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RESUMEN 

La glicosilación de proteínas es la modificación postraduccional más abundante en las 

células. La biosíntesis de glicanos, a diferencia de la síntesis de ADN, se lleva a cabo de 

manera independiente de un templado. Los mecanismos que controlan y resguardan la 

fidelidad de los glicanos aún son poco conocidos. El objetivo general de esta tesis es 

contribuir al conocimiento de los mecanismos de regulación de glicosiltransferasas que 

inician la biosíntesis de glicanos de tipo O-GalNAc. La glicosilación de tipo O-GalNAc es 

iniciada por la familia de polipeptidil N-acetilgalactosaminil transferasas (ppGalNAc-Ts) 

constituída por 20 miembros, los cuales incorporan un residuo de N-acetilgalactosamina 

sobre residuos serina/treonina (αGalNAc-Ser/Thr) de un polipéptido aceptor. Estas 

glicosiltransferasas son proteínas de membrana tipo II que presentan en su porción 

luminal un dominio catalítico y en el extremo carboxilo terminal un dominio tipo lectina 

con un plegamiento característico de tipo β-trefoil. Uno de los objetivos específicos de 

esta tesis fue estudiar la influencia de estos dominios tipo lectina en la actividad 

enzimática de glicosiltransferasas que inician la glicosilación de tipo O-GalNAc. En primer 

lugar, se demostró que los dominios lectina de ppGalNAc-T3 y T4 (T3lec y T4lec) inhiben 

la actividad enzimática de las isoformas ppGalNAc-T2 y T3. Este efecto inhibitorio pudo 

ser corroborado in vivo utilizando la línea celular CHO ldlD. Los resultados mostraron que 

se trata de una interacción proteína-proteína en donde el dominio lectina de una 

ppGalNAc-T interacciona con el dominio catalítico de otra isoforma. A su vez, tanto T3lec 

como la enzima ppGalNAc-T3 (incluyendo el dominio catalítico y lectina) fueron capaces 

de activar la actividad de C1GalT, enzima que cataliza la incorporación de galactosa sobre 

αGalNAc-Ser/Thr. Esto pone de manifiesto el rol regulatorio diferencial de los dominios 

lectina sobre enzimas que catalizan reacciones consecutivas en esta biosíntesis de 

glicanos. 

Por otro lado, la acetilación de lisinas está emergiendo como un mecanismo de control 

postraduccional cada vez más frecuente que puede ocurrir en todos los compartimentos 

subcelulares. Múltiples glicosiltransferasas residentes en Golgi se han informado como 

enzimas blanco de la acetilación entre ellas las isoformas ppGalNAc-T2 y T9. Por eso, la 

segunda parte de esta tesis está abocada a estudiar el efecto de la acetilación de lisinas 

sobre las propiedades biológicas de las ppGalNAc-Ts. En particular, se focalizó en el efecto 

de una mutación puntual que simula acetilación en la K626 localizada en un motivo 
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estructural conservado (QKW) del dominio lectina de ppGalNAc-T3. Esta mutación 

(K626Q) disminuyó la actividad catalítica de la enzima y su capacidad de interacción con 

glicanos de tipo O-GalNAc. En ensayos de interacción con el glicopéptido (MUC1-

αGalNAc) y péptidos derivados de mucinas, la mutante incrementó su unión a los mismos 

en presencia de glicósidos de GlcNAc. 

En conclusión, ambos mecanismos de regulación estudiados en la presente tesis 

muestran al plegamiento β-trefoil de los dominios lectinas de ppGalNAc-Ts como 

estructura clave para la regulación de la glicosilación de tipo O-GalNAc dadas sus 

propiedades de interacción con múltiples moléculas. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 Glicobiología 1.1

La Glicobiología es uno de los campos de más rápido crecimiento en las ciencias naturales 

con amplia relevancia en muchas áreas de investigación básica, biomedicina y 

biotecnología. El campo de estudio incluye la química de carbohidratos, enzimología de la 

formación de glicanos (monosacáridos y oligosacáridos que pueden estar libres o unidos 

covalentemente a proteínas o lípidos formando glicoconjugados) y su degradación, 

reconocimiento de glicanos por proteínas específicas (lectinas), rol de glicanos en 

sistemas biológicos complejos y su análisis o manipulación por medio de una variedad de 

técnicas (Varki et al., 2009).  

Las funciones de los glicanos se pueden incluir en 5 categorías amplias (Taylor and 

Drickamer, 2006): 

Proporcionar componentes estructurales 

 Pared celular 

 Matriz extracelular 

Modificar propiedades de proteínas 

 Solubilidad 

 Estabilidad 
 

Funciones intrínsecas 

ejercidas por los glicanos 

Direccionar el tráfico de gliconjugados 

 Intracelular  

 Extracelular 

Mediar y modular la adhesión celular 

 Interacciones célula-célula 

 Interacciones célula-matriz 

Mediar y modular señalización 

 Intracelular  

 Extracelular 

Funciones extrínsecas resultado de las 

interacciones glicano-lectina 

A lo largo de esta introducción se comprenderá mejor por qué el estudio de los glicanos 

fue relegado en la historia. En gran parte se debió a la complejidad estructural, las 

dificultades para determinar sus secuencias y en particular, a que la biosíntesis no puede 

predecirse a partir del genoma. En la década del 80´, la Glicobiología fue creciendo como 
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una disciplina independiente dentro de las ciencias biológicas y se convirtió en una de las 

áreas de mayor desarrollo reciente. 

 Composición de glicanos: monosacáridos y enlace glicosídico  1.2

Los monosacáridos son la base estructural de los glicanos y en células eucariotas 

predominan los estereoisómeros D. Para definir estereoisómeros tomamos como modelo 

a un monosacárido como Glucosa. En la Figura 1 se muestra su estructura linear conocida 

como proyección de Fischer de D- y L-Glucosa. Aquellos monosacáridos que contienen un 

grupo aldehído son llamados aldosas y el grupo aldehído define la posición del carbono 

(C) C-1 (extremo reductor). La configuración del grupo CHOH del carbono asimétrico más 

alejado del grupo aldehído (C-5) determina si se trata de un isómero D (si el grupo -OH 

hidroxilo se encuentra a la derecha del lector) o L (si el grupo -OH hidroxilo se encuentra a 

la izquierda del lector). 

 

Figura 1: Proyección de Fischer de D- y L-Glucosa 

Aunque cientos de monosacáridos distintos son hallados en la naturaleza, sólo un 

pequeño número de estos están presentes en animales superiores (Figura 2). Como se 

puede apreciar en la Figura 2, las aldosas (tal como el caso de Glucosa) forman 

hemiacetales cíclicos por medio del ataque del grupo hidroxilo sobre el C-5 con el C-1 del 

grupo aldehído formando un nuevo centro asimétrico, el carbono anomérico. En las 

conformaciones cíclicas en forma de silla (de menor energía) se representan al hidroxilo 

del anómero α con orientación axial en relación a la estructura de anillo, mientras que en 

el anómero β el hidroxilo está en orientación ecuatorial. En un enlace glicosídico siempre 

está involucrado al menos un grupo hidroxilo anomérico en configuración α o β.  
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Figura 2: Estructuras de monosacáridos encontradas en glicoproteínas y proteoglicanos de animales 
superiores 

Por lo tanto, el enlace glicosídico que consiste en la unión de un monosacárido a otro 

residuo mediante el grupo hidroxilo anomérico, genera uniones α o β definidas por la 

orientación del oxígeno del enlace glicosídico respecto al carbono anomérico y al anillo 

(Figura 3) (Pak, 2010). Es importante destacar que estos dos tipos de enlace (α o β) 

confieren diferentes propiedades y funciones biológicas para una misma secuencia 

glucídica (Varki et al., 2009). 

 

Figura 3: Formación del enlace 
glicosídico 
Esquema del disacárido lactosa: un 
monosacárido de galactosa unido 
mediante enlace β1,4 a un 
monosacárido de glucosa. Extraído 
de (Taylor and Drickamer, 2006). 

 La estructura de los glicanos está codificada indirectamente en el 1.3

genoma 

La información sobre la síntesis y estructura de proteínas está jerarquizada bajo lo que se 

conoce como dogma central de la biología molecular que fluye de ADN a ARN y de ARN a 
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aminoácidos que constituyen las proteínas. Tal sistematización no se aplica a los glicanos. 

Es decir, la estructura de las cadenas de azúcares no está codificada directamente en las 

secuencias de ADN. Sin embargo, está determinada por la transcripción y traducción de 

genes correspondientes a enzimas y transportadores, responsables de la biosíntesis y 

ensamble de las porciones de glicanos de los glicoconjugados. A su vez, las cadenas de 

glicanos presentan numerosas posibilidades combinatorias dadas por la variedad de 

glicosidasas y glicosiltransferasas que actúan de manera competitiva y secuencial. Pero, 

aun conociendo los niveles de los productos génicos relevantes, no es suficiente para 

predecir en forma precisa las estructuras y las vías de síntesis de un determinado tipo 

celular. 

Para sumar a la complejidad de este tema, otro aspecto importante es el fenómeno de 

microheterogeneidad en la glicosilación de proteínas. Este término indica que cada sitio 

de unión a glicanos de una dada proteína sintetizada en una línea celular particular puede 

presentar variaciones en la estructura de la cadena de glicanos. De este modo, una 

proteína codificada por un único gen puede presentar múltiples glicoformas. Desde el 

punto de vista funcional, la relevancia biológica de la microheterogeneidad se desconoce 

y los mecanismos  que la generan aún no están claros (Varki et al., 2009). 

 Principales glicanos  1.4

Los glicanos son polímeros glucídicos que en células eucariotas se pueden encontrar 

libres (glicosaminoglicanos) o unidos covalentemente a lípidos o proteínas generando 

glicolípidos, proteoglicanos y glicoproteínas (Figura 4). 

El ácido hialurónico (polímero de GlcNAcβ1-4GlcA) es una cadena libre de glicano que no 

se encuentra unido a alguna otra macromolécula. Entre los glicolípidos se nombraran aquí 

dos clases principales. Por un lado, un glicofosfatidilinositol funciona como puente entre 

una porción lipídica (fosfatidilinositol y fosfoetanolamina) anclada a la membrana y el 

extremo carboxi terminal de una proteína. Por otro lado, un glicoesfingolípido consiste en 

un glicano unido a través de una glucosa o galactosa a un grupo hidroxilo de una 

ceramida. Estos pueden ser neutros o aniónicos. Entre estos últimos se destacan los 

gangliósidos que contienen uno o más residuos de ácido siálico (Varki et al., 2009). 

Un tipo particular de glicano es el proteoglicano. Éste es un glicoconjugado que presenta 

una o más cadenas de glicosaminoglicanos (GAG) unidas a grupos hidroxilos de serinas a 
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través de un residuo de xilosa que constituye una región “core” típica de 4 azúcares. Los 

GAG se caracterizan por poseer una estructura linear repetitiva de azúcares. La diferencia 

entre una glicoproteína y un proteoglicano es arbitraria ya que algunos polipéptidos de 

proteoglicanos presentan tanto GAG como diferentes N- y O-glicanos. 

A nivel estructural, existen dos clases principales de glicosilación de proteínas 

dependiendo si el carbohidrato está unido a la proteína a través del nitrógeno amida de 

un residuo de asparagina, entonces se trata de un N-glicano. O bien, si es a través del 

oxígeno de un grupo hidroxilo de una serina, treonina o hidroxi-lisina, se trata de un O-

glicano (Varki et al., 1998). En la próxima sección se profundizará sobre N- y O-

glicosilación de proteínas. 

 

Figura 4: Clases más comunes de glicanos en células eucariotas  
En el diagrama se encuentran representados glicanos de glicoproteínas, glicosaminoglicanos, 
proteoglicanos, glicoesfingolípidos y glicofosfatidilinositol. Extraído de (Varki et al., 2009). 

 Glicosilación de proteínas 1.5

La glicosilación de proteínas ha sido observada en todos los organismos desde bacterias 

hasta el ser humano (Wacker et al., 2002; Young et al., 2002). Posiblemente, la 

glicosilación es la modificación post-traduccional más común encontrada en proteínas de 

mamíferos (Dennis et al., 2009). A pesar de la diversidad de estructuras de glicanos que 

pueden ser sintetizadas, los principales tipos de glicosilación son: de tipo N-glicanos, O‐



10 

Fucosa, O‐Manosa, O‐GlcNAc, O‐GalNAc cada uno con su propio camino biosintético 

inicial que se encuentra conservado en todos los metazoos.  

1.5.1 N-Glicosilación 

La biosíntesis de N-glicanos en todos los organismos eucariotas comienza en el retículo 

endoplasmático (RE). Catorce azúcares son agregados de manera secuencial al precursor 

lipídico dolicol fosfato. Luego, este precursor transferirá el glicano completo 

(transferencia en bloque) al residuo de asparagina (Asn) de la secuencia consenso Asn-X-

Ser/Thr (donde X puede ser cualquier aminoácido excepto prolina) de una proteína que 

está siendo sintetizada y translocada a través de la membrana del RE. Este motivo 

consenso es necesario pero no suficiente para que la N-glicosilación ocurra. 

Posteriormente, el glicano unido a la proteína será remodelado en el RE y Golgi por una 

serie de reacciones catalizadas por glicosidasas y glicosiltransferasas (GT) unidas a la 

membrana (Varki et al., 2009) (Figura 5). Los N-glicanos del tipo ricos en manosa 

(oligomanosa) usualmente contienen 8 o 9 residuos de manosas (Man). Éstos pueden 

permanecer sin modificaciones durante su pasaje a través del Golgi y estar presentes en 

glicoproteínas de la superficie celular o secretadas. Sin embargo, los N-glicanos son 

frecuentemente procesados en el Golgi, inicialmente en el cis-Golgi por un conjunto de α-

manosidasas que remueven residuos de Man para generar el intermediario 

Man5GlcNAc2Asn que es el sustrato de la GT GlcNAc-T-I. La adición de GlcNAc por esta 

enzima inicia la síntesis de N-glicanos híbridos y complejos. Los N-glicanos híbridos 

mantiene los 5 residuos de Man y extienden la cadena que recibe GlcNAc con la adición 

de Galactosa (Gal) y ácido siálico y/u otros azúcares. Para convertirse en complejos, los N-

glicanos pierden 2 de los 5 residuos de Man y adquieren un segundo GlcNAc para formar 

un glicano biantenario. Este puede ramificarse hasta 6 veces y elongarse mediante la 

adición de diferentes azúcares incluyendo Gal, GlcNAc, GalNAc, Fucosa, ácido siálico 

(Stanley, 2009). Las poblaciones de azúcares unidas a cada asparagina glicosilada 

dependerán del tipo y estado fisiológico de la célula (Varki et al., 2009). 
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           Oligomanosa                     Complejos                  Híbridos 

 
 

 GlcNAc  
 

 Manosa 
 

 Galactosa 
 

 Ácido Siálico 
 

 Fucosa 

Figura 5: Distintos tipos de N-glicanos  
Los N-glicanos que son agregados a las proteínas en las secuencias Asn-X-Ser/Thr son de tres tipos: 
oligomanosa, complejos e híbridos. Estos N-glicanos comparten una región central de Man3GlcNAc2Asn que 
se encuentra coloreada en celeste. Los símbolos de los monosacáridos se encuentran indicados. Adaptado 
de (Varki et al., 2009). 

1.5.2 O-Glicosilación 

En la biosíntesis de O-glicanos los monosacáridos son unidos uno a uno de manera 

secuencial al polipéptido aceptor a través de azúcares nucleótidos; a diferencia de la 

transferencia en bloque de un glicano previamente sintetizado sobre un lípido, como 

ocurre en N-glicanos (Sección 1.5.1). Además, el inicio de la O-glicosilación (la 

incorporación del primer azúcar al polipéptido) puede ser catalizada por diversas 

glicosiltransferasas que poseen diferentes especificidad de sustrato en contraste a la N-

glicosilación que involucra un complejo multiproteico denominado oligosacariltransferasa 

(OST) y produce un único tipo de unión (GlcNAcβ1‐Asn) (Stanley, 2009). Las diferentes 

glicosiltransferasas que inician la síntesis de O-glicanos producen un amplio rango de 

uniones mediadas por oxígeno entre las cuales se encuentran O‐GalNAc, O‐Fuc, O‐

GlcNAc, O‐Man, O‐Xil, O‐Glc y O‐Gal (Varki et al., 2009). A su vez, estos tipos de O-

glicanos pueden ser elongados para formar estructuras más complejas o simplemente 

permanecer como un único azúcar como es el caso de O‐GlcNAc y O‐Glc. A continuación 

se ampliará sobre las clases más abundantes de O-glicosilaciones. 

1.5.2.1 O-Fucosilación (O-Fucosa) 

La O-fucosilación (Fucα1‐Ser/Thr) ocurre en proteínas que contienen repeticiones de tipo 

factor epidérmico (EGF) o repeticiones de tipo trombospondina I (TSR) (Harris and 

Spellman, 1993; Hofsteenge et al., 2001). Ambos módulos, aunque no presentan 

secuencias relacionadas, comparten una estructura que consiste en motivos ricos en 

cisteínas de 40-60 aminoácidos aproximadamente. La O‐fucosilación de las repeticiones 



12 

de tipo EGF ocurre dentro de una secuencia consenso  CX4‐5[S/T]C, y es catalizada por la 

proteína O‐fucosiltransferasa 1 (POFUT1); mientras que, en las repeticiones TSR ocurre 

dentro de la secuencia consenso CX2‐3[S/T]CX2G, y es catalizada por la proteína O‐

fucosiltransferasa 2 (POFUT2) (Luo et al., 2006a; Luo et al., 2006b; Wang et al., 2001). Dos 

vías diferentes están involucradas en la posterior glicosilación de estas secuencias por 

glicosiltransferasas adicionales (Harris and Spellman, 1993; Hofsteenge et al., 2001). En 

cuanto a los motivos de tipo EGF, O‐Fuc puede ser elongada para formar el tetrasacárido 

Neu5Acα2,3Galβ1,4GlcNAcβ1,3Fucα1‐Ser/Thr. Respecto a los motivos de tipo TSR, una 

molécula de glucosa puede ser agregada para formar el disacárido Glcβ1,3Fucα1‐Ser/Thr. 

Este tipo de glicosilación tiene un rol vital en la regulación de la vía de señalización del 

receptor de membrana Notch, importante en el desarrollo de muchos tejidos en 

metazoos (Bray, 2006). Es un ejemplo de cómo un evento de señalización puede ser 

regulado por el cambio de estado de glicosilación de un receptor. La transferencia de 

GlcNAc en posición β1,3 a O‐fucosa en las repeticiones de EGF del receptor Notch es 

realizada por las glicosiltransferasas Fringe, modulando así las interacciones con sus 

ligandos Delta y Serrate (Moloney et al., 2000).  

Por otro lado, recientemente ha surgido evidencia de que POFUT1 podría tener actividad 

chaperona en RE independientemente de su actividad fucosiltransferasa (Okajima et al., 

2005). Además, su expresión ha sido asociada a distintos tipos de cáncer, leucemia 

mieloide aguda, glioblastoma, cáncer de colon (Gurvich et al., 2010; Kroes et al., 2007; 

Loo et al., 2013) y también, se ha propuesto como un marcador de la progresión tumoral 

en carcinoma de células escamosas orales (OSCC) (Yokota et al., 2013). 

1.5.2.2 O-Manosilación (O-Manosa) 

En mamíferos, se estima que el 30% de los O-glicanos es iniciado con O-manosa 

encontrándose, principalmente, en cerebro y músculo esquelético (Chai et al., 1999; 

Nilsson et al., 2010; Smalheiser et al., 1998; Stalnaker et al., 2011a; Stalnaker et al., 2010). 

Las estructuras reportadas se basan primordialmente en un “core” de 

Siaα3Galβ4GlcNAcβ2Manα-Ser/Thr (Endo, 1999). O-manosiltransferasa 1 y 2 (POMT1 y 

POMT2) son las enzimas que inician la síntesis incorporando una manosa en residuos 

serina o treonina de proteínas de la vía secretora. Éstas constituyen un heterocomplejo 

por lo cual ambas son requeridas para la correcta actividad manosil-transferasa in vivo; 

dado que en forma aislada no poseen actividad (Manya et al., 2004). Mutaciones en 
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genes que codifican enzimas o proteínas involucradas en la síntesis de este tipo de 

glicanos son causantes de distintas variantes de distrofia muscular congénita (Muntoni et 

al., 2008) y una enzima particular de esta vía ha sido vinculada a metástasis en cáncer (de 

Bernabé et al., 2009). 

La proteína de mamíferos O-manosilada mejor caracterizada es α-distroglicano que se 

une a proteínas de la matriz extracelular de manera dependiente de la glicosilación. Sin 

embargo, muchos de los sustratos proteicos de las estructuras de los glicanos y las 

enzimas que participan en esta vía aún son desconocidos (Stalnaker et al., 2011b). 

Asimismo, hasta el momento no se ha podido dilucidar una secuencia consenso (Manya 

et al., 2007; Nilsson et al., 2010; Stalnaker et al., 2010). 

1.5.2.3 O-GlcNAc glicosilación 

La modificación de proteínas mediante β-N-acetilglucosamina (O-GlcNAc) a residuos 

serina o treonina ha emergido rápidamente como uno de los mecanismos principales de 

señalización celular compitiendo con la fosforilación de proteínas en términos de 

abundancia. O-GlcNAc es agregado y removido de proteínas nucleocitoplasmáticas y 

mitocondriales mediante las enzimas intracelulares O-GlcNAc-transferasa (OGT) y O-

GlcNAc-asa (OGA). En mamíferos, representa el único caso donde la glicosilación de 

proteínas no se lleva a cabo en la vía secretora. La O-GlcNAc glicosilación no está asociada 

a una secuencia consenso clara (Bond and Hanover (2015). 

O-GlcNAc tiene una extensa interacción con la fosforilación y ubiquitinación dado que 

compiten por los mismos sitios de unión en ciertas proteínas (Hart et al., 2011; Ruan et 

al., 2013) y asimismo, modula la actividad del proteasoma (Liu et al., 2004; Zhang et al., 

2003). O-GlcNAc es considerado un sensor de nutrientes clave. Por esto, la O-GlcNAc 

glicosilación es importante en la regulación de la transcripción incluyendo funciones que 

abarcan la modulación de RNA Polimerasa II (Ranuncolo et al., 2012) y factores de 

transcripción (Özcan et al., 2010) y el control de la metilación de histonas y ADN (Fujiki et 

al., 2009; Zhang et al., 2014). También, modifica muchas quinasas, su actividad y 

especificidad (Bullen et al., 2014; Dias et al., 2012). Un aumento agudo en la O-GlcNAc 

glicosilación protege a las células del daño inducido por el estrés, mientras, la 

desregulación crónica del ciclo de O-GlcNAc contribuye a la etiología de la mayoría de las 

enfermedades asociadas a la edad como diabetes, cáncer y neurodegeneración (Hart, 

2014). Aunque esta modificación no está presente en proteínas procesadas en la vía 
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secretora, en forma reciente fue hallada en proteínas extracelulares (Matsuura et al., 

2008; Sakaidani et al., 2010); múltiples cuestiones aún restan por develar al respecto.  

1.5.2.4 O-GalNAc glicosilación  

La maquinaria de O-GalNAc glicosilación sólo se encuentra en eumatazoos1, a diferencia 

de la N-glicosilación que está presente en eucariotas inferiores (Hashimoto et al., 2009). A 

su vez, la O-GalNAc glicosilación se encuentra  en más del 10% de las proteínas humanas y 

en más del 50% de las proteínas que atraviesan la vía secretora. También, esta 

glicosilacion se conoce como O-glicosilación de tipo mucina ya que las mucinas y 

proteínas similares son sustratos clásicos de este tipo de glicosilación, en donde 

secuencias repetitivas PTS (prolina, treonina y serina) son densamente O-glicosiladas de 

una manera heterogénea (Hang and Bertozzi, 2005; Hanisch, 2001). 

