF395537_1
AF383878_1
AF234163_1
AF210699_1
AF173900_1
AE004643_6
AAL64907
AAK28335
AAF39055
AAD45815
AAC70779
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The detailed catalytic mechanism by which glycosyl-
transferases catalyze the transfer of a glycosyl residue
from a donor sugar to an acceptor is not known.
Through the multiple alignment of all known eukaryotic
glycogen synthases we have found an invariant 17-a-
mino acid stretch enclosed within the most conserved
region of the members of this family. This peptide in-
cludes an E-X-E motif, which is highly conserved in four
families of retaining glycosyltransferases. Site-directed
mutagenesis was performed in human muscle glycogen
synthase to analyze the roles of the two conserved Glu
residues (Glu-510 and Glu-518) of the motif. Proteins
were transiently expressed in COS-1 cells as fusions to
green fluorescence protein. The E510A and E518A mu-
tant proteins retained the ability to translocate from the
nucleus to the cytosol in response to glucose and to bind
to intracellular glycogen. Although the E518A variant
had approximately 6% of the catalytic activity shown by
the green fluorescence protein-human muscle glycogen
synthase fusion protein, the E510A mutation inactivated
the enzyme. These results led us to conclude that the
E-X.,-E motif is part of the active site of eukaryotic gly-
cogen synthases and that both conserved Glu residues
are involved in catalysis. We propose that Glu-510 may
function as the nucleophile and Glu-518 as the general
acid/base catalyst.

Glycosyltransferases and glycosidases catalyze the transfer
of glycosyl residues from a donor sugar to an acceptor. The
acceptor in glycosidases is water, the end result being hydrol-
ysis of the glycoconjugate. For transferases the acceptor mole-
cule is in most cases a growing carbohydrate chain, but it can
also be a protein, a lipid, or a range of other compounds such as
steroids, bilirubin, flavonones, carotenoids, etc., that are mod-
ified by glycosylation (1). Glycosyltransferases can be further
divided into two groups depending on whether they use a
nucleotide phosphosugar (Leloir-type) or an oligosaccharide as
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the glycosyl donor. In all cases, the reaction catalyzed is a
substitution at the anomeric carbon of a sugar moiety and may
occur with retention or inversion of the configuration at this
center. Accordingly, enzymes that catalyze glycosyltransfer can
be divided into retaining or inverting enzymes.

Glycogen synthase (GS)! catalyzes the key step of glycogen
formation. In mammals, two major isoforms of the enzyme
have been described, the muscle isoenzyme (2), which is ex-
pressed in several tissues (3), and the liver form (4), which
appears to be tissue-specific (5). GS plays a crucial role in
glucose metabolism and homeostasis, and its malfunction has
been associated with several metabolic diseases such as diabe-
tes mellitus (6, 7) and glycogen storage disease 0 (8). Mamma-
lian GSs catalyze the transfer of a glucosyl moiety from UDP-
a-glucose to a nascent chain of glycogen through an al—4
linkage. The stereochemistry of the resulting glycosidic bond is
the same as that of the donor sugar nucleotide, thus GS is
classified as a retaining Leloir-type glycosyltransferase. The
stereochemical course of the reaction, analogously to what has
been found for retaining glycosidases (9), determines the pres-
ence of two catalytic amino acids, which allow a double dis-
placement mechanism. According to this model, these two es-
sential residues must be close within the active center of the
enzyme (10, 11).

Although many genes encoding glycosyltransferases have
been sequenced and expressed, no structural information from
x-ray crystallography or high resolution NMR spectroscopy is
available for a retaining glycosyltransferase. The only struc-
tures known to date are those of the B-glucosyltransferase of T4
bacteriophage (12), the hypothetical nucleotide-diphospho-
sugar transferase SpsA from Bacillus subtilis (13), and the
catalytic domain of the bovine pB1,4-galactosyltransferase T1
(14). However, all these enzymes operate with inversion of
configuration at the anomeric carbon and presumably have
different active site geometry.

Almost all the studies of muscle and liver GS have focused on
the covalent and allosteric regulation by hormonal and meta-
bolic stimuli (15-17), and few attempts have been made to
elucidate the catalytic mechanism (18). The aim of this study
was to identify conserved regions and putative catalytic resi-
dues through the comparison of the amino acid sequences of
mammalian GSs with those of other known retaining glycosyl-
transferases. Moreover, using site-directed mutagenesis and
human muscle glycogen synthase (HMGS) as a model, we have

! The abbreviations used are: GS, glycogen synthase; HMGS, human
muscle glycogen synthase; GFP, green fluorescence protein; HCA, hy-
drophobic cluster analysis; DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s me-
dium; FBS, fetal bovine serum; PBS, phosphate-buffered saline; BSA,
bovine serum albumin; Glu 6-P, glucose 6-phosphate; TRITC, tetram-
ethylrhodamine isothiocyanate; NRD1a, nucleotide recognition domain
la; ORF, open reading frame.

