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SU

El ndcleo es una organela altamente compleja y es considerado una de las estructuras mas
importantes de las células eucariotas. Su complejidad es un reflejo de dos funciones esenciales
que cumple en la célula: una de ellas es la organizaciéon y replicacién del genoma mientras que
la otra es la distribucién y regulacién de la informacién genética. Diversas proteinas sufren
modificaciones postraduccionales en el nucleo, modulando directa o indirectamente la expresiéon
génica y la funcién celular. Entre algunas de las modificaciones que ocurren en las proteinas
nucleares de mamiferos podemos mencionar la acetilacion, la metilacién, la fosforilacion, la

ubiquitinacién y la glicosilacion.

La glicosilacion es la modificacion postraduccional (MPT) mas frecuentemente encontrada
en las proteinas. Luego de la N-glicosilacién, la glicosilacion tipo O-N-acetilgalactosamina (O-
GalNAc glicosilacion) de proteinas es el tipo principal de glicosilacidon en Eucariotas superiores.
La biosintesis de glicanos de tipo O-GalNAc es un proceso complejo que tipicamente comienza
en Golgi. La familia de isoenzimas polipeptidil-GalNAc-Transferasas (ppGalNAc-T de 1 a la 20)
catalizan la transferencia de GalNAc, aportado por el azucar nucledtido UDP-GalNAc, a los
residuos de serina (Ser) y treonina (Thr) en las proteinas sustrato, iniciando la glicosilaciéon de
tipo O-GalNAc. Luego diferentes glicosil transferasas extienden estos glicanos dando como
resultado diversos tipos de glicoproteinas complejas. El presente trabajo de tesis doctoral esta
centrado en el estudio de la glicosilacidn de tipo O-GalNAc en el nucleo celular. Con este objetivo,
el enfoque de este trabajo fue la descripcidon de la localizacién nuclear de todos los actores
necesarios para el inicio de la biosintesis de glicanos de tipo O-GalNAc: la enzima ppGalNAc-
transferasa, el sustrato donante de aztdcar UDP-GalNAc, la demostracion de la actividad nuclear
GalNAc-transferasa y la identificacion de las proteinas O-GalNAc glicosiladas como los productos
de biosintesis nuclear. Para ello, se utilizaron lineas celulares humanas crecidas en cultivo, a las
cuales se les extrajo el ntcleo mediante fraccionamiento sub-celular. En particular se estudio la
distribucidn de la enzima ppGalNAc-T3 mediante microscopia confocal y ensayos de western blot
en las diferentes fracciones subcelulares. Ademds, a partir de los nucleos purificados se
comprobd la disponibilidad de UDP-GalNAc en esta organela, la cual puede aumentarse

2



suplementado con un exceso de UDP-GalNAc a los nucleos purificados. Este UDP-GalNAc en
exceso es capaz de atravesar la membrana nuclear hacia el interior nuclear vy, si estos nucleos
son incubados a 37 °C, es posible apreciar la actividad GalNAc-Transferasa nuclear que aumenta
en respuesta a la mayor disponibilidad de sustrato. Estos nucleos intactos sobreglicosilados
mostraron actividad GalNAc-Transferasa en el interior nuclear, que fue estudiada mediante
microscopia confocal y western blot. El nucleoplasma purificado demostré también una
importante actividad de ppGalNAc-T. Finalmente las proteinas O-GalNAc glicosiladas en nucleo,
purificadas por cromatografia de afinidad, fueron identificadas mediante espectrometria de
masa. También se verificd la glicosilacion de tipo O-GalNAc sobre una de las proteinas

identificadas por el ensayo espectrometria de masa, mediante estudios de co-localizaciény FRET.

Si bien es conocido que otros tipos de glicosilacién, como la de tipo O-N-acetilglucosamina
(O-GIcNAc glicosilacidn), ocurre en nucleo; este es el primer reporte de que la biosintesis de
glicanos de tipo O-GalNAc también puede iniciarse en el nucleo celular. En base a este novedoso
hallazgo y a la relevancia funcional de las proteinas identificadas que pueden sufrir esta MPT en
nucleo, se postula que la glicosilacion de tipo O-GalNAc podria cumplir roles claves regulando la

homeostasis nuclear.



I1l. INTRODUCCION



1. El nucleo celular

El nucleo es considerado una de las estructuras mas importantes de las células eucariotas
zdado que cumple roles fundamentales en el almacenamiento, propagaciéon, mantenimiento y
expresion del material genético que contiene. Antonie Van Leewenhoek (1632-1723) fue el
primero en observar la presencia de esta estructura dentro de eritrocitos de salmén bajo el
microscopio y fue luego llamado "nucleo" por Robert Brown en el afio 1831. Si bien el nicleo
celular fue descripto por primera vez hace casi dos siglos, nuestra vision moderna de la
arquitectura nuclear se basa principalmente en estudios de las ultimas dos décadas. Este
sorprendente inicio tardio coincide con el desarrollo de nuevas y poderosas estrategias para
investigar la organizacidn espacial de las actividades nucleares en células fijas y vivas (Cremer et
al. 2004, Lenser et al. 2010). Como resultado, se sabe que el nucleo consta de diversos dominios
funcionales altamente dindamicos, con intercambio de moléculas. De este modo, el nucleo
proporciona una compartimentacion funcional dentro de la célula lo que permite mayores
niveles de regulacion génica (Tripathi y Prasanth 2001). En células de mamiferos, el didmetro
medio del nucleo es de aproximadamente 6 um y ocupa alrededor del 10% del volumen celular
total. El nucleo es una organela altamente compleja, y esta complejidad es un reflejo de dos
funciones esenciales que cumple en la célula: una de ellas es la organizacion y replicacion del
genoma mientras que la otra es la distribucidon y regulacidn de la informacién genética, lo que
incluye la sintesis y el procesamiento de ARNs (codificantes y no codificantes), asi como el
ensamblado de la maquinaria de traduccién (Prasanth y Spector 2007, Woodcock y Ghosh 2010,
Shefer et al. 2014).

1.1. Organizacion de la estructura nuclear

En células eucariotas la cromatina se encuentra empaquetada en una forma altamente
organizada dentro del nucleo, el cual estd compuesto por dos compartimentos principales: la
envoltura nuclear y el nucleoplasma. Estos a su vez se encuentran organizados en diferentes sub-
estructuras y sub-dominios funcionales. La arquitectura del nucleo celular esta determinada por
la presencia de dominios subnucleares que incluyen la envoltura nuclear, los territorios
cromosémicos y los cuerpos nucleares; asi como también dominios mas pequefios que se forman
en respuesta a funciones especificas como la transcripcion de ARN y la replicacidn y reparacion

de ADN (Figura 1).
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Figura 1. Arquitectura nuclear

El nucleo celular en mamiferos se encuentra altamente organizado en diferentes dominios funcionales. La cromatina se

organiza en forma de territorios cromosdmicos los cuales pueden solaparse o crear el llamado espacio intercromatina (blanco).
La heterocromatina constitutiva (gris oscuro en el dibujo central, azul en el panel inferior derecho) se encuentra principalmente
como cromatina pericentromérica en parches a lo largo del volumen nuclear, en la periferia nuclear, asi como alrededor de los
nucleolos. Entre las estructuras distintivas en la periferia del nucleo se incluyen los complejos de poro nuclear, la membrana
nuclear (verde oscuro) y la ldmina nuclear. Los bucles de cromatina y fabricas de transcripcion asociadas pueden encontrarse
fuera de los territorios cromosémicos, dentro del nucléolo y el nucleoplasma. Los procesos de transcripcion (naranja), replicacion
(amarillo) y de reparacion del ADN (azul claro) suelen ocurrir en pequefios dominios con un diametro inferior a los 100 nm. En el
nucleo de las células, es posible visualizar diversos conjuntos de cuerpos nucleares tales como Speckles, Paraspeckles,
compartimiento perinuclear, cuerpos de Cajal y cuerpos de leucemia promielocitica (PML) por analisis de inmunofluorescencia
confocal (Paneles inferiores). Adaptado de Lenser et al. (2010).

La compleja compartimentacién que presenta el nlcleo, es de gran importancia dado que

cumple diversos roles. La envoltura nuclear ayuda a la separacién del contenido citoplasmatico

del contenido nuclear, lo que es importante para controlar los procesos a ambos lados de la

doble membrana nuclear. En algunos casos cuando un proceso citoplasmatico necesita ser

restringido, ciertos componentes claves son transportados al nucleo, donde interactdan con

factores de transcripcion para regular la produccion de ciertas enzimas de esa via (Birbach et al.
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2004). Con el fin de controlar qué genes se estan transcribiendo, la célula también separa ciertos
factores de transcripcién responsables de regular la expresion génica de su acceso fisico al ADN
evitando una expresién inadecuada. La compartimentacidn nuclear también ayuda a regular la
traduccién de ARNm, evitando que los ribosomas traduzcan pre ARNm no procesados lo que

daria como resultado proteinas mal formadas y no funcionales (Tripathi y Prasanth 2001).

1.2. La envoltura nuclear

La envoltura nuclear es mas que una separacion inerte entre el interior y el exterior del
nucleo. Esta estructura constituye un peaje activo, que controla la importacién y exportacion de
diferentes moléculas. Pero ademas de su funcion en el transporte nuclear, también cumple
diversos roles en una gran variedad procesos gendmicos tales como la transcripcién, la
reparacion del ADN, y la dindmica de la cromatina. Las proteinas localizadas en la superficie
interna de la envoltura nuclear (tales como las Laminas, las proteinas de los poros nucleares y las
proteinas asociadas a la Ldmina) interactian con la cromatina de una manera dinamica,
contribuyendo al establecimiento de dominios topoldgicos (Starr 2009, Gay y Foiani 2015). Los
principales componentes de la envoltura nuclear incluyen: las membranas nucleares interna y

externa las cuales se contindan con la del Reticulo Endoplasmico (RE), los complejos de poros

nucleares que intervienen en el trafico de moléculas nucleo-citoplasmaticas y la Ldmina Nuclear
(LN) que se encuentra en contacto con los poros nucleares y la cromatina, cumpliendo roles

estructurales y regulatorios (Figura 2).