La O-GalNAc glicosilación es iniciada por la familia de enzimas polipeptidil N-

acetilgalactosaminil transferasas (ppGalNAc-Ts) (Figura 6), las cuales transfieren N-

acetilgalactosamina (GalNAc) del azúcar donor, UDP-GalNAc, a residuos serina (Ser) o 

treonina (Thr) de un polipéptido aceptor formando la unión GalNAcα1-O-Ser/Thr (Clausen 

and Bennett, 1996) o antígeno Tn. El gran número de enzimas que controlan este primer 

paso hace que esta glicosilación sea única entre las distintas clases de glicosilación de 

proteínas. En humanos se han reportado 20 isoformas de las cuales 19 han sido 

expresadas en forma recombinante mostrando ser activas in vitro (Bennett et al., 2012). 

Con poca frecuencia en tejidos normales pero comúnmente en condiciones de cáncer, la 

sialiltransferasa, ST6GalNAc-I, adiciona ácido siálico al antígeno Tn finalizado en forma 

abrupta la biosíntesis de la cadena de O-glicanos. 

                                                      

1 
Eumatazoos: Animales que se caracterizan por tener tejidos organizados en órganos y en sistemas de 

órganos. Álvarez, F.P., F. Padilla, A. Cuesta, and A.E.C. López. 2003. Zoología aplicada. Ediciones Díaz de 

Santos. 
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Figura 6: Biosíntesis de O-glicanos de tipo mucina en mamíferos 
La O-glicosilación de tipo mucina es iniciada por una de las 20 isoformas de ppGalNAc-Ts formando el 
antígeno Tn (GalNAcα1-O-Ser/Thr), el cual puede ser elongado por core 1 sintasa, C1GalT, (con la 
asistencia de su chaperona Cosmc) o core 3 sintasa, β3GnT6, y luego ramificado por core 2 sintasas, 
C2GnT1-3, para formar estructuras denominadas Core 2 y Core 4. Estas estructuras, a su vez, pueden ser 
elongadas por cadena de N-acetillactosamina o finalizadas por la adición de fucosa o ácido siálico. Las 
cadenas de oligosacáridos pueden finalizar en forma prematura por la acción de sialiltransferasas, ST3Gal-I  
sobre las estructuras de Core 1 (antígeno T) y ST6GalNAc-I sobre el antígeno Tn para dar lugar a SialilT y 
SialilTn, respectivamente (Bennett et al., 2012). 

Luego, al primer azúcar GalNAc se le une covalentemente otro monosacárido, paso 

catalizado por enzimas “cores” para generar glicanos Core 1 o Core 3. En la mayoría de los 

tejidos, galactosa es agregada por la enzima core 1 β1-3 galactosiltransferasa (C1GalT) la 

cual genera el glicano Core 1 (Galβ1-3GalNAc-O) o antígeno T (Gill et al., 2011). En 

vertebrados, C1GalT requiere de una chaperona específica llamada Cosmc, la cual se une 

a C1GalT y asegura su actividad en Golgi (Varki et al., 2009). Glicanos Core 1 también 

pueden sufrir sialilación tras la incorporación de ácido siálico por la acción catalítica de  

ST3Gal- y ST6Gal-sialiltansferasas. Por el contrario, en tejidos de colon un azúcar 

diferente N-acetilglucosamina (GlcNAc) es agregado por core 3 sintasa (C3GnT), la cual 

produce glicanos Core 3 (GlcNAcβ1-3GalNAc-O).  
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En un siguiente paso, GlcNAc puede ser agregado a glicanos Core 1 por β1,6-N-

acetilglucosaminiltransferasas (C2GnT1, 22 y 3) para producir glicanos Core 2. La isoforma 

C2GnT2 incorpora GlcNAc sobre Core 3 generando glicanos Core 4. Además, los glicanos 

Core 2 y Core 4 pueden ser elongados por la adición de diferentes azúcares como  

galactosa (Gal) por β4GalT4 o por repeticiones de polilactosamina (Gal-GlcNAc) a través 

de la acción en forma alternada de las enzimas β4GalT y β3GnT. 

Por otro lado, los glicanos Core 3 pueden ser extendidos sólo a través de la adición de 

galactosa por β4GalT4. Todos los O-glicanos pueden sufrir la adición de ácido siálico por 

ST3Gal- y ST6Gal-sialiltransferases, lo cual produce la finalización de la biosíntesis de la 

cadena de oligosacáridos. Estructuras menos frecuentes como Core 5-8 han sido 

caracterizadas bioquímicamente a partir de tejidos y se cree que éstas surgen por 

modificación directa de O-GalNAc, pero la maquinaria enzimática necesaria para 

generarlas aún se desconoce (Gill et al., 2011).  

 ppGalNAc-Ts 1.6

1.6.1 Características estructurales 

Las ppGalNAc-Ts son proteínas de membrana tipo II. Su estructura consiste en una cola 

citoplasmática corta en el extremo amino terminal seguida por un dominio hidrofóbico de 

anclaje a la membrana, y una porción insertada en el lumen del Golgi (Fritz et al., 2004; 

Fritz et al., 2006). Esta última incluye la región “stem” o tallo de longitud variable, el 

dominio catalítico y un dominio lectina tipo ricina en el extremo carboxi terminal que 

contiene tres sitios putativos de unión a carbohidratos (Hazes, 1996; Imberty et al., 1997) 

(Figura 7). 

 

 

 

                                                      

2 
C2GnT2: esta enzima es menos rigurosa en cuanto a la especificidad por su  sustrato, por lo que es capaz 

de utilizar Core 1 (para formar Core 2) y Core 3 (para formar Core 4). Yeh, J.-C., E. Ong, and M. Fukuda. 1999. 

Molecular cloning and expression of a novel β-1, 6-N-acetylglucosaminyltransferase that forms core 2, core 4, and I 

branches. Journal of Biological Chemistry. 274:3215-3221.
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Figura 7: Estructura de los dominios de la familia ppGalNAc-Ts  
Diagrama de secuencias consenso de varias ppGalNAc-Ts con actividad demostrada. Regiones en blanco, 
rosa, rojo y negro representan 0-29%, 30-69%, 70-99% y 100% de identidad de secuencia respectivamente. 
Las posiciones de los dominios transmembrana (TM), tallo, catalítico (motivos GTA y Gal/GalNAc-T) y 
lectina están indicados por las flechas de colores. El asterisco muestra la ubicación del motivo DXH 
conservado involucrado en la unión del azúcar nucleótido. Extraído y adaptado de (Ten Hagen et al., 2003). 

Las colas citoplasmáticas de todas las ppGalNAc-Ts contienen residuos básicos que 

podrían estar involucrados en la interacción con complejos de sostén de proteínas 

periféricas de membrana de Golgi (Smith and Lupashin, 2008). El dominio transmembrana 

es corto de  15 a 25 aminoácidos. En glicosiltransferasas este dominio ha sido implicado 

en la localización en Golgi (Opat et al., 2001), pero esto no ha sido establecido para 

ninguna de las ppGalNAc-Ts aún. Las regiones tallo son de longitud variable entre 90 a 

170 aminoácidos y funciones específicas asociadas a su gran variabilidad aún deben ser 

determinadas (Bennett et al., 2012). Es probable que estas regiones sean susceptibles al 

clivaje proteolítico por acción de una proteasa de membrana (Hooper et al., 1997) dado 

que las ppGalNAc-Ts son encontradas en secreciones como calostro (Hagen et al., 1993). 

Los dominios catalíticos (aproximadamente de 230 aminoácidos de longitud) contienen 

motivos estructurales que son conservados en todas las isoformas. El motivo GT-A tiene 

residuos que se unen a la porción uracilo del sustrato donor UDP-GalNAc (Fritz et al., 

2006). Mientras que, DXH, el motivo de unión a Mn+2 permite la estabilización del 

difosfato del UDP escindido durante la reacción enzimática vía coordinación con el 

cofactor Mn+2 (Hagen et al., 1999). También, el motivo Gal/GalNAc-T compartido por 

GalNAc-Ts y β4Gal-Ts es una región que interactúa con la porción de GalNAc del sustrato 

donor (Fritz et al., 2004). En particular, en ppGalNAc-T10 se encontró un bolsillo de unión 

a GalNAc adicional (Perrine et al., 2009; Raman et al., 2008) lo que explicaría su 

preferencia por sustratos glicopeptídicos. Un estudio de cristalografía de la enzima 

ppGalNAc-T2 reveló que dentro del sitio de unión del sustrato aceptor se forma un 

bolsillo de prolina (Fritz et al., 2006), lo cual pone de manifiesto la preferencia de algunas 

isoformas por aceptores que contienen una prolina en la posición +3 (a 3 residuos de 

distancia de la Ser/Thr glicosilada hacia el extremo carboxiloterminal) (Gerken et al., 

2011; O'Connell et al., 1991; Wilson et al., 1991). Además, se encontró un bolsillo que 
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acomoda el grupo metilo de una treonina de un péptido aceptor; lo cual obedecería a la 

preferencia de las ppGalNAc-Ts por residuos Thr sobre Ser.   

El dominio catalítico y lectina están conectados por una secuencia corta de 10-25 

aminoácidos de longitud que posee gran flexibilidad (Bennett et al., 2012). Este conector 

podría funcionar controlando la orientación relativa de los dominios lectina y catalítico y 

así manejar la especificidad de sustrato mediada por lectina, como ha sido observado en 

un experimento de sustitución de la región conectora; el cual resultó en una enzima 

quimérica cuya especificidad de sustrato  se vio alterada (Kubota et al., 2006).  

Otro nivel de complejidad en esta familia de enzimas está dado por los dominios lectina, 

únicos entre las glicosiltransferasas de eucariotas, los cuales pertenecen a la familia 

estructural de lectinas tipo Ricina (Dodd and Drickamer, 2001). Estas lectinas, también 

han sido clasificadas como miembros de la familia 13 dentro de los módulos de unión a 

carbohidratos (CBM) en la base de datos CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes, base de 

datos que incluye enzimas relacionadas con carbohidratos). Este CBM se encuentra en 

muchos reinos incluyendo procariotas y adopta una conformación llamada “β-trefoil” 

semejante a una hoja de trébol compuesta por tres repeticiones homólogas designadas 

en orden desde el extremo N-terminal: subdominios α, β y γ que presumiblemente han 

evolucionado a través de eventos de duplicación de genes (Hazes, 1996; Rutenber et al., 

1987). El plegamiento β-trefoil es encontrado en numerosas superfamilias de proteínas 

tales como citoquinas (interleuquinas y factores de crecimiento de fibroblastos) (Ponting 

and Russell, 2000), toxinas tipo B ricinas (como aglutininas y lectinas hemolíticas) (Hazes, 

1996), inhibidores de proteasas Kunitz y proteínas de unión a actina (Kureishy et al., 2002; 

Liu et al., 2002; Mukhopadhyay, 2000). Algunas características del plegamiento β-trefoil 

son:  

1) presencia de 3 motivos QXW donde X puede ser cualquier aminoácido y W: triptófano 

u otro aminoácido aromático y 3 motivos CLD en cada repetición de 40 aminoácidos 

aproximadamente. 

2) similitud de secuencia limitada (Ornitz and Itoh, 2001). 

3) especificidad de unión hacia diversos carbohidratos: heparan sulfato, GalNAc sulfatado, 

Xilosa, Galactosa, Glucosa, lactosa y GalNAc. 

Las secuencias de los dominios lectina se encuentran poco conservadas excepto por los 

motivos antes nombrados QXW y CLD y seis residuos de cisteínas que forman puentes 

disulfuro dentro de cada uno de los tres subdominios α, β and γ (Fritz et al., 2004) (Figura 
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8). Las especificidades de unión a carbohidrato de los dominios lectina de ppGalNAc-Ts 

muestran un importante reconocimiento por GalNAc y glicopéptidos de GalNAc (Wandall 

et al., 2007). 

 

 

 

 

Figura 8: Alineamiento de las secuencias de los dominios lectina 
Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de los dominios lectina de la enzimas ppGalNAc-T2, T3 y T4 
que serán analizados en esta tesis y XBD (dominio de unión a xilano de Xilanasa de Streptomyces 
olivaceoviridis E-86 (Fujimoto et al., 2000), una lectina tipo Ricina típica que adopta el plegamiento β trefoil. 
En rojo se indican los residuos invariantes que forman la estructura central de estos dominios (de izquierda 
a derecha: motivos CLD, cisteínas y motivos QXW). En verde se indican los residuos que en XBD interactúan 
con azúcares o candidatos para la interacción con azúcares en ppGalNAc-Ts que son invariantes o similares 
a los residuos de XBD. Extraído de (Kubota et al., 2006). 
 

1.6.2 Especificidad de sustrato 

Recientemente se han llevado a cabo estudios de glicoproteómica que han identificado 

un gran número de sitios y proteínas O-GalNAc glicosiladas en múltiples líneas celulares 

humanas de diversos órganos. Pero debido a la complejidad de la glicosilación de tipo O-

GalNAc no hay una secuencia consenso que pueda ser usada para predecir e identificar 

proteínas que lleven este tipo de modificación (Steentoft et al., 2013).  

Cada isoforma de ppGalNAc-Ts tiene una especificidad de sustrato aceptor distinta, 

aunque existe al mismo tiempo, solapamiento entre ellas. La especificidad de sustrato  

incluye secuencias peptídicas y péptidos parcialmente O-GalNAc glicosilados. Se ha 

sugerido que estas enzimas trabajan sincronizadamente de manera jerárquica. Por lo 

cual, se han clasificado las distintas isoformas de acuerdo a su preferencias por sustratos 

peptídicos o glicopeptídicos en ppGalNAc-Ts “iniciadoras” de la glicosilación que actúan 

sobre péptidos sin modificar o con baja densidad de O-GalNAc y aquellas que “completan 

o rellenan” que actúan agregando GalNAc en sitios próximos/adyacentes a otros que ya 

han sido ocupados por GalNAc (como las isoformas ppGalNAc-T7 y 10 que reconocen 

exclusivamente glicopéptidos) (Perrine et al., 2009) (Figura 9). 
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Figura 9: Especificidad de sustrato de ppGalNAc-Ts 
Esquema de una secuencia de glicosilación por parte de enzimas ppGalNAc-Ts. Algunas ppGalNAc-
Ts actúan en forma inicial (isoformas ppGalNAc-T1/T2) incorporando GalNAc sobre sustratos 
peptídicos o con baja densidad de GalNAc, preferentemente. Otro grupo de ppGalNAc-Ts que 
“rellenan” (isoformas ppGalNAc-T7/T10) actúan en una etapa posterior de refinamiento, 
incorporando GalNAc sobre péptidos previamente glicosilados generando una mayor densidad de 
O-GalNac sobre el polipéptido aceptor. Los cuadrados amarillos simbolizan moléculas de GalNAc. 
Las secuencias corresponden a péptidos en donde T: Treonina y S: serina.  

 

Si bien, a pesar de los esfuerzos realizados no se ha encontrado un motivo consenso, 

existen algunos criterios. Estudios in vitro sugieren que la modificación αGalNAc está 

favorecida en Thr sobre Ser, como se comentó anteriormente, (Elhammer et al., 1993) y 

la posición de residuos GalNAc en el extremo amino o carboxilo de un glicopéptido 

aceptor condiciona la especificidad y la actividad catalítica de cada isoforma (Gerken et 

al., 2013). Además, experimentos con bibliotecas de péptidos han ayudado a predecir la 

O-GalNAc glicosilación de una manera específica de isoforma. El programa ISOGlyP 

(Isoform Specific O-glycosylation Prediction) http://isoglyp.utep.edu (Gerken et al., 2011) 

es un ejemplo entre otros programas disponibles para predecir sitios de O-GalNAc 

glicosilación.  

 C1GalT  1.7

La modificación más abundante de GalNAcα1-Ser/Thr es la generación del glicano Core 1 

(sección 1.5.2.4). En mamíferos existe una sola core 1 β1-3 galactosiltransferasa (C1GalT) 

responsable de la adición de galactosa al antígeno Tn (Ju et al., 2002a; Ju et al., 2002b). El 

gen que codifica esta enzima está ampliamente expresado en mamíferos y se encuentra 

evolutivamente conservado en otras especies. En Drosophila han sido descriptas 4 

enzimas funcionales (Müller et al., 2005) con una sorprendente diversidad en los patrones 

de expresión, lo que sugiere que tendrían funciones biológicas distintas (Lin et al., 2008b).  

http://isoglyp.utep.edu/
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C1GalT es una típica proteína transmembrana tipo II con una topología similar a otras 

glicosiltransferasas de Golgi, con un dominio citoplasmático N-terminal corto, un dominio 

transmembrana y un dominio luminal catalítico (Ju et al., 2002a). En mamíferos se 

encuentra como un dímero unido por puentes disulfuro, pero la forma monomérica de la 

enzima también es activa (Ju et al., 2002b). La síntesis de C1GalT activa en mamíferos 

requiere la coexpresión de una proteína chaperona específica denominada Cosmc (su 

sigla en inglés, core 1 β3Gal-T specific molecular chaperone) (Ju and Cummings, 2002). 

Cosmc es una proteína del RE (Narimatsu et al., 2008; Sun et al., 2011) que se une 

específicamente a C1GalT asistiéndola en su plegamiento y asegurando su localización 

apropiada en el aparato de Golgi. Mutaciones en Cosmc resultaron en la pérdida de 

C1GalT del Golgi y la ausencia de su actividad (Aryal et al., 2014; Ju and Cummings, 2002; 

Narimatsu et al., 2008). Por el contrario, C1GalT de Drosophila (dC1GalT) no parece 

requerir una chaperona para su actividad (Müller et al., 2005). 

 Funciones biológicas de O-GalNAc glicanos 1.8

A los glicanos de tipo O-GalNAc se le han asignado múltiples funciones en mamíferos. Los 

más abundantes presentes en las mucinas de la superficie celular o secretadas de los 

tractos respiratorio, gastrointestinal y genitourinario, como así también, de los ojos son 

esenciales por su habilidad de hidratar y proteger el epitelio constituyendo una barrera 

física para los patógenos, por ejemplo, atrapando bacterias a través de receptores 

específicos (Hang and Bertozzi, 2005; Varki et al., 2009). Mucinas de la superficie celular 

funcionan también como una plataforma para integrar señales entre las células y su 

ambiente local. Las mucinas y gran parte de la maquinaria de O-glicosilación de tipo 

mucina aparecieron en forma temprana en la evolución de eumetazoos, sugiriendo que la 

barrera de mucus fue central para su desarrollo (Hashimoto et al., 2009; Lang et al., 

2007). 

Otro atributo de estos glicanos es que confieren protección frente a la degradación de 

proteasas; ya sea en mucinas, las cuales presentan regiones densamente glicosiladas 

como en proteínas con un único sitio de O-glicosilación (Garner et al., 2001; Kato et al., 

2006; Schjoldager et al., 2010; Steentoft et al., 2013) 

También, los glicanos de tipo O-GalNAc, en particular los derivados de la estructura Core 

2, cumplen roles de suma importancia durante la activación de linfocitos. Además, 

interacciones mediadas entre estos glicanos y P selectina (receptores de adhesión que 

https://es.wikipedia.org/wiki/Receptores
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incluyen un dominio tipo lectina) permiten la unión de los leucocitos al endotelio capilar 

en el reclutamiento y extravasación durante una respuesta inflamatoria (Ellies et al., 

1998; Varki et al., 2009). 

Tejidos asociados a la función reproductiva producen mucinas y glicoproteínas que 

podrían tener roles importantes en la fertilidad. Estructuras de tipo O-GalNAc terminales 

específicas han mostrado formar ligandos en la interacción óvulo-espermatozoide en 

varias especies (Varki et al., 2009).  

En muchos casos, la pérdida de función por presencia de mutaciones, por knock-out o 

knock-down (animales mutantes) de genes que codifican alguna de las glicosiltransferasas 

o enzimas relacionadas (Cosmc) que participan en esta biosíntesis pone en evidencia los 

procesos en los cuales están implicados estos glicanos de tipo O-GalNAc. La carencia en la 

actividad de una enzima suele asociarse a enfermedades particulares o distintos tipos de 

cáncer. 

La síntesis incompleta de estructuras Core 1 ha sido asociada a dos enfermedades en 

humanos: inmunoglobulina A nefropatía (IgAN) asociada a una baja expresión de Cosmc y 

Tn-síndrome, consecuencia de una mutación en Cosmc (Barratt et al., 2004; Berger, 

1999). Células que carecen de Cosmc o C1GalT expresan antígenos Tn y SialilTn los cuales 

son conocidos como antígenos de carbohidrato asociados a tumores (su sigla en inglés 

TACA por tumor-associated carbohydrate antigens) encontrados en muchos carcinomas 

(Ju and Cummings, 2002; Ju et al., 2008). C1GalT es importante a nivel del desarrollo por 

lo que el knock-out para esta enzima (Xia et al., 2004) y para Cosmc (Wang et al., 2010) en 

ratones resultó ser letal en el estado embrionario.  

En contraste, debido al elevado número de ppGalNAc-Ts que controlan el paso inicial de 

la glicosilación de tipo mucina podría esperarse que haya una compensación por la 

presencia de múltiples transferasas con la misma función en un mismo tipo celular y por 

lo tanto, un único gen defectuoso podría producir efectos o fenotipos más sutiles o no 

perceptibles. 

En la actualidad, sólo un gen humano GALNT, GALNT3, ha mostrado ser la causa de una 

enfermedad. ppGalNAc-T3 es requerida para la glicosilación de un residuo específico en el 

factor de crecimiento de fibroblastos (FGF23) que previene su clivaje e inactivación por 

acción de una proteasa (propotein convertase o PC) (Kato et al., 2006). La pérdida de la 

función de ppGalNAc-T3 produce calcinosis tumoral familiar caracterizada por una  
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hiperfosfatemia (Topaz et al., 2004). Aunque ppGalNAc-T3 tiene una especificidad de 

sustrato más amplia, parecería que una función específica de esta isoforma es regular la 

homeostasis del fosfato. A su vez, ppGalNAc-T2 está involucrada en el mantenimiento de 

los niveles normales de lípidos en plasma mediante un mecanismo similar de O-

glicosilación sitio específica en la proteína tipo angiopoietina 3 (ANGPTL3) (Schjoldager et 

al., 2010; Teslovich et al., 2010). 

Por último, la asociación entre patrones de glicosilación alterados, variaciones en los 

niveles de expresión de glicosiltransferasas y formación de tumores se encuentra muy 

bien documentada en la bibliografía (Kim and Varki, 1997; Kim et al., 1996; Ono and 

Hakomori, 2003).  Por ejemplo, glicanos Core 1 reemplazan a glicanos Core 2 en cáncer de 

mama (Dalziel et al., 2001) y glicanos Core 1 y Core 2 reemplazan a los glicanos normales 

Core 3 y Core 4 en cáncer de colon (Byrd and Bresalier, 2004; Yu et al., 2007). Muchos 

tipos de cáncer se caracterizan por presentar O-glicanos cortos Tn, SialilTn y T 

(Brockhausen, 2006; Springer, 1984) los cuales aumentan la motilidad de las células en 

cultivo afectando la adhesión a la matriz extracelular (Ju and Cummings, 2005; Julien et 

al., 2006; Pinho et al., 2007). In vivo, la presencia de estos glicanos truncos se correlaciona 

con un aumento de la metástasis y mal pronóstico de supervivencia (Brockhausen, 2006; 

Gill et al., 2013).  

 Mecanismos que regulan la O-GalNAc glicosilación  1.9

Los mecanismos que regulan la O-GalNAc glicosilación aún son poco conocidos. Sin 

embargo, la especificidad de sustrato se puede destacar como el principal factor que 

determina las estructuras de los glicanos O-GalNAc restringiendo las posibilidades de 

combinaciones de los azúcares. Por ejemplo, la estructura monosialilada de Core 1 

(NeuAcα2-6(Galβ1-3)GalNAc-) puede ser sintetizada sólo agregando un residuo de ácido 

siálico (NeuAc) a Core 1, pero no agregando un residuo de galactosa a la estructura 

NeuAcα2-6GalNAc- (SialilTn) ya que el ácido siálico impide que actúe la enzima Core 1 β1-

3 galactosiltransferasa. A su vez, sustituciones de Core 1 con uno o dos residuos de ácido 

siálico previene la incorporación de N-acetilglucosamina para formar Core 2 como 

consecuencia de la carga negativa incorporada por el ácido siálico (Figura 10) 

(Brockhausen, 2009).  
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Figura 10: Biosíntesis de la estructura Core 1 y sus formas sialiladas 
Como se muestra en la figura, sólo una vía de síntesis es posible para que prosiga la elongación de la cadena 
de glicanos. La incorporación de ácido siálico sobre residuos GalNAc o galactosa interrumpe la O-GalNAc 
glicosilación. Extraído y adaptado de Varki et al., 2009 (Varki et al., 2009). 

Otro factor importante es la actividad relativa de las enzimas ya que en muchos casos 

existe solapamiento en la localización de enzimas que compiten por un sustrato en 

común. Dependiendo de la actividad que predomine condicionará la estructura del 

glicano (Brockhausen, 2009). Esto está íntimamente relacionado con los niveles de 

expresión de cada enzima. 

En relación a las ppGalNAc-Ts, éstas se expresan en forma diferencial en células y tejidos y 

su expresión varía de acuerdo al estadío del desarrollo (Bennett et al., 2012; Gill et al., 

2011). Estudios de Northern blot indican que algunas ppGalNAc-Ts se expresan en forma 

más ubicua en ciertos órganos como ppGalNAc-T1 y T2 (Homa et al., 1993; White et al., 

1995), mientras otras isoformas, ppGalNAc-T3, T4, T5, T7, T8, T9 y T10 tienen patrones de 

expresión más restricto (Bennett et al., 2012). Estudios filogenéticos sugieren que la 

mayoría de las ppGalNAc-Ts pueden ser clasificadas en subfamilias que incluyen dos o 

más miembros relacionados en forma cercana. Estas subfamilias suelen compartir 

especificidad de sustrato pero generalmente se expresan en tejidos diferentes, lo que 

resulta en una redundancia parcial (Bennett et al., 1999; Schwientek et al., 2002). 

Generalmente, se trata de explicar el control de la O-GalNAc glicosilación a partir de las 

diferencias en la especificidad de sustrato (Sección 1.6.2) y en los patrones de expresión 

de ppGalNAc-Ts que constituyen el reportorio particular de cada tipo celular y cuya 
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función es decisiva ya que al dar inicio a la O-GalNAc glicosilación determinan los sitios de 

unión de O-GalNAc glicanos y su abundancia (Gill et al., 2011). Además, la adición del 

primer azúcar GalNAc sobre sustratos polipeptídicos con múltiples sitios aceptores altera 

la habilidad de reconocimiento de otras isoformas de ppGalNAc-Ts, la competición entre 

estas enzimas conduce a diferentes patrones de O-glicosilación (Kato et al., 2001). Por 

último, otro aspecto relacionado a la regulación de la expresión de estas transferasas son 

los mecanismos de control de la expresión génica que no han sido explorados en 

profundidad (Nomoto et al., 1999), aunque existen estudios que indican que diversas 

isoformas pueden ser reguladas por microARNs (Dyrskjøt et al., 2009; Gaziel-Sovran et al., 

2011; Kahai et al., 2009). 

 También, la expresión selectiva ocurre con glicosiltransferasas que actúan en las etapas 

siguientes de la glicosilación de tipo mucina. Por ejemplo, la expresión diferencial de 

C3GnT (enzima que genera el glicano Core 3) que interviene en el punto de ramificación 

de la O-GalNAc glicosilación selecciona la síntesis hacia glicanos Core 1 o Core 3 (Figura 6). 

La expresión ubicua de C1GalT resulta en la síntesis de Core 1 y luego, de los productos 

derivados de Core 2 en la mayoría de los tejidos (Ju et al., 2002a). En el caso de tejidos 

gastrointestinales, debido a los altos niveles de C3GnT la síntesis se dirige hacia 

estructuras de glicanos Core 3 y luego, Core 4 (Iwai et al., 2002; Vavasseur et al., 1995). A 

su vez, un aumento en la expresión de C2GnT1 durante la diferenciación de las células T 

promueve la síntesis de O-glicanos Core 2 conteniendo polilactosaminas. Estos O-glicanos 

regulan la activación de las células T, la adquisición de memoria y susceptibilidad a la 

muerte celular mediada por galectina 1 (Mukasa et al., 1999; Nguyen et al., 2001; Piller et 

al., 1988). Por el contrario, la expresión diferencial de C2GnT2, pero no de C2GnT1, se 

observa en células de oviducto de hámster hembras, sugiriendo que glicanos Core 4, pero 

no Core 2 son importantes para el ciclo reproductivo femenino (McBride et al., 2005).   

La localización de las glicosiltransferasas en los distintos compartimentos de Golgi 

también es un factor influyente en la regulación de esta biosíntesis. Se ha propuesto que 

las glicosiltransferasas se distribuyen como en una línea de ensamblaje en donde la 

enzimas que inician la glicosilación se hallan primordialmente al inicio del Golgi (cis-Golgi) 

y las enzimas que actúan en las últimas etapas, hacia el final del mismo (trans-Golgi) 

(Brockhausen, 2006). Estudios inmunocitoquímicos localizaron las ppGalNAc-Ts en el cis-

Golgi en glándula submaxiliar (Roth et al., 1994). Sin embargo, ppGalNAc-T1, ppGalNAc-

T2 y ppGalNAc-T3 se encontraron a lo largo de los compartimentos del cis, medial y trans-
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Golgi en células HeLa (Rottger et al., 1998). Por otro lado, las enzimas que sintetizan las 

estructuras Core 1 y Core 2 están principalmente en cis-Golgi; mientras, las que actúan en 

forma terminal, en el trans-Golgi (Brockhausen, 2006). Estudios recientes han comenzado 

a dilucidar los mecanismos que regulan la localización de ppGalNAc-Ts en Golgi que 

depende de un fino equilibrio entre las señales mediadas por una serie de quinasas que 

estimulan o inhiben la formación de vesículas COPI3 requeridas para el transporte 

retrógrado del Golgi a RE (Chia et al., 2014; Gill et al., 2013). La alteración de dicha 

localización produce cambios drásticos en los patrones de glicosilación modificando las 

características morfológicas de las células; debido al aumento en los niveles de antígeno 

Tn que es introducido en forma prematura. 

Asimismo, se ha mencionado en la bibliografía que la escisión proteolítica de ppGalNAc-Ts 

podría representar un potencial punto de control de la actividad de los miembros de esta 

familia ya que estas enzimas han sido encontradas en fluidos biológicos y se desconoce su 

función biológica en el medio extracelular (Ten Hagen et al., 2003; Varki et al., 2009). Hay 

evidencias de la presencia en Golgi de una proteasa de unión a membrana responsable de 

la escisión proteolítica de la enzima sialiltransferasa (Kitazume et al., 2001). Por lo cual,  

podrían existir proteasas específicas ya sea para ppGalNAc-Ts como para otras 

glicosiltransferasas. 

Otros factores que controlan directamente la actividad de glicosiltransferasas incluyen la 

disponibilidad de iones metálicos (cofactores), las concentraciones de azúcares 

nucleótidos y su transporte a través del Golgi, como así también, el pH el cual es variable 

en los distintos compartimentos del aparato de Golgi , modificaciones postraduccionales 

y la formación de complejos (Brockhausen, 2006). 

 

 Organización de glicosiltransferasas en Golgi  1.10

Existen tres modelos que podrían explicar la distribución de glicosiltransferasas en Golgi 

(Varki et al., 2009). Uno de ellos denominado reconocimiento de pares (“kin recognition”, 

en inglés) o modelo de oligomerización, desarrollado por Nilsson y col. en 1993 (Nilsson 

et al., 1993) proponía que enzimas localizadas en el mismo compartimento podrían 
                                                      
3COPI: complejo multiproteico requerido para la formación de vesículas de transporte que actúan en el transporte 

retrógrado de Golgi a RE. Beck, R., M. Ravet, F. Wieland, and D. Cassel. 2009. The COPI system: molecular mechanisms and 

function. FEBS letters. 583:2701-2709, Szul, T., and E. Sztul. 2011. COPII and COPI traffic at the ER-Golgi interface. Physiology. 

26:348-364. 



27 

formar complejos, los cuales tendrían un rol en la estabilización de la localización de las 

GTs en el compartimento correcto de Golgi. Este modelo plantea que un ambiente 

altamente poblado de proteínas es propicio para el desarrollo de interacciones de “baja 

afinidad-alta especificidad” lo que permitiría el autoensamblaje de la maquinaria 

molecular de una manera dinámica. De este modo, los autores sostienen que las enzimas 

que intervienen en la glicosilación son capaces de autoensamblarse en complejos 

mediante interacciones proteína-proteína para promover la especificidad y eficiencia de 

la maquinaría biosintética de oligosacáridos (Nilsson et al., 2009). 

Algunas glicosiltransferasas en el RE forman dímeros entre subunidades por medio de 

puentes disulfuro los cuales han sido encontrados desde el dominio transmembrana y 

citoplasmático hasta la región “stem” y el dominio catalítico. La relación entre 

dimerización y actividad enzimática varía de acuerdo a cada proteína. Generalmente, 

aquellas enzimas diméricas que poseen puentes disulfuro entre subunidades por fuera 

del dominio catalítico son activas tanto en la forma monomérica como dimérica (Young Jr, 

2004). Otras como GM2 sintasa requieren de la dimerización para su actividad (Li et al., 

2000). Sin embargo, el modelo de reconocimiento de pares remarca la capacidad de 

oligomerización a partir de interacciones físicas entre las proteínas. La formación de este 

tipo de complejos ha sido reportada en distintas vías de síntesis de glicanos en el aparato 

de Golgi. Por ejemplo, se encontró que la GT GlcNAcT-I que inicia la síntesis de N-glicanos 

complejos interactúa con αmanosidasa II (Nilsson et al., 1994) y los complejos fueron el 

resultado de interacciones entre residuos de aminoácidos cargados ubicados en el lumen 

de ambas transferasas (Nilsson et al., 1996). A su vez, GlcNAcT-I también interacciona con 

GlcNAcT-II la cual actúa en el paso siguiente de esta vía de síntesis (Opat et al., 2000). 

Asimismo, se han descubierto complejos en la glicosilación de glicoesfingolípidos entre 

enzimas que participan en la biosíntesis de gangliósidos, GM2 Sintasa y GM1 Sintasa 

(Giraudo et al., 2001) y también, entre LaCer Sintasa, GM3 Sintasa y GD3 Sintasa (Giraudo 

and Maccioni, 2003). En ambos casos la formación de complejos fue mediada por el 

dominio transmembrana y la región flanqueante de estas enzimas; y dichos complejos 

contenían enzimas que actúan de manera secuencial en sus respectivas vías de síntesis. 

Por otro lado, en la síntesis de proteoglicanos también existen evidencias de formación 

de complejos. EXT1 y EXT2 son enzimas que intervienen en la polimerización glucídica del 

heparán sulfato que forman complejos homo y hetero oligoméricos. El complejo EXT1-
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EXT2 presenta una actividad glicosiltransferasa superior a la de sus componentes por 

separado (McCormick et al., 2000).  

 Acetilación de proteínas como modificación postraduccional en 1.11

residuos lisina  

El grupo ε-amino de los residuos lisinas pueden sufrir diferentes modificaciones 

postraduccionales (MPT) incluyendo acetilación y otras formas de acilación, sumoilación, 

biotinilación, ubiquitinación y metilación; lo cual genera un gran potencial para la 

regulación cruzada entre ellas (Yang and Seto, 2008). La acetilación del grupo ε-amino de 

una lisina (generalmente se nombra como acetilación de lisina) es una MPT reversible y 

difiere de Nα-acetilación (llamada acetilación N-terminal) que ocurre en el grupo α-amino 

en el extremo N-terminal de proteínas citosólicas que están siendo sintetizadas y se cree 

que es irreversible. Este último, es un evento co-traducccional que afecta 

predominantemente a residuos alanina, serina y metionina (Polevoda and Sherman, 

2003). 

La acetilación de lisina fue originalmente identificada hace más de 40 años en histonas 

donde su naturaleza transiente regula la interacción de la cromatina y como consecuencia 

la transcripción de ADN (Yang and Grégoire, 2007). Luego, un gran número de proteínas 

citosólicas y nucleares fueron descriptas en sus formas acetiladas (Xiong and Guan, 2012; 

Yang and Seto, 2007). Sin embargo, en forma muy reciente se conoció que también 

ocurre en el lumen de la mitocondria (Choudhary et al., 2009; Kim et al., 2006; Schwer et 

al., 2006) y del RE (Costantini et al., 2007; Lundby et al., 2012; Pehar and Puglielli, 2013). 

Esta MPT afecta la función de las proteínas en diferentes aspectos alterando su 

conformación, localización subcelular, estabilidad, interacciones proteína-proteína o 

proteína-ácido nucleico y actividad enzimática (Choudhary et al., 2014; Xiong and Guan, 

2012). Además, la acetilación de lisina ha sido encontrada en un amplio espectro de 

organismos desde bacterias a humanos (Kim and Yang, 2011; Soufi et al., 2012) indicando 

que las funciones regulatorias de la acetilación son diversas y conservadas.  

Desde un punto de vista bioquímico, la acetilación/deacetilación de lisinas requiere 4 

componentes esenciales:  

1) un aceptor del grupo acetilo (una proteína que tenga residuos lisina disponibles) 

2) un donor del grupo acetilo: acetil-coenzima A (acetil-CoA). 
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3) Una enzima capaz de transferir el grupo acetilo del donor al aceptor: lisina 

acetiltransferasa (KAT). Han sido identificadas 22 KATs en humanos y ratón (Lee 

and Workman, 2007; Roth et al., 2001) las cuales pueden ser agrupadas en 3 

familias principales: GCN5, CBP/p300 y MYST (Berndsen and Denu, 2008). 

4) Una enzima capaz de remover el grupo acetilo: lisina deacetilasa (KDAC). Han sido 

identificadas 18 KDACs en el genoma humano y de ratón que pertenecen a dos 

familias distintas con mecanismos catalíticos diferentes: histonas deacetilasas 

dependiente de Zn2+ (HDAC1–11) (Haberland et al., 2009) sirtuinas deacetilasas 

dependiente del cofactor NAD+ (SIRT1–7) (Finkel et al., 2009). Las sirtuinas están 

presentes en el núcleo, citoplasma y mitocondria, mientras las deacetilasas 

dependientes de Zn2+ se localizan predominantemente en el núcleo y citoplasma. 

Como consecuencia de la incorporación del grupo acetilo se elimina la carga positiva del 

grupo ε-amino de la lisina como se muestra en la Figura 11, en la reacción catalizada por 

las KATs. En la sección 1.13 se describirá la maquinaria de acetilación/deacetilación en el 

RE que ha comenzado a develarse en forma reciente. 

 

 

Figura 11: Reacción de acetilación y deacetilación de lisinas 
La acetilación es una MPT reversible por lo cual las enzimas lisina 
acetiltransferasas (KATs) incorporan grupos acetilo a partir del sustrato 
donor acetil-CoA sobre residuos lisinas en proteínas blanco. Mientras, las 
enzimas lisina deacetilasas (KDACs) y Sirtuinas remueven grupos acetilo. 
Extraído y adaptado de (Kim and Yang, 2011) 

Es importante destacar que en ciertas condiciones fisiológicas puede ocurrir una 

acetilación no enzimática que resulta del contacto directo de las proteínas con el 
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metabolito acetil-CoA de una manera dependiente de su concentración (Guan and Xiong, 

2011; Hirschey et al., 2011). Los niveles de acetil-CoA y acetil-fosfato aumentan cuando 

las células son expuestas a altas concentraciones de glucosa lo que conduce a un 

aumento de la acetilación (Weinert et al., 2014; Weinert et al., 2013). 

 Estudios del acetiloma 1.12

Durante la década pasada, los desarrollos en proteómica han impulsado la investigación 

en torno a la acetilación. Es evidente por el número de sitios identificados con esta 

modificación que se está poniendo a la altura de otras MPT como fosforilación y 

ubiquitinación, lo cual resalta su potencial regulatorio (Choudhary et al., 2014). 

Al igual que otros tipos de MPT, la acetilación ocurre en una estequiometría baja, es decir, 

sólo una pequeña fracción de la proteína lleva la MPT. Por este motivo, es un gran desafío 

la identificación de los péptidos modificados a partir de una muestra compleja. Avances 

recientes en espectrometría de masa (MS) de alta resolución (Choudhary and Mann, 

2010; Jensen, 2006) han permitido tanto la identificación de cientos de sitios de 

acetilación como su cuantificación relativa en un solo experimento. Diferente tipo de 

instrumental de MS y metodologías pueden ser usadas para el análisis del acetiloma. Un 

esquema del procedimiento empleado en la mayoría de los estudios a gran escala se 

muestra en la Figura 12. 

A partir de múltiples estudios de este tipo se ha recogido información muy valiosa. Los 

análisis han demostrado que los sitios de acetilación son frecuentemente conservados a 

través de diversos organismos (Beltrao et al., 2012; Weinert et al., 2011; Zhang et al., 

2009) y la mayoría de los eventos de acetilación ocurren en proteínas no nucleares 

(Choudhary et al., 2009; Kim et al., 2006; Zhao et al., 2010). 
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Figura 12:Análisis global de acetilación de lisinas 
basados en espectrometría de masa 
a- Preparación de la muestra. Las proteínas son 
extraídas a partir de líneas celulares o tejidos con 
solución de lisis y digeridas en péptidos usando 
proteasas, usualmente tripsina. La proteólisis de los 
extractos proteicos genera numerosos péptidos, pero 
sólo una pequeña fracción está acetilada. Para reducir 
la complejidad de la muestra y aumentar la 
selectividad del análisis, los péptidos acetilados son 
enriquecidos sobre los no acetilados por purificación 
por inmunoafinidad con anticuerpos antilisina 
acetilada. La complejidad de la muestra puede ser 
reducida por métodos de fraccionamiento 
(cromatografía de intercambio catiónico a microescala 
o isoelectroenfoque). 

También, se ha analizado el contexto de las secuencias de aminoácidos en torno al sitio 

de acetilación en varios estudios en eucariotas y aunque no se han descriptos motivos 

consenso claros, existen preferencias por ciertos aminoácidos (Lundby et al., 2012). Las 

KATs frecuentemente se presentan como complejos multiproteicos y sus actividades y 

especificidades pueden estar influenciadas por las subunidades asociadas (Shahbazian 

and Grunstein, 2007). La acetilación frecuentemente ocurre en dominios estructurados 

tales como α-hélices y hojas β y sobre proteínas altamente conservadas como enzimas 

metabólicas, ribosomas y chaperonas (Choudhary et al., 2009; Zhao et al., 2010). Por el 

contrario, los sitios fosforilados son encontrados en regiones no estructuradas de 

proteínas y de rápida evolución y los residuos fosforilados no son altamente conservados 

(Iakoucheva et al., 2004). 
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Figura 13:Análisis global de acetilación de lisinas 
basados en espectrometría de masa 
b- Análisis de espectrometría de masas de los péptidos 
acetilados. Las muestras de los péptidos son separadas 
por cromatografía líquida a escala de nanoflujo (LC) 
usando un gradiente de solvente orgánico para eluir los 
péptidos de las columnas de fase reversa. Los péptidos 
eludíos son transferidos al espectrómetro de masas 
donde sufren ionización por electrospray y se analizan 
los péptidos ionizados intactos de acuerdo a su relación 
masa-carga (m/z). Posteriormente, los péptidos se 
fragmentan y los espectros de los fragmentos se 
archivan (MS/MS, espectrometría en tándem). A partir 
de estos espectros (MS y MS/MS) se deducen las 
secuencias de los péptidos, la presencia y localización 
de la modificación postraduccional y se cuantifica la 
abundancia de los péptidos y proteínas (Choudhary et 
al., 2014). 

 

Uno de los primeros estudios de gran impacto en el área de acetilómica realizado a partir 

de una línea celular humana donde se caracterizaron 3600 sitios en 1750 proteínas 

(Choudhary et al., 2009) generó una base de datos disponible en internet para su consulta 

y luego, creó el primer programa para predecir sitios de acetilación 

http://www.phosida.com (Gnad et al., 2010). Desde allí en adelante, han surgido nuevos 

programas para predecir sitios de acetilación con diferentes criterios (Li et al., 2014; Liu et 

al., 2014; Suo et al., 2012).  

 Acetilación de lisinas en el lumen del RE 1.13

Descubrimientos recientes reportaron que proteínas de RE, Golgi, de membrana 

plasmática y del espacio extracelular se encuentran acetiladas. Todas estas proteínas 

presentan residuos lisina acetilados en la porción luminal (Choudhary et al., 2009; Lundby 

et al., 2012; Mak et al., 2014; Pehar and Puglielli, 2013). Por lo cual, fue una evidencia 

http://www.phosida.com/
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más para la búsqueda de la maquinaria de acetilación en el lumen del RE/Golgi. Sin 

embargo, en los inicios de la caracterización del acetiloma, en particular en células 

eucariotas, la baja abundancia de las proteínas de la vía secretora sumado a la naturaleza 

transiente de esta MPT, llevaron a subestimar la posibilidad de que la acetilación podía 

ocurrir en estos compartimentos. Para que la reacción de acetilación transcurra deben 

existir los componentes mencionados en la Sección 1.11. Tal es así, que en la actualidad 

se ha avanzado en el conocimiento de este tema y varias cuestiones han sido develadas al 

respecto. En primer lugar, existe un transportador de acetil-CoA  que transporta este 

sustrato del citosol al interior de RE ya que acetil-CoA es una estructura altamente 

cargada y no puede atravesar la bicapa lipídica. El transportador Acetil-CoA 1 (en inglés 

Acetyl-CoA Transporter-1) o simplemente AT-1 tiene una localización exclusiva en RE. La 

traslocación de acetil-CoA es esencial para la función celular ya que la disminución de su 

expresión en células de mamíferos desencadenó la activación de la maquinaria de 

autofagia y resultó en la muerte masiva de las células (Jonas et al., 2010; Pehar et al., 

2012a). A su vez, AT-1 se encuentra mutado en pacientes afectados por paraplejia 

espástica autosómica dominante-42 (SPG42) (Lin et al., 2008a) y por el síndrome 

autosomal recesivo complejo; esta última patología afecta funciones cerebrales vitales 

cuyos pacientes fallecen a una edad temprana (Huppke et al., 2012). Dada la severidad de 

los casos se pone de manifiesto la importancia de AT-1. 

En segundo lugar, se han identificado al menos dos acetiltransferasas ubicadas también 

en el RE, las cuales fueron nombradas como ATase1 (también conocida como camello-like 

2 y N-acetiltransferasa 8B) y ATase2 (también conocida como camello-like 1 y N-

acetiltransferasa 8). Las dos acetiltransferasas muestran una identidad de secuencia de 

86% a nivel de la secuencia proteica. Ambas poseen una cola citoplasmática corta, un 

segmento transmembrana y un dominio luminal con actividad catalítica (Ko and Puglielli, 

2009).  Tienen un peso molecular aparente en geles desnaturalizantes alrededor de 28 

kDa y 25 kDa, respectivamente. ATase1 y ATase2 son miembros de la familia camello que 

pertenece a la superfamilia de GNAT (N-acetiltransferasa relacionada a Gcn5) de N-

acetiltransferasas en la cual la homología entre los miembros de la familia a nivel de la 

secuencia primaria no es significativa (3-23% identidad de secuencia), pero su estructura 

es conservada (Dyda et al., 2000; Vetting et al., 2005). ATase1 y ATase2 son expresadas en 

forma diferencial en una variedad de células  inmortalizadas y células primarias y a su vez, 

parecerían estar expresadas preferentemente en cerebro en humanos y ratón. 
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Particularmente, se encuentran en altos niveles en pacientes afectados por la 

enfermedad de Alzheimer, por lo cual podría haber una asociación con esta enfermedad. 

Mientras ATase1 parecería actuar como una forma constitutiva de acetiltransferasa, 

Atase2 se encuentra regulada a nivel transcripcional en forma más ajustada (Ding et al., 

2012). Es probable que ATase1 y ATase2 no sean las únicas acetiltransferasas de RE ya 

que en experimentos donde se redujo la expresión de ambas, no se produjo una toxicidad 

celular significativa (Ko and Puglielli, 2009).  

Estas acetiltransferasas son capaces de ensamblarse para formar homo y heterodímeros y 

se asocian con 4-5 miembros del complejo oligosacariltransferasa (OST) cuya función es 

glicosilar polipéptidos aún no plegados a medida que ingresan al lumen del RE a través del 

traslocón (Dempski and Imperiali, 2002; Kelleher and Gilmore, 2006). OST transfiere 

GlcNAc2Man9Glc3 sobre residuos de asparagina iniciando la N-glicosilación como fue 

descripto en la Sección 1.5.2. Los investigadores proponen que las ATases trabajan de 

manera coordinada o secuencial con OST para acetilar y así, seleccionar polipéptidos 

correctamente plegados (Ding et al., 2014). Estudios adicionales son requeridos para 

determinar si la actividad de estas ATases está limitada sólo a N-glicoproteínas. 

Por otro lado, la actividad deacetilasa fue detectada en el lumen del aparato de Golgi 

(Costantini et al., 2007). Pero la búsqueda en base de datos de proteínas localizadas en 

Golgi y con dominios similares a otras deacetilasas ya conocidas no arrojó resultados 

sólidos y tampoco, se intentó aislar la proteína por métodos bioquímicos más 

tradicionales. Sin embargo, en forma reciente se identificó (Lalioti et al., 2013) y se 

propuso como candidato amfion/C6orf89, una deacetilasa que reside en el cis-Golgi (Ding 

et al., 2014). 

Hasta el momento, las proteínas acetiladas BACE (Costantini et al., 2007) y CD133 (Mak et 

al., 2014) más exhaustivamente estudiadas coinciden en que la acetilación es vital para 

que estas puedan atravesar el RE y luego, movilizarse a través de la vía secretora para ser 

ancladas a la membrana plasmática. La acetilación formaría parte del sistema de control 

de plegamiento de proteínas seleccionando aquellas correctamente plegadas 

etiquetándolas con residuos acetilo sobre ciertas lisinas. De lo contrario, en ausencia de la 

acetilación éstas son degradadas en el RE por acción de una proteasa (PCSK9/NARC-1) en 

un mecanismo independiente del proteasoma (Ding et al., 2014; Pehar and Puglielli, 
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2013). Sin embargo, se desconoce si este mismo mecanismo se aplica a proteínas 

residentes en RE o Golgi y si es extensivo a todas las proteínas de membrana plasmática. 

En nuestro laboratorio se ha comenzado a estudiar la acetilación de ppGalNAc-Ts de 

origen humano caracterizando cómo afecta a las propiedades de la enzima (Zlocowski et 

al., 2013; Zlocowski et al., 2011). Tras múltiples esfuerzos por parte de miembros de 

nuestro laboratorio para detectar ppGalNAc-T2 acetilada in vivo, finalmente se confirmó 

su existencia en ensayos de proteómica llevados a cabo por el laboratorio del Dr. Puglielli 

(Pehar et al., 2012b) a partir del análisis de fracciones enriquecidas en vesículas de RE. 

Casi en simultáneo, otro estudio (Lundby et al., 2012) identificó la isoforma ppGalNAc-T9 

acetilada a partir de biopsias de músculo esquelético humano sin fraccionamiento de los 

compartimentos subcelulares.  

 

En vistas de los antecedentes presentados aquí nos preguntamos si los dominios lectina 

de ppGalNAc-Ts podrían ejercer roles adicionales a los descriptos en la actualidad, 

influyendo en la actividad de glicosiltransferasas próximas en las vías de síntesis de 

glicanos de tipo O-GalNAc. A su vez, MPT como acetilación que ocurren en el lumen del 

RE, podrían actuar como otro nivel de control de las propiedades biológicas de ppGalNAc-

Ts. En ambos casos, se pretende indagar acerca de los mecanismos de regulación de 

ppGalNAc-Ts con un impacto en la O-GalNAc glicosilación por ser estas enzimas 

iniciadoras de este tipo de glicosilación.   
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2. OBJETIVO GENERAL 

El presente trabajo de Tesis tiene como objetivo estudiar mecanismos de control de la 

actividad enzimática que regulan el inicio de la biosíntesis de glicanos del tipo O-

GalNAc con dos abordajes diferentes. 

 Objetivos específicos 2.1

 En primer lugar, se busca determinar roles funcionales de los dominios lectina de 

ppGalNAc-Ts en relación a su  influencia sobre glicosiltransferasas adyacentes 

físicamente en el Golgi que participan en la vía de síntesis de estos glicanos. Para 

lograrlo se han diseñado experimentos para medir actividad enzimática de las 

glicosiltransferasas estudiadas tanto in vitro como in vivo y se planificaron ensayos de 

interacción entre dominios lectina y las glicosiltransferasas involucradas. 

 En segundo lugar, se pretende estudiar el impacto de la acetilación de lisinas como 

mecanismo de control postraduccional sobre las propiedades biológicas de ppGalNAc-

Ts. Para lo cual, se generaran herramientas para estudiar en forma direccionada el 

efecto de la acetilación, específicamente, en el dominio lectina de la isoforma 

ppGalNAc-T3.  

  

  



37 

3. MATERIALES Y MÉTODOS  

 Líneas celulares 3.1

Sf9 es una línea celular de insecto derivada de las células de ovario de Spodoptera 

frugiperda que fue adquirida en Invitrogen Argentina.  

Por otro lado, la línea celular CHO ldlD fue gentilmente cedida por el Dr. Eric P. Bennett 

(Copenhagen Center for Glycomics, Universidad de Copenague, Dinamarca). 

Para el estudio in vivo de la incorporación del primer azúcar en una cadena compleja de 

oligosacáridos se debe buscar una estrategia para la detección del mismo. Las líneas 

celulares que producen estructuras simplificadas de O-glicanos homogéneos facilitan el 

análisis de los sitios de glicosilación generando oligosacáridos truncos. Este es el caso de 

la línea celular CHO ldlD, son células mutantes aisladas a partir de la línea celular de 

ovario de hámster chino, ampliamente conocida por su sigla en inglés, como células CHO 

(Chinese hamster ovary). Su nombre se debe a que dichas mutantes expresan un receptor 

de LDL (del inglés, Low density lipoprotein o lipoproteína de baja densidad) 

funcionalmente inactivo por la carencia de ciertos O-glicanos lo que lleva a su 

desestabilización (Kingsley et al., 1986; Kozarsky et al., 1988). Las mutantes ldlD carecen 

de la epimerasa responsable de convertir UDP-Glc a UDP-Gal y UDP-GlcNAc a UDP-

GalNAc. Debido a que existen vías alternativas para importar galactosa y GalNAc al 

interior de las células, la composición de las diferentes clases de glicanos puede ser 

controlada en estas células por suplementación de galactosa o GalNAc al medio de cultivo 

(Figura 14). La suplementación con ambos azúcares revierte completamente la deficiencia 

de azucares-nucleótidos en la síntesis de oligosacáridos. Otra forma es suplementar las 

células con glicoproteínas de suero tales como fetuina para contrarrestar el defecto ya 

que estos dos azúcares son reciclados a partir de la degradación lisosomal de proteínas 

(Varki et al., 2009). Las células CHO ldlD son una herramienta útil para estudiar el inicio de 

la glicosilación de tipo mucina, ya que al adicionar GalNAc al medio se generarán 

oligosacáridos truncos quedando éste expuesto como azúcar terminal. 

 

 

https://webmail.ku.dk/owa/redir.aspx?C=CloC6yM-Bk2zSay5sUqobsDQelDf-c4IxzT5LPY3ffrz-XE82RN03yFBqP_KOt-f7IwP6KkyQyU.&URL=http%3a%2f%2ficmm.ku.dk%2fforskergrupper%2fccg%2f
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Figura 14: Efecto de las mutaciones en la UDP-Glc/UDP-GlcNAc-4-epimerasa en células CHO ldlD 
Los efectos fenotípicos en las células CHO ldlD pueden ser revertidos mediante el agregado al medio de 
cultivo de Gal y GalNAc, los cuales son necesarios para la síntesis de múltiples N- y O-glicanos. Extraído y 
adaptado de (Varki et al., 2009).  

  Glicopéptido 3.2

El O-glicoconjugado MUC1 completamente glicosilado con GalNAc (denominado a partir 

de aquí MUC1-αGalNAc) fue preparado quimio enzimáticamente a partir de MUC1 

humano sintetizado de 60 aminoácidos de longitud (formado por tres secuencias 

repetidas de 20 aminoácidos: HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA), catalizado en primer lugar por 

la transferasa recombinante ppGalNAc-T2 y en segunda instancia, por ppGalNAc-T4, O-

glicosilando una proporción de 15 moléculas de αGalNAc por cada 60 aminoácidos de 

MUC1 (Hanisch, 2001). 

 Expresión y purificación de enzimas y dominios lectina 3.3

3.3.1 Constructos 

Las secuencias de ADN codificante de las enzimas ppGalNAc-T2 y -T3 (de origen humano), 

Core1GalT (de Drosophila melanogaster) (C1GalT) y los dominios lectina de T2, T3 y T4 

(también de origen humano) fueron clonados en el vector de expresión pAcGP67 (BD-

Biosciences) (Figura 15) como fuera descripto previamente por Bennett y col., 1996 y 
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Wandall y col., 2007 (Bennett et al., 1996; Wandall et al., 2007). Los constructos aquí 

nombrados fueron facilitados por el Dr. Eric P. Bennett.  

  
Figura 15: Vector de expresión de las proteínas recombinantes  
Vector pAcGP67 (BD - Biosciences) en el cual fueron clonados los constructos de las 
proteínas recombinantes para su expresión en células de insectos. Extraído de 
https://www.bdbiosciences.com/documents/Baculovirus_vector_system_manual.pdf 

Los constructos correspondientes a las enzimas y dominios lectinas carecen de la porción 

citoplasmática y del dominio transmembrana para su expresión en forma soluble. En el 

extremo amino terminal de todos los constructos se incorporó una etiqueta de seis 

histidinas que se utiliza en este trabajo como estrategia de purificación mediante una 

columna con metal inmovilizado y también, una etiqueta T7, a excepción de ppGalNAc-T3 

(Figura 16). Además, cabe destacar que la secuencia de cada proteína es clonada 

inmediatamente posterior a la señal de secreción de la proteína gp67 que posee el 

plásmido pAcGP67; lo cual va a permitir que la proteína heteróloga siga la vía secretoria, 

siendo removido el péptido señal a lo largo de la misma. 

https://www.bdbiosciences.com/documents/Baculovirus_vector_system_manual.pdf
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Figura 16: Constructos de las enzimas y dominios lectina 
Representación esquemática de los constructos recombinantes para la expresión en forma soluble de las 
enzimas ppGalNAc-T2 y T3 (incluyendo ambos  dominios, catalítico y lectina) y los dominios lectina de 
ppGalNAc-T2, T3 y T4. En el extremo amino terminal los constructos poseen dos etiquetas, una con 6 
histidinas (6His) y otra con la secuencia T7. 

3.3.2 Generación de virus recombinantes y expresión de proteínas 

Las células de insectos Sf9 fueron crecidas a 27°C en medio Grace (Gibco-Invitrogen) 

suplementado con antibiótico (ATB) y 10% de suero fetal bovino (SFB). Los plásmidos 

pAcGP67-His-proteína fueron co-transfectados con ADN viral lineal, protocolo adaptado a 

partir del Kit BaculoGold (BD Biosciences) (Figura 17). Los virus recombinantes generados 

fueron amplificados en células Sf9 crecidas al 80% de confluencia. Se realizaron 

amplificaciones sucesivas primero en placas de 35mm y luego, de 60mm durante 3 días 

en cada caso. Previamente a la etapa de producción y purificación, la presencia de la 

enzima recombinante fue verificada mediante western blot en sobrenadante (del medio 

de cultivo) y en lisado celular. 

El sobrenadante del medio de cultivo se recuperó luego de centrifugar el cultivo a 1500 

rpm durante 15 min a 4°C y se utilizó para infectar células Sf9 sembradas en placas de 10 

mm al 80% de confluencia. Al cabo de 5 días, se cosecharon las células recuperando la 

fracción soluble donde se encuentra la proteína de interés para su posterior purificación.  
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Figura 17: Sistema de expresión de proteínas 
Expresión de proteínas recombinantes mediante la generación de Baculovirus recombinantes utilizando el 
kit BaculoGold™ (BD - Biosciences). Extraído de https://www.bdj.co.jp/pdf/55-02_03-7900030-23-A1.pdf 

3.3.3 Purificación de proteínas recombinantes 

El medio de cultivo de Sf9 fue sometido a centrifugación a 1500 rpm por 15 min a 4°C. El 

sobrenadante fue dializado contra solución tampón fosfato salina o PBS (fosfato de sodio 

10 mM, pH 7,4; NaCl 150 mM) utilizando una membrana con un límite de corte de peso 

molecular de 10 kDa (Sigma-Aldrich). A la muestra de partida dializada se le adicionó 

imidazol a una concentración final de 5 mM y luego, se centrifugó a 13.000 rpm por 10 
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min a 4°C. Las proteínas fueron purificadas usando la resina HisPurTM (Thermo Scientific) 

con cobalto inmovilizado. Esta resina fue acondicionada con una solución de imidazol 5 

mM y a continuación, se agregó la muestra de partida a purificar. Se hicieron lavados 

escalonados con 5 mM y 40 mM de imidazol. Finalmente, la proteína de interés fue eluída 

con 150 mM de imidazol. En la Tabla 1 se indica la composición de cada una de las 

soluciones empleadas para la purificación de proteínas. A continuación, los eluídos se 

dializaron contra PBS y se concentraron mediante centrifugación (7.500 g) con un filtro 

Centricon (Millipore) con límite de corte 10 kDa. Se llevó a cabo la cuantificación de 

proteínas totales empleando el método de ácido bicinconínico (kit Pierce, Thermo 

Scientific), utilizando albúmina sérica bovina (ASB) como estándar. La pureza de las 

mismas fue evaluada mediante gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 

(PAGE-SDS) al 10% y posterior tinción de proteínas totales con Azul Brillante de 

Coomassie. 

Tabla 1: Soluciones utilizadas para la purificación de las proteínas recombinantes 

Purificación de proteínas 

Solución 
Acondicionamiento 

de la columna 

NaH2PO4 pH 7,4 50mM 

NaCl 300 mM 

Imidazol 5 mM 

Solución de Lavado I 

NaH2PO4 pH 7,4 50mM 

NaCl 300 mM 

Imidazol 5 mM 

Solución de Lavado II 

NaH2PO4 pH 7,4 50mM 

NaCl 300 mM 

Imidazol 40 mM 

Solución de Elución 

Na2HPO4 pH 7,4 50mM 

NaCl 300 mM 

Imidazol 150 mM 

 Ensayo de actividad GalNAc-transferasa 3.4

3.4.1 Ensayo de espectrometría de masas  

La reacción enzimática fue realizada en un volumen final de 10 µl conteniendo: cacodilato 

25 mM (pH 7,4), MnCl2 10 mM, Tritón X-100 0,25%, ppGalNAc-T 0,5 µg/ml y péptido 

aceptor 20 µM. Los péptidos aceptores ensayados fueron MUC124 

(TAPPAHGVTSAPDTRPAPGSTAPP), MUC233 (PTTTPITTTTTVTPTPTPTGTQTPTTTPISTTC) y 

MUC5B27  (SSTPGTTWILTELTTTATTTESTGSTA) sintetizados por Neosystem (Estrasburgo) o 

Cancer Research (Reino Unido). Todas las condiciones ensayadas ya sea en presencia o en 

ausencia de dominios lectina fueron pre-incubadas 1 hora a 4°C. La reacción enzimática 

se  inició mediante la adición de UDP-GalNAc a una concentración final de 100 µM y se 
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incubó durante 1 h a 37°C. A los productos de la reacción enzimática se les adicionó una 

matriz de ácido 2,5-dihidroxibenzoico (25 mg/ml) (Sigma-Aldrich) disuelto en una mezcla 

(2:1) de ácido trifluoracético 0,1% en acetonitrilo acuoso 30% (Rathburn Chemicals, 

Escocia, Reino Unido). Luego, fueron colocadas en una placa metálica multipocillo para su 

análisis mediante MALDI-TOF (por sus siglas en inglés, desorción/ionización láser asistida 

por matriz con analizador TOF, “tiempo de vuelo”). Los espectros de masas fueron 

adquiridos con un espectrómetro de masa Voyager-DE equipado con extracción 

retardada (Perceptive Biosystems). Estos ensayos fueron realizados en el Copenhagen 

Center for Glycomics (Universidad de Copenhague, Dinamarca), como parte de una 

colaboración con el Dr. H. Clausen. 

3.4.2 Ensayo colorimétrico  

Placas multiorificio de poliestireno (Corning Costar) se sensibilizaron con 50 µl de péptido 

en buffer carbonato (NaHCO3 0,1M, NaCl 0,5 M pH 8,3) durante toda la noche a 4°C. Los 

péptidos evaluados se describieron en el punto anterior 3.4.1. Se removió la solución de 

sensibilización, se lavaron los pocillos con PBS y se bloquearon con Tween-20 0,1% en PBS 

durante 1 hora a temperatura ambiente (TA). La mezcla de la reacción enzimática se llevó 

a cabo en un volumen final de 50 µl conteniendo cacodilato 25 mM (pH 7,4), MnCl2 10 

mM, Tween-20 0,1%, ppGalNAc-T (0,25-1 µg/ml). En los pocillos que contenían la mezcla 

de reacción se adicionó según correspondía dominio lectina o buffer cacodilato (control) y 

las placas fueron pre-incubadas durante 1 hora a 4°C. Luego, se dio inicio a la reacción 

enzimática con el agregado de UDP-GalNAc 50 µM y las placas fueron incubadas por 15 

min a 37°C. La reacción se detuvo succionando la mezcla de los pocillos. Éstos fueron 

lavados con PBS y a continuación, incubados con la lectina Helix Pomatia (HPA: Helix 

Pomatia Agglutinin, su sigla en inglés) conjugada a peroxidasa (HRP: Horse Radish 

Peroxidase) (Sigma-Aldrich) (1:1000) diluida en PBS con Tween-20 0,05% y lavados 

nuevamente con PBS. Un esquema de este ensayo se muestra en laFigura 18. El revelado 

colorimétrico fue llevado a cabo con una solución de o-fenilendiamina 0,5 mg/ml y H2O2 

0,02% en buffer citrato de sodio (pH 5,0) a TA y la reacción se detuvo por adición de 50 

µl/pocillo de H2SO4 0,5 N. Las medidas de absorbancia fueron obtenidas mediante un 

lector de microplacas (Epoch, BiotekR Instruments) a 490 nm. El análisis de las curvas de 

las reacciones enzimáticas mediante ajuste no lineal y la determinación de los parámetros 

cinéticos fueron realizados con el programa GraphPad Prism versión 5.00. 
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En paralelo se realizó una curva con diferentes concentraciones de MUC1-αGalNAc que se 

adsorbieron directamente a la placa multiorificios y los residuos de GalNAc fueron 

detectados con HPA-HRP. La concentración de GalNAc incorporada en los glicopéptidos 

como producto de la reacción enzimática fue calculada por extrapolación a  la curva del 

estándar MUC1-αGalNAc. 

 

Figura 18: Esquema del ensayo de 
actividad enzimática con revelado 
colorimétrico 
La enzima ppGalNAc-T incorpora 
moléculas de GalNAc en los OH de 
serinas o treoninas del sustrato 
aceptor, en este caso, péptidos 
derivados de mucinas inmovilizados 
en la superficie de las placas. Los 
residuos de αGalNAc incorporados 
serán detectados mediante la lectina 
HPA conjugada a HRP. 

 Biotinilación de dominios lectina 3.5

El pH de los dominios lectina purificados (con una concentración aproximada de 0,2 

mg/ml) fue ajustado a 9 con una solución de NaOH 1 M. Se adicionó N-hidroxi-

succinimidil-biotina (Sigma) disuelta en dimetilformamida (10 mg/ml) mezclándose en un 

agitador orbital durante 2 horas a TA. Las proteínas biotiniladas se dializaron tres veces 

frente a PBS pH 7,4 y se conservaron a -20°C hasta el momento de ser usadas (Jørgensen 

et al., 2000). 

Además, la biotinilación de dichos dominios lectina fue verificada mediante dot-blot. 

Membranas de nitrocelulosa fueron sembradas con 1 µl de muestra, se las dejó secar y 

luego, se bloquearon durante 1 h a TA con PBS Tween-20 0,1%. Seguidamente, se 

incubaron con estreptavidina conjugada a HRP (Dako Cytomation) (1:1000) diluída en PBS 

Tween-20 0,05% durante 1 h a TA. Posterior al lavado con PBS, se realizó una reacción 

colorimétrica utilizando 0,5 mg/ml de 4-cloro-1-naftol y 0,02 % H2O2 en citrato de sodio 

pH 5,0 a TA, deteniéndose la reacción por lavados de la membrana con agua destilada. 

 Ensayo de interacción directa de los dominios lectina 3.6

Placas multiorificios de poliestireno (Corning Costar) fueron sensibilizadas con proteínas 

(ppGalNAc-T2, T2lec o mucina submaxilar ovina desialilada (dOSM)) en buffer carbonato 
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(pH 8,3) durante toda la noche a 4°C, lavadas con PBS, bloqueadas con Tween-20 0,1% en 

PBS por 1 h a TA y lavadas nuevamente con PBS. Diferentes concentraciones de dominios 

lectina biotinilados fueron ofrecidas a la placa incubándose durante 2 horas a TA. Luego, 

los pocillos fueron lavados con PBS e incubados con estreptavidina-HRP (Dako 

Cytomation) (1:1000) diluída en PBS Tween-20 0,05% durante 1 h a TA y nuevamente, 

lavados con PBS. La metodología de revelado colorimétrico y lectura de absorbancias fue 

descripta en 3.4.2. 

 Ensayo competitivo de la interacción de los dominios lectina 3.7

En este ensayo se procede de manera similar al punto anterior. Sólo que en este caso, los 

dominios lectina (4 µg/ml) son pre-incubados con diferentes concentraciones de 

proteínas (ppGalNAc-T2, ASB) o carbohidratos (bencil-α-GalNAc (Bzl-α-GalNAc), metil-α-

GlcNAc (Me-α-GlcNAc)) durante 1h a TA previamente a ser agregados a los pocillos. 

 Cultivo y transfección de la línea celular CHO ldlD 3.8

Células CHO ldlD fueron cultivadas y mantenidas en estufa a 37°C en 5% de CO2 en medio 

DMEM (“Dulbecco’s modified Eagle’s medium”) (GIBCO-Invitrogen) suplementado con 

10% de SFB, estreptomicina (100 µg/ml) y penicilina (200 U/ml). Las células CHO ldlD se 

sembraron en placas de 35 mm y fueron transfectadas cuando se encontraban al 80% de 

confluencia utilizando polietilenimina (PEI) empleando la relación 2:1 (ADN:PEI µg). Se 

utilizaron los siguientes vectores que codifican enzimas de origen humano (presentan la 

secuencia completa de la proteína incluyendo la porción citoplasmática y 

transmembrana): pcDNA3.1-ppGalNAc-T3, pcDNA3.1-ppGalNAc-T3D277H (mutante inactiva 

catalíticamente con una mutación puntual en el motivo DXH, el cual es determinante para 

la actividad enzimática, vector cedido por el Dr. Eric P. Bennett) y un vector vacío 

pcDNA3.1 (Invitrogen) durante 4 horas. La mezcla de transfección fue removida y se 

adicionó DMEM con 10% de SFB y ATB suplementado con 1,5 mM GalNAc, las células se 

mantuvieron en cultivo durante 48 hs. 

 Western blot 3.9

Las células fueron lavadas tres veces con PBS y luego, levantadas con buffer de muestra 

4X. Posteriormente, se sonicaron para asegurar la ruptura de las membranas celulares y 

se hirvieron a 100°C durante 10 min. Los lisados celulares fueron corridos en un gel de 

poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS) y electrotransferidos a 
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una membrana de nitrocelulosa (GE-Healthcare) a 350 mA durante 50 min. La membrana 

se bloqueó durante 30 min a TA con leche descremada (LD) al 3% en PBS, se lavó con PBS 

y se incubó durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario. Se utilizaron los 

siguientes anticuerpos primarios: anti-ppGalNAc-T3 (anti-T3) humano (1:500), anti-

ppGalNAc-T2 humano (anti-T2) (1:500) (Sigma-Aldrich) y anti-alfatubulina (DM1A) 

(1:2500) (Sigma-Aldrich). Para la visualización y detección de las bandas se utilizaron 

anticuerpos secundarios de origen caprino conjugados a fluoróforos: anti-IgG de conejo 

IRDye® 800 (color verde) y anti-IgG de ratón IRDye® 680 (color rojo), a una dilución 

1:20.000 para ambos anticuerpos (LI-COR Biosciences). En todos los casos los anticuerpos 

fueron diluídos en LD 1% en PBS. El revelado de las membranas se llevó a cabo mediante 

el sistema de captura de imágenes infrarrojas Odyssey (LI-COR). 

Tabla 2: Soluciones utilizadas para la preparación y corrida de geles de poliacrilamida y Western blot 
(*volumen para un gel PAGE-SDS al 10% de 0,75mm de espesor) 

Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS 

Gel de apilamiento* 

Tris-HCl 0,5M pH 6.8 625ul 

Agua 1500ul 

Acrilamida/Bisacrilamida (29:1) 325ul 

SDS 10% (p/v) 25ul 

Persulfato de amonio 10% (p/v) 12,5ul 

TEMED 2,5ul 

Gel de separación* 
 

Tris-HCl 1,5M pH 8.8 1250ul 

Agua 2000ul 

Acrilamida/Bisacrilamida (29:1) 1650ul 

SDS 10% (p/v) 50ul 

Persulfato de amonio 10% (p/v) 50ul 

TEMED 5ul 

Buffer de muestra 4X 
 

Tris-HCl 0,5M pH 6,8 6 volúmenes 

Glicerol 4 volúmenes 

SDS 8 % p/v 

Azul de bromofenol 0,4% p/v 

β-mercaptoetanol 5% v/v 

Buffer de corrida 

Tris-Glicina pH 8,3 (8X) 75ml 

SDS 10% (p/v) 6 ml 

Agua 519ml 

Tinción de Azul Brillante de Coomasie 

Solución colorante 

Azul de Coomasie R-250 0,1 % 

Metanol 40% 

Ácido acético 10% 

Solución Decolorante 
Metanol 20% 

Ácido acético Glacial 10% 

Western Blot 

Buffer de Transferencia 
Buffer de Corrida 540 ml 

Metanol 160 ml 
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 Citometría de Flujo 3.10

Las células CHO ldlD transfectadas fueron lavadas tres veces con PBS y luego, incubadas 

con tripsina 0,25% y EDTA 0,06% durante 3 min a 37°C para su cosecha. Inmediatamente, 

se inactivó la tripsina con SFB y se lavaron las células con PBS.  

A continuación, se procedió a la permeabilización y fijación de las células con las 

soluciones del Kit eBioscience. Seguidamente, las células fueron tratadas con 

neuraminidase de Clostridium perfringens 0,1 U/ml (Sigma-Aldrich) a 37°C durante 45min 

y lavadas. Las células fueron incubadas con el anticuerpo anti-T3 humano (1:100) (Sigma-

Aldrich) y VVL (lectina Vicia villosa) biotinilada (1:100) (Vector Laboratories Inc.) por 1h, 

lavadas e incubadas con el anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a Alexa-633 (1:2000) 

(Life Technologies) y estreptavidina conjugada a isotiocianato de fluoresceína (FITC) 

(1:100) (Dako Cytomation) por 30 min. Para los lavados y diluciones de 

anticuerpos/neuraminidasa se utilizó el buffer de permeabilización (eBioscience) al cual 

se le adicionó ASB 1%. Por último, las células fueron resuspendidas en 100 µl de 

paraformaldehído 1% en PBS hasta el momento de ser analizadas. Las muestras fueron 

mantenidas a 4°C durante los lavados (que consisten en el agregado de buffer de 

permeabilización con ASB 1% y posterior centrifugación a 400 g durante 10 min) y las 

incubaciones con anticuerpos. 

Además, se incluyeron dos controles: uno de ellos, corresponde a las células solas (sin el 

agregado de los anticuerpos primarios y de los fluoróforos) y el segundo, incubando las 

células con los fluoróforos (la estreptavidina conjugada a FITC y el anticuerpo secundario). 

Los datos fueron adquiridos con un citómetro FACSCanto II (Becton Dickinson) y los 

resultados fueron analizados usando el programa FlowJo versión 7.6.2.  

 Cuantificación de terminales αGalNAc en mucina submaxilar ovina 3.11

Como las glicoproteínas mucina submaxilar ovina (su sigla en inglés, OSM) y su forma 

desialilada (dOSM) serán utilizadas como sustratos aceptores de la reacción enzimática de 

Gal-transferasas, se necesita conocer la cantidad de residuos GalNAc disponibles en las 

mismas. Para esto, placas multiorificios (Corning Costar) se sensibilizaron con 50 µl de 

diferentes concentraciones de OSM o dOSM en buffer carbonato (pH 8,3) durante toda la 

noche a 4°C. El glicopéptido MUC1-αGalNAc fue empleado como estándar, ya que se 

conoce el número de moléculas de GalNAc terminales por molécula de mucina. Se realizó 

https://www.google.com.ar/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCEQFjAB&url=https%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FParaformalde%25C3%25ADdo&ei=SJmdVdPHOsKwwASsp5b4Cg&usg=AFQjCNE20fSH5nw1-gnKxoXRyfIvHvnWSw&sig2=zeDdb8iBNAG0bQ1O4odJPQ
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una curva con diferentes concentraciones de MUC1-αGalNAc en simultáneo con OSM y 

dOSM. Los niveles de GalNAc fueron detectados con la lectina HPA-HRP (Sigma-Aldrich) 

(1:1000) diluída en PBS-Tween 20 0,05%. Los lavados y la reaccion colorimetrica fueron 

llevados a cabo como se describió en la sección 3.4.2. La concentración de residuos 

αGalNAc terminal en las glicoproteínas OSM y dOSM fue calculada por extrapolación a la 

curva del estándar. 

 Ensayo de actividad galactosiltransferasa 3.12

El ensayo para medir la actividad de la enzima galactosiltransferasa fue realizado 

mediante un método colorimétrico.  

Placas multiorificios fueron activadas con OSM o dOSM en buffer carbonato de sodio 0,1 

M pH 8,3 durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, los pocillos fueron lavados y 

bloqueados con PBS Tween 20 0,1% durante 1 hora a TA. La mezcla de la reacción 

enzimática que contenía MES 50 mM (pH 7,0), MnCl2 20 mM, Tween 20 0,05%, C1GalT 1 

µg/ml y UDP-Gal 400 µM fue incubada 2 hs a 37°C con y sin dominios lectina de 

ppGalNAc-Ts o enzima soluble. Luego, los pocillos fueron lavados con PBS, incubados con 

la lectina PNA (PNA: Peanut Agglutinin, su sigla en inglés) conjugada a HRP diluída 1:1000  

en PBS con Tween 20 0,05% durante 1 h a TA y lavados nuevamente con PBS. La reacción 

colorimétrica fue llevada a cabo como se describió en la sección 3.4.2. 

La glicoproteína, glicoforina, presenta 15 sitios de O-GalNAc glicosilación, en donde cada 

cadena glucídica presenta terminales Galβ3GalNAcαSer/Thr correspondiendo al glicano 

Core 1 (Dill et al., 1990). Se utilizó la forma desialilada de dicha proteína, asialoglicoforina 

(ASG, su sigla en inglés) (Sigma), como estándar para cuantificar la concentración de 

Galactosa incorporada por la enzima C1GalT sobre los sustratos aceptores GalNAc-α-OSM 

y GalNAc-α-dOSM utilizando la lectina PNA-HRP. PNA reconoce principalmente el 

disacárido que constituye el Core 1 en O-glicanos (Cummings and Etzler, 2009) cuya 

estructura fue recién mencionada. El ajuste no lineal de las curvas y el cálculo de los 

parámetros cinéticos se realizaron como se describió en la sección  3.4.2. 

 Predicción de sitios de acetilación en lisinas de ppGalNAc-T3 3.13

El uso de programas para predicción de MPT puede ser una herramienta muy útil para 

direccionar experimentos. A través del servidor ASEB (Acetylation Set Enriched Based) (Li 
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et al., 2012; Wang et al., 2012) disponible en internet (http://bioinfo.bjmu.edu.cn/huac/) 

analizamos los posibles sitios de acetilación de la proteína ppGalNAc-T3. 

 Generación de mutantes: Mutagénesis sitio dirigido  3.14

En base a los resultados del programa ASEB, se generaron mutantes sito específico en la 

lisina de la posición 626 en el dominio lectina de la enzima ppGalNAc-T3. Como estrategia 

para estudiar la acetilación de un residuo lisina específico se sustituyó lisina por 

glutamina, que es conocido por comportarse como un auténtico mimético de acetilación, 

y por aminoácidos adicionales que no pueden ser acetilados como arginina (pero 

mimetiza la estructura de lisina manteniendo la carga positiva) y alanina (con carga 

neutra) (Masumoto et al., 2005). En la Figura 19 se pueden visualizar las cadenas laterales 

de lisina y demás aminoácidos utilizados para estudiar esta mutación puntual. 

 

Figura 19: Estructuras de lisina y aminoácidos relacionados 
Se muestran las estructuras de lisina, aminoácido suceptible de ser acetilado, su forma acetilada (acetil-
lisina), aminoácidos utilizados en experimentos de mutagénesis dirigida para introducir una acetilación 
artificial (glutamina) y controles no acetilables como arginina y alanina.  

 

 

 

 

 

 

http://bioinfo.bjmu.edu.cn/huac/
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Para generar estas mutantes se empleó el kit Quick Change Site-Directed Mutagenesis 

(Stratagene; Germany) usando como molde el vector pAcGP67-His-ppGalNAc-T3 (Bennett 

et al., 1996) y los siguientes cebadores (TAG Copenhagen A/S, Dinamarca):  

Tabla 3: Oligonucleótidos empleados en la generación de las mutantes de ppGalNAc-T3  
En color rojo se indica el sitio donde se produce la mutación puntual, subrayado el/los 

nucleótido/s mutado/s. 

Nombre Secuencia 

K626Q 
T3K626QF4: 5'CATCAGATCCACTCCAACAATGGATACTTAGCCAA'3 

T3K626QR5: 5'TTGGCTAAGTATCCATTGTTGGAGTGGATCTGATG'3 

K626R 
T3K626RF: 5'CATCAGATCCACTCCAAAGATGGATACTTAGCCAA'3 

T3K626RR: 5'TTGGCTAAGTATCCATCTTTGGAGTGGATCTGATG'3 

K626A 
T3K626AF: 5'CATCAGATCCACTCCAAGCATGGATACTTAGCCAA'3 

T3K626AR: 5'TTGGCTAAGTATCCATGCTTGGAGTGGATCTGATG'3 

Para la reacción de PCR se utiliza polimerasa PFU (Promega) comenzando con un Hot 

Start de 30 seg a 95°C seguido de 45 seg a 95°C para el evento de desnaturalización, 60 

seg a 55°C para hibridación y 15 min a 68°C de elongación. El ciclo se repite trece (13) 

veces y culmina con una elongación final de 20 min a 68°C. Confirmada la mutación por 

secuenciamiento del DNA, se amplificó el vector transformando bacterias X-Mega 

utilizando estreptomicina como antibiótico de selección. La purificación plasmídica se 

llevó a cabo siguiendo las especificaciones del kit NucleoBond® Xtra MIDI EF (MACHEREY-

NAGEL, Alemania). 

 Expresión y purificación de las mutantes ppGalNAc-T3K626 3.15

A partir de los vectores plasmídicos conteniendo las mutaciones T3K626Q, T3K626R, 

T3K626A se siguieron las instrucciones del kit de transfección BaculoGold (BD Biosciences) 

para la producción de los virus recombinantes. Posteriormente, se continuó con la 

expresión y purificación de la enzima salvaje y las tres enzimas mutantes. Durante estas 

etapas se procedió según lo detallado en los puntos en 3.3.2 y 3.3.3. 

                                                      

4 F: Forward (sentido) 

5
 R: Reverse (antisentido) hace referencia a la dirección de la secuencia del oligonucleótido según el sentido 

de la hebra de ADN. 
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 Ensayos de interacción directa de ppGalNAc-T3s 3.16

Placas multiorificios de poliestireno (Corning Costar) fueron sensibilizadas con el 

glicopéptido MUC1-αGalNAc en buffer carbonato (pH 8,3) durante toda la noche a 4°C, 

lavadas con PBS, bloqueadas con Tween-20 0,1% en PBS por 1 h a TA y lavadas 

nuevamente con PBS. Diferentes concentraciones de ppGalNAc-T3 o sus mutantes 

(K626Q y K626A) fueron ofrecidas a la placa incubándose durante 2 horas a TA. Luego, los 

pocillos fueron lavados con PBS e incubados con anti-ppGalNAc-T3 (anti-T3) humano 

(1:2000) (Sigma-Aldrich) diluído en PBS Tween-20 0,05% durante 1 h a TA y nuevamente, 

lavados con PBS. Se ofreció a los pocillos el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo (de 

origen caprino) conjugado a HRP (1:1000) (Abcam) diluído en PBS Tween-20 0,05% 

durante 1 h a TA y se lavaron con PBS. El revelado colorimétrico y la lectura de 

absorbancias fueron realizados como se describen en 3.4.2. El procedimiento fue 

adaptado de (Zlocowski et al., 2013).  

 Ensayos de interacción de ppGalNAc-T3s con sustratos 3.17

glico/peptídicos en presencia de carbohidratos   

Placas multiorificios de poliestireno fueron sensibilizadas con el glicopéptido  MUC1-

αGalNAc, su correspondiente péptido MUC1 (de 60 aminoácidos) y MUC2. A 

continuación, se procedió de la misma forma que en el punto anterior excepto que 

ppGalNAc-T3 o sus mutantes (K626Q y K626A) (1 µg/ml) fueron pre-incubadas con 

diferentes carbohidratos durante 1 h a TA antes de ser ofrecidas a los pocillos.  

  Análisis Estadístico 3.18

Las medias fueron comparadas mediante un test t no apareado utilizando el programa 

GraphPad Prism versión 5.00. Las barras de error en las figuras representan los desvíos 

estándar de los replicados. La significancia estadística de las diferencias entre las medias 

se indican como *** (P<0.001), ** (P<0.01), * (P<0.05), o ns (no significativa). 
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4. RESULTADOS 

 Roles funcionales de dominios lectina de ppGalNAc-Ts en el inicio de 4.1

la glicosilación de tipo O-GalNAc 

4.1.1 Expresión y purificación de glicosiltransferasas y dominios lectina 

Las enzimas solubles de origen humano ppGalNAc-T2 (T2) y ppGalNAc-T3 (T3) y los 

dominios lectina de ppGalNAc-T2, T3 y T4 (denominados a partir de aquí como T2lec, 

T3lec y T4lec), como también, la enzima C1GalT de Drosophila melanogaster fueron 

expresados en células de insectos Sf9 y purificados mediante cromatografía de afinidad. 

El grado de pureza de las proteínas fue evaluado mediante geles de poliacrilamida (PAGE-

SDS) teñidos con Azul Brillante de Coomassie para apreciar proteínas totales. La Figura 20 

muestra que la principal banda proteica obtenida en cada proceso de purificación 

coincidió con el peso molecular esperado de la proteína recombinante que se estaba 

expresando. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 20: Análisis electroforético de la 
purificación de proteínas recombinantes 
PAGE-SDS al 10%  teñido con Azul Brillante 
de Coomassie en el cual se muestra el 
grado de pureza de las enzimas purificadas 
en A) ppGalNAc-T2 (T2) y ppGalNAc-T3 (T3) 
y en B) dominios lectina de ppGalNAc-T3 
(T3lec) y ppGalNAc-T4 (T4lec). 

4.1.2 Efecto de los dominios lectina sobre la actividad catalítica de 
ppGalNAc-T2 

En primera instancia, se propuso estudiar el efecto de los dominios lectina de ppGalNAc-

Ts sobre la actividad catalítica de enzimas que intervienen en el primer paso de la 

glicosilación de tipo O-GalNAc. Para esto, se analizó la actividad enzimática de ppGalNAc-

transferasas utilizando UDP-GalNAc como azúcar donor y péptidos derivados de mucinas 

como sustratos aceptores. Se evaluó la actividad catalítica de la isoforma ppGalNAc-T2 
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purificada en presencia de T3lec y T4lec a través de dos metodologías diferentes: 

espectrometría de masa por MALDI-TOF y ensayos de actividad con revelado 

colorimétrico. 

Mediante espectrometría de masas se evaluó la actividad enzimática de ppGalNAc-T2 con 

el péptido MUC1 como sustrato aceptor, en presencia y ausencia de los dominos lectina. 

Esta técnica permite determinar el número de residuos GalNAc incorporados por péptido 

y la abundancia relativa de los distintos glicopéptidos generados al cabo de la reacción. 

Como se aprecia en la Figura 21, en la condición en donde se analiza el péptido MUC1 no 

glicosilado solo (sin agregado de enzima o dominio lectina), se observa un único pico que 

corresponde al peso molecular del péptido. Cuando el péptido MUC1 se incuba con la 

enzima ppGalNAc-T2 (T2) se puede apreciar la generación de moléculas con un 

corrimiento espectrométrico hacia estructuras de mayor peso molecular, lo que evidencia 

la presencia de péptidos glicosilados. Los glicopéptidos derivados de MUC1 se nombrarán 

como MUC1-1GalNAc, MUC1-2GalNAc y MUC1-3GalNAc conteniendo 1, 2 y 3 moléculas 

de GalNAc respectivamente. La enzima T2 incorporó de 1-3 moléculas de GalNAc en el 

péptido MUC1 en ausencia de T3lec o T4lec. Sin embargo, la abundancia relativa de los 

distintos glicopéptidos generados durante la reacción enzimática se modificó tras 

incorporar los dominios lectina a la reacción. Es decir, en presencia de estos dominios 

lectina, el glicopéptido MUC1-3GalNAc está ausente y MUC1-2GalNAc se redujo a 10-20% 

y a su vez, se incrementó levemente la proporción del péptido no glicosilado. Estos 

resultados, que muestran una caída en la abundancia de los glicopéptidos con mayor 

número de residuos GalNAc y un incremento del péptido no glicosilado, indican que 

ambos dominios lectina ejercen un efecto inhibitorio sobre la actividad catalítica de T2. 
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Figura 21: Análisis de espectrometría de masas para examinar los efectos de los dominios 
lectina sobre la actividad enzimática de ppGalNAc-T2 (T2)  
Los productos de la glicosilación de MUC1 fueron analizados mediante MALDI-TOF. Las flechas 
indican el número de moléculas de GalNAc incorporadas al péptido aceptor en cada condición: 
(de arriba hacia abajo) ausencia de T2 (control), presencia de T2, presencia de T2 con 
agregado de T3lec o T4lec. 

La segunda técnica utilizada para los estudios de actividad enzimática permitió realizar 

análisis cinéticos de la enzima T2 y también, la caracterización del comportamiento de los 

dominios lectina frente a T2. En estos ensayos los sustratos peptídicos MUC1 y MUC2 

fueron inmovilizados a la superficie de una placa multiorificios y se analizó si la presencia 

de T3lec o T4lec afectaba la actividad GalNAc-transferasa de la enzima T2. El producto de 

la reacción fue detectado mediante revelado colorimétrico utilizando la lectina HPA que 

reconoce terminales αGalNAc. 

A través de las curvas de cinética enzimática (Figura 22.1 y Figura 22.3) se puede apreciar 

claramente el efecto inhibitorio de ambos dominios (T3lec y T4lec) sobre la actividad 

enzimática de ppGalNAc-T2 usando como sustrato MUC1. Un ajuste no lineal de las 

curvas se llevó a cabo de acuerdo al modelo de Henri-Michaelis-Menten. A partir de 

dichas curvas, se calcularon y graficaron los valores de las dobles inversas (1/V versus 
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1/[MUC1]) (Figura 22.2 y Figura 22.4)  con el objetivo de caracterizar el tipo de inhibición 

producido por cada dominio lectina a través del ajuste lineal de los datos utilizando el 

programa GraphPad. Haciendo este mismo análisis se evaluó el efecto de T3lec y T4lec 

empleando el péptido MUC2. En las Figura 23.1 y 23.3 se observan los resultados de 

cinética enzimática los cuales fueron similares a los observados anteriormente para el 

péptido MUC1, ratificando el efecto inhibitorio causado por los dominios lectina. A su vez, 

en las Figura 23.2 y Figura 23.4 se muestran las gráficas de dobles inversas (Lineweaver-

Burk) para MUC2. 
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Figura 22: Curvas de cinética de la actividad de ppGalNAc-T2 en presencia de dominios lectina frente a 
MUC1 
Curvas de cinética de la reacción de glicosilación del péptido MUC1 en condiciones de velocidad inicial con 
la enzima ppGalNAc-T2 (T2) en ausencia de dominio lectina (círculos negros) y en presencia de T3lec 
(círculos azules) (1) y T4lec (círculos rojos) (3). El ajuste no lineal arrojó R

2
: 0,94 (negro), 0,81 (azul) y 0,94 

(rojo). Gráficas de dobles recíprocas  de la actividad enzimática en ausencia de lectina (negro), en presencia 
de 0,16 µM de T3lec (2) o T4lec (4) indican el tipo de inhibición sobre ppGalNAc-T2. El ajuste de las curvas 
mediante regresión lineal arrojó R

2
: 0,94 (negro), 0,88 (azul) y 0,99 (rojo). 

 

 

 

https://www.google.com.ar/search?q=graficos+de+lineweaver-burk&espv=2&biw=1366&bih=628&tbm=isch&tbo=u&source=univ&sa=X&ved=0ahUKEwivj8f_tLjJAhXMNZAKHZQACJMQsAQIHQ
https://www.google.com.ar/search?q=graficos+de+lineweaver-burk&espv=2&biw=1366&bih=628&tbm=isch&tbo=u&source=univ&sa=X&ved=0ahUKEwivj8f_tLjJAhXMNZAKHZQACJMQsAQIHQ
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Utilizando el programa GraphPad se calcularon los valores de Km (Constante de Michaelis-

Menten) y Vmax (Velocidad máxima) para cada condición, es decir, en ausencia de dominio 

lectina y en presencia de dominio lectina T3 o T4, como se muestra en las siguientes 

tablas. Al analizar los cambios en los parámetros cinéticos se pone de manifiesto el efecto 

inhibitorio observado gráficamente. Por ejemplo, en presencia de MUC1 (Tabla 4), T3lec 

produjo una notable disminución de Vmax y un leve aumento de Km; mientras que T4lec 

generó un incremento de Km. Cuando el aceptor peptídico fue MUC2 (Tabla 5), se destaca 

fundamentalmente un importante aumento de 3 veces el Km acompañado de una 

disminución moderada de Vmax en presencia de T3lec. Respecto a T4lec, resultados 

similares a los obtenidos con el péptido MUC1 fueron observados en donde primó un 

aumento leve de Km. 
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Figura 23: Curvas de cinética de la actividad de ppGalNAc-T2 en presencia de dominios lectina frente a MUC2 
Curvas de cinética de la reacción de glicosilación del péptido MUC2 en condiciones de velocidad inicial con la 
enzima ppGalNAc-T2 (T2) en ausencia de dominio lectina (círculos negros) y en presencia de T3lec (círculos 
azules) (1) y T4lec (círculos rojos) (3). El ajuste no lineal arrojó R

2
: 0,99 (negro), 0,97 (azul) y 0,94 (rojo). 

Gráficas de dobles recíprocas de la actividad enzimática en ausencia de lectina (negro), en presencia de 0,16 
µM de T3lec (2) o T4lec (4) indican el tipo de inhibición sobre ppGalNAc-T2. El ajuste de las curvas mediante 
regresión lineal arrojó R

2
: 0,99 para las tres condiciones evaluadas. 
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Tabla 4: Parámetros cinéticos de ppGalNAc-T2 en ausencia y en presencia de T3lec y T4lec 

usando el péptido MUC1 como sustrato 

Parámetros 
cinéticos* 

MUC1 
ppGalNAc-T2 

MUC1 
ppGalNAc-T2 

 + T3lec 

MUC1 
ppGalNAc-T2 

+T4lec 

Vmax (nmol/min.mg) 29,8 ± 2,8* 14,3 ±2,1 28,4 ± 4,5 

Km (uM) 0,28 ± 0,10 0,32 ± 0,19 0,55 ± 0,28 

* Se muestran los valores con su respectivo error estándar 

 

Tabla 5: Parámetros cinéticos de ppGalNAc-T2 en ausencia y en presencia de T3lec y T4lec 

usando el péptido MUC2 como sustrato 

Parámetros 
cinéticos* 

MUC2 
ppGalNAc-T2 

MUC2 
ppGalNAc-T2 

 + T3lec 

MUC2 
ppGalNAc-T2 

+T4lec 

Vmax (nmol/min.mg) 106,2 ± 3,4 79 ± 13 98 ± 13 

Km (uM) 0,067 ± 0,010 0,231 ± 0,080 0,094 ± 0,035 

* Se muestran los valores con su respectivo error estándar 

La modificación de los parámetros cinéticos junto a la información gráfica de las dobles 

inversas permitieron clasificar el tipo de inhibición generada en cada condición. Las 

constantes de inhibición (Ki o K'i [prima], según fuera el caso) de cada dominio lectina con 

la enzima ppGalNAc-T2 fueron calculadas para MUC1 y MUC2 (Tabla 6). Por ejemplo, 

mientras T3lec se comporta como un inhibidor no competitivo cuando el aceptor 

peptídico es MUC1, T4lec muestra un comportamiento característico de un inhibidor 

competitivo. Por lo que, frente a un mismo péptido aceptor el tipo de inhibición ejercida 

sobre la enzima T2 es diferente según el dominio lectina que participe. Por otro lado, al 

analizar el efecto de T3lec y T4lec con el péptido MUC2 vemos que ambos  se comportan 

como inhibidores competitivos.  

Tabla 6: Constantes de inhibición de T3lec y T4lec sobre la actividad enzimática de 

ppGalNAc-T2 con los sustratos peptídicos MUC1 y MUC2 

Parámetros 
inhibitorios* 

MUC1 MUC2 

ppGalNAc-T2 
 + T3lec 

ppGalNAc-T2 
+T4lec 

ppGalNAc-T2 
 + T3lec 

ppGalNAc-T2 
+T4lec 

Tipo de Inhibición 
No 

competitiva 
Competitiva Competitiva Competitiva 

Ki (uM) - 0,166 ± 0,086 0,070 ± 0,024 0,41 ± 0,15 

Ki´ (uM) 0,148 ± 0,029 - - - 

* Se muestran los valores con su respectivo error estándar 
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4.1.3 Efecto de los dominios lectina sobre la actividad catalítica de 
ppGalNAc-T3 

Además, se buscó ampliar el estudio de este efecto inhibitorio producido por los dominios 

lectina a otras isoformas de la familia de ppGalNAc-Ts. Por esto, se analizó la actividad de 

la enzima ppGalNAc-T3 (T3) mediante espectrometría de masas utilizando los péptidos 

MUC1 y MUC5B en ausencia y presencia de T3lec y T4lec. En la Figura 24.1 se muestran 

los espectros de MALDI-TOF correspondiente al péptido MUC1. Comenzando de arriba 

hacia abajo, en el primer espectro, en ausencia de enzima T3, se observa la detección de 

un único pico cuyo peso molecular coincide con el del péptido (no glicosilado). En el 

espectro siguiente, en presencia de enzima T3, se observa que ésta es capaz de 

incorporar 1-3 residuos de GalNAc siendo la especie glicopeptídica con 2 GalNAc la más 

abundante. Es decir, cada nuevo pico que aparece en el espectro significa un aumento del 

tamaño de los glicopéptidos que coincide con el peso molecular de una molécula de 

GalNAc. Luego, se aprecia que la presencia  T3lec o T4lec en la reacción enzimática 

produce una reducción relativa en el grado de glicosilación de los péptidos, similar a lo 

ocurrido para la enzima T2 en presencia de T3lec y T4lec. Nuevamente, se observa un 

incremento en la proporción del péptido no glicosilado respecto a las especies 

glicosiladas. Asimismo, en la Figura 24.2, empleando MUC5B como sustrato aceptor, 

también se puede observar que la presencia de ambos dominios lectina produjo un efecto 

inhibitorio sobre la glicosilación; provocando que la mayor parte del péptido no se 

encuentre glicosilado. 
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Figura 24: Análisis de espectrometría de masas para examinar los efectos de los dominios lectina sobre la 
actividad enzimática de ppGalNAc-T3 (T3) 
Productos de la glicosilación de MUC1 (1) y MUC5B (2) analizados mediante MALDI-TOF. Las flechas indican 
el número de moléculas de GalNAc incorporadas al péptido aceptor en cada condición: (de arriba hacia 
abajo) ausencia de T3 (control), presencia de T3, presencia de T3 con agregado de T3lec o T4lec. 

Por otro lado, también se realizaron estudios cinéticos con la enzima T3 en presencia de 

T3lec con los sustratos peptídicos MUC1 y MUC2. En la Figura 25 se exponen las gráficas 

de cinética enzimática junto a las de dobles inversas para las distintas condiciones 

ensayadas. Como se puede apreciar, las gráficas revelan un efecto inhibitorio del dominio 

lectina T3 sobre la actividad de esta enzima ya sea con el péptido MUC1 como MUC2; 

obteniendo resultados similares a los encontrados para la isoforma T2. 
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Figura 25: Curvas de cinética de la enzima ppGalNAc-T3 en presencia de dominios lectina frente a MUC1 y MUC2 
Curvas de cinética de la reacción de glicosilación del péptido MUC1 (1) y MUC2 (3) en condiciones de velocidad inicial con la enzima ppGalNAc-T3 (T3) en ausencia de dominio 
lectina (círculos negros) y en presencia de T3lec (círculos azules). El ajuste no lineal arrojó (en Figura 25.1) R

2
: 0,82 (negro), 0,92 (azul) y (en Figura 25.3) R

2
: 0,84 (negro), 0,95 

(azul). Gráficas de dobles recíprocas de la actividad enzimática en ausencia de lectina (negro), en presencia de 0,08 µM de T3lec (2) indican el tipo de inhibición sobre 
ppGalNAc-T2. El ajuste de las curvas mediante regresión lineal arrojó (en Figura 25.2) R

2
: 0,91 (negro), 0,88 (azul) y (en Figura 25.4) R

2
: 0,95 (negro), 0,99 (azul).   
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En las siguientes tablas se muestran cómo se modifican los valores de los parámetros 

cinéticos de ppGalNAc-T3 como consecuencia de la inhibición de T3lec. Analizando en 

primer lugar el efecto de T3lec con el péptido MUC1 (Tabla 7), se observa que tanto Vmax 

como Km están alteradas; disminuyendo, la primera y aumentando la segunda. En cambio, 

cuando se utiliza el péptido MUC2 (Tabla 8) el principal cambio se da en Km aumentando 

cerca de 8 veces su valor en presencia de T3lec. 

Tabla 7: Parámetros cinéticos de ppGalNAc-T3 en ausencia y en presencia de T3lec con el 

péptido MUC1 

Parámetros 
cinéticos* 

MUC1 
ppGalNAc-T3 

MUC1 
ppGalNAc-T3 

+ T3lec 

Vmax (nmol/min.mg) 2,95 ± 0,58 2,07 ± 0,35 

Km (uM) 0,36 ± 0,23 0,68 ± 0,30 
 

*Se muestran los valores con su respectivo error estándar. 

Tabla 8: Parámetros cinéticos de ppGalNAc-T3 en ausencia y en presencia de T3lec con el 

péptido MUC2 

Parámetros 
cinéticos* 

MUC2 
ppGalNAc-T3 

MUC2 
ppGalNAc-T3 

+ T3lec 

Vmax (nmol/min.mg) 25,7 ± 3,3 24,1 ± 9,1 

Km (uM) 0,183 ± 0,088 1,4 ± 1,0 

*Se muestran los valores con su respectivo error estándar. 

Los parámetros cinéticos calculados para la enzima ppGalNAc-T3 en presencia de T3lec 

como así también las gráficas de doble inversas indican que este dominio lectina se 

comporta como un inhibidor mixto con el péptido MUC1 y como un inhibidor competitivo 

con MUC2. La Tabla 9 muestra los valores de Ki o K'i obtenidos en cada situación.  

El conjunto de los resultados generados a partir del análisis de las enzimas T2 y T3 revela 

que el tipo de inhibición se encuentra condicionado por factores como el péptido aceptor, 

la enzima (isoforma de ppGalNAc-T) y el dominio lectina interviniente.   
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Tabla 9: Constantes de inhibición de T3lec en la actividad enzimática de ppGalNAc-

T3 con los sustratos peptídicos MUC1 y MUC2 

Parámetros 
inhibitorios* 

MUC1 MUC2 

ppGalNAc-T3 
 + T3lec 

ppGalNAc-T3 
 + T3lec 

Tipo de Inhibición Mixta Competitiva 

Ki (uM) 0,047 ±0,028 0,012 ± 0,010 

Ki´ (uM) 0,19 ± 0,10 - 

 
*Se muestran los valores con su respectivo error estándar. 

4.1.4 Ensayo de actividad GalNAc-transferasa en un modelo celular 

En el siguiente ensayo se pretende evaluar la influencia de los dominios lectina de 

ppGalNAc-Ts sobre la actividad GalNAc-transferasa en un modelo celular como la línea 

CHO ldlD. A fin de comparar con los resultados obtenidos in vitro, en este modelo 

experimental se emplearán vectores de expresión que codifican para las enzimas 

ppGalNAc-T3 y su mutante D277H, inactiva catalíticamente, lo cual permite evaluar el 

efecto de su dominio lectina. 

En primer lugar, se optimizó el sistema de detección de terminales αGalNAc en las células 

CHO ldlD mediante citometría de flujo utilizando la lectina VVL conjugada a biotina (VVL-

biotina). Se analizó el grado de expresión de terminales αGalNAc en esta línea celular 

cultivada en ausencia y en presencia del azúcar GalNAc (1,5 mM). Por lo tanto, al 

adicionar dicho azúcar efectivamente se pudo observar un corrimiento del histograma y 

un aumento de la mediana de la intensidad de fluorescencia (Figura 26). Esto significa que 

la adición de GalNAc a las células en cultivo repercute en un mayor grado de GalNAc 

glicosilación cuyos residuos quedan expuestos como estructuras terminales, facilitando su 

detección. Esto se debe a la deficiencia del azúcar nucléotido UDP-Gal en las células CHO 

ldlD, necesario para la elongación de las cadenas de O-glicanos. 

A continuación, las células CHO ldlD fueron transfectadas y la sobreexpresión de la 

enzima ppGalNAc-T3 (T3) y su mutante ppGalNAc-T3D277H (T3D277H) fue analizada mediante 

western blot (Figura 27). También, esta figura muestra que no se encontraron niveles 

detectables de T3 endógena cuando se transfectó con el vector vacío. Se controló si la 

sobreexpresión de dichas enzimas afectaba el nivel de expresión de otra isoforma 

presente en células CHO ldlD como ppGalNAc-T2, evidenciándose que no se modifica.  
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Figura 26: Respuesta de las células CHO ldlD frente al agregado de GalNAc analizada por citometría de flujo 
(1) Gráficos donde se muestra el corrimiento de la población de células a valores más elevados de 
fluorescencia como consecuencia del agregado de GalNAc. Los niveles de residuos αGalNAc terminales en 
las células fueron detectados con VVL-biotina y estreptavidina-FITC. La intensidad de fluorescencia de FITC 
de las distintas condiciones ensayadas (en rojo: control con el fluoróforo estreptavidina-FITC sin agregado 
de VVL-biotina, en verde: sin agregado de GalNAc, en azul: con agregado de GalNAc) se muestra en el 
histograma (2) y la mediana en la tabla (3) expresada en unidades arbitrarias. 

 

Figura 27: Sobreexpresión  de ppGalNAc-T3 y su 
mutante en CHO ldlD 
Sobreexpresión de las proteínas T3 y su mutante 
T3D277H en células CHO ldlD, (C-: vector vacío). 
Los lisados celulares fueron analizaron mediante 
western blot utilizando los anticuerpos anti-T3, 
anti-T2 y anti-Tubulina, éste último como control 
de la carga proteica. 

A su vez, las células CHO ldlD transfectadas también fueron evaluadas mediante 

citometría de flujo. La población de células analizada para cada condición fue dividida en 

población transfectada y no transfectada. Las células que sobreexpresan ppGalNAc-T3s se 

distinguieron por presentar valores de intensidad de fluorescencia de Alexa-633 (señal 

producida por la detección de T3 o T3D277H mediante el uso de los anticuerpos anti-T3 y 

anti-IgG conjugado a Alexa-633) más elevados en comparación al vector vacío, como se 

observa en la Figura 28.  
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Figura 28: Análisis de la transfección de las células CHO ldlD mediante citometría de flujo 
Población de células teñidas con los fluoróforos FITC (expresión de residuos GalNAc) y Alexa-633 
(sobreexpresión de ppGalNAc-T3s) para las distintas condiciones de transfección evaluadas: vector 
vacío, T3 y su mutante T3

D277H
. Las células transfectadas se muestran dentro del área del polígono. La 

población no transfectada se muestra dentro un área en forma de óvalo. 

En base a este criterio, fueron seleccionadas para cuantificar los niveles de GalNAc 

incorporados a través de la intensidad de fluorescencia de FITC expresándose en unidades 

arbitrarias. En la Figura 29 se observa que aquellas células que sobreexpresaban T3 

mostraron niveles de residuos terminales de GalNAc 2 veces superior a los del vector  
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Figura 29: Niveles de expresión de residuos terminales GalNAc en células CHO ldlD transfectadas 
analizados por citometría de flujo 
Los niveles de FITC detectados en las células transfectadas corresponden a la señal generada por la 
detección de residuos GalNAc utilizando la lectina VVL-biotinilada y estreptavidina-FITC. Las medianas de 
las intensidades de fluorescencias de FITC para cada condición ensayada (en rojo: mutante T3

D277H
, en 

verde: vector vacío, en celeste: T3) se muestran en el histograma (1) y en el gráfico de barras (2) 
expresadas en unidades arbitrarias. Estos resultados son representativos de tres experimentos 
independientes.  
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vacío. Mientras que, las células que sobreexpresan T3D277H, exhibieron la mitad del nivel 

de expresión de GalNAc respecto al vector vacío. Aquí se puede apreciar  que esta 

mutante (T3D277H) no sólo fue incapaz de transferir GalNAc sino que además, inhibió la 

glicosilación de otras ppGalNAc-transferases presentes en las células CHO ldlD. Estos 

resultados son similares a los obtenidos en los ensayos in vitro. 

4.1.5 Interacciones de dominios lectina con ppGalNAc-T2 

En vistas del efecto inhibitorio observado sobre la actividad catalítica de ppGalNAc-Ts por 

parte de los dominios lectina, realizamos ensayos de interacción directa para caracterizar 

las interacciones entre estas moléculas.  

T3lec mostró que es capaz de interaccionar con la enzima ppGalNAc-T2, mientras que la 

unión de T3lec con T2lec no fue significativa (Figura 30.1). Además, la interacción de T3lec 

con ppGalNAc-T2 se vio incrementada en presencia de los sustratos de la enzima (UDP-

GalNAc y MUC1, pero sin el cofactor Mn++ para evitar que transcurra la reacción 

enzimática). Esto indica que el dominio catalítico de ppGalNAc-T2 está participando en la 

interacción con T3lec. Resultados similares se obtuvieron para T4lec (Figura 30.2). Por lo 

tanto, se puede concluir que ambos dominios lectina interactúan con el dominio catalítico 

de la enzima ppGalNAc-T2. 

4.1.6 Las interacciones de T3lec y T4lec con ppGalNAc-T2 no están 
mediadas por glicanos  

Con el objetivo de profundizar en la descripción de esta interacción se emplearon ensayos 

de competencia para indagar sobre la especificidad y la participación de glicanos en este 

reconocimiento. 

La enzima ppGalNAc-T2, usada como competidor, inhibió la interacción de T3lec y T4lec 

cuando ppGalNAc-T2 se encontraba adsorbida al soporte. Cuando la proteína ASB fue 

utilizada como competidor, a modo de control, no tuvo un efecto inhibidor; demostrando 

la especificidad de la interacción entre dominio lectina-ppGalNAc-T2 (Figura 30.3 y Figura 

30.4). 

Estos mismos ensayos de competencia se realizaron, usando en esta ocasión, distintos 

carbohidratos como potenciales inhibidores de esta interacción. Bzl-α-GalNAc y Me-α-

GlcNAc no tuvieron un efecto inhibidor en la unión de T3lec y T4lec a ppGalNAc-T2 (Figura 

31.1 y Figura 31.2). En un ensayo similar, Bzl-α-GalNAc y Me-α-GlcNAc fueron evaluados 

como potenciales inhibidores de la interacción de T3lec y T4lec con la mucina dOSM que 



66 

presenta múltiples terminales GalNAcα-Ser/Thr (Figura 31.3 y Figura 31.4). En este caso, 

Bzl-α-GalNAc inhibió de manera significativa la interacción de ambos, T3lec (CI506: 5 mM) 

y T4lec (CI50: 8 mM) con dOSM. Mientras, Me-α-GlcNAc no produjo tal efecto inhibidor. 

Dado que T3lec y T4lec reconocen residuos terminales GalNAc de glicoproteínas como 

también fue descripto por (Pedersen et al., 2011; Wandall et al., 2007; Yoshimura et al., 

2012) y en virtud, de que Bzl-α-GalNAc no muestra efecto inhibitorio alguno en la 

interacción de T3lec y T4lec con ppGalNAc-T2, esto indica que no participan residuos 

glucídicos en la interacción dominio lectina-ppGalNAc-T2.  
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Figura 30: Interacción de los dominios lectina con la enzima ppGalNAc-T2 
Estudio de las interacciones entre los dominios lectina T3 (izquierda) y T4 (derecha) y ppGalNAc-T2. Ensayo de 
interacción directa con T2lec (rojo), ppGalNAc-T2 (verde) y ppGalNAc-T2 con la adición de sustratos (azul). La 
especificidad de interacción se evaluó a partir de ensayos de competencia usando a ppGalNAc-T2 (verde) o 
ASB (amarillo) como potenciales inhibidores. 

 

                                                      
6 CI50: concentración del inhibidor que redujo un 50% la interacción entre las moléculas estudiadas. 
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Figura 31: Relevancia de glicanos en la interacción entre dominios lectina y ppGalNAc-T2 
Ensayos de competencia utilizando carbohidratos como potenciales inhibidores de la interacción T3lec 
(izquierda) y T4lec (derecha). Efecto de Bzl-α-GalNAc (círculos azules) y Me-α-GlcNAc (triángulos rojos) en la 
interacción con pGalNAc-T2 (1-2) y con dOSM (3-4). 

4.1.7 Efecto de los dominios lectina  sobre la actividad 
Galactosiltransferasa de C1GalT  

En este ensayo se buscó responder si los dominios lectina de ppGalNAc-Ts podían tener 

un efecto regulatorio sobre otras enzimas próximas físicamente en el Golgi. Por esto, 

evaluamos la influencia de dichos dominios lectina en el segundo paso de la glicosilación 

de tipo O-GalNAc; teniendo en cuenta que el producto de reacción de las enzimas 

ppGalNAc-Ts corresponde al sustrato de la enzima C1GalT. Esta última, cataliza la 

incorporación de galactosa para permitir que la cadena de oligosacáridos continúe 

elongándose. 

La cinética enzimática de C1GalT fue estudiada en presencia y ausencia de dominios 

lectina de ppGalNAc-Ts. El efecto de T2lec, T3lec y T4lec sobre la actividad 

galactosiltransferasa (Gal-T) de C1GalT se muestra en la Figura 32. T3lec tuvo un efecto 

activador sobre la actividad enzimática. Sin embargo, T2lec y T4lec no produjeron ningún 

cambio significativo sobre la actividad Gal-T.  
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Figura 32: Actividad Gal-transferasa (Gal-T) en presencia de dominios lectina. 
Actividad Gal-T de C1GalT en ausencia de dominios lectina de ppGalNAc-Ts 
(rosa) y en presencia de T2lec (verde), T3lec (naranja), T4lec (azul) 

 

Los gráficos de cinética enzimática (Figura 33) y de dobles inversas (Figura 34) junto al 

análisis de las modificaciones en los parámetros cinéticos que se encuentran en la Tabla 

10, permiten visualizar claramente la activación enzimática de C1GalT como consecuencia 

de la presencia de T3lec.  
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Figura 33: Cinética enzimática de C1GalT en presencia de T3lec 
Actividad de C1GalT evaluada en ausencia (círculos negros) y en presencia 
(círculos naranjas) de T3lec con la glicoproteína dOSM como sustrato aceptor. El 
ajuste no lineal arrojó R

2
: 0.98 (negro) y 0.96 (naranja). 
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Figura 34: Efecto activador de T3lec en la actividad de C1GalT 
Gráfico de dobles inversas en donde se muestra la habilidad de T3lec como 
molécula activadora de la catálisis, el ajuste lineal de las curvas arrojó R

2
: 

0.91 (negro) y 0.89 (naranja). 
 

 

Tabla 10: Parámetros cinéticos de C1GalT en ausencia y presencia de T3lec con dOSM como 

glicoproteína aceptora 

Parámetros 
cinéticos* 

C1GalT 
C1GalT 
+T3lec 

Vmax (pmol/min.mg) 20,6 ± 3,6 13,2 ± 1,0 

Km (uM) 1,21 ± 0,45 0,140 ± 0,036 

*Se muestran los valores derivados del ajuste no lineal junto a su correspondiente error 

estándar. 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 

A su vez, se evaluó si la enzima ppGalNAc-T3 reproducía el efecto ejercido por el dominio 

lectina de T3. Se midió la actividad Gal-T de C1GalT en presencia y ausencia de ppGalNAc-

T3; y de la enzima T3 (sin C1GalT) como control. Efectivamente, se pudo corroborar su 

habilidad como molécula activadora que se evidencia a través de las gráficas de cinéticas 

(Figura 35) y en la alteración de los parámetros cinéticos (Km y Vmax) (Tabla 11).  
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Figura 35: Cinética enzimática de C1GalT en presencia de T3 enzima  

Actividad Gal-T de C1GalT en ausencia (círculos negros) y en presencia de ppGalNAc-T3 (cuadrados 
azules) y de ppGalNAc-T3 (sin C1GalT) (triángulos negros) con la glicoproteína OSM como sustrato 
aceptor. El ajuste no lineal en los dos primeros casos arrojó R

2
: 0.99 para ambas gráficas. 

 

Tabla 11: Parámetros cinéticos de C1GalT en ausencia y presencia de ppGalNAc-T3 con OSM como 

glicoproteína aceptora 

Parámetros 
cinéticos* 

C1GalT 
C1GalT 

+ ppGalNAc-T3 

Vmax (pmol/min.mg) 33,1 ± 2,2 90 ± 17 

Km (uM) 1,12 ± 0,18 4,2 ± 1,2 
 

*Se muestran los valores derivados del ajuste no lineal junto a su correspondiente error 

estándar. 
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 Efecto de la acetilación de lisinas en las propiedades biológicas de 4.2

ppGalNAc-T3 

4.2.1 Predicción de sitios de acetilación en ppGalNAc-T3 

El análisis de la secuencia de aminoácidos de ppGalNAc-T3 para determinar los residuos 

de lisinas con mayor probabilidad de ser acetilados fue llevado a cabo utilizando el 

programa ASEB (Li et al., 2012; Wang et al., 2012). De acuerdo a este programa, dentro 

del 3% de los valores de mayor probabilidad de acetilación se hallan 3 sitios putativos 

entre los cuales se incluyen K126 (P=0.0001), K626 (P=0.0004) y K129 (P=0.0043) como se 

muestra en la Figura 36. De modo que, cuanto más bajo es el valor P, mayor es la 

probabilidad de que una determinada lisina sea acetilada. En particular, K626 se localiza 

en el subdominio ɣ del dominio lectina de ppGalNAc-T3 y forma parte de uno de los tres 

motivos estructurales QXW (siendo X=K), claves para que las lectinas tipo R adopten un 

plegamiento semejante a una hoja de trébol.  A su vez, el dominio lectina de la isoforma 

ppGalNAc-T2 también presenta un motivo QXW (donde X=K) en el subdominio β. Esta 

lisina (K521) se reportó acetilada en condiciones de ensayos in vitro (Zlocowski et al., 

2011). 

 
 
Figura 36: Resultados del análisis de la secuencia de la proteína ppGalNAc-T3 con el servidor ASEB  
 La flecha roja indica el residuo K626 que presenta una alta probabilidad de ser acetilado, el cual se ubica en 
el dominio lectina de la enzima ppGalNAc-T3. 
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4.2.2 Generación y expresión de proteínas mutantes de ppGalNAc-
T3K626 

Basándonos en los datos previos y debido a la importancia de los motivos QXW para el 

plegamiento de las proteínas con dominios tipo ricina como las ppGalNAc-Ts, se decidió 

estudiar la relevancia de la acetilación del residuo K626 de la isoforma ppGalNAc-T3. Para 

esto, se realizó una mutante puntual en dicho aminoácido con el propósito de simular 

acetilación (K626Q) y dos mutantes adicionales (K626R y K626A) como controles; con el 

fin de estudiar el impacto de esta modificación postraduccional sobre las propiedades 

biológicas de la enzima.  

Partiendo de las construcciones que codifican para ppGalNAc-T3 salvaje (T3) y las 

mutantes aquí estudiadas (T3K626Q, T3K626R y T3K626A) se generaron los virus 

recombinantes correspondientes. Para verificar la generación exitosa de estos virus y por 

consiguiente, la expresión de cada una de las proteínas, se evalúo la presencia de éstas en 

el sobrenadante de medio de cultivo mediante Western blot utilizando un anticuerpo 

anti-ppGalNAc-T3 (Figura 37). 

 
Figura 37: Detección de las mutantes ppGalNAc-T3 en la lisina 626 (KXQ, KxR y KxA) mediante Western blot 

A modo de “screening” previo al escalado y purificación de las proteínas, se sembraron los sobrenadantes 
de medio de cultivo correspondiente a la primera (1°A) y segunda (2°A) amplificación de los virus 
recombinantes. En ambos extremos se sembró como control negativo (C-) medio de cultivo sin infectar. 
PM: marcador de peso molecular. 

Una vez confirmada la expresión de las distintas ppGalNAc-T3s, se aumentó la escala de 

cultivo de las células Sf9 las cuales fueron infectadas con los respectivos virus. A partir del 

sobrenadante de dichos cultivos, se purificaron las distintas proteínas por cromatografía 

de afinidad. En la Figura 38 se muestra la purificación de T3 y sus mutantes. La 

concentración de proteína fue calculada utilizando el método de ácido bicinconínico (de 

acuerdo a 3.3.3). Las cuatro enzimas fueron purificadas simultáneamente y se obtuvieron 
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concentraciones y niveles de pureza similares entre sí. La mutante T3K626R mostró ser 

inestable durante las etapas de cuantificación de proteínas y medición de la actividad 

enzimática por lo cual no fue incluida en los estudios posteriores.  

 

 

Figura 38: Grado de purificación de 
ppGalNAc-T3 y sus mutantes 
PAGE-SDS 10% de la proteínas 
ppGalNAc-T3 (T3), T3K626Q (KxQ), 
T3K626R (KxR) y T3K626A (KxA) 
teñido para visualizar proteínas 
totales con Azul Brillante de 
Coomassie. 

4.2.3 Ensayo de actividad enzimática de ppGalNAc-T3s 

Se llevaron a cabo ensayos de actividad enzimática para caracterizar el comportamiento 

de las mutantes T3K626 frente a los péptidos MUC1 y MUC2 mediante un método de 

revelado colorimétrico. Se evaluaron en paralelo T3 y las mutantes T3K626Q y T3K626A. 

La Figura 39 muestra que las mutantes en K626 poseen menor actividad catalítica que la 

enzima salvaje. Utilizando al péptido MUC2 como sustrato aceptor de la reacción 

enzimática, se puede apreciar una importante  diferencia entre los valores de Vmax de 

estas tres enzimas; mostrando una disminución muy significativa en las mutantes 

T3K626A y T3K626Q respecto a T3. Por otra parte, en los valores de Km no se observaron 

diferencias notables entre dichas enzimas (Tabla 12). 
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Figura 39: Cinética enzimática de T3, T3K626Q y T3K626A frente al péptido MUC2 
Gráfico de velocidad versus concentración de sustrato aceptor (en negro T3, en azul T3K626Q 
y en rojo T3K626A). El ajuste no lineal arrojó R

2
: 0.92 (negro), 0,97 (azul) y 0.96 (rojo). 

Por otro lado, el péptido MUC1 también fue utilizado como sustrato aceptor de la unión 

covalente de αGalNAc catalizada por T3 y sus mutantes. En la Figura 40 se observa una 

disminución de los valores de Vmax de las mutantes respecto a T3 salvaje. Sin embargo, al 

emplear este péptido aceptor la diferencia en el valor de Vmax entre las mutantes no es 

tan amplia como el caso de MUC2.   
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Figura 40: Cinética enzimática de T3, T3K626Q y T3K626A frente al péptido MUC1 
Gráfico de velocidad versus concentración de sustrato aceptor (en negro T3, en azul T3K626Q y 
en rojo T3K626A). El ajuste no lineal arrojó R

2
: 0.95 (negro), 0,65 (azul) y 0.90 (rojo). 

Estos resultados indicarían que la mutación puntual, ya sea la sustitución KxQ o KxA 

afecta la catálisis de manera similar en ambas enzimas, pero no así la afinidad de la 

enzima por su sustrato ya que principalmente produce un cambio en los valores de Vmax 

sin producir alteraciones notables en Km (Tabla 12).  
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Tabla 12: Parámetros cinéticos de T3, T3K626Q, T3K626A frente a los péptidos MUC2 y MUC1 

Péptido 
Parámetros  
cinéticos* 

Enzimas 

T3 T3K626Q T3K626A 

MUC2 
Vmax (nmol/min.mg) 3,44 ± 0,37 1,142 ± 0,061 1,85 ± 0,15 

Km (uM) 0,234 ± 0,066 0,218 ± 0,031 0,280 ± 0,056 

MUC1 
Vmax (nmol/min.mg) 0,1245 ± 0,0061 0,0685 ± 0,0087 0,0873 ± 0,0051 

Km (uM) 0,086 ± 0,015 0,052 ± 0,026 0,059 ± 0,013 
 

*Se muestran los valores derivados del ajuste no lineal junto a su correspondiente error estándar. 

4.2.4 Ensayos de interacción de ppGalNAc-T3s con O-glicanos 

El glicopéptido MUC1-αGalNAc adsorbido en placas multiorificios fue incubado con 

distintas concentraciones de T3 o sus mutantes para analizar la influencia de la acetilación 

en K626 de T3 en la interacción con O-glicanos. La Figura 41 muestra que las mutantes en 

K626 poseen una menor capacidad de interacción con MUC1-αGalNAc.  
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Figura 41: Interacción entre la enzima T3 y sus mutantes con MUC1-αGalNAc 
Interacción directa entre las enzimas T3 (negro), T3K626Q (azul) y T3K626A (rojo) y el 
glicopéptido MUC1-αGalNAc expresada como lecturas absorbancia (490 nm) en función de la 
concentración de proteína. 

 

 

 

 



76 

4.2.5 Rol del carbohidrato en la interacción de ppGalNAc-T3s con MUC1-
αGalNAc 

Dado que los dominios lectina de ppGalNAc-Ts reconocen residuos de glicanos, 

preferentemente terminales αGalNAc (Wandall et al., 2007; Yoshimura et al., 2012), una 

batería de glicósidos7 de GalNAc fueron ensayados como potenciales inhibidores de la 

interacción entre ppGalNAc-T3s y MUC1-αGalNAc (Figura 42.1-3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                      
7 Glicósido: un glicano que contiene al menos un enlace glicosídico a otro glicano o a una aglicona (porción no glucídica 

de un glicoconjugado o glicósido unida al glicano a través del azúcar terminal reductor) Varki, A., R. Cummings, J. Esko, H. 

Freeze, P. Stanley, C. Bertozzi, G. Hart, and M. Etzler. 2009. Essentials of Glycobiology, Cold Spring Laboratory Press. Cold 

Spring Harbor, NY. 
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Figura 42: Efecto de glicósidos en la interacción de T3 y sus mutantes a MUC1-αGalNAc.  
Efecto de glicósidos de GalNAc y GlcNAc en la interacción de T3 (1 y 4),  T3K626Q (2 y 5) y T3K626A (3 y 6) con el glicopéptido MUC1-αGalNAc. El grado de interacción de las 
enzimas con MUC1-αGalNAc se expresa como porcentaje de unión en función de la concentración de glicósido. 
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Cuando se estudió la interacción de T3 salvaje con MUC1-αGalNAc se pudo apreciar que 

la presencia de GalNAc prácticamente no afectó dicha interacción (Figura 42.1). No 

obstante, un claro efecto inhibitorio de la interacción fue observado cuando se ensayaron 

diferentes concentraciones de glicósidos derivados de GalNAc. Bzl-α-GalNAc redujo el 

50% de la capacidad de interacción (CI50) a 10 mM; siendo pNP-β-GalNAc el glicósido que 

mostró mayor capacidad inhibitoria (CI50: 3 mM) (Tabla 13). La mutante T3K626Q mostró 

diferencias en la capacidad de reconocimiento a carbohidratos respecto a la enzima T3 

salvaje. Por ejemplo, GalNAc mostró un mayor efecto inhibidor de la interacción aunque 

sin alcanzar el 50% de inhibición y en este caso, el glicósido alfa (pNP-α-GalNAc) mostró 

un efecto inhibidor superior al glicósido beta (pNP-β-GalNAc). Por otra parte, la 

interacción de la mutante T3K626A con MUC1-αGalNAc no pudo ser inhibida 

significativamente por ninguno de los derivados de GalNAc evaluados. De este modo, se 

pone en evidencia la importancia del residuo K626 del dominio lectina de ppGalNAc-T3 en 

el reconocimiento a GalNAc. Estos resultados se resumen en la Tabla 13. 

Por otra parte, se estudió el efecto de glicósidos de GlcNAc en la interacción de 

ppGalNAc-T3s con MUC1-αGalNAc (Figura 42.4-6). T3 salvaje mostró un llamativo 

incremento en la interacción al glicopéptido MUC1-αGalNAc en presencia de metil 

glicósidos de GlcNAc (Figura 42.4). Una concentración de 3 mM de Me-α-GlcNAc fue 

suficiente para aumentar al doble la interacción (CA200)8 de la enzima salvaje con el 

glicopéptido. Mientras que, Me-β-GlcNAc mostró menor CA200 (10 mM) y ningún efecto 

fue observado por la presencia de glucosa (Tabla 14). T3K626Q también mostró un 

importante incremento en la interacción con MUC1-αGalNAc en presencia de glicósidos 

de GlcNAc (Figura 42.5). En esta mutante, Me-β-GlcNAc se mostró más activador (CA200: 

4 mM) que Me-α-GlcNAc (CA200: 6 mM), lo que demuestra que la mutación puntual 

K626Q influye en el efecto ejercido por glicósidos de GlcNAc estimulando la interacción 

con MUC1-αGalNAc. Por otra parte, la mutación K626A de ppGalNAc-T3 muestra que la 

enzima pierde la capacidad de aumentar la interacción con MUC1-αGalNAc en presencia 

de glicósidos de GlcNAc. Estos resultados muestran que K626 es importante tanto en el 

reconocimiento a GalNAc por parte del dominio lectina, como así también, en la 

capacidad de interacción con glicósidos de GlcNAc que estimulan su unión al glicopéptido 

MUC1-αGalNAc. 

                                                      
8 CA200: concentración del activador que aumenta al 200% la interacción entre las moléculas estudiadas. 
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Tabla 13: Concentración de carbohidrato que reduce un 50% la interacción de T3 y sus mutantes 
a MUC1-αGalNAc 

Enzimas Carbohidratos 

GalNAc Bzl-α-GalNAc pNP-α-GalNAc pNP-β-GalNAc 

T3 >>10 mM 10 mM >3 mM 3 mM 

T3K626Q >10 mM >10 mM 5 mM >5 mM 

T3K626A >>10 mM >>12,5 mM >>5 mM >>5 mM 

 

Tabla 14: Concentración de carbohidrato que aumenta al 200% la interacción de T3 y sus 
mutantes a MUC1-αGalNAc 

Enzimas 

Carbohidratos 

Glucosa UDP-α-GlcNAc Me-α-GlcNAc Me-β-GlcNAc 

T3 >>10 mM > 10 mM 3 mM 10 mM 

T3K626Q >>10 mM > 10 mM 6 mM 4 mM 

T3K626A >>10 mM >>10 mM >>10 mM >>10 mM 
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4.2.6 Influencia de glicósidos en la interacción de ppGalNAc-T3s con 
péptidos 

En función de los resultados previos, se seleccionó un monosacárido con efecto activador 

(Me-α-GlcNAc) y otro, con efecto inhibidor (Bzl-α-GalNAc) sobre la interacción de 

ppGalNAc-T3s con el glicopéptido MUC1-αGalNAc. En esta ocasión se pretendió evaluar la 

capacidad de interacción de las enzimas T3, T3K626Q y T3K626A hacia el péptido MUC1 

(no glicosilado) en presencia de dichos glicósidos para determinar la importancia de la 

porción peptídica en dicha interacción. 

Para las tres enzimas estudiadas aquí, se observó un aumento de la unión de las proteínas 

al péptido MUC1 en presencia de ambos glicósidos (Figura 43.1-3). Para la enzima T3 

salvaje, el incremento en la interacción a MUC1 en presencia de Me-α-GlcNAc o Bzl-α-

GalNAc fue similar, produciendo AC200: 10 mM en ambos casos. La mutación K626Q 

modificó esta capacidad de activación de la interacción respecto a T3 mostrando mayor 

activación en presencia de Bzl-α-GalNAc (AC200: 5 mM) y menor activación con Me-α-

GlcNAc (a 10 mM no llegó al 200% de interacción con el péptido). La mutante T3K626A 

mostró que ambos glicósidos generaron similar grado de activación (AC200: 8 mM para 

ambos) en la interacción de la enzima con MUC1 (Tabla 15). 
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Figura 43: Efecto de Me-α-GlcNAc y Bzl-α-GalNAc sobre la interacción de T3 y sus mutantes con los péptidos MUC1 y MUC2 
Efecto de Me-α-GlcNAc y Bzl-α-GalNAc sobre la interacción de las enzimas T3,  T3K626Q y T3K626A con los péptidos MUC1 (1, 2 y 3)  y MUC2 (4, 5 y 6). El grado de interacción con 
MUC1 o MUC2 se expresa como porcentaje de unión en función de la concentración de carbohidrato. 
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A su vez, en vistas del efecto activador observado en presencia de ambos carbohidratos 

con el péptido MUC1 buscamos estudiar si ese efecto era dependiente de la secuencia 

peptídica. Por lo tanto, a continuación evaluamos la interacción de las enzimas con el 

péptido MUC2 en presencia de Bzl-α-GalNAc y Me-α-GlcNAc. En las Figura 43.4-6 se 

puede apreciar que ambos glicósidos estimularon la interacción de las tres enzimas aquí 

estudiadas con MUC2, al igual que sucedió con MUC1. En el caso de T3, la activación 

producida por uno u otro azúcar fue similar (AC200: 7 y 8 mM). Sin embargo, Me-α-

GlcNAc (AC200: 4 mM para T3K626Q y 3 mM para T3K626A) ejerció un efecto activador 

mayor sobre ambas mutantes; en oposición a los resultados obtenidos con el péptido 

MUC1 donde el efecto activador se vio favorecido en presencia de Bzl-α-GalNAc (Tabla 

16). 

Tabla 15: Concentración de glicósido que aumenta al 200% la interacción de T3 y sus 
mutantes a MUC1 

Enzimas 
Glicósidos 

Bzl-α-GalNAc Me-α-GlcNAc 

T3 10 mM 10 mM 

T3K626Q 5 mM > 12,5 mM 

T3K626A 8 mM 8 mM 

 

Tabla 16: Concentración de glicósido que aumenta al 200% la interacción de T3 y sus 
mutantes a MUC2 

Enzimas 
Glicósidos 

Bzl-α-GalNAc Me-α-GlcNAc 

T3 8 mM 7 mM 

T3K626Q 8 mM 4 mM 

T3K626A 7 mM 3 mM 
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5. DISCUSIÓN 

La glicosilación es la modificación química más frecuente y compleja que se observa sobre  

proteínas y lípidos en las células. Es crítica para la vida multicelular y su carencia o 

supresión frecuentemente desencadena enfermedades (Hennet and Cabalzar, 2015). Los 

glicanos maduros en cualquiera sitio de glicosilación podrían ser tan simples como un 

único monosacárido o tan complejos como un polímero de más de 200 monosacáridos, 

potencialmente modificados con fosfato, sulfato, acetato o fosforilcolina (Stanley, 2011). 

Debido a la complejidad y dinamismo de las modificaciones de los glicanos, aún no se 

puede explicar cómo la secuencia de reacciones enzimáticas está orquestada para 

garantizar la fidelidad en la síntesis de cientos de glicanos diferentes sin un templado, en 

presencia de enzimas que compiten por un mismo sustrato aceptor proteico y se localizan 

en el mismo subcompartimento de Golgi (Rabouille et al., 1995). 

En particular, este trabajo de tesis pretende contribuir a comprender el complejo 

rompecabezas que significa la regulación de la maquinaria de biosíntesis de O-glicanos de 

tipo mucina. La primer parte de este estudio se enfocó en descifrar la significancia de los 

dominios lectina de ppGalNAc-Ts en el inicio de este camino biosintético, en el cual 

participan la familia de enzimas ppGalNAc-Ts, involucradas en la incorporación del primer 

azúcar (GalNAc), y la enzima C1GalT que cataliza la transferencia de galactosa, generando 

así el glicano Core 1 (Bennett et al., 2012).  

Primeramente, se estudió la actividad de la enzima ppGalNAc-T2 en presencia de los 

dominios lectina T3 y T4 mediante dos métodos (espectrometría de masas y ensayo 

colorimétrico) que brindan información diferente y complementaria. Ambos dominios 

lectina produjeron un efecto inhibitorio en la actividad enzimática. Cuando T3lec o T4lec 

se adicionaron a la reacción, en los ensayos de espectrometría de masas se observó una 

desaparición de los picos correspondientes a los glicopéptidos con mayor número de 

GalNAc (MUC1-2GalNAc y MUC1-3GalNAc) y un aumento de la proporción del péptido sin 

glicosilar y de MUC1-1GalNAc. Como la capacidad de reconocimiento a GalNAc de T3lec y 

T4lec está muy bien establecida (Pedersen et al., 2011; Wandall et al., 2007) cabe la 

posibilidad de que estos dominios lectina se unan a los residuos de GalNAc recientemente 

incorporados sobre el aceptor peptídico. De este modo, al estar unido al glicopéptido el 

dominio lectina interferiría en la unión de la enzima para que ésta continúe incorporando 

nuevas moléculas de GalNAc en los múltiples sitios glicosilables que presenta el péptido. 
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Si este fuera el caso, al menos sería necesario la incorporación de una molécula de 

GalNAc y se observaría una disminución del péptido sin glicosilar y en consecuencia, una 

acumulación de las especies glicopeptídicas con menor número de GalNAc ya que la 

incorporación de las siguientes estaría impedida. Sin embargo, el péptido sin glicosilar se 

acumula descartando la posibilidad de que ocurra un impedimento estérico. Por lo cual, 

T3lec y T4lec estarían interactuando con la enzima y no con los glicopéptidos que se van 

generando a medida que la reacción de glicosilación transcurre.  

También, la influencia de estos dominios lectina sobre la actividad de ppGalNAc-T2 fue 

evaluada a través de estudios de cinética enzimática mediante un ensayo colorimétrico, 

confirmando el efecto inhibitorio observado anteriormente. En estos ensayos se buscó 

caracterizar la naturaleza inhibitoria de cada dominio lectina. En el caso de T3lec, este 

dominio lectina tuvo un comportamiento diferente según el péptido evaluado. Frente a 

MUC1, el tipo de inhibición fue de tipo no competitiva (afectando Vmax), mientras frente a 

MUC2 fue de tipo competitiva (se refleja en el cambio principalmente de Km). Este análisis 

muestra que T3lec afecta la catálisis en el primer caso, e interfiere con la unión del 

sustrato, en la segunda condición. Además, una característica que se desprende de los 

estudios de cinética y se ve reflejada en los valores de Ki es que el efecto inhibitorio 

ejercido por T3lec fue similar o superior a T4lec al utilizar el péptido MUC1 y MUC2, 

respectivamente.   

Los estudios de actividad enzimática también fueron llevados a cabo con la isoforma 

ppGalNAc-T3. Los resultados de espectrometría masas son similares a los obtenidos con 

ppGalNAc-T2, de modo que tanto T3lec como T4lec son capaces de inhibir la actividad de 

ppGalNAc-T3. El efecto de los dominios lectina es aún más notable al evaluar el péptido 

MUC5B en relación a MUC1 apreciándose el péptido sin glicosilar como la especie 

predominante. Por este motivo, el efecto de T3lec y T4lec no estaría asociado a la 

interacción con el residuo αGalNAc. En el análisis de cinética enzimática, T3lec 

nuevamente mostró un efecto inhibidor sobre la enzima ppGalNAc-T3 que difiere según 

el péptido aceptor. Cabe destacar que en la inhibición de la actividad enzimática en 

presencia de MUC1, T3lec se comportó como un inhibidor no competitivo con ppGalNAc- 

T2 y como un inhibidor mixto con ppGalNAc-T3. Estos dos tipos de inhibidores se unen 

tanto a la enzima como al complejo enzima-sustrato. Por otro lado, en presencia de 

MUC2 la inhibición siempre fue de tipo competitiva, en la cual el inhibidor compite con el 
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sustrato por la unión al sitio catalítico de la enzima. Esto revelaría que el péptido influye 

en la interacción de T3lec con la enzima. No así con T4lec, el cual se mostró como un 

inhibidor competitivo en todos los casos evaluados, indicando que este dominio lectina 

no reconoce el complejo enzima-sustrato.  

Los ensayos de cinética hacen notar que el comportamiento de cada dominio lectina es 

diferente mostrando un efecto inhibitorio distinto, tal vez debido a las características 

propias de cada dominio lectina cuya conformación es conservada pero difieren 

significativamente en su secuencia primaria (Kubota et al., 2006) y por lo tanto, los sitios 

de interacción  serían diferentes en cada caso.  

Con el propósito de estudiar el inicio de la O-GalNAc glicosilación in vivo, se utilizó un 

modelo celular robusto como la línea celular CHO ldlD (Kato et al., 2006). Aquí se evaluó 

la influencia del dominio T3lec en la actividad GalNAc-transferasa del repertorio de 

ppGalNAc-Ts de estas células. Para este fin, se empleó un constructo de la enzima T3 cuya 

mutación D277H lleva a la pérdida de la actividad enzimática, pudiéndose estudiar las 

propiedades de su dominio lectina sin el aporte del dominio catalítico. Así se observó una 

disminución de la actividad GalNAc-transferasa en células transfectadas con T3D77H (que 

simula un dominio lectina) en relación a la muestra control. De este modo, se demostró 

que in vivo T3lec tiene la capacidad de inhibir el inicio de la O-GalNAc glicosilación, de 

manera similar a lo observado in vitro.  

Varios estudios llevados a cabo a fines de 1960 y principios de 1970 mostraron que las 

glicosiltransferasas tienden a existir como complejos en las células. Desde entonces, 

diferentes estudios bioquímicos y de biología celular han provisto evidencia de la 

existencia de estos complejos en todas las células eucariotas y también, en bacterias 

(Kellokumpu et al., 2015). Este concepto ha sido retomado por algunos investigadores en 

la actualidad quienes han hallado que glicosiltransferasas de Golgi forman complejos 

homoméricos y/o heteroméricos dentro de las vías de N- y O-glicosilación en células de 

mamíferos utilizando métodos basados en imágenes de células vivas (Hassinen et al., 

2011).  

En vistas de estos antecedentes se buscó profundizar acerca de la interacción entre las 

ppGalNAc-Ts y los dominios lectina aquí estudiados. Los ensayos de interacción 

mostraron que T3lec y T4lec se unen a ppGalNAc-T2 de manera específica; ya que dicha 

interacción pudo ser inhibida por la presencia de ppGalNAc-T2 en solución pero no por 
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otra proteína como ABS. Además, se observó que la interacción de los dominios lectina  

con ppGalNAc-T2 no es afectada por la presencia de Bzl-α-GalNAc o Me-α-GlcNAc; lo que 

demostró que las interacciones entre las ppGalNAc-Ts y T3lec-T4lec no están mediadas 

por glicanos.  

Éste fue un dato sorpresivo ya que estos dominios lectina se caracterizan por su 

capacidad de reconocimiento a residuos GalNAc o derivados de este azúcar (Pedersen et 

al., 2011). Si bien es singular, no es desconocido el hecho de que ciertas lectinas medien 

funciones celulares a través de interacciones proteína-proteína más allá de sus 

propiedades de unión a glicanos. Galectina-3, un miembro de la familia de galectina 

interactúa con residuos β-galactósidos de glicoproteínas de la matriz y de la superficie 

celular a través de su dominio de reconocimiento a carbohidratos y con proteínas 

intracelulares a través de asociaciones péptido-péptido mediante su domino N-terminal 

(Iacobini et al., 2003). Otro ejemplo es el dominio tipo lectina C de lecticanos, una familia 

de proteoglicanos de sulfato de condroitina, que se une a tenascina-R de manera 

independiente de carbohidrato (Aspberg et al., 1997).  

Además, Hassinen y col. (Hassinen et al., 2011) reportaron que in vivo la isoforma 

ppGalNAc-T6 es capaz de formar complejos homoméricos. Por lo que es muy probable 

que existan este tipo de complejos con otras isoformas de ppGalNAc-Ts e inclusive entre 

isoformas diferentes. Tal vez, este tipo de asociaciones podría requerir de interacciones 

transientes y dinámicas en las cuales estas ppGalNAc-Ts en ciertas ocasiones actuarían 

como monómeros y entre otras condiciones se verían favorecidas las interacciones con 

ppGalNAc-Ts de su proximidad. Recientemente, tal como en este trabajo de tesis, se ha 

encontrado que pueden ocurrir asociaciones que inhiban un determinado paso 

enzimático. GnT1IP es una proteína de membrana tipo II (con homología de secuencia a 

genes de glicosiltransferasas cuya actividad aún no ha sido demostrada) que se asocia a 

través de su dominio luminal a MGAT1, una N-acetilglucosaminiltransferasa que inicia la 

síntesis de N-glicanos complejos e híbridos, inhibiendo su actividad (Huang et al., 2015). 

Lo interesante es que GnT1IP no interacciona con otras GlcNAc-transferases del medial 

Golgi (MGAT2, MGAT3, MGAT4B o MGAT5) y a su vez, MGAT1 forma heterómeros con 

MGAT2 (Hassinen et al., 2010; Nilsson et al., 1994) los cuales no se desestabilizan por la 

unión GnT1IP ya que éste último se une de manera no competitiva a través de un sitio 

diferente a MGAT1 (Huang et al., 2015). A su vez, este ejemplo muestra la existencia de 
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asociaciones entre glicosiltransferasas en donde una de ellas (MGAT1) puede sufrir 

efectos opuestos por la interacción en simultáneo con diferentes proteínas. 

Posteriormente, en este trabajo se evaluó si dominios lectina de ppGalNAc-Ts eran 

capaces de afectar la actividad de otras enzimas de la misma vía de síntesis de O-glicanos, 

específicamente C1GalT, en la etapa subsiguiente de la O-GalNAc glicosilación. Se observó 

que en este paso, T3lec mostraba un efecto activador sobre la actividad 

galactosiltransferasa de C1GalT, generando un efecto contrapuesto al observado sobre la 

actividad de las enzimas ppGalNAc-Ts. En ensayos de cinética enzimática se puso de 

manifiesto el efecto activador a través del cambio en los parámetros, principalmente, una 

disminución de Km que denota un aumento de la afinidad de la enzima por el sustrato. 

Luego, el efecto activador sobre la actividad de C1GalT fue reproducido por la presencia 

de la enzima ppGalNAc-T3 que incluye tanto el dominio catalítico como lectina; 

evidenciando el rol fundamental del dominio lectina de esta isoforma en la activación 

enzimática de C1GalT. Sin embargo, la curva de activación como consecuencia de la 

presencia de ppGalNAc-T3 en la reacción de glicosilación fue diferente a la obtenida con 

T3lec. Los parámetros cinéticos si bien se modificaron no lo hicieron de la misma manera. 

Es decir, tanto Km como Vmax se vieron aumentados. Probablemente, esto podría deberse 

a que se trata de proteínas diferentes y a que se utilizaron distintos sustratos aceptores 

para medir la actividad enzimática. 

Estos resultados están en concordancia con hallazgos de otros autores (Hassinen et al., 

2011) que indican que ppGalNAc-T6 y C1GalT forman un complejo heteromérico que 

incrementa la síntesis del glicano Core 1. Casualmente, ppGalNAc-T6 y ppGalNAc-T3 

exhiben una similitud de secuencia elevada a través de la región codificante, con una 

estructura genómica idéntica y con especificidad de sustratos similares (Bennett et al., 

1999) aunque con patrones de expresión disímiles; por lo cual pertenecen a la misma 

subfamilia Ic de ppGalNAc-Ts (Bennett et al., 2012). Adicionalmente, Hassinen y col. 

(Hassinen et al., 2011) reportaron la formación de heterómeros entre la ppGalNAc-T6 y 

las enzimas que sintetizan las estructuras Core 3 y Core 6, aunque no se detectaron 

heterómeros entre ppGalNAc-T6 y las enzimas que sintetizan Core 2 y Core 4. Por lo 

tanto, es muy probable que ppGalNAc-T6 y ppGalNAc-T3 compartan también la cualidad 

de establecer interacciones con glicosiltransferasas vecinas como mecanismo de 

regulación de la actividad enzimática. 
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Otro aspecto importante son los dominios involucrados en la interacción entre 

glicosiltransferasas. De acuerdo al estudio realizado por Hassinen y col. (Hassinen et al., 

2011) los experimentos de intercambio de dominios entre glicosiltransferasas de la vía de 

síntesis de glicanos de tipo O-GalNAc mostraron que las interacciones 

homo/heteroméricas estaban mediadas preferentemente (por encima del 85%) por el 

dominio luminal. Este dato es coincidente con los resultados aquí presentados pudiendo 

agregar que, específicamente, los dominios lectinas de ppGalNAc-Ts son las moléculas 

efectoras en las interacciones homo/ heteroméricas. Un resultado de gran importancia 

que surgió de los ensayos de interacción directa consistió en que estos dominios lectina 

(T3lec y T4lec) interaccionaban principalmente con el dominio catalítico de ppGalNAc-T2. 

Previamente, el dominio lectina de ppGalNAc-Ts ha sido descripto por trabajar de manera 

concertada con el dominio catalítico de su propia enzima uniéndose a residuos GalNAc ya 

incorporados sobre el polipéptido aceptor favoreciendo la generación de glicanos 

densamente O-GalNAc glicosilados (Wandall et al., 2007). No obstante, los resultados de 

esta tesis apuntan a otro mecanismo de control en donde un determinado dominio 

lectina, por interacción proteína-proteína con el dominio catalítico de una 

glicosiltransferasa próxima, regula su actividad catalítica. Existen casos interesantes de 

proteínas que se han comportado como inhibidores de la actividad enzimática como la 

familia de proteínas Kunitz-STI que es un paradigma de inhibidor de proteasas en 

particular y del reconocimiento de proteína-proteína en general. Curiosamente, esta 

familia es miembro de la superfamilia de proteínas con plegamiento β-trefoil al igual que 

los dominios lectinas de ppGalNAc-Ts (Azarkan et al., 2011). Por otro lado, en acuerdo con 

el efecto activador del dominio lectina de ppGalNAc-T3, las lectinas fúngicas Macrolepiota 

procera (MpL) y Clitocybe neburalis (CNL), proteínas con plegamiento β-trefoil, 

produjeron un aumento de la actividad proteasa de tripsina y papaína (Žurga et al., 2015). 

La capacidad del plegamiento β-trefoil para mantener “loops” que varían en gran medida 

en longitud, secuencia y conformación, principalmente, en la superficie de las proteínas 

sugiere la creación de múltiples sitios de contacto (Murzin et al., 1992). La superfamilia de 

proteínas con plegamiento β-trefoil tiene una alta plasticidad lo que le permite 

interactuar con diferentes moléculas como ADN, carbohidratos y proteínas (Azarkan et 

al., 2011; Wilson and Kovall, 2006). Existen varios ejemplos en la bibliografía de 
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interacciones proteína-proteína que involucran a proteínas con este plegamiento β-trefoil 

(Azarkan et al., 2011; Murzin et al., 1992).  

Para finalizar, los resultados aquí expuestos indican un rol regulatorio del plegamiento β-

trefoil de ppGalNAc-Ts en la actividad enzimática de glicosiltransferasas involucradas en 

en la biosíntesis de glicanos de tipo O-GalNAc. T3lec y T4lec redujeron la actividad 

enzimática de ppGalNAc-T2 y ppGalNAc-T3 y a su vez, T3lec incrementó la actividad 

C1GalT. Todos los resultados, en conjunto, sugieren que el plegamiento β-trefoil de 

ppGalNAc-Ts funciona como una “llave” que bloquea o activa la síntesis de determinados 

glicanos. 

En el siguiente esquema (Figura 44), a modo de resumen, se propone un mecanismo de 

interacción entre dominios lectinas de ppGalNAc-Ts y enzimas que intervienen en el 

primer y segundo paso de la O-GalNAc glicosilación; mostrando el rol fundamental de los 

dominios lectina en la regulación del inicio de esta biosíntesis.  

 

 

Figura 44: Equema del mecanismo de interacción propuesto para los dominios lectina de ppGalNAc-Ts 
A modo de ejemplo se muestra el dominio lectina de ppGalNAc-T3 (lec) interaccionando con dominios 
catalíticos de glicosiltransferasas próximas en la membrana inhibiendo la actividad GalNAc-transferasa y 
favoreciendo la actividad galactosiltransferasa. Lec: dominio lectina, T2: dominio catalítico de ppGalNAc-
T2, C1GalT: Core 1 galactosiltransferasa. 
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Dado los antecedentes de acetilación in vivo de la isoformas humanas ppGalNAc-T2 y -T9  

(Lundby et al., 2012; Pehar et al., 2012b) y el interés de este trabajo por el estudio de los 

dominios lectina de las ppGalNAc-Ts, la segunda parte de esta tesis se focalizó en estudiar 

la significancia de un sitio de acetilación en el dominio lectina de ppGalNAc-T3 (T3).  La 

elección de K626 estuvo basada en los resultados generados por el programa ASEB, que 

mostró una alta probabilidad de acetilación para dicha lisina y sobre la cual se realizó una 

mutación que simula acetilación. 

K626 se encuentra en uno de los tres motivos QXW que presentan los dominios lectina de 

ppGalNAc-Ts localizado precisamente en el subdominio ɣ, en donde X es un residuo lisina. 

Es importante destacar que las tres regiones QXW constituyen motivos fundamentales en 

la generación del pliegue en forma de hoja de trébol (β-trefoil fold) característico de esta 

familia de lectinas (tipo-R) (Hazes, 1996). El reemplazo de lisina por glutamina es bien 

aceptado como una mutación que simula acetilación, y en forma adicional se realizaron 

dos mutantes a modo de control sustituyendo la lisina en la posición 626 por arginina y 

alanina con el propósito de evaluar cómo impactan dichas mutaciones en las propiedades 

biológicas de la enzima.  

Las mutantes de T3 generadas por mutagénesis dirigida (T3K626Q y T3K626A) mostraron 

menor actividad enzimática que la forma salvaje en presencia de los dos sustratos 

peptídicos evaluados (MUC1 y MUC2). Las mutaciones KxQ y KxA afectaron 

principalmente la catálisis ya que produjeron alteraciones significativas en el valor de 

Vmax. Del mismo modo, en la mayoría de las enzimas metabólicas la acetilación de lisinas 

produce un efecto negativo sobre su actividad enzimática (Xiong and Guan, 2012). 

Mientras que la mutante T3K626R mostró un alto grado de inestabilidad en solución, por 

lo cual no se pudo llevar adelante su estudio. 

Por otra parte, debido a que los dominios lectina tienen la propiedad de reconocer 

carbohidratos, se estudió la importancia de este aminoácido en la capacidad de 

interacción de estas mutantes con el glicopéptido MUC1-αGalNAc. Aquí se pudo apreciar 

una interacción disminuída de las dos mutantes respecto a T3 salvaje. Esto demuestra 

que la K626 del dominio lectina de T3 es importante en el reconocimiento a glicanos, 

como así también, para las propiedades catalíticas de la enzima. Resultados similares 

fueron descriptos previamente para la isoforma T2, donde una mutante en la lisina 521 

del subdominio β (QKW) del domino lectina, ppGalNAc-T2K521Q, mostró menor actividad 
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catalítica y propiedades de unión a glicanos alteradas respecto a la forma salvaje de la 

enzima (Zlocowski et al., 2013). 

En ensayos de competencia en donde se evalúa la interacción de las T3s con el 

glicopéptido MUC1-αGalNAc en presencia de GalNAc y de glicósidos derivados de GalNAc, 

la mutante T3K626Q mostró una menor interacción con el glicopéptido cuando estaba 

presente GalNAc respecto a T3 salvaje; esto muestra que la mutación induce un 

reconocimiento levemente mayor por este azúcar. Pero las diferencias fueron más 

evidentes con la mutante T3K626A, la cual no pudo ser inhibida por GalNAc ni por 

ninguno de los glicósidos de GalNAc analizados. Este resultado indica que la mutación KxA 

produjo una perturbación mayor en el sitio de reconocimento a glicanos respecto a la 

mutación KxQ, destacando la importancia del residuo K626 en dicho reconocimiento. 

Trabajos de alineamiento de secuencia y modelado molecular han sugerido que existe un 

sitio putativo de unión a galactosa o GalNAc en el subdominio α de los dominios lectina 

de la mayoría de las ppGalNAc-Ts y de T3 en particular (Imberty et al., 1997; Kubota et al., 

2006). Un estudio de mutagénesis sitio específica demostró que un residuo de asparagina  

altamente conservado dentro de este subdominio en la enzima T3 es clave para el 

reconocimiento de GalNAc (Yoshimura et al., 2012). Sin embargo, la mutación aquí 

estudiada localizada en el subdominio ɣ también mostró afectar tanto la actividad 

catalítica como la capacidad de unión a GalNAc. 

Un resultado sorprendente se observó al analizar la interacción de estas enzimas a MUC1-

αGalNAc en presencia de  glicósidos de GlcNAc (UDP-α-GlcNAc, Me-α-GlcNAc y Me-β-

GlcNAc). La interacción de T3 salvaje y la mutante T3K626Q con el glicopéptido se 

incrementó significativamente como consecuencia de la presencia de estos glicósidos en 

solución. La mutación K626Q afectó el grado de activación en la interacción de la enzima 

con MUC1-αGalNAc generada por los glicósidos de GlcNAc. Mientras que Me-α-GlcNAc es 

mayor activador que Me-β-GlcNAc (CA200: 10/3) en la interacción de T3 salvaje con 

MUC1-αGalNAc, la mutante T3K626Q mostró que el glicósido β es mayor activador que el 

α. Por otra parte, la mutación K626A anula la capacidad activadora de los glicósidos de 

GlcNAc. Estos resultados indican que la presencia de glicósidos de GlcNAc induce cambios 

en el dominio lectina de T3 que conducen al aumento del reconocimiento de residuos 

GalNAc. Las mutaciones en K626 de T3 alteran el efecto activador de glicósidos de GlcNAc 

en el reconocimiento de la enzima por MUC1-αGalNAc. 
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Este llamativo efecto activador de los glicósidos también se estudió en la interacción de 

T3s con los péptidos MUC1 y MUC2. Nuevamente, se pudo apreciar un efecto activador 

de la interacción, ahora tanto de T3 salvaje como de sus mutantes; evidenciando que las 

mutaciones aquí evaluadas no generaron cambios muy importantes en la capacidad de 

interacción con la porción peptídica, no así con el glicopéptido. Aquí se ensayaron 

glicósidos derivados de GalNAc y GlcNAc, y ambos se comportaron como activadores de 

la interacción con péptidos. Es de destacar que la capacidad de los glicósidos en aumentar 

la capacidad de interacción de T3s está condicionada por la secuencia peptídica. Por 

ejemplo, la mutante  T3K626Q (que simula un sitio acetilado en K626) es activada en 

mayor medida por Bzl-α-GalNAc cuando el péptido es MUC1; pero cuando el péptido es 

MUC2, la mutante es más sensible a la activación por Me-α-GlcNAc. Esto muestra que 

dicha mutante es críticamente influenciada por el tipo de glicósido en la interacción 

proteína-péptido en comparación a T3 salvaje, en cuyo caso la activación es similar para 

ambos glicósidos empleando uno u otro péptido. 

Estos resultados sugieren la presencia de un sitio de unión a GlcNAc en el dominio lectina 

de T3 que no ha sido descripto hasta el momento. A su vez, la presencia de derivados de 

GlcNAc que estimulan el reconocimiento de T3 tanto por residuos GalNAc como por 

péptidos sin glicosilar, muestra a estos glicósidos como moléculas solubles que podrían 

modular la interacción de la enzima con potenciales sustratos glico/peptídicos. El residuo 

K626 por ser un sitio sensible a la influencia de derivados de GlcNAc plantea la posibilidad 

de que MPTs en esta lisina puedan afectar la interacción de T3 con glicoconjugados y 

proteínas. 

Mutaciones en el gen de T3 (GALNT3) resultan en calcinosis tumoral familiar y Síndrome 

de Hiperfosfatemia e Hiperosteosis los cuales son desórdenes autosomales recesivos 

caracterizados por calcificación de los tejidos blandos e hiperfosfatemia. Un modelo de 

estudio de ratón para ambas enfermedades mostró que la mutación homocigota W589R 

en el dominio lectina de GALNT3 desencadenaba la patología (Duncan et al., 2011; Esapa 

et al., 2009). Este W589 es parte del motivo QXW de T3 (subdominio beta del dominio 

lectina) lo que muestra que una mutación puntual (mutación sin sentido que implica la 

sustitución del aminoácido) es suficiente para causar una patología, revelando la 

importancia del motivo QXW en la función de la proteína T3. En el presente trabajo de 

tesis se describe que mutaciones en QKW (subdomnio ɣ del dominio lectina) de GALNT3 
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humano genera una proteína inestable (T3K626R) o proteínas con menor actividad 

GalNAc-tranferasas (T3K626Q y T3626A). Además, estas mutaciones afectaron la 

capacidad de reconocimiento a carbohidrato del dominio lectina, como así también, la 

interacción proteína-proteína del pliegue β-trefoil modulada por glicósidos. Todos estos 

resultados destacan la importante contribución del dominio lectina en la fisiología de T3 

en humanos.  
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6. CONCLUSIONES 

En cuanto a la influencia de los dominios lectina de ppGalNAc-Ts en la actividad de 

enzimas que intervienen en el inicio de la glicosilación de tipo O-GalNAc: 

- Los dominios T3lec y T4lec se comportaron como inhibidores de la actividad GalNAc-

transferasa de la enzimas ppGalNAc-T2 y T3 y su efecto inhibidor se encuentra 

influenciado por el péptido aceptor, la isoforma de ppGalNAc-T que cataliza la reacción 

enzimática y la isoforma que actúa como molécula reguladora. 

- El efecto inhibidor fue corroborado utilizando el modelo celular de la línea celular CHO 

ldlD. 

- La inhibición está mediada por interacciones proteína-proteína entre el domino lectina 

de una isoforma (dominio regulador) con el dominio catalítico de otra isoforma (dominio 

efector). 

- El dominio T3lec y la enzima ppGalNAc-T3 (conteniendo los dominios catalítico y lectina) 

incrementaron la actividad Gal-transferasa de la enzima C1GalT. 

En cuanto al efecto de la acetilación de la lisina 626 del dominio lectina de ppGalNAc-T3: 

-  Las mutaciones K626Q y K626A produjeron una disminución en la actividad enzimática y 

en el reconocimiento de O-glicanos de la enzima ppGalNAc-T3. 

- La interacción de la enzima ppGalNAc-T3 con el glicopéptido MUC1-αGalNAc fue 

inhibida por glicósidos de GalNAc y activada por glicósidos de GlcNAc. A su vez, la 

presencia de los glicósidos Bzl-α-GalNAc y Me-α-GlcNAc incrementaron el reconocimiento 

de ppGalNAc-T3 hacia péptidos derivados de mucinas. 

- La mutacion K626Q modificó la capacidad de reconocimiento al glicopéptido MUC1-

αGalNAc respecto a la enzima salvaje. Principalmente, en presencia de glicósidos de 

GlcNAc aumentó su interacción con el glicopéptido. Mientras que, K626A produjo la 

pérdida de la capacidad de activación o inhibición en la unión al glicopéptido en presencia 

de glicósidos. 

- La mutacion K626Q incrementó el grado de activación en el reconocimiento a sustratos 

peptídicos producido por la presencia de Bzl-α-GalNAc y Me-α-GlcNAc.  
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7. PERSPECTIVAS 

Para que la interacción entre los dominios lectinas de ppGalNAc-Ts y los dominios 

catalíticos de glicosiltransferasas u otras enzimas residentes de Golgi ocurra deberían 

darse tres condiciones: en primer lugar, proximidad física por lo cual el par de proteínas 

debería encontrarse en el mismo compartimento del aparato de Golgi. En segundo lugar, 

flexibilidad en las estructuras proteicas, es decir, la región conectora que separa el 

dominio catalítico y lectina de ppGalNAc-Ts o la región tallo o “stem”  podrían tener un 

rol importante en el acercamiento de un dominio lectina a un dominio catalítico de una 

misma isoforma o de una isoforma diferente o bien a otra glicosiltransferasa para formar 

un complejo homomérico o heteromérico, respectivamente. Por último, 

complementariedad de secuencias. Esto  supone de acuerdo al modelo de 

reconocimiento de pares (Nilsson et al., 2009) la existencia de interacciones de baja 

afinidad, alta especificidad. Es decir, especificidad de reconocimiento de ciertos residuos 

o motivos estructurales entre una y otra proteína. 

La primera condición de proximidad se cumple y de hecho, se ha comentado sobre la 

formación de complejos homo/heteroméricos. A su vez, se generan preguntas muy 

interesantes sobre las cuales seguir indagando como por ejemplo la importancia de la 

región tallo de estas ppGalNAc-Ts para la cual aún se desconocen sus funciones y 

presenta una gran variabilidad entre las distintas isoformas ya sea en longitud como en 

composición. La región tallo podría estar simulando un brazo flexible dando mayor 

libertad de movimiento al dominio lectina que se encuentra en el extremo carboxilo  

terminal de ppGalNAc-Ts. Esto mismo ocurre con la región conectora del dominio 

catalítico y lectina. Por último y no menos importante, esta tesis demostró que el dominio 

lectina de ppGalNAc-Ts participa en la formación de estos complejos 

homo/heteroméricos modulando en forma diferencial enzimas de la misma vía de 

síntesis. Se abre un camino para el estudio de las estructuras β-trefoil como plataformas 

que dictan la síntesis de glicanos. En el futuro resta por develar las secuencias o regiones 

de aminoácidos implicadas en estas interacciones. 
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En cuanto al segundo aspecto abordado en esta Tesis, el efecto de derivados de GlcNAc 

sobre la enzima T3 y su mutante T3K626Q será profundizado; por lo cual se plantean 

experimentos tendientes a responder si derivados de GlcNAc como el azúcar nucleótido 

UDP-GlcNAc que puede hallarse en el lumen del Golgi, podrían ejercer un efecto 

modulador sobre T3 o su mimético T3K626Q. Por último, y muy importante se buscará 

caracterizar un posible sitio de unión a GlcNAc en el dominio lectina de T3.  
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