This paper is available on line at http://www.jbc.org
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probed the function of two conserved Glu residues in catalysis
by this family of enzymes.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Sequence Retrieval and Analysis—Sequences were retrieved from the
ExPASy or PubMed servers on the Web. The accession numbers
(SWISS-PROT, TrEMBL, or Entrez) of the proteins studied are in-
cluded in the figures below. BLAST and -BLAST (19, 20) were per-
formed at the NCBI. Linear alignments were performed locally using
ClustalW (21). Hydrophobic cluster analysis (HCA) (22) plots were
obtained at the DrawHCA server. The secondary structure predictions
were performed at the Jpred server (23). The classification of glycosyl-
transferases by Campbell et al. (24, 25) is accessible on the Web also.

Site-directed Mutagenesis—The plasmid pEGFP-HMGS (26), which
encodes the fusion protein GFP-HMGS, was used as a template. The
mutations in the coding sequence of HMGS were created using the
QuikChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene). The E510A
mutation was generated with the oligonucleotide CCTCCTACTAT-
GcGCCaTGGGGCTACAC (the changed positions are in lowercase) and
its inverse complementary oligonucleotide, which introduced an Ncol
restriction site (shown wunderlined) for diagnostic purposes. Similarly,
the pEGFP-HMGS (E518A) plasmid was built with the oligonucleotide
CACACCGGCTGcaTGCACGGTTATG and its exact complement, which
introduced an Sphl restriction site. The mutant plasmids were purified
by anion-exchange chromatography (Plasmid Maxi Kit, Qiagen), and
the regions encoding the fusion proteins were sequenced in their en-
tirety, using the ABI-PRISM DNA sequencing kit and the ABI-PRISM
377 automatic DNA sequencer (PE Applied Biosystems), to rule out
spurious mutations.

Cell Culture and Transfection—COS-1 cells (ATCC no. CRL-1650)
were grown on 60-mm dishes (for biochemical assays and immunoblots)
or on glass coverslips inside 35-mm dishes (for confocal microscopy
analysis) in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Whittaker),
supplemented with 25 mwm glucose, 10% fetal bovine serum (FBS; Bio-
logical Industries), and penicillin/streptomycin (Roche Molecular Bio-
chemicals). Cells cultured onto 60-mm dishes were transfected using
625 pg of DEAE-dextran (Sigma), 0.5 wmol of cloroquine (Sigma), and
10 pg of plasmid DNA per dish in DMEM. After a 4-h incubation, cells
were treated for 2 min in DMEM containing 10% dimethyl sulfoxide
(Sigma) and 10% FBS. They were then washed with DMEM plus 10%
FBS and maintained in this medium. Cells grown on coverslips were
transfected at 70—80% of confluence using 4 pg of liposome suspension
Clonfectin (CLONTECH) and 4 ug of plasmid DNA per 35-mm dish
following the manufacturer’s instructions. After transfection (4-5 h) at
37 °C in humidified 5% C0,:95% air, cells were washed in phosphate-
buffered saline (PBS) and incubated in DMEM supplemented with 25
mM glucose and 10% FBS. Experiments were performed 4852 h after
transfection. Cells were preincubated overnight in DMEM without glu-
cose, and on the day of the experiment they were incubated in DMEM
with or without 30 mm glucose for 4 h. At the end of the incubation, cells
grown on 60-mm dishes were rinsed twice with PBS and frozen in liquid
nitrogen. Cells grown on coverslips were fixed for 20 min at room
temperature in PBS containing 4% paraformaldehyde (Fluka) and
washed several times with PBS. Alternatively, cells were permeabilized
with digitonin (5 ug/ml) in a buffer containing 300 mm saccharose, 3 mm
Hepes, 5 mm MgCl, (Merck), 2 mm dithiothreitol (Sigma) for 8 min and
were treated or not at 37 °C with a-amylase (22 units/ml, Sigma) and 1
mM CaCl,, in PBS for 30 min. Finally, cells were fixed with paraform-
aldehyde as described.

Immunocytochemistry—Coverslips were rinsed three times with
PBS, and cells that had not been treated with digitonin were perme-
abilized for 20 min with PBS containing 0.2% Triton X-100 (Sigma) and
blocked for 10 min with PBS containing 0.2% Triton X-100 and 3%
bovine serum albumina (BSA; Sigma). Alternatively, before blocking,
cells were treated for 30 min at 37 °C with a-amylase (22 units/ml,
Sigma) and 1 mm CaCl, in PBS. A monoclonal IgM antibody against
glycogen, a generous gift from Dr. Otto Baba (27), was diluted in PBS
containing 3% BSA and applied to the cells for 45 min at room temper-
ature. Coverslips were then washed several times with PBS and sub-
jected to incubation with a tetramethylrhodamine (TRITC)-conjugated
goat anti-mouse IgM secondary antibody (Chemicon) for 30 min. Fi-
nally, coverslips were washed, air-dried, and mounted onto glass slides
using the Immuno Fluore mounting medium (ICN Biomedicals, Inc.).

Confocal Microscopy—Fluorescence images were obtained with a
Leica TCS 4D (Leica Lasertechnik, Heidelberg, Germany) confocal
scanning laser microscope adapted to an inverted Leitz DMIRBE mi-
croscope and 63X (numerical aperture 1.4 oil) Leitz Plan-Apo objective.
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The light source was an argon/krypton laser (75 milliwatts). Green
fluorescence from GFP and GFP recombinants was excited with the
laser at 488 nm; red fluorescence of the TRITC secondary antibody was
excited at 550 nm. Optical sections (0.1 um) were obtained.

Glycogen Synthase Activity Assays and Glycogen Content—For the
measurement of glycogen content, cell monolayers were scraped into
30% KOH, and the extract was then boiled for 15 min and centrifuged
at 5000 X g for 15 min. Glycogen was measured in the cleared super-
natants as described (28). To determine GS activity, frozen cell mono-
layers from the 60-mm diameter plates were scraped using a homoge-
nization buffer that consisted of 10 mm Tris-HCI (pH 7.0), 150 mMm KF,
15 mMm EDTA, 15 mM 2-mercaptoethanol, 10 ug/ml leupeptin, 1 mm
benzamidine, and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride. Cell bursting
was caused by sonication. Protein concentration was measured as de-
scribed by Bradford (29) using the Bio-Rad protein assay reagent. GS
activity was measured in the presence or absence of 6.6 mM Glu 6-P as
described (30). The activity measured in the absence of Glu 6-P repre-
sents the active form of the enzyme (I or a form), whereas the activity
tested in the presence of 6.6 mM Glu 6-P is a measure of total activity.
The ratio of these two activities is an estimate of the activation state of
the enzyme.

Electrophoresis and Immunoblotting—Samples from activity assays
were boiled for 2 min with gel loading buffer 5X containing 250 mMm
Tris-HCI1 (pH 6.8), 1 mM dithiothreitol, 10% SDS, 0.5% bromphenol
blue, and 50% glycerol. Electrophoresis was performed in a 10% SDS-
polyacrylamide gel as described by Laemmli (31) in a Mini-Protean II
cell (Bio-Rad) at 200 V, until the bromphenol blue dye front reached the
end of the gel. Electrotransfer of proteins from the gel to nitrocellulose
(Protran; Schleicher & Schuell) was performed at room temperature for
1 h at 100 V (constant) in a Bio-Rad miniature transfer apparatus, as
described by Towbin et al. (32). Nitrocellulose blots were incubated at
room temperature in blocking buffer (3% BSA, 0.05% Tween 20 (Sigma)
in PBS) for 1 h, then with a rabbit antibody against GFP (CLONTECH)
for 1 h, and finally with a secondary goat anti-rabbit horseradish
peroxidase antibody for 45 min. Immunoreactive bands were visualized
on Hyperfilm (Amersham Pharmacia Biotech) films exposed to the
membrane after incubation with ECL reagent (Amersham Pharmacia
Biotech).

RESULTS

Sequence Analysis—A linear multiple alignment of all
known eukaryotic GSs (human muscle (2) and liver (33), rabbit
muscle (34), rat liver (4), mouse muscle? and brain (36), Dro-
sophila melanogaster® and Caenorhabditis elegans (38) open
reading frames, Neurospora crassa*, and Saccharomyces cer-
evisiae isoforms 1 (40) and 2 (41); not shown) revealed a 17-
amino acid stretch with the sequence *°’SYYEPWGYTPAE-
CTVMG®?® (the numbering corresponds to the HMGS
sequence), which is strictly conserved and is enclosed within
the region where homology among the members of this family
is greatest. y-BLAST searches using this 17-amino acid peptide
showed that an E-X-E motif (two Glu residues separated by
seven amino acids) is conserved among other glycosyltrans-
ferases that act with retention of the configuration at the
reaction center. A similar E-X,-E motif was described previ-
ously in a family of retaining bacterial a-mannosyltransferases
(42). Through the multiple alignment of related glycosyltrans-
ferases different to eukaryotic GSs, Kapitonov and Yu (43)
identified a conserved fragment, arbitrarily named nucleotide
recognition domain la (NRD1la), which was characterized by
the presence of two conserved Glu residues separated by seven
amino acids.

Campbell et al. (24, 25) have classified glycosyltransferases
in terms of sequence similarity and the retention or inversion of
the configuration at the anomeric carbon of the transferred
sugar. Among the 43 families described, only 10 are known to

2 M. F. Seldin, Z. Xue, J. M. Rochelle, R. Debry, and R. Surwit, direct
submission to the GenBank®™, Accession number AAD09457.

3 Automatic genome annotation at the Celera Jamboree
(FBrf0126705). FlyBase (1999).

4R. de Paula, H. F. Terenzi, and M. C. Bertolini, direct submission to
the EMBL/GenBank™/DDBJ, Accession number 093869.
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Family Name Accessionnumber

3 ORF Y46G5A.31 (526) E CAB603731

3 ORF CG6904 (516) o ARF55132°1

3 UGS1 HUMAN {505) o P13807°

3 093869 (495) B 0938697

3 UGS1_YEAST (504) E P23337°

4 VIPC_SALTI (477) R 004975%

4 ORF RFO0045 (302) lilt'- E ARBS91182°

4 GPI3_YEARST (284) LT P32363:

4 SPS_MAIZE (586) e P31927%

4 SUS1 MAIZE (665) E YUZMS®

5 P78852  (1521) P78852%

5 ORF PAB2292 (334) CAB43000

5 GLGA_ECOLI (372) P08323°

5 048885 (628) 0488997

5 BARS2346 (477) BARS2346°
15 KRE2 CANAL (341) 0003107
15 KRE2 YERST (352) pP27809°
15 YUR1_YEAST (336) P26725°
15 KTR3_YEAST (318) P38130°
15 060160 (302) 060160°

Consensus HPSYYEPWGKXPVESIXXGL

Fic. 1. Multiple sequence alignment of deduced amino acid sequences of selected glycosyltransferases. The alignment was performed
using ClustalW and a blosum62mt matrix. Sequences were retrieved from the Entrez-protein server (NCBI) (superscript 1) or Swiss Protein/
TrEMBL (superscript 2) data bases. The glycosyltransferase families, according to the classification of Campbell et al. (24, 25), are indicated on the
left and the accession numbers are shown on the right. The first aligned amino acid of each protein is indicated between brackets. The invariant
Glu residue is shown on a black background and the conserved homologous residues on a gray background. ORF Y46G5A.31: putative glycogen
synthase from C. elegans; ORF CG6904: putative glycogen synthase from D. melanogaster; UGS1_HUMAN: human muscle glycogen synthase;
093869: glycogen synthase from N. crassa; UGS1_YEAST: glycogen synthase isoform 1 from S. cerevisiae; VIPC_SALTI: VI polysaccharide
biosynthesis protein VIPC/TVIE from Salmonella typhi; ORF AF0045: putative mannosyltransferase A from Archaeoglobus fulgidus; GPI3 YEAST:
N-acetylglucosaminyl-phosphatidylinositol biosynthetic protein from S. cerevisiae; SPS MAIZE: maize sucrose-phosphate synthase; SUS1 MAIZE:
maize sucrose synthase 1; P78852: putative cell wall a-glucan synthase Ags1 from Schizosaccharomyces pombe; ORF PAB2292: putative glycogen
synthase from Pyrococcus abysii; GLGA_ECOLI: glycogen synthase from E. coli; 048899: maize starch synthase isoform zSTSII-1; BAA82346:
granule-bound starch synthase I from Phaseolus vulgaris; KRE2_ CANAL: glycolipid 2-a-mannosyltransferase MNT1 or KRE2 from Candida
albicans; KRE2 YEAST: glycolipid 2-a-mannosyltransferase MNT1 or KRE2 from S. cerevisiae; YUR1_YEAST: probable mannosyltransferase
YURI1 from S. cerevisiae; KTR3 YEAST: probable mannosyltransferase KTR3 from S. cerevisiae; 060160: putative 2-a-mannosyltransferase (locus

SPBC19C7) from S. pombe.

operate via a retaining mechanism (families 3, 4, 5, 6, 8, 15, 20,
32, 34, and 35), 25 are inverting transferases, whereas for the
remaining 8 families the stereochemical course of the reaction
is unknown. All eukaryotic GSs fall into family 3, whereas the
NRD1a enzymes described by Kapitonov and Yu (43) and those
analyzed by Geremia et al. (42) belong to family 4 of Campbell’s
classification. Here we have extended the analysis to all the
glycosyltransferase families that operate with retaining or un-
known stereochemistry.

First, six to ten arbitrarily chosen sequences of each family
were retrieved from the NCBI or Swiss Protein/TrEMBL data
bases and were aligned by families using the ClustalW algo-
rithm. The most conserved regions were then screened for the
presence of a stretch similar to the E-X,-E motif, which was
detected in four of the ten retaining families (3, 4, 5, and 15),
whereas none of the families with unknown stereochemistry
apparently possessed such a consensus sequence. The proposed
multiple linear alignment of this fragment from representative
members of families 3, 4, 5, and 15 is shown in Fig. 1. Although
the overall identity among these sequences is very low, only the
first Glu residue of the E-X,-E motif (which corresponds to
Glu-510 in the HMGS sequence) is invariant, similarity is
much higher (~70%). Two characteristic features of this motif,
which are highly conserved among all the proteins analyzed,
are the presence of aromatic residues at positions —1 and +2
from the invariant Glu residue and two almost invariant Gly
residues at positions +3 and +13. The second conserved Glu
residue in family 3 (Glu-518 in HMGS) is also present in all the
members of family 4, whereas all the enzymes analyzed from
family 15 possess a His residue in this position. Finally, this
site is more variable in the members of family 5, being occupied
by Glu, Tyr, or His residues.

To further assess the significance of this similarity, we per-
formed hydrophobic cluster analysis (HCA) and secondary
structure prediction of a 60-amino acid peptide spanning the
E-X,-E motif on a set of representative proteins of the afore-
mentioned families (Fig. 2). Again, a number of features are
conserved among the proteins analyzed, thus supporting the
hypothesis that these four families are related. Both the shape
of the hydrophobic clusters in the HCA profiles and secondary
structure prediction anticipated the presence of an a-helix
12-15 amino acids before the E-X,-E stretch. Both methods
predicted two B-sheets, located 5-7 amino acids and 20-30
amino acids after this motif, respectively. Additionally, the
profiles of the hydrophobic clusters just before the first Glu
residue are compatible with a B-sheet, which is found by sec-
ondary structure prediction in all cases but one. These obser-
vations indicate that these proteins presumably present simi-
larities at the level of secondary structure in the region
encompassing the E-X-E motif and further suggest that the
invariant Glu residue plays an essential role in the enzymatic
activity of this class of enzymes. Although the second Glu of the
motif is not strictly conserved, it must be noted that in all cases
the amino acid that occupies this position can hypothetically
act as a proton donor/acceptor.

The GFP-HMGS Fusion Protein Is Catalytically Active—One
way to show that a given amino acid residue of an enzyme is
essential for catalysis consists of mutating this particular
amino acid and verifying that the mutant enzyme has a greatly
decreased or null activity. This approach requires the use of a
recombinant expression system that permits the production of
active enzyme. Owing to the difficulties in obtaining reasonable
amounts of soluble and active muscle GS by overexpression of
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SUS1_MAIZE

Fic. 2. HCA alignment of the region
spanning the E-X-E motif. The HCA
plots of a 60-amino acid peptide spanning
the E-X;-E motif are presented for one
protein of each glycosyltransferase family
analyzed. The regions showing similarity
at the HCA level are boxed. Circles indi-
cate the conserved residues of the motif.
The protein sequences are written on a
duplicated a-helical net, and the contour
of clusters of hydrophobic residues is au-
tomatically drawn. The standard one-let-
ter code for amino acids is used except for
proline, glycine, serine, and threonine,
which are represented by solid star, solid
diamond, dotted square, and blank
square, respectively. The secondary struc-
ture predicted by the JnetPret algorithm
is shown below the HCA plot for each
protein as a bar for an a-helix and an
arrow for a B-sheet. SUS1 MAIZE: maize
sucrose synthase 1; UGS1_HUMAN: hu-
man muscle glycogen synthase; GLGA
ECOLI: glycogen synthase from E. coli;
KRE2_CANAL: glycolipid 2-a-mannosyl-
transferase MNT1 or KRE2 from C.
albicans.

KRE2_CANAL

the protein in Escherichia coli (44),° we decided to use eukary-
otic cells to express the chimerical protein constructed by fus-
ing the green fluorescent protein (GFP) at the N-terminal end
of HMGS. This system enables the ready observation of the
intracellular localization of the GFP-HMGS chimera and thus
represents an adequate means to verify the overall structural
integrity of inactive mutants.

5J. C. Ferrer and J. J. Guinovart, unpublished results.

UGS1_HUMAN

GLGA_ECOLI

850 660 670 680

40 500 510 520 530 540 550
* | | 1 1 | 1 |
N RILZF *
D E @\Y) Qﬁ 0 T
D2 ¢ v
Y L
% @é H
E A A R
D . ‘E® v
C o ; 'E M
WD

360 370 380 390 400 410
1

320 330 340
|
A2
Ao
* 0
[ E

/
LR

i

To study whether the GFP-HMGS fusion protein was cata-
lytically active, COS-1 cells were transiently transfected with
the pEGFP-C1 and pEGFP-HMGS plasmids, and homogenates
from these cultures were assayed for GS activity. GFP-express-
ing COS-1 cells displayed endogenous GS activity, but total GS
activity of cells overexpressing GFP-HMGS was approximately
8-fold that of control cells (Table I). Roach and co-workers
obtained similar results when rabbit muscle GS was tran-
siently expressed in COS M9 cells (45). The activity ratio of
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TABLE 1

Total GS activity in GFP and GFP-HMGS-expressing COS-1 cells

COS-1 cells were transfected following the DEAE-dextran method
and were incubated for 42 h in DMEM supplemented with 25 mm
glucose and 10% FBS to allow for protein expression. Cells overexpress-
ing the indicated protein were then collected, and total GS activity was
measured, as indicated under “Experimental Procedures.” Data repre-
sent the mean = S.E. for five independent experiments.

Total glycogen synthase activity

milliunits/mg of protein

GFP 12.6 = 2.7
GFP-HMGS 971179
GFP-HMGS (E510A) 11.8 = 4.2
GFP-HMGS (E518A) 174 =28

GFP-HMGS expressed in COS-1 cells increased from 0.13 *
0.05, when determined in homogenates from cells incubated in
a glucose-free medium, to 0.22 = 0.09 in cells kept in the
presence of 30 mm glucose for 4 h. This result further suggests
that the fusion of GFP at the N terminus of HMGS does not
significantly interfere with the normal function of the enzyme.

The GFP-HMGS Fusion Protein Binds to Intracellular Gly-
cogen—In previous studies we have shown that the intracellu-
lar distribution of GFP-HMGS is dependent on the presence of
glucose in the incubation medium. Thus, in the absence of
glucose GFP-HMGS was concentrated in the nucleus and
translocated to the cytosol in response to the presence of the
sugar. In both compartments, the fusion protein showed a
particulate pattern, and the size and the apparent complexity
of the particles in the cytosol increased as incubation with
glucose was prolonged (26), suggesting that most of the GFP-
HMGS fusion protein was bound to glycogen particles. To test
this hypothesis, immunocytochemical experiments were per-
formed using a monoclonal antibody that has been shown to
specifically bind to glycogen from chondrocytes, hepatocytes,
and muscle cells, as well as to purified glycogen (27). First, we
checked the ability of this antibody to bind to glycogen particles
produced by COS-1 endogenous GS. Cells were transfected
with the pEGFP-C1 vector and were incubated in a glucose-free
medium. In these conditions COS-1 cultures stored negligible
amounts of glycogen, and no immunofluorescence arising from
the anti-glycogen antibody could be detected (Fig. 3A). In con-
trast, cells incubated for 4 h in a medium containing 30 mm
glucose accumulated 170 = 10 g of glycogen/mg of protein and
showed a clear punctuate pattern in the confocal image, which
was attributable to glycogen labeling (Fig. 3B). Furthermore,
treatment of these cells with a-amylase after paraformalde-
hyde fixation and permeabilization completely abolished the
fluorescence signal (not shown), thus confirming the specificity
of the anti-glycogen antibody. This experiment also showed
that the intracellular distribution of GFP was insensitive to the
presence of glucose in the incubation medium and to the accu-
mulation of glycogen (Fig. 3).

In another set of experiments, COS-1 cells were transfected
with the pPEGFP-HMGS plasmid and were also immunostained
with the anti-glycogen antibody. In the absence of glucose,
transfected cells did not accumulate measurable amounts of
glycogen and no fluorescent signal arising from glycogen im-
munolabeling was detected (not shown). As previously reported
(26), in these conditions green fluorescence from GFP-HMGS
was mainly found in the nucleus (not shown). After a 4-h
incubation with 30 mm glucose, GFP-HMGS was almost exclu-
sively found in the cytosol, mostly as round-shaped aggregates
(Fig. 4, A and D). Surprisingly, the number of specks that were
immunolabeled with the glycogen antibody was much lower in
cells overexpressing GFP-HMGS than in non-transfected cells
of the same preparation (Fig. 4, B and E). The percentage of
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transfection achieved in these experiments was always higher
than 70%, and transfected and non-transfected COS-1 cultures,
when incubated for 4 h with 30 mm glucose, reached similar
levels of glycogen (170 = 10 pg of glycogen/mg of protein).
Therefore, the decreased glycogen immunolabeling could not be
attributed to the accumulation of lower amounts of the polysac-
charide in the GFP-HMGS-expressing cultures. Rather, this
finding suggests that the overexpressed fusion protein blocked
the access of the antibody to glycogen particles. This hypothesis
was supported by the observation that some very large GFP-
HMGS aggregates, which were occasionally produced (Fig. 4D),
were also immunolabeled with the glycogen antibody (Fig. 4E).
However, the red fluorescence attributable to glycogen staining
was mainly found in the center of the large round-shaped
aggregates, whereas the green fluorescence from GFP-HMGS
was concentrated in the perimeter, and both labels appeared to
be mutually exclusive over the same particle (Fig. 4F).

To further corroborate the association between the GFP-
HMGS fusion protein and intracellular glycogen, COS-1 cells
transiently expressing GFP or GFP-HMGS were incubated in
the presence of 30 mm glucose for 4 h and were permeabilized
with digitonin before fixation and observation in the confocal
microscope. This treatment was effective in releasing soluble
proteins, as shown by the removal of GFP. However, in GFP-
HMGS-expressing cells the fusion protein was not completely
released by this treatment and the removal of GFP-HMGS was
only achieved when digitonin-permeabilized cells were incu-
bated with a-amylase to degrade glycogen before fixation (not
shown). We conclude that the particulate pattern shown by the
GFP-HMGS chimera is due to its close association with the
glycogen particles produced when COS-1 cells are incubated in
the presence of glucose.

Characterization of the GFP-HMGS (E510A) and GFP-
HMGS (E518A) Mutant Proteins—To test the roles of Glu-510
and Glu-518 in the catalytic activity of HMGS, these two res-
idues were mutated to Ala in the plasmid pEGFP-HMGS and
the resulting mutant proteins were transiently expressed in
COS-1 cells. Homogenates from these cultures were analyzed
by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and immunoblot-
ting, using an anti-GFP antibody. The mutant proteins exhib-
ited the expected molecular mass of ~110 kDa and were ex-
pressed at similar levels to the wild-type protein (Fig. 5). The
integrity of the GFP-HMGS (E510A) and GFP-HMGS (E518A)
proteins was further confirmed by confocal microscopy analysis
of their intracellular distribution in transiently transfected
COS-1, hepatocytes, and L6 myoblasts. In each cell type and in
both the presence and absence of glucose in the incubation
media, the two mutant enzymes exhibited an identical distri-
bution to that of GFP-HMGS (not shown). The size and the
shape of the aggregates produced by the mutant proteins in the
presence of glucose were very similar to those of the wild-type
fusion enzyme. Moreover, glycogen immunolabeling of COS-1
cells was also partially blocked by the overexpression of both
GFP-HMGS (E510A) and GFP-HMGS (E518A). The observa-
tion that the mutant proteins retained the ability to change
their intracellular localization in response to glucose and to
bind to glycogen strongly suggested that the mutations did not
affect the overall structural integrity of the enzyme. Thus,
changes in the activity of the mutants can be directly attrib-
uted to local disturbances at the active site machinery.

Detailed kinetic studies of the recombinant enzymes were
prevented by the presence of endogenous GS activity. However,
homogenates from COS-1 cells transiently expressing the wild-
type and the mutant chimerical proteins were assayed for total
GS activity. GFP-HMGS (E518A)-expressing cultures showed a
slightly higher total GS activity than GFP-expressing cells
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Fic. 3. Glycogen immunostaining of GFP-expressing COS-1 cells. Representative confocal images of COS-1 cells transiently transfected
with the pEGFP-C1 vector. Cells were fixed in paraformaldehyde (48—52 h after transfection), permeabilized with Triton X-100, and incubated with
a monoclonal IgM anti-glycogen antibody and a TRITC conjugated secondary antibody as described under “Experimental Procedures.” Both panels
show the overlapped images of the GFP and TRITC fluorescence. In A, cells were incubated in DMEM without glucose and no immunofluorescence
from glycogen particles can be detected. B, red fluorescence arising from glycogen granules in transfected COS-1 cells that were incubated for 4 h
in DMEM containing 30 mM glucose. There is no redistribution of GFP from A to B, indicating that the subcellular localization of this protein is
insensitive to the addition of glucose to the incubation medium or to the presence of glycogen particles in the interior of the cells. The scale bar
indicates 10 wm.

Fic. 4. Glycogen immunostaining of GFP-HMGS-expressing COS-1 cells. Representative confocal images of COS-1 cells transiently
transfected with the pEGFP-HMGS vector. After transfection (48—52 h), cells were incubated for 4 h in DMEM containing 30 mm glucose, fixed
in paraformaldehyde, permeabilized with Triton X-100, and incubated with a monoclonal IgM anti-glycogen antibody and a TRITC-conjugated
secondary antibody as described under “Experimental Procedures.” A and D show the green fluorescence from GFP-HMGS, B and E show the red
fluorescence from TRITC-labeled glycogen, and C and F' show the overlapped images. Asterisks (C and F) indicate the position of the nuclei. Open
arrows (F) point to the large crown-shaped GFP-HMGS aggregates, which are also labeled with the anti-glycogen antibody. The scale bar indicates
10 pm.

(Table 1), indicating that the E518A mutant retained approxi-
mately 6% of the activity shown by the wild-type GFP-HMGS
enzyme in the conditions of the assay. This small increase in
GS activity over the control was consistently observed in all the
individual experiments performed. In contrast, homogenates
from cells expressing the E510A variant of HMGS did not
exhibit a significant difference in activity when compared with
control cells. We conclude that both Glu residues are involved
in catalysis: Glu-510 is a critical residue, whereas Glu-518
plays a more secondary role.

site of eukaryotic GSs, using HMGS as a model. We have taken
advantage of the classification of glycosyltransferases into 43
families proposed by Campbell et al. (24, 25), according to
sequence similarity and the stereochemical course of the reac-
tion. Through the use of BLAST searches and multiple align-
ments we have found an E-X;-E motif that is highly conserved
among the members of families 3, 4, 5, and 15 of glycosyltrans-
ferases, all of which operate with retention of configuration at
the anomeric carbon. Hydrophobic cluster analysis and second-
ary structure prediction of this region supported the hypothesis

DISCUSSION

In this study we have combined bioinformatic and experi-
mental techniques to identify two Glu residues at the active

that these four families are related. In eukaryotic GSs, all
belonging to family 3, this motif'is enclosed within an invariant
17-amino acid stretch found roughly in the last third of the
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Fic. 5. Immunodetection of GFP-HMGS fusion proteins ex-
pressed in COS-1 cells. COS-1 cells were transiently transfected with
the pEGFP-HMGS, pEGFP-HMGS (E510A), and pEGFP-HMGS
(E518A) vectors. After transfection (48 h), aliquots from cell homoge-
nates containing 10 g of total protein were subjected to SDS-polyacryl-
amide electrophoresis on a 10% gel and transferred to a nitrocellulose
membrane. Immunoblotting with a rabbit anti-GFP polyclonal antibody
and a horseradish peroxidase-linked anti-rabbit antibody was per-
formed as described under “Experimental Procedures.” As shown, the
mutant proteins were expressed in comparable amounts to the wild-
type fusion enzyme and moved similarly in the gel, indicating no gross
rearrangement due to the mutations.

corresponding coding sequences and in the region where these
proteins exhibit the largest degree of similarity. This conserved
core region has previously been assumed to contain the cata-
lytic site, in contrast to the more variable N and C termini,
which harbor the phosphorylation sites that regulate the en-
zyme activity (4).

The functional role of Glu-510 and Glu-518 in the E-X;-E
motif of HMGS was probed by site-directed mutagenesis. The
wild-type enzyme and two single point mutants, in which the
conserved Glu residues were replaced by Ala, were transiently
expressed in COS-1 cells as fusions to GFP. The structural
integrity of the chimerical mutant proteins was shown in sev-
eral ways. They were expressed to similar levels and showed
the same molecular mass as the wild-type. The variant proteins
retained the ability to concentrate in the nuclear compartment
in the absence of glucose and translocate to the cytosol when
the monosaccharide was added (26). Finally, they were able to
bind to intracellular glycogen, as the wild-type enzyme. How-
ever, the E518A mutant retained approximately 6% of the
activity shown by the GFP-HMGS fusion protein, whereas the
E510A had undetectable activity. This finding indicates that
the catalytic mechanism of HMGS has been impaired by the
mutations.

Assuming that highly conserved regions in enzymes contain
crucial residues for catalytic activity, the E-X,;-E motif must be
involved either in substrate recognition and binding or in ca-
talysis. However, considering the large variety of glycosyl do-
nors (GDP-mannose, ADP- and UDP-glucose, UDP-galactose,
UDP-N-acetylglucosamine, etc.) and acceptors (mono- and po-
lysaccharides, glycolipids, glycoproteins, etc.) used by the pro-
teins of families 3, 4, 5, and 15, only the active site would be
clearly conserved in all of them. The observation that both
mutant forms of GFP-HMGS bound to glycogen was also an
indication that the glycogen-binding site of the enzyme was not
significantly disturbed by the single point mutations. Addition-
ally, Lys-38 of the rabbit muscle GS has been implicated in
UDP-glucose binding, suggesting that this substrate binds to
the N-terminal half of the enzyme (18). It is therefore reason-
able to assume that Glu-510 and Glu-518 are part of the HMGS
active site machinery, and by analogy, the corresponding resi-
dues of other eukaryotic GSs play an identical role. The same
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may be true for the glycosyltransferases from families 4, 5, and
15 of Campbell’s classification, although in these cases, exper-
imental confirmation would be required. This type of evidence
has been obtained for Ace-A (35, 46), an a-mannosyltransferase
that belongs to family 4. Geremia et al. (42) found an E-X-E
motif similar to that described here in a group of prokaryotic
a-mannosyltransferases and proposed that both conserved Glu
residues were important for catalysis. The replacement by Ala
residues of Glu-287 or Glu-295 in Ace-A (equivalent to Glu-510
and Glu-518 in HMGS, respectively) led to the same changes in
enzymatic activity as those observed in HMGS. The E287A
variant was inactive, whereas Ace-A (E295A) showed very little
activity.® Very recently, Nichols et al. (37) have shown that
Glu-391 of maize starch synthase IIb-2, a glycosyltransferase
from family 5, is essential for activity. According to our align-
ments, this residue corresponds to the indispensable Glu-510
in HMGS.

Enzymatic reactions that involve the substitution of a group
at an asymmetric carbon atom and yield a product with the
same configuration as the substrate generally operate by two
successive displacements on the asymmetric carbon (10). In
retaining glycosidases, the first step involves the formation of
an inverted substrate-enzyme intermediate through the coor-
dinated attack of a nucleophile at the sugar anomeric center
and the protonation of the glycosidic oxygen by a residue acting
as a general acid catalyst. In the second step, the latter pro-
vides general base catalytic assistance and deprotonates a wa-
ter molecule, which in turn attacks the anomeric carbon once
again, thus yielding the final product. Through site-directed
mutagenesis and kinetic analysis of the mutants, the catalytic
residues of several retaining glycosidases, always Asp or Glu
residues, have been identified and their respective roles as-
signed (39). Mutant enzymes in which the nucleophile has been
replaced by an Ala residue are essentially inactive. When the
acid/base catalytic residue is eliminated, the resulting protein
retains some activity with very good substrates, i.e. those bear-
ing good leaving groups. In this situation, protonation of the
leaving group is not crucial for catalysis (39).

Kapitonov and Yu described a domain (NRD1w), present in
several members of the glycosyltransferases of family 4 differ-
ent from the a-mannosyltransferases analyzed by Geremia et
al. (42), which also contained an E-X,;-E segment. The authors
arbitrarily proposed, by analogy with the mechanism of retain-
ing glycosidases, that the first conserved Glu residue was be
the general acid/base catalyst, while the second one acted as
the nucleophile (43). However, these assumptions were not
supported experimentally.

Our results argue against the roles assigned to the two
conserved Glu residues by Kapitonov and Yu. First, the se-
quence comparisons with selected glycosyltransferases show
that, although the first Glu residue of the motif is invariant,
the second Glu is more variable and therefore better fits the
secondary role of the acid/base catalyst. It has to be noted that,
in all the enzymes analyzed in this study, the second residue is
always an amino acid whose lateral chain can putatively act as
a proton donor/acceptor. Second, the E510A mutation in HMGS
completely inactivates the enzyme, whereas the E518A mutant
maintains some residual activity. The glycosyl donor in the
synthesis of glycogen is UDP-glucose. The chemical nature of
UDP dictates that this moiety can act as a good leaving group
even when it is not protonated and thus the glycogenic reaction
might still proceed at a measurable rate in the absence of an
acid catalyst. Our results are consistent with Glu-510 being the

6 P. Abdian, A. C. Lellouch, C. Gautier, D. U. Ferreiro, L. Ielpi, and
R. A. Geremia, submitted for publication.
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fundamental nucleophile and with Glu-518 providing impor-
tant but not essential catalytic assistance, possibly as the gen-
eral acid/base catalyst. Further experiments are in progress to
determine the exact roles of both conserved Glu residues of the
E-X-E motif in the catalysis by GS.
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