Tanto la membrana interna como la externa estan formadas por diferentes grupos de
proteinas. Uno de estos grupos consiste en aproximadamente 30 polipéptidos diferentes,
denominados nucleoporinas o Nups, que son los componentes integrales del complejo del poro
nuclear (CPN). Estos grandes complejos multiproteicos atraviesan la envoltura nuclear en sitios
donde las membranas externa e interna se fusionan (Tran y Wente 2006, D'Angelo y Hetzer
2008). Los CPN desempefian un rol esencial celular en la mediacién del intercambio de moléculas
entre el nucleoplasma y el citoplasma. Los iones y pequefios metabolitos pueden difundirse a
través de los CPN, mientras que las moléculas que poseen una masa mayor que 40-60 kDa
necesitan ser transportadas activamente (Cook et al. 2007). Otro grupo de proteinas son las
proteinas de transmembrana de la envoltura nuclear o NETs por sus siglas en inglés, las cuales

se localizan en la membrana nuclear interna y tienen roles claves en diversas funciones nucleares



como la organizacidn de la cromatina, la expresidn génica y el metabolismo del ADN (Zuleger et
al. 2013, Robson et al. 2014, Wong et al. 2014). Un tercer grupo de proteinas son las
constituyentes de lamembrana nuclear externa. Estas proteinas integrales de membrana poseen
un dominio KASH, conectan el nlcleo con el citoesqueleto y también interaccionan con proteinas
de la membrana nuclear interna que presentan dominios de tipo SUM. Al establecer conexiones
entre el citoplasma y el nucleo, las proteinas de la membrana externa intervienen en la
ocurrencia de procesos de mecanotransduccién, incluyendo el posicionamiento nuclear y los

movimientos cromosomales durante la meiosis (Tapley y Starr 2013, Luxton y Starr 2014).
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Figura 2. Componentes de la envoltura nuclear

Representacion de la envoltura nuclear la cual estd compuesta por la membrana nuclear interna y externa que se
continta con la del RE, los complejos de poros nucleares que intervienen en el trafico de moléculas nucleocitoplasmaticas y la
Ladmina nuclear que se encuentra en contacto con los poros nucleares y la cromatina.

1.2.1 Lamina nuclear y Laminas

La LN es una compleja red de proteinas estrechamente asociadas a la membrana nuclear
interna y conectada a los complejos de poros nucleares y a la cromatina (Aaronson y Blobel 1975,
Aebi et al. 1986). Los principales componentes de la LN son filamentos intermedios de tipo V,
conocidas como Laminas (LMNs). Las LMNs y las proteinas asociadas a LMNs son requeridas para
la mayoria de las actividades nucleares, en la mitosis y para vincular el nucleoplasma con las
principales redes citoesqueléticas en el citoplasma. Una fracciéon de las LMNs también se
encuentra en el nucleoplasma, donde forman complejos estables y se asocian con proteinas

nucleoplasmaticas especificas (Dorner et al. 2007, Wagner y Krohne 2007).



Las LMNs se dividen en tipos Ay B en base a su homologia de secuencia. En mamiferos se
han caracterizado dos LMNs principales de tipo A denominadas LMN Ay LMN C, y dos principales
de tipo B llamadas LMN B1 y LMN B2. Ademas de estos tipos principales, también pueden
encontrarse otras LMNs menores incluyendo la isoforma LMN AA10 (Machiels et al. 1996) y las
LMNs especificas de células germinales LMN C2 (Furukawa et al. 1994) y LMN B3 (Furukawa y
Hotta 1993). En cuanto a los genes que codifican estas proteinas, se encuentran presentes en
todos los metazoos mientras que estan ausentes en plantas y organismos unicelulares (Meier
2001, Melcer et al. 2007). Las LMNs B1 y B2 estan codificadas por los genes LMNB1 y LMNB2
respectivamente, mientras que las de tipo A derivan del gen LMNA por empalme alternativo (Luo
et al. 2014). Cada tipo de célula expresa cantidades especificas de cada tipo LMN vy, en algunos

casos, su abundancia afecta a la diferenciacion celular (Swift et al. 2013).

1.2.2 LMNs: Estructura y procesamiento pos-traduccional

Como miembros de la familia de los filamentos intermedios, las LMNs tienen una
organizacion de dominio tripartito. Estdn compuestas por un dominio central largo en alfa hélice,
flanqueado por un dominio globular corto en el extremo amino terminal (cabeza) y un domino
carboxi terminal (C-terminal) largo (cola). Las LMNs se autoensamblan en estructuras de orden
superior a través de las estructuras de tipo hélice enrollada o coiled coil presentes en el dominio
central (Herrmann y Foisner 2003). Ademas, presentan un motivo estructural de tipo
inmunoglobulina (Ig) en dominio C-terminal, una sefial de localizaciéon nuclear (SLN) entre el
dominio central y el pliegue tipo Igy, en el caso de todas las LMNs de tipo By en la LMN A (pero
no de LMN C) contienen un motivo CAAX, que experimenta un extenso procesamiento

postraduccional (Figura 3) (Dhe-Paganon et al. 2002, Krimm et al. 2002).

En la primera etapa de maduracion de las LMNs, la enzima Farnesiltransferasa afiade un
grupo farnesilo a la cisteina del motivo CAAX. A continuacidn los ultimos tres aminoacidos (AAX)
son removidos por las Endopeptidasas Rcel y/o Zmpste24 (FACE2 y FACE1 en humanos,
respectivamente). En una siguiente etapa, la Isoprenilcisteina Metiltransferasa metila la cisteina
C-terminal farnesilada. Mientras que el procesamiento de las LMNs de tipo B termina en este
paso permaneciendo carboxi farnesiladas y metiladas, la LMN A experimenta otro evento de
escision en los Ultimos 15 aminodcidos de su dominio C-terminal por Zmpste24, resultando en la

eliminacion de la cisteina carboxi farnesilada y metilada. Como resultado sélo las LMNs de tipo



B se encuentran farnesiladas y metiladas en su estado maduro (Prokocimer et al. 2009). Ademas
de sufrir este procesamiento, el dominio C-terminal de las LMNs presenta los sitios de interaccién
para la mayoria de las proteinas de unidon a LMNs, siendo la regién mads variable de éstas
proteinas (Zastrow et al. 2004, Dorner et al. 2007, Wagner y Krohne 2007). Otras modificaciones
postraduccionales conocidas de las LMNs incluyen fosforilacién y sumoilacién influenciando su
localizacién y dindmica (Kuga et al. 2010, Torvaldson et al. 2015). Las LMNs también pueden

sufrir ADP-ribosilacién y N-glicosilacién (Ferraro et al. 1989, Prokocimer et al. 2009, Snider y

Omary 2014).
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Figura 3. Estructura de las LMNs

Estructura de las LMNs y su procesamiento. a. Las pre-LMNs: estan compuestas por un dominio central en alfa hélice,
flanqueado por un dominio N-terminal corto y un dominio C-terminal largo con un pliegue tipo Ig, una SNL y un motivo CAAX. b.
Las pre-LMNs A, B1 y B2 son procesadas mediante farnesilacion, clivaje proteolitico y metilacion dando como resultado LMNs B1
y B2 maduras. En el caso de la pre-LMN A es clivada para dar LMN A madura. c. Dominios C-terminales de las LMNs maduras A,
C, B1y B2. Sé6lo LMN B1y B2 se encuentran farnesiladas y carboximetiladas. Adaptado de Dechat et al. (2008).

1.2.2.1 Roles de las LMNs

Las LMNs y sus proteinas asociadas estan implicadas en mantener la forma y la resistencia
mecanica del nucleo. También participan en la mayoria de las actividades nucleares, incluyendo
la organizacién de la cromatina, la replicacién del ADN, la regulacién de la transcripcion,
procesamiento de ARN, la vinculacidn del nucleo a todas las principales redes de citoesqueleto,
apoptosis, meiosis y mitosis (Dechat et al. 2008). Modelos de arquitectura nuclear postulan a las

LMNs y sus proteinas asociadas como determinantes del posicionamiento cromosdmico en todo
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el nucleo. De este modo las LMNs estarian, directa o indirectamente, implicadas en el anclaje de
la cromatina a la ldmina nuclear y también actian como un armazén nucleopldsmico para
organizar la cromatina en otras partes del nicleo (Goldman et al. 2002, Dorner et al. 2007). La
interaccion entre LMNSs y la cromatina parece implicar los dominios Cy N terminales de LMNs y
los dominios N y C terminales de las histonas centrales o core (Goldberg et al. 1999, Mattout et
al. 2007). Las LMNs también regulan la expresidon génica ya que tienen capacidad de unirse
directamente no sdlo a la cromatina, sino ademas a los acidos nucleicos (Rzepecki et al. 1998,
Mattout-Drubezki y Gruenbaum 2003). Estas regiones gendmicas de interaccién por lo general
se encuentran silenciadas. La LN interacciona con el genoma estableciendo dominios de
interaccion, en genomas de mamiferos existen alrededor de 1100-1400 dominios de asociacién
a la Ldmina (LADs), que varian su tamafio entre 10 kb a 10 Mb y cubren colectivamente casi el

40% del genoma (Amendola y van Steensel 2014).

Alteraciones en la expresién de LMNs causan diferentes enfermedades. A partir del
descubrimiento de que mutaciones en LMNA causan distrofia muscular autosémica dominante
de Emery-Dreifuss (Bonne et al. 1999), se ha avanzado en el conocimiento de un gran niumero
de enfermedades genéticas debidas a mutaciones o al procesamiento postraduccional alterado
de LMNs y otras proteinas de la envoltura nuclear. Estas enfermedades se conocen como
laminopatias y la mayoria son causadas por mutaciones en el gen LMNA, aunque también
pueden verse alteradas proteinas como las LMNs B1y B2, proteinas asociadas a LMNs y proteinas
de unién a LMNs (Maraldi et al. 2011). Las laminopatias se manifiestan como patologias diversas
incluyendo distrofia muscular, lipodistrofia, neuropatia y sindromes progeroides (Worman vy

Bonne 2007).

1.3. Cromatina y territorios cromosémicos

El genoma contenido en el nucleo celular, presenta un alto grado de organizacién espacial
y funcional. Este tipo de organizacién no aleatoria del genoma permite la compartimentacion
funcional del espacio nuclear lo que mejora la eficiencia de la regulaciéon génica y facilita la

coordinacién de los genes co-regulados.

La cromatina es el estado en que el ADN se encuentra empaquetado dentro del nucleo de
las células. El nucleosoma, unidad fundamental de la cromatina, consiste en 147 pb de ADN

envuelto alrededor de un octamero de las cuatro histonas core (H2A, H2B, H3 y H4). Una de las

11



caracteristicas mas distintivas de las histonas es que presentan un gran numero y tipos de
modificaciones postraduccionales (MPTs), variando en sus estados de modificacién post-
traduccional dentro del nucleosoma. La forma mas destacada de la organizacién estructural del
genoma es la compartimentacién en heterocromatina y eucromatina. La eucromatina es la forma
descondensada de la cromatina en las células interfasicas, conteniendo genes transcriptos
activamente. Las secuencias reguladoras en estas regiones son accesibles a las nucleasas,
presentan CpGs no metiladas e histonas core hiperacetiladas. Por el contrario, la
heterocromatina se encuentra condensada en interfase y transcripcionalmente inactiva (Tripathi

y Prasanth 2001).

En las células que se encuentran en interfase, los cromosomas se descondensan en los
llamados territorios cromosémicos, que ocupan distintas regiones bien definidas dentro del
volumen nuclear (Cremer et al. 2006). Los territorios muestran una organizacién radial que se
correlaciona con su densidad genética: los cromosomas ricos en genes activos ocupan posiciones
mas internas, mientras que los cromosomas mas pobres en genes activos se localizan en la
periferia. Las posiciones dentro de estos territorios parecen estar relacionadas con el control de
la expresidn génica y otras actividades nucleares (Fraser y Bickmore 2007, Lanctot et al. 2007).
Los territorios cromosdmicos vecinos tienen niveles variables de superposicién y la cromatina
puede hacer lazos de un territorio a otro. El interior de los territorios cromosdmicos contiene

espacios que permite el acceso de factores reguladores de genes.

1.4. Cuerpos nucleares

En el nucleoplasma, muchos de los componentes nucleares, incluyendo acidos nucleicos y
proteinas, se organizan formando complejos de moléculas funcionalmente relacionadas que
llevan a cabo diversos roles nucleares especificos. Si bien se ha sabido sobre la presencia de estos
sub-dominios nucleares durante mucho tiempo, la composicidn y funcién de muchos de ellos no
son aun comprendidas en su totalidad. Uno de estos sub-dominios nucleares son los cuerpos
nucleares (CN) los cuales tienen un papel fundamental en la expresidn génica: intervienen en el
procesamiento del ARN y participan en la transcripcidn y sintesis de ribosomas, entre otras
funciones (Morimoto y Boerkoel 2013). Los CN tipicamente se sitluan en los espacios
intercromatina de los territorios cromosémicos, y han sido caracterizados principalmente a nivel

morfoldgico. La ausencia de membranas alrededor de los CNs permite que sus componentes se
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intercambien mas libremente con el nucleoplasma circundante, lo que les da la caracteristica de
ser dindmicos. La mayoria de los componentes proteicos de los CNs también se distribuyen
difusamente en los espacios intercromatina, a concentraciones mas bajas. Entre los CN mas
destacados podemos incluir el Nucleolo, Speckles, Paraspeckles, los Cuerpos de Cajal (CBs) y los

Cuerpos de leucemia promielocitica (PML).
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Figura 4. Cuerpos nucleares

Representacion del nucleo interfasico de mamiferos y diversidad de CNs. El espacio intercromatina es altamente
organizado, dindmico y alberga multiples cuerpos nucleares tales como el cuerpo de Cajal, Clastosomas, Cuerpos Locus de hisonas,
Speckle, Nucleolo, Paraspeckles, Compartimento perinucleolar, Cuerpos PML y Policomb. El nucleolo se compone de centros
fibrilares, componente fibrilar denso y componente granular y estd rodeado por heterocromatina perinucleolar. Adaptado de
Mao et al. (2011).

1.4.1 Nucléolo

El nucléolo es una estructura nuclear prominente y por lo tanto facilmente visible y
distinguible mediante técnicas de microscopia, siendo uno de los CN mas estudiados. En el
nucleo de mamiferos normalmente pueden encontrarse entre 1 y 4 nucléolos, abarcando en
conjunto hasta un tercio del volumen nuclear. Entre los roles que cumple este subdominio
nuclear se destaca la biogénesis de ribosomas: es el sitio donde ocurre la transcripciéon de ADNr,
maduracién de ARN ribosémicos (ARNr) y de produccién de ribosomas. Si bien es la funcién mas
conocida de esta estructura nuclear, el nucléolo también estd involucrado en el control del ciclo
celular y en la respuesta ante el estrés celular (Pestov et al. 2001, Boulon et al. 2010). El primer

paso en la biogénesis de ribosomas es la transcripcién del ADNr por la ARN polimerasa |, lo que
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conduce a la sintesis del ARNr del precursor 47S. Este pre-ARNr es co- o post-
transcripcionalmente procesado por las Ribonucleoproteinas nucleolares pequenas (snoRNPs)
para generar ARNrs 5.8S, 18Sy 28S. Ademas, estos ARNr se ensamblan con proteinas ribosémicas
para formar las subunidades pre-ribosémicas pequefa y grande. Finalmente estas subunidades
se exportan por separado al citoplasma, donde se someten a las etapas finales de procesamiento

para convertirse en subunidades ribosémicas maduras 40S y 60S (Tripathi y Prasanth 2001).

Los nucléolos de mamiferos estan constituidos por tres componentes morfolégicamente
distintos: los centros fibrilares, el componente fibrilar denso y el componente granular (Figura
4). Cada nucléolo contiene varios centros fibrilares, rodeados por una capa de componente
fibrilar denso, que a su vez esta rodeado por el componente granular (Carmo-Fonseca et al.
2000). Los centros fibrilares contienen cientos de copias de repetidos de genes en tdndem que
codifican ARNr en varios loci cromosdmicos denominados regiones nucleolares organizadoras
(NOR) (Hadjiolov 2012). De todos estos genes, solo un subconjunto es normalmente activo y los
templados transcriptos activamente tienen una ubicacién mas periférica, extendiéndose al
componente fibrilar denso. El componente fibrilar denso por lo tanto, contiene transcriptos
nacientes de ARNr (pre-ARNrs). La biogénesis del ARNr implica una serie compleja de reacciones
de procesamiento post-transcripcional, siendo el componente granular el sitio donde ocurren los
eventos tardios de procesamiento (Carmo-Fonseca et al. 2000). El nucléolo esta constituido por
diversas proteinas, habiéndose identificado alrededor de 700 proteinas nucleolares humanas
mediante analisis multiple de espectrometria de masa (Coute et al. 2006). Muchas de las
proteinas nucleolares pueden estar presentes en otras localizaciones celulares y acumularse
transitoriamente en los nucléolos a través de diversas sefiales celulares. Entre los componentes
nucleolares clave se incluyen: la Nucleofosmina, Nucleolina, Fibrilarina, Proteina 1 de tipo NHP2,
Proteinas nucleolares 56 y 58, Disquerina, GAR1, NHP2, Proteina nucleolar 10, Chaperona de
Fosfoproteina nucleolar 140 kDa, ARN Polimerasa | y proteinas de las subunidades ribosémicas

40S y 60S (Ahmad et al. 2009).

1.4.2 Speckles

Los granulos de intercromatina o Speckles (ya que muestran un patrén de distribucion
punteado) son agrupaciones de granulos electro-densos que se encuentran en los espacios de

intercromatina del nucleo, cerca de sitios de transcripcidn altamente activos. Estos CNs son muy
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dindmicos pudiendo variar su tamano, forma y nimero en diferentes tipos celulares e inclusive
en una misma célula segun los niveles de expresidn génica y en respuesta a las sefales que
influyen los conjuntos de factores de transcripciéon y empalme activos disponibles (Melcak et al.

2000).

Los Speckles funcionan como sitios de almacenamiento y modificacion de pre-ARNm y de
factores de empalme, desde donde son activamente reclutados a los sitios de transcripcién. Por
lo tanto ARNs y factores de procesamiento y empalme de ARNm son abundantes en este CN,
aunque muchas otras proteinas también forman parte de estas estructuras (Spector y Lamond
2011). Alrededor de 180 proteinas diferentes componen los Speckles, incluyendo
ribonucleoproteinas nucleares pequenas (snRNPs), subunidades del spliceosoma, factores de
empalme, quinasas, fosfatasas, factores de transcripcién y proteinas estructurales (Saitoh et al.
2004). Aunque la mayoria de los Speckles aparentemente no contienen ADN en analogia con las
repeticiones en tandem de ADNr nucleolar, genes altamente expresados se pueden encontrar
asociados a los Speckles, lo que es consistente con el importante rol que cumplen coordinando
el suministro y/o reciclaje factores transcripcidon y de procesamiento de pre-ARNm (Spector y

Lamond 2011).

1.4.3 Para-Speckles

Los Paraspeckles son uno de los CN mas recientemente identificados. En un estudio de
espectrometria de masa de nucleolos humanos purificados a partir de células Hela, se
identificaron 271 proteinas de las cuales alrededor del 30% eran novedosas (Andersen et al.
2002). En estudios subsiguientes y mediante anadlisis de co-localizacidon, se encontré que estas
proteinas no coincidian ni se superponian directamente con marcas de estructuras subnucleares
previamente conocidas y se los llamé "Paraspeckles" porque fueron observados en el espacio
intercromatina cercanos a los Speckles (Fox et al. 2002). Los Paraspeckles son CNs pequefios, de
tamafio y distribucidn irregular variando su nimero segun el tipo celular (Fox y Lamond 2010).
El papel bioldgico preciso de los Paraspeckles no es atin del todo comprendido, pero sin embargo
es ampliamente aceptado que contribuyen a la regulacién transcripcional y al procesamiento de

ARNs mediante un mecanismo de retenciéon nuclear de los mismos.

Las proteinas principales que componen los Paraspeckles son SFPQ/PSF (Factor de

empalme rico en prolina y glutamina; Splicing factor, proline- and glutamine-rich), NONO/
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P54NRB (Proteina de unidn a octamero de contencién de dominio no-POU; Non-POU domain-
containing octamer-binding protein) y PSPC1 (Proteina de Paraspeckle 1; Paraspeckle Protein 1),
todas ellas proteinas de unién a ARN y miembros de la familia DBHS. Las proteinas de esta familia
estdn involucradas en la transcripcion y procesamiento de la ARN Polimerasa Il, incluyendo Ia
iniciacidon, terminacién y empalme. SFPQ y NONO también estan involucrados en la retencién
nuclear de ARNs hiper-editados. PSPC1 cicla entre los paraspeckles y el nucléolo en forma
transcripcién-dependiente sugiriendo que estas estructuras nucleares se encuentran
relacionadas (Fox y Lamond 2010). Los paraspeckles, ademas de componerse de proteinas,
también estdn constituidos por ARNs especificos. Uno de ellos es el ARN Ctn que estd implicado
en el control de la expresion génica por retencion nuclear de ARN. El otro es NEAT1, un ARN no
codificante abundante en los Paraspeckles el cual sirve como componente arquitecténico
esencial para la formacién y mantenimiento de estos CNs (Clemson et al. 2009, Chen vy

Carmichael 2009).

1.4.4 Cuerpo de Cajal

Los cuerpos de Cajal reciben su nombre de su descubridor, Santiago Ramén y Cajal, siendo
uno de los primeros CN no nucleolares observados (Gall 2003). El cuerpo de Cajal estd implicado
en una serie de funciones relacionadas con el procesamiento de ARN, especificamente en la
maduracién de ARNs pequefios nucleares y nucleolares (snoARN y snARN), modificacién de
ARNms de histonas y el trafico y ensamble de RNPs (Tripathi y Prasanth 2001, Machyna et al.
2013).

Los componentes del Cuerpo de Cajal incluyen la proteina marcadora Coilina, proteinas
del complejo de supervivencia de neuronas motoras (SMN) y diferentes tipos de RNPs. La Coilina,
proteina abundante del cuerpo Cajal, interactia con varios componentes del cuerpo Cajal y
probablemente contribuye en la biogénesis de ARNs de telomerasas y en el procesamiento de

ARNs nucleares pequerios (Carmo-Fonseca et al. 2000, Verheggen et al. 2002, Gall 2003).

1.4.5 Cuerpos de leucemia promielocitica

Los cuerpos de leucemia promielocitica (Cuerpos PML) son CNs asociados a la matriz
nuclear que regulan diversas funciones nucleares incluyendo la replicacion del ADN, la

transcripcién y el silenciamiento epigenético. El rasgo caracteristico de estos CNs es la presencia
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de la proteina PML que forma la capa exterior de estos cuerpos y recluta a un grupo diverso de
proteinas no relacionadas, que sélo son similares entre si en la capacidad de ser sumoiladas
(Tripathi y Prasanth 2001). La proteina PML es modificada postraduccionalmente por
fosforilacién o sumoilacién y esta implicada en la regulacién de la estabilidad de los cuerpos PML
y biogénesis de este CN (Bernardi y Pandolfi 2007). Los cuerpos PML son estructuras dindmicas
qgue favorecen el secuestro y la liberacidn de proteinas, median sus modificaciones post-
traduccionales y promueven eventos nucleares especificos en respuesta a diversos factores que
desencadenan estrés celular incluyendo las infecciones virales, el dafio al ADN y estrés oxidativo

(Lallemand-Breitenbach y de The 2010).

A continuaciéon en la Tabla 1 se resume las caracteristicas principales de cada uno de los

CN descriptos, asi como los roles que cumplen en el nucleo celular.

Tabla 1. Caracteristicas y funciones de los cuerpos nucleares

Cuerponuclear  Nimero Tamaiio(p) Componentesclave Funcion
Nudeolo 1-4 0,5-8 Maquinariade ARNpoll  Transcripcidn y procesamiento de ARNry ensamble de subunidades ribosémicas
Modificaciény ensamble de ARNsy RNPs
Speckles 25-50 08-1,8 Factoresde empalme  Almacenamiento, ensambley modificacion de factores de empalme de pre-ARN
de ARNm
Paraspeckles 10-20 0,2-1 PSF, NONO, PSPC1 Regulacion de ARNm mediante retencion nuclear
NEAT1 (ARNnc) Edicion de ARN
Cuerpo de Cajal 1-10 0,1-2 Coilina, SMN Biogénesis, maduraciény reciclado de pequeiios ARN
Cuerpo PML 10-30 0,1-1 Proteina PML Respuesta a muchas formas de estrés, defensaviral y estabilidad del genoma

mediante secuestro, modificacién y degradacion de proteinas asociadas

Principales caracteristicas y funciones putativas de los cuerpos nucleares

2. Modificaciones pos-traduccionales y glicosilacion

Las MPTs tienen roles criticos regulando la funcion y localizacion de las proteinas, y
también participan regulando interacciones en diversos procesos bioldgicos. Si bien existen
diversas MPTs, los principales tipos de modificaciones covalentes de proteinas que ocurren en la
célula son la fosforilacidn, acetilacién, metilacidn, ubiquitinacién y glicosilacion (Walsh et al.

2005).

Diversas proteinas sufren modificaciones postraduccionales en el nucleo, afectando

directa o indirectamente la expresidon génica y la funcion celular. Entre algunas de las
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modificaciones que ocurren en las proteinas nucleares de mamiferos podemos mencionar la
acetilacidn, la metilacion, fosforilacidn, ubiquitinacidn y glicosilacién. Estas MPTs se caracterizan
por ser dindmicas, existiendo una intercomunicacion o cross-talk entre ellas. Puede ocurrir mas
de un tipo de modificacidn en una misma proteina e inclusive, mds de un tipo de MPT puede
ocurrir en un determinado sitio. Como resultado, diferentes tipos de MPT compiten en el nicleo
celular, muchas veces cumpliendo funciones antagdnicas. Un ejemplo tipico de proteinas
nucleares altamente modificadas son las histonas, donde diferentes MPTs ocurren
principalmente en sus colas N-terminales, siendo claves en la regulacién de la dindmica de la
cromatina (Strahl y Allis 2000, Berger 2002). La metilacion de lisinas es una MPT comun en las
histonas, siendo de gran importancia para la regulacién epigenética en eucariotas. La metilacién
puede estar asociada con la activacion o el silenciamiento de genes, dependiendo de los residuos
presentes en estas proteinas que se metilan (Sims et al. 2003). Ademas de las histonas, la
metilacion de lisina también ocurre en proteinas que regulan la transcripcién y la cromatina
(Zhang et al. 2015). La acetilacion de lisinas, es una MPT que regula la transcripcién de genes
modificando proteinas como los son las histonas asi como a una variedad de factores de
transcripcién y receptores nucleares. La acetilacién de las histonas core se encuentra asociada
con la activacion transcripcional (Berger 2002, Wang et al. 2011). La fosforilacidon nuclear cumple
un rol fundamental al afectar el dominio CTD de la ARN polimerasa (Phatnaniy Greenleaf 2006).
La funcidn mas conocida de la fosforilacién de histonas tiene lugar durante la respuesta celular
al dafio del ADN afectando principalmente a la histona H2A (X) (Rossetto et al. 2012). El pequefio
modificador relacionado con la ubiquitina (SUMO) ha demostrado modificar covalentemente un
gran numero de proteinas con funciones importantes en muchos procesos celulares incluyendo
la expresion génica, la estructura de la cromatina, la transduccion de sefiales y el mantenimiento
del genoma. La maquinaria enzimdtica que afiade y elimina SUMO es similar a la de
ubiquitinacién. La modificacion de factores de transcripcion e histonas por ubiquitinacion se
asocia generalmente con el aumento de la expresidn génica, mientras que la modificacion de
estas moléculas nucleares por sumoilacidon se asocia generalmente con la disminucidn de la
expresion génica. En algunos casos, SUMO y ubiquitina pueden competir directamente por la

modificacion de lisinas blanco (Gill 2004).

En cuanto a la glicosilacién en el nucleo celular, hasta la fecha el Unico tipo conocido que

ocurre en el nucleo es la O-GIcNAc glicosilacion. Algunos ejemplos de proteinas nucleares que
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son O-GIcNAc glicosiladas incluyen histonas, proteinas del complejo del poro nuclear, factores
de transcripcidn y también proteinas codificadas por oncogenes (Wells et al. 2001, Sakabe et al.
2010) (Li y Kohler 2014). La O-GIcNAc glicosilacién es andloga a la fosforilacion, ya que cumple
roles en la sefalizacion celular y presenta una interaccién extensa con ésta ultima dado que
compiten por los mismos sitios de unién en varias proteinas. Este tipo de glicosilacién también

se solapa con la ubiquitinacion en el ndcleo celular (Hart et al. 2011, Ruan et al. 2013).

2.1. Glicosilacion de proteinas

La glicosilacién de proteinas es probablemente la MPT mds comun y extendida, siendo
comunmente encontrada en eucariotas, mientras que es menos usual en Eubacteria y Archaea
(Wacker et al. 2002, Young et al. 2002). Se sabe que al menos 30 monosacaridos y 8 aminoacidos
diferentes participan en este tipo de enlace covalente, pudiéndose agrupar la glicosilacién de
proteinas en 5 categorias o tipos segun la naturaleza del enlace glicopeptidico (Spiro 2002)
(Figura 5). En muchos casos mas de un tipo de unién azucar-aminodacido puede ocurrir en la
misma proteina, e inclusive en diversos sitios, dependiendo de la maquinaria enzimatica y

naturaleza de dicha proteina. De esta manera una proteina codificada por un Unico gen puede
presentar multiples glicoformas. Desde el punto de vista funcional, la relevancia biolégica de esta

microheterogeneidad se desconoce y los mecanismos que la generan aun no estdn claros (Varki
et al. 2009).
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Figura 5. Tipos de glicosilacion de proteinas

Representacion diagramatica de los 5 tipos de glicosilacién, mostrando los tipos de aminodacidos y monosacaridos

intervinientes en el enlace glicopeptidico. Las abreviaciones para aminoacidos se refieren a Asn: Asparragina, Arg: Arginina, Trp:
Triptofano, Ser: Serina, Hyp: Hidroxiprolina, Hyl: Hidroxilisina, Tyr: Tirosina. Adaptado de Spiro (2002).
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2.2. Principales tipos de Glicosilacion

Si bien en una célula pueden ser sintetizados varias clases de glicanos, los principales tipos
de glicosilacion que ocurren en las proteinas son la N-glicosilacidn y la O-glicosilacion (Figura 6).
Cada uno de los tipos de glicosilacidon presenta su propio camino biosintético inicial, el cual se
encuentra conservado en todos los metazoos. A nivel estructural, en los N-glicanos el
carbohidrato estd generalmente unido a la proteina a través del nitrdgeno amida de un residuo
de Asn mientras que en los O-glicanos el carbohidrato se une a través del oxigeno de un grupo

hidroxilo de una Ser, Thr o Hyl (Varkiy Chrispeels 1999).
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Figura 6. Clases comunes de glicoproteinas en mamiferos
Diagrama de proteinas modificadas con los principales tipos de glicosilacidn. En los N-glicanos los carbohidratos se unen

en Asn mientras que en los O-glicanos el carbohidrato se une a través de una Ser o Thr. Nétese que mas de un tipo de glicosilacion
puede ocurrir en una misma proteina. Adaptado de Varki et al. (2009).

2.2.1 N-Glicosilacion de proteinas

La biosintesis de N-glicanos en todos los organismos eucariotas comienza en el RE. Catorce
azlcares son agregados de manera secuencial al precursor lipidico dolicol fosfato. Luego, este
precursor transferird el glicano completo (transferencia en bloque) al residuo de Asn de la
secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr (donde X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina) de
una proteina que estd siendo sintetizada y traslocada a través de la membrana del RE.
Posteriormente, el glicano unido a la proteina serd 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). Los N-glicanos del tipo ricos en manosa (oligomanosa) usualmente contienen 8 0 9
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residuos de manosas (Man). Estos pueden permanecer sin modificaciones durante su pasaje a
través del Golgi y estar presentes en glicoproteinas 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 a-manosidasas que remueven residuos de Man para generar el intermediario
MansGIcNAc;Asn que es el sustrato de la GT GIcNAc-T-I. La adicion de GIcNAc por esta enzima
inicia la sintesis de N-glicanos hibridos y complejos. Los N-glicanos hibridos mantienen los 5
residuos de Man y extienden la cadena que recibe GIcNAc con la adicién de Galactosa (Gal) y
acido sialico y/u otros azlcares. Para convertirse en complejos, los N-glicanos pierden 2 de los 5
residuos de Man y adquieren un segundo GIcNAc para formar un glicano biantenario. Este puede
ramificarse hasta 6 veces y elongarse mediante la adicién de diferentes azlcares incluyendo Gal,
GIcNAc, GalNAc, Fucosa y acido sialico (Stanley 2009). Las poblaciones de azucares unidas a cada

asparagina glicosilada dependeran del tipo y estado fisioldgico de la célula (Varki et al. 2009).

2.2.2 O-Glicosilacion de proteinas

En la biosintesis de O-glicanos, los monosacaridos son unidos uno a uno de manera
secuencial al polipéptido aceptor a través de azlcares nucledtidos; a diferencia de la
transferencia en bloque de un glicano previamente sintetizado sobre un lipido, como ocurre en
la N-glicosilacidon. Ademas, el inicio de la O-glicosilacién (la incorporacion del primer azucar al
polipéptido) es catalizada por diversas GTs que poseen diferente especificidad de sustrato en
contraste con la N-glicosilacion que involucra un complejo multiproteico denominado
oligosacariltransferasa (OST) y produce un Unico tipo de unidn (GIcNAcB1-Asn) (Stanley 2009).
Las GTs que inician la sintesis de O-glicanos producen un amplio rango de uniones mediadas por
oxigeno entre las cuales se encuentran las de tipo O-GalNAc, O-GlcNAc, O-Fuc, 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 mas complejas o simplemente permanecer como un Unico azlicar como es el

caso de O-GIcNAc y O-Glc.

Es importante tener en cuenta que, a diferencia de la N-glicosilacidn, la O-glicosilacion es
mas compleja y por ende, mas dificil de estudiar. La conformacidn final de una glicoproteina
dependerd de multiples factores. Algunos de los motivos por los cuales es un desafio estudiar la

O-glicosilacién son los siguientes:
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. Carecen de una secuencia consenso de aminodcidos. Si bien la O-glicosilacién
ocurre en aminoacidos particulares (Ver Figura 5), no se conoce una secuencia consenso que
prediga en cuales aminodacidos fehacientemente ocurrira la unién del carbohidrato. Se han
desarrollado diferentes herramientas bioinformaticas de prediccion de O-glicosilacion v,
aunque han mejorado a lo largo de los afios, ninguna de ellas es del todo satisfactoria (Hansen

et al. 1998, Chen et al. 2008).

. Hay una gran diversidad de enzimas que inician la glicosilacion. Un mismo
aminodacido puede ser sitio blanco de mas de una GT. Para hacerlo ain mas complejo,
también existen diversas isoformas para un tipo de enzima. Este es el caso de las enzimas que
inician la O-glicosilacién de tipo N-Acetil-galactosamina: se conocen 20 isoespecies. Cada una
de ellas con una afinidad particular por el sustrato (lo que puede llevar a la competencia entre
isoformas) y un patrdon de expresion que depende del tipo celular, tipo de tejido y estadio del

desarrollo.

. La densidad y numero de sitios glicosilados puede ser muy alto. Esto ocurre
tipicamente en los O-glicanos de tipo mucina donde la glicosilacion es muy heterogénea,
pudiendo variar el perfil de glicosilacién con diferentes factores como por ejemplo el medio

de cultivo.

. Depende de su localizacion subcelular. La localizacion subcelular donde ocurre la
glicosilaciéon y la distribucién de GTs afectara el tipo de glicano sintetizado. Dado que los O-
glicanos son tipicamente sintetizados en forma secuencial por diferentes conjuntos de
enzimas que agregan distintos azucares al mismo O-glicano naciente, cambios en el orden de
accion enzimatica afectan el tipo de O-glicano sintetizado (Skrincosky et al. 1997, Sewell et al.

2006).

A continuacién se amplia sobre las clases de O-glicosilacidon de proteinas pertinentes al

presente trabajo de tesis.
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2.3. Glicosilacion de tipo O-GIcNAc

La glicosilacién de tipo O-GIcNAc (O-GIcNAc glicosilacién) es un tipo de modificacion
particular, ya que difiere en varios aspectos de los demadas tipos de O-glicosilacién pero

guimicamente es muy similar a la O-GalNAc glicosilacion.

A diferencia de los otros tipos de O-glicosilacidn, la O-GIcNAc glicosilacion es una
modificacién de monosacarido simple ya que involucra la uniéon de un Unico residuo de N-
acetilglucosamina en los residuos Ser y Thr de proteinas nucleo-citoplasmaticas. Otra
particularidad de esta glicosilacidon es su dinamismo: el residuo O-GIcNAc es agregado y removido
de las proteinas mediante las enzimas intracelulares O-GIcNAc-transferasa (OGT) y O-GIcNAc-asa
(OGA), respectivamente (Figura 7). Este dinamismo, el ciclado rapido como consecuencia de la
actividad celular y sus roles en la transduccién de sefiales hacen que la O-GIcNAc glicosilacion se
parezca mas a la fosforilacion que a los otros tipos de glicosilacion (Zeidan y Hart 2010). Mas aun,
la O-GIcNACc glicosilacidn tiene una extensa interaccién con la fosforilacidn y la ubiquitinacién
dado que compiten por los mismos sitios de unién en ciertas proteinas (Hart et al. 2011, Ruan et

al. 2013) y asimismo, modula la actividad del proteasoma (Zhang et al. 2003, Liu et al. 2004).

La enzima OGT se diferencia de las demas GTs no sélo en su actividad bioldgica sino
también en su localizacion subcelular. Mientras que las GTs responsables de la O-glicosilacién se
encuentran tipicamente en la via secretoria, diferentes isoformas de OGT se encuentran en
citoplasma, mitocondria y nicleo (Wells et al. 2002). Aunque esta modificacion no esta presente
en proteinas procesadas en la via secretora, en forma reciente fue hallada en proteinas
extracelulares (Matsuura et al. 2008, Sakaidani et al. 2010). La O-GlcNAc glicosilaciéon cumple
diversos roles en la regulacidon de la transcripcién incluyendo funciones que abarcan la
modulacién de la ARN Polimerasa Il (Ranuncolo et al. 2012) y de factores de transcripcion (Ozcan
et al. 2010), histonas y demetilasas asociadas al ADN (Fujiki et al. 2009, Zhang et al. 2014). Este
tipo de glicosilaciéon también modifica a diversas quinasas, su actividad y especificidad (Dias et
al. 2012, Bullen et al. 2014). Un aumento agudo en la O-GlcNAc glicosilacidn protege a las células
del dafo inducido por el estrés, mientras que la desregulacién crénica del ciclo de O-GIcNAc
contribuye a la etiologia de la mayoria de las enfermedades asociadas a la edad como diabetes,

cancer y neurodegeneracion (Hart 2014).
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Figura 7. O-GIcNAc glicosilacidn de proteinas

Las enzimas O-GlcNAc-transferasa (OGT) y O-GlcNAc-asa (OGA) son las responsables de la O-GIcNAc glicosilacion
dindmica que ocurre en los residuos Ser y Thr de proteinas nucleocitoplasmaticas. Adaptado de Janetzko y Walker (2014).

En cuanto a la similitud quimica o estructural de la O-GIcNAc glicosilacién con la O-GalNAc
glicosilacién (Figura 8), cabe destacar que ambos tipos de modificacion ocurren sobre los
residuos Ser y Thr de las proteinas, sobre secuencias no consenso de aminodcidos. El azucar
nucledtido dador UDP-GalNAc puede surgir de dos rutas. Una es la reaccion directa de GalNAc-
1-P con UTP, donde GalNAc-1-P es formado por una quinasa especifica. UDP-GalNAc también
puede formarse por epimerizacién de UDP-GIcNAc utilizando la misma NAD-epimerasa que
convierte UDP-Glc a UDP-Gal (Varki et al. 2009). Por lo tanto, los monosacaridos GalNAc y GIcNAc
son analogos quimicos, y si bien terminales O-beta-N-acetilglucosamina (O-GIcNAc) y O-alfa-N-
acetilgalactosamina (O-GalNAc) de las glicoproteinas son reconocidos diferencialmente en un
alto grado por ciertas lectinas y anticuerpos, debe tenerse en cuenta que al ser epimeros GalNAc

y GIcNAc no pueden ser diferenciados por ciertas técnicas como la espectroscopia de masa.

0O-GlcNAc glicosilacion 0-GalNAc glicosilacion
(Antigeno Tn)
OH HO OH
o]
HO o
HO ﬁ O_( Proteina HO ‘M
AcHN AcHN o
Ser/Thr - Proteina
Ser/Thr

Figura 8. Analogia quimica entre glicosilaciones de tipo O-GIcNAc y O-GalNAc

La estructura quimica de los residuos de azlcares de proteinas O-GIcNAc glicosiladas y el Antigeno Tn son similares,
diferenciandose por la orientacién espacial del grupo oxhidrilo en el Carbono 4 y por el tipo de enlace glicosidico.
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2.4. Glicosilacion de tipo O-GalNAc

La glicosilacién de tipo O-N-Acetil-galactosamina (O-GalNAc glicosilacién), es el tipo de
glicosilacién mds frecuente dentro del grupo de O-glicosilaciones. La O-GalNAc glicosilacion sdlo
ocurre en Eumetazoos, encontrandose esta MPT en el 10% de las proteinas humanas. Estos tipos
de O-glicanos se caracterizan por presentar un enlace glicosidico donde el azlicar GalNAc se
encuentra covalentemente a-unido al grupo oxhidrilo (OH) de las serina o Thr de la proteina
(Figura 9), y luego este primer azucar es tipicamente extendido por diversas enzimas. Este tipo
de glicoproteinas se la conoce como O-GalNAc glicanos, aunque también se las suele llamar O-
glicanos de tipo mucina ya que las mucinas y proteinas similares son los sustratos clasicos
conteniendo secuencias repetitivas de prolina, Thr y Ser densamente O-glicosiladas de manera
heterogénea (Hanisch 2001, Hang y Bertozzi 2005). Si bien es comun que las proteinas que
atraviesan este tipo de glicosilacion se encuentren altamente glicosiladas, también pueden
presentar sélo uno o unos pocos O-GalNAc glicanos en su estructura. Las proteinas O-GalNAc
glicosiladas estan involucradas en diversos roles esenciales incluyendo interacciones célula-
célula, célula-matriz y huésped-patdgeno; afectan el funcionamiento del sistema inmune vy

median funciones complejas durante el desarrollo.
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Figura 9. O-GalNAc glicosilacion de proteinas

La formacién del enlace glicosidico de tipo O-GalNAc (imagen izquierda) es iniciada por enzimas especificas y ocurre
mediante la union covalente a partir del aziicar dador UDP-GalNAc al grupo hidroxilo de Ser o Thr presentes en la proteina
aceptora. Se representa la O-GalNAc glicosilacion (esferas rojas) de tipo mucina sobre una proteina de membrana (imagen
derecha).
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2.4.1 Biosintesis de O-GalNAc glicanos

La biosintesis de O-GalNAc glicanos es un proceso complejo el cual tipicamente ocurre en
el complejo de Golgi. La O-GalNAc glicosilacién es iniciada por las enzimas polipeptidil GalNAc-
Transferasas (ppGalNAc-Ts) y luego la estructura generada es extendida por numerosas y
especificas GTs, dando como resultado una gran variedad de O-GalNAc glicoproteinas (Figura

10).
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Figura 10. Biosintesis de O-GalNAc glicanos

La O-glicosilacién de tipo mucina es iniciada por una de las 20 isoformas de ppGalNAc-Ts formando el antigeno Tn
(GalNAca1-0-Ser/Thr), el cual puede ser elongado por core 1 sintasa (C1GalT) o por Core 3 sintasa (C3GnT). Estos Cores son luego
ramificados por Core 2 sintasas para formar Core 2 y Core 4 glicanos. Estas estructuras pueden ser elongadas por cadena de N-
acetillactosamina o finalizadas por la adicién de fucosa o acido sidlico. Las cadenas de oligosacaridos pueden finalizar en forma
prematura por la accién de sialiltransferasas sobre las estructuras de Core 1 (antigeno T) y sobre el antigeno Tn para dar lugar a
SialilT y SialilTn, respectivamente. Adaptado de Gill et al. (2011).

El primer paso de la O-GalNAc glicosilacion es llevada a cabo por la familia de iso-enzimas
ppGalNAc-Ts, las cuales transfieren N-acetilgalactosamina del azdcar dador, UDP-GalNAc, a los

residuos Ser o Thr del polipéptido aceptor formando la uniéon GalNAcal-O-Ser/Thr (Clausen y
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Bennett 1996) también conocido como antigeno Tn. El gran nimero de isoformas de enzimas
gue controlan este primer paso hace que este tipo glicosilacién sea Unica entre las distintas clases
de glicosilacién de proteinas. 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 cominmente en condiciones de cdancer, la
sialiltransferasa, ST6GalNAc-I, adiciona acido sidlico al antigeno Tn finalizando prematuramente
la biosintesis de la cadena de O-glicanos. Cabe destacar que el agregado de dcido sialico

(capping) no permite la accion de las enzimas subsiguientes.

En un paso siguiente, luego de haber sido adicionado el azucar GalNAc, se une
covalentemente otro monosacarido, paso catalizado por enzimas “cores” para generar glicanos
de tipo Core 1 o Core 3. En la mayoria de los tejidos se sintetizan glicanos de tipo Core 1: la
galactosa es agregada por la enzima Core 1 B1-3 galactosiltransferasa (C1GalT) al GalNAc
existente, generandose el glicano Core 1 (GalB1-3GalNAc-O) también conocido como antigeno T
(Gill et al. 2011). La enzima C1GalT requiere de una chaperona especifica llamada Cosmc, la cual
se une a C1GalT y asegura su actividad en Golgi (Varki et al. 2009). Los glicanos de tipo Core 1
también pueden sufrir sialilacidn tras la incorporacién de acido sidlico por la acciéon catalitica de
ST3Gal- y ST6Gal-sialiltansferasas. En el caso de los glicanos de tipo Core 3, éstos son usualmente
sintetizados en tejidos de colon. Para la sintesis de este tipo de glicanos el azldcar N-
acetilglucosamina (GIcNAc) es agregado por la enzima Core 3 sintasa (C3GnT), la cual genera

glicanos Core 3 (GIcNAcB1-3GalNAc-0).

Luego los glicanos de tipo Core 1 pueden ser extendidos mediante el agregado de GIcNAc
por la enzima B1,6-N-acetilglucosaminiltransferasa 1 (C2GnT1) para producir glicanos de tipo
Core 2. La enzima B1,6-N-acetilglucosaminiltransferasa 2 (C2GnT2) incorpora GlcNAc sobre los
glicanos tipo Core 3, generando glicanos Core 4. Ademas, los glicanos Core 2 y Core 4 pueden ser
elongados por la adicion de diferentes azlcares como galactosa (Gal) por B4GalT4 o por
repeticiones de polilactosamina (Gal-GIcNAc) a través de la accidon en forma alternada de las
enzimas B4GalT y B3GnT. Por otro lado, los glicanos Core 3 pueden ser extendidos sdlo a través
de la adicién de galactosa por B4GalT4. Todos los O-glicanos pueden sufrir la adicién de acido
sidlico por ST3Gal- y ST6Gal-sialiltransferasas, lo cual produce la finalizacidn de la biosintesis de
la cadena de oligosacdridos. Estructuras menos frecuentes como Core 5-8 han sido

caracterizadas bioquimicamente a partir de tejidos y se cree que éstas surgen por modificacién
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directa de O-GalNAc, pero la maquinaria enzimatica necesaria para generarlas aln se desconoce

(Gill et al. 2011).

2.4.2 Polipeptidil GalNAc-Transferasas

Las ppGalNAc-Ts son una gran familia de enzimas evolutivamente conservadas siendo las
responsables del inicio de la O-GalNAc glicosilacion. Todas ellas transfieren GalNAc a las
proteinas, sin embargo cada una presenta una afinidad por sustrato particular (lo que puede
llevar a competencia entre isoformas) y difieren en su patrén de expresién el cual depende del
tipo celular, tipo de tejido y estado del desarrollo (Kingsley et al. 2000, Nakayama et al. 2014).
Ademas, el nimero de enzimas varia entre diferentes organismos: C. elegans, D. melanogaster
y H. sapiens expresan 9, 12 y 20 isoformas de ppGalNAc-Ts, respectivamente (Tian y Ten Hagen
2009). Este gran numero de enzimas que controlan el paso inicial, hacen que la O-GalNAc
glicosilacién sea Unica entre los diferentes tipos de glicosilacion de proteinas. Cabe destacar que

las ppGalNAc-Ts no se encuentran en levaduras ni en plantas (Hashimoto et al. 2009).

En cuanto a las caracteristicas estructurales de las ppGalNAc-Ts, estas enzimas son
proteinas de membrana tipo Il con un tamafio de entre 60 y 80 KDa. Su estructura consiste en
una cola citoplasmatica corta en el extremo amino terminal seguida por un dominio hidrofébico
de anclaje a la membrana, y una porcion insertada en el lumen del Golgi (Fritz et al. 2004, Fritz
et al. 2006). Esta ultima porcién luminal presenta diferentes regiones (Figura 11): una regién tallo
o “stem” que presenta longitud variable, el dominio catalitico con actividad GalNAc transferasa
y un dominio lectina tipo ricina en el extremo carboxi terminal que contiene tres sitios putativos
de unidn a carbohidratos (Hazes 1996, Imberty et al. 1997). Los dominios catalitico y lectina estan
conectados por una secuencia corta de 10-25 aminodcidos de longitud que posee gran
flexibilidad (Bennett et al. 2012). Este conector podria funcionar controlando la orientacion
relativa de los dominios lectina y catalitico, influenciando en la especificidad de sustrato mediada

por lectina (Kubota et al. 2006).

Otro nivel de complejidad en esta familia de enzimas esta dado por los dominios lectina,
Unicos entre las glicosiltransferasas de eucariotas, los cuales pertenecen a la familia estructural
de lectinas tipo Ricina (Dodd y Drickamer 2001). Este mdédulo de unidn a carbohidratos se
encuentra en muchos reinos incluyendo procariotas y adopta una conformaciéon llamada “6-

trefoil” semejante a una hoja de trébol compuesta por tres repeticiones homdlogas designadas
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en orden desde el extremo N-terminal: subdominios a, B y y que presumiblemente han
evolucionado a través de eventos de duplicacién de genes (Hazes, 1996; Rutenber et al., 1987).
Estudios de las especificidades de unién a carbohidrato de los dominios lectina de las ppGalNAc-
Ts han demostrado una alta especificidad por GalNAc y por glicopéptidos que contengan GalNAc,
pero no por glicopéptidos que posean O-glicanos elongados (Wandall et al. 2007, Pedersen et al.
2011). Ademas los dominios lectina de diferentes isoformas también presentan selectividades

de sustrato diferenciales (Pedersen et al. 2011).
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Figura 11. Estructura de la region luminal: dominio lectina y catalitico de las ppGalNAc-Ts

Representacion de la estructura de la regidn luminal de ppGalNAc-T2. El dominio lectina y catalitico de las ppGalNAc-Ts
trabajan juntos para seleccionar potenciales sitios de glicosilacién. Conservacion de los residuos en base a las 20 isoformas
encontradas en Homo sapiens. Adaptado de Gill et al. (2011).

2.4.3 Roles bioldgicos de los O-GalNAc glicanos

Los glicanos de tipo O-GalNAc mas abundantes presentes mamiferos son las mucinas. Este
tipo O-GalNAc glicanos densamente glicosilados se encuentran en gran cantidad en la superficie
celular y secretados de los tractos respiratorio, gastrointestinal y genitourinario, como asi
también, en los ojos. En estos tejidos cumplen roles esenciales al hidratar y proteger el epitelio
constituyendo una barrera fisica para los patdgenos, por ejemplo, atrapando bacterias (Hangy
Bertozzi 2005, Varki et al. 2009). Las glicoproteinas de membrana GlyCAM-1, CD34 y PSGL-1
cumplen roles mediando adhesiones célula-célula (Varki et al. 2009). Los glicanos de tipo O-
GalNAc, en particular los derivados de la estructura Core 2, cumplen roles de suma importancia
durante la activacion de linfocitos. Ademas, interacciones mediadas entre estos glicanos y P
selectina (receptores de adhesidén que incluyen un dominio tipo lectina) permiten la unién de los
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leucocitos al endotelio capilar en el reclutamiento y extravasacién durante una respuesta
inflamatoria (Ellies et al. 1998, Varki et al. 2009). Otro atributo de estos glicanos es que confieren
proteccion frente a la degradacién de proteasas; ya sea en mucinas como en proteinas con un
Unico sitio de O-glicosilacion (Garner et al. 2001, Kato et al. 2006, Schjoldager et al. 2010,
Steentoft et al. 2013). La O-GalNAc glicosilacidn ha sido tradicionalmente considerada que ocurre
en grupos densos en las mucinas y en los dominios mucina de las proteinas, de alli que se la suela
llamar O-glicosilacion de tipo mucina. Sin embargo, andlisis de proteomas completos recientes
han demostrado que la O-GalNAc glicosilacion estd ampliamente distribuida en la mayoria de las
proteinas que pasan a través de la via secretoria y que la mayoria tienen uno o pocos O-glicanos
aislados (Steentoft et al. 2013, Vakhrushev et al. 2013). Un ejemplo de O-glicosilacién sitio
especifica es el factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF23), donde la O-glicosilacion regula
la funcion de esta proteina al prevenir su inactivacidn por una pro-proteina convertasa (Kato et
al. 2006). A su vez, ppGalNAc-T2 estd involucrada en el mantenimiento de los niveles normales
de lipidos en plasma mediante un mecanismo similar de O-glicosilacidon sitio especifica en la

proteina tipo angiopoietina 3 (ANGPTL3) (Schjoldager et al. 2010, Teslovich et al. 2010).

2.4.4 Estados patoldgicos asociados a la alteracidn en la expresion de O-GalNAc

glicanos y ppGalNAc-Ts

Las alteraciones en la glicosilacion son una caracteristica comdn en varios estados
patoldgicos. Un ejemplo claro de ello son las células cancerosas, que comiUnmente expresan
glicanos en niveles atipicos y/o con estructuras diferentes a las encontradas en células normales.
La O-glicosilacidn aberrante de tipo mucina representa uno de los cambios postraduccionales
asociados a cancer mas abundantes. Las alteraciones en las estructuras de las O-glicoproteinas
en cancer tienen diversas consecuencias bioldgicas y patoldgicas ya que, los ligandos
responsables de las interacciones entre las células y su microambiente, se encuentran
cambiados. Como resultado, el crecimiento celular y la supervivencia, la capacidad de invadir y
hacer metastasis, las interacciones con las lectinas y los receptores de superficie celular y con las

células del sistema inmunolégico se encuentran alterados (Pinho y Reis 2015).

La asociacién entre patrones de glicosilacion alterados, variaciones en los niveles de
expresion de glicosiltransferasas y formacién de tumores se encuentra muy bien documentada

en la bibliografia (Kim et al. 1996, Kim y Varki 1997, Ono y Hakomori 2003). Una caracteristica
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comun de los tumores es la sobre-expresién de O-GalNAc glicanos truncados, como el antigeno
T (Core 1), el antigeno Tn (GalNAc-Ser/thr) y sus formas sialiladas (Sialil T y Sialil Tn,
respectivamente) (Kudelka et al. 2015). La expresidon de O-glicanos truncados se correlaciona
generalmente con un peor prondstico y con una menor sobrevida global (Springer 1984). En
referencia a las ppGalNAc-Ts dado que diferentes isoformas presentan especificidad de sustrato
y patron de expresion particulares, cambios en el repertorio exacto de ppGalNAc-Ts pueden
producir alteraciones en la O-glicosilacion dando lugar a fenotipos de cdncer. El gen de
ppGalNAc-T3 (también conocido como GALNT3) se encuentra sobre-expresado en tumores
ovaricos epiteliales y se asocia con intervalos de menor supervivencia y libre de progresion en
pacientes con enfermedad avanzada (Wang et al. 2014). Las isoformas ppGalNAc-T6 y ppGalNAc-
T14 se encuentran elevadas en carcinomas de mama y gastrico, lo que también los convierte en
potenciales biomarcadores de tejido (Berois et al. 2006, Gomes et al. 2009). ppGalNAc-T14 se
expresa heterogéneamente en la mayoria de los canceres de mama y juega un papel critico en
la invasion y migracidn en este tipo de canceres mediante la regulacion de la actividad de MMP-

2 y la expresién de algunos genes de transicidn epitelio-mesenquimales (Huanna et al. 2015).

Otra patologia relacionada con la alteracién en la expresién de en ppGalNAc-Ts es un
desorden metabdlico denominado calcinosis tumoral familiar. En esta patologia ocurre una
pérdida en la funcion de ppGalNAc-T3, lo que produce la enfermedad que se caracteriza por una
hiperfosfatemia (Topaz et al. 2004). Tal como fue mencionado, ppGalNAc-T3 es requerida para
la glicosilacion de un residuo especifico de FGF23 lo que previene su clivaje e inactivacién por
accién de una proteasa (propotein convertase o PC) e induce la secrecion del FGF23 intacto (Kato
et al. 2006). La pérdida de ppGalNAc-T3 lleva a un incremento en la secrecion de la region C-
terminal clivada de FGF23 lo que inhibe la sefializacién y la reabsorcion renal de fosfato (Goetz
et al. 2010). De forma similar, en el metabolismo lipidico, los niveles elevados en el suero de
triglicéridos y de colesterol de lipoproteina de alta densidad (HDL-C) estan asociados con la
pérdida de ppGalNAc-T2 (Kathiresan et al. 2008). ppGalNAc-T2 glicosila la Thr226 proxima al sitio
de procesamiento de furina de la proteina tipo angiopoyetina tipo 3 (ANGPTL3), lo que inhibe el
procesamiento y permite la secrecion de la ANGPTL3 completa. El clivaje N-terminal de ANGPTL3
inhibe la lipasa endotelial, la lipasa lipoproteica y la lipasa hepatica de triacilglicerol alterando el

metabolismo lipidico (Schjoldager et al. 2010).
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V. OBJETIVOS
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1. Objetivo General

El presente trabajo tiene como objetivo estudiar la Glicosilacion de tipo O-GalNAc en nucleo

de células humanas e identificar las proteinas nucleares capaces de ser O-GalNAc glicosiladas.
2. Objetivos especificos

. En primer lugar se busca caracterizar la distribucién sub-celular de las ppGalNAc-Ts
T2 y T3, haciendo énfasis en su ubicacidén nuclear en las lineas celulares HelLa, MCF7, T-47 D

y SK-N-AS utilizando diferentes herramientas experimentales.

. Analizar la distribucién nuclear de ppGalNAc-T3 en células Hela, tanto en células

enteras como en nucleos purificados y nucleoplasma.

° Determinar la disponibilidad del sustrato donante de GalNAc, UDP-GalNAc, en el

nucleoplasma de células Hela y cuantificar el azicar nucledtido en dicha fraccién.

. Estudiar la actividad de tipo O-GalNAc glicosiltransferasa tanto en nucleos
purificados como en el nucleoplasma de células Hela, utilizando una estrategia que permite

aumentar el nivel de O-GalNAc glicosilacion nuclear.

. Identificar las proteinas nucleares que son sustrato aceptor de este tipo de
glicosilacién, a partir de glicoproteinas nucleocitoplasmaticas purificadas a partir de células

Hela.
. Finalmente se pretende demostrar la glicosilacion de tipo O-GalNAc sobre una

proteina nuclear mediante la obtencidn de nucleos purificados de células HelLa previamente

transfectadas con la proteina de interés.
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V. RESULTADOS
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1. Localizacion subcelular de ppGalNAc-T3 y ppGalNAc-T2 en diferentes

lineas celulares humanas

La expresién y distribucién subcelular de las enzimas ppGalNAc-T2 y ppGalNAc-T3 fue
evaluada en diferentes lineas celulares tumorales humanas mediante inmunofluorescencia. Para
ello las células fijadas fueron procesadas utilizando anticuerpos comerciales especificos para cada
una de las isoformas (ver materiales y métodos SDS-PAGE y Western Blot), que luego fueron
revelados con anticuerpos secundarios acoplados a Alexa 546 (rojo). Los nucleos fueron tefiidos
utilizando 2-(4-amidinofenil)-1H -indol-6-carboxamidina (DAPI). Como puede observarse en la
Figura 12, la isoforma ppGalNAc-T2 presenta una marcacién caracteristica de Golgi, sin distribucion
nuclear aparente en las lineas celulares ensayadas. Por otra parte, la isoforma ppGalNAc-T3
presenta una distribucion de tipo punteada, incluyendo la presencia de multiples puntos por célula,
los cuales coinciden con el nucleo celular (marcado en azul con DAPI) en las lineas celulares Hela,
MCF7 y SK-N-AS. ppGalNAc-T3 también muestra el patrén de distribucion caracteristico de Golgi,

con marcacion en forma de “media luna” perinuclear en las lineas celulares HeLa y MCF7.

Hela MCF7 147D SK-N-AS

ppGalNAc-T2

ppGalNAc-T3

Figura 12. Localizacién subcelular de ppGalNAC-T3 y T2 en diferentes lineas celulares

La localizacion subcelular de las enzimas ppGalNAc-T2 (panel superior) y ppGalNAc-T3 (panel inferior) fue evaluada en
diferentes lineas celulares humanas mediante microscopia de inmunofluorescencia. Las células fijadas se tifieron con DAPI (azul) y las
ppGalNAc-Ts fueron detectadas mediante el uso de anticuerpos comerciales especificos anti-ppGalNAc-T2 o anti-ppGalNAc-T3,
revelados con anticuerpos secundarios acoplados a Alexa 546 (Rojo). Las lineas celulares ensayadas incluyeron: Hela (cuello uterino),
MCF7 (mama), T47D (glandula mamaria) y SK-N-AS (médula 6sea). Las flechas resaltan la distribucién de ppGalNAc-T3 en nucleo y
Golgi (perinuclear), y de ppGalNAc-T2 en Golgi. Se muestra la barra de escala, la cual equivale a 10um.
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2. Ensayo de especificidad del anticuerpo anti-ppGalNAc-T3

Se disefid un ensayo donde se enfrenta el anticuerpo anti-ppGalNAc-T3 con la proteina
recombinante purificada ppGalNAc-T3, de forma de evaluar el reconocimiento de este anticuerpo

hacia ppGalNAc-T3 presente en el nucleo de celular.

En primer lugar se verifico la purificacion de la proteina recombinante ppGalNAc-T3, la cual
fue previamente expresada en células de insecto, segun se detalla en materiales y métodos. Por lo
tanto, se analizd la proteina purificada en SDS-PAGE 10% con tincidn con azul brillante de Coomassie
para evaluar proteinas totales. Ademas, la muestra fue electrotransferida a una membrana de
nitrocelulosa e incubada con el anticuerpo anti-ppGalNAc-T3 para verificar el reconocimiento hacia
dicha proteina. En la Figura 13 se muestra la proteina recombinante purificada tefiida por azul
brillante de Coomassie, la cual presenta la movilidad esperada (72 KDa) y un alto grado de pureza.
Como puede verse en el WB, el anticuerpo anti-ppGalNAc-T3 reconoce la proteina purificada de 72

KDa.
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Figura 13. ppGalNAc-T3 purificada y reconocimiento
E del anticuerpo
371 . . o
SDS-PAGE teiiido con azul brillante de Coomassie (izquierda)
mostrando la proteina recombinante ppGalNAc-T3 purificada.
Mediante WB (derecha) se observa el reconocimiento del
268 anticuerpo anti-ppGalNAc-T3 hacia la proteina de 72 KDa.
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Una vez verificados el grado de pureza de la enzima recombinante asi como la reactividad del

anticuerpo anti-ppGalNAc-T3 (ver también figura 35), se realizd un ensayo para evaluar la
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especificidad de reconocimiento del anticuerpo hacia la proteina ppGalNAc-T3 expresada in vivo.
Para ello células Hela crecidas en cubreobjetos y fijadas, fueron incubadas con el anticuerpo anti-
ppGalNAc-T3 y la proteina ppGalNAc-T3 recombinante purificada, o con el anticuerpo anti-
ppGalNAc-T3 sin la proteina recombinante (condicion control). Luego el reconocimiento especifico
del anticuerpo fue testeado por microscopia confocal de fluorescencia. En ambos casos los nucleos
se tiferon con DAPI. En la Figura 14 se muestra una imagen representativa de la innmunotincién de
ppGalNAc-T3 con el anticuerpo anti-ppGalNAc-T3 (rojo) en células Hela fijadas (control). Puede
apreciarse el patrén de marcacion moteado en la zona nuclear y marcacidon perinuclear
caracteristica de las ppGalNAc-Ts (Golgi). Luego, cuando la proteina ppGalNAc-T3 purificada
recombinante es co-incubada con el anticuerpo durante la innmunotincidon, se observa la pérdida
de la marcacién (sefial roja) en las células. Esto nos indica que la marcacion en la zona nuclear y
perinuclear efectivamente corresponde a la proteina ppGalNAc-T3, ya que cuando se ofrece esta
proteina de forma soluble en cantidades saturantes es capaz de secuestrar el anticuerpo

perdiéndose la marcacién en las células.

ppGalNAc-T3
ppGalNAc-T3 DAP DAPI

Figura 14. Ensayo de especificidad de anti-ppGalNAc-T3

Control

+ppGalNAc-T3
recombinante

El reconocimiento del anticuerpo anti-pGalNAc-T3, utilizado para estudiar la proteina ppGalNAc-T3 en nucleo, se tested
ofreciendo ppGalNAc-T3 purificada recombinante durante la inmunotincidn. ppGalNAc-T3 se detecta en nucleo y Golgi con el
anticuerpo anti-ppGalNAc-T3 (rojo) en células Hela fijadas (control) (panel superior), mientras que la sefial se pierde cuando
ppGalNAc-T3 purificada recombinante es co-incubada con el anticuerpo (panel inferior). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul).
Las imagenes muestran (de izquierda a derecha) los canales individuales de la sefial de anti ppGalNAc-T3, DAPI y el modo compuesto
(combinacién de ambos canales). La barra de escala equivale a 10um.
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3. Localizacion nuclear de ppGalNAc-T3

Luego de explorada la presencia de ppGalNAc-T3 en diferentes lineas celulares, se procedio a

estudiar en mayor profundidad la marcacién que coincidiria con una distribucién nuclear.

Mediante microscopia de fluorescencia utilizando un microscopio confocal, se estudié la
coincidencia de la marcacién de ppGalNAc-T3 con marcadores nucleares utilizando como
herramienta la toma de imagenes a lo largo de la profundidad de la célula. De esta forma se puede

evaluar si fehacientemente ppGalNAc-T3 se distribuye dentro del nucleo celular.

Células Hela crecidas en cubreobjetos fueron fijadas e innmunomarcadas mediante
incubacién con el anticuerpo primario anti-ppGalNAc-T3 y luego con anticuerpo secundario
conjugado a Alexa 546 (rojo) y DAPI (azul). Utilizando un microscopio confocal se tomaron imagenes
de alta resolucién con un espaciado en Z cada 46 nm, a lo largo de todo el volumen de la célula de
forma de muestrear el espacio nuclear. De esta forma se obtiene una pila de imagenes, compuesta
por imagenes de diferentes planos focales o Slices. En la Figura 15 se muestran los diferentes planos
nucleares, numerados del 1 al 12 donde se aprecia que ppGalNAc-T3 (rojo) muestra una distribucion
en forma punteada o moteada. Este patréon de ppGalNAc-T3 en forma de motas, presenta tamaiio
variable y se distribuyen en diferentes alturas del nucleo, marcado en azul. En el siguiente link

https://drive.google.com/file/d/0B8K7rUsOgNIddExMNXk3R1hDam8/view?usp=sharing se puede

acceder a un video donde se observa la distribucion de ppGalNAc-T3 a través de los 12 planos

nucleares.
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Slice 9 ' ' 3 | sice12

Figura 15. ppGalNAc-T3 en nucleo de células Hela

Imdagenes de microscopia confocal donde se muestra la distribucion de ppGalNAc-T3 (puntos rojos) en diferentes planos
nucleares (Slices 1 al 12) de una célula representativa. El ntcleo fue tefiido con DAPI y la barra de escala equivale a 1 um.

Para visualizar mejor la distribucién dentro del volumen nuclear y apreciar el nimero y
diferencia en tamafio del patron moteado, se realizé una reconstruccidn en vista ortogonal (X, Z e
Y, Z) y una proyeccion maxima en Z, respectivamente, de la pila de imagenes en cuestion. En este
caso se incluyeron 19 planos, ya que también se tuvieron en cuenta planos por encima y debajo del
nucleo. En la Figura 16 a se muestra una proyeccion maxima en Z donde puede observarse el patron
moteado de ppGalNAc-T3, donde cada uno de estas motas presenta tamafio variable. Ademas se
incluyeron las vistas ortogonales en X-Z (a la derecha de la proyeccién) e Y-Z (debajo de la
proyeccion) (Figura 16 a), este tipo de representacién de la informacién permite observar de forma
clara la distribucién dentro del nicleo de ppGalNAc-T3 que coincide con la ocurrencia de la sefial de
DAPI. En la Figura 16 b, se representaron cada uno de los planos focales con un color diferente. De

esta manera se denota la presencia de ppGalNAc-T3 en diferentes alturas del volumen nuclear.
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Plano focal (Slice)

Figura 16. Vista ortogonal y proyeccion en Z de ppGalNAc-T3 en nucleo

Distribucién de ppGalNAc-T3 dentro del volumen nuclear. a. Proyeccién maxima en Z y sus correspondientes vistas
ortogonales en X-Z (derecha) e Y-Z (debajo). Se observa el patrén moteado de ppGalNAc-T3 (rojo) que se distribuye dentro del nicleo
celular (azul). La barra de escala equivale a 1 um. b. Proyecciéon maxima en Z donde se colorearon los diferentes planos focales en los
que se localiza ppGalNAc-T3, segln la tabla de colores presentada. En amarillo se delimita el contorno nuclear.

Adicionalmente, se cuantificd el tamafo (didmetro de Feret) y nimero de las motas o
particulas de ppGalNAc-T3 presentes en nucleo, por célula. Segin lo documentado en la Tabla 2, el
numero de particulas cuantificadas por nucleo celular alcanza un maximo de 42 (33 £ 9 particulas
de ppGalNAc-T3/ nucleo celular) y tienen un didmetro medio de 0,301 + 0,038 um. El didametro de
las particulas puede variar entre 0,103 y 1,215 um presentando la mayoria de las particulas de
ppGalNAc-T3 un tamafio menor a las 0,5 um de didmetro. El tamafo y patron de distribucion
observado para ppGalNAc-T3 sugiere que la enzima podria encontrarse asociada con algun tipo de
CN como por ejemplo Speckles, Paraspeckles, cuerpos PML o bien una combinacién de ellos basado
en el nimero de particulas detectadas. Si bien tradicionalmