Влияние мутаций N202Q и S286A белка Bgl2p на его секрецию и закрепление в клеточной стенке дрожжей Saccharomyces cerevisiae.
Сабирзянов Фанис Альбертович
(МГУ им. М.В. Ломоносова, Россия, Москва, biophoenix@mail.ru)
Глюкантрансфераза Bgl2p является одним из основных ферментов участвующих в ремоделлинге глюканового компонента клеточной стенки (КС) дрожжей и очень прочно нековалентно закрепляется в КС дрожжей [1]. Белок Bgl2p дрожжей Saccharomyces cerevisiae, как и его ортологи в других дрожжах, меняют свою электрофоретическую подвижность при обработке эндогликозидазой H или PNGазой F и по видимому N-гликозилирован по одному из двух потенциальных сайтов N-гликозилирования (N202 и N284). Две разные группы исследователей с применением разных методов получили противоречивые данные [2,3]. Мы получили штаммы несущие ген BGL2 дикого типа и с мутациями по двум потенциальным сайтам N-гликозилирования. Мутация N202Q, привела к изменению молекулярной массы, которая соответствует негликозилированному белку. При мутации S286A, изменения молекулярной массы белка не произошло. Видимо специфичное N-гликозилирование белка Bgl2p только по остатку N202, который по результатам биоинформатического анализа оказался консервативным среди ортологов Bgl2p в классе Saccharomycotina и некоторых других представителей отдела Ascomycota, имеет важную роль. Эти мутации на количество внутриклеточного Bgl2p по сравнению с диким типом повлияли не сильно. Оба мутантных варианта оказались способны прочно закрепляться в КС подобно белку Bgl2p дикого типа. Однако, при мутации N202Q до КС доходило заметно большее количество белка, основная часть которого не могла прочно закрепиться в КС и отмывалась при инкубации в 1% растворе SDS. Вероятно, белок Bgl2p должен проходить контроль на правильность сворачивания и при отсутствии N-гликозида этот контроль нарушается и секретируются все популяции молекул  Bgl2p, включая неправильно свернувшиеся. Также было замечено, кроме основной полосы белка во внутриклеточной фракции присутствует минорная, на 2-3 кДа большей молекулярной массой в перпаратах дикого типа и с мутацией N202Q. Предположение о  N-гликозилировании по второму сайту минорного вариант белка после обработки эндогликозидазой H не подтвердилось, и видимо эта полоса соответствует О-гликозилированной по аминокислотам близко ко второму потенциальному сайту N-гликозилирования. Суммируя все выше изложенное, можно сделать вывод, что N-гликозилирование влият на контроль качества белка Bgl2p, его закрепление в КС.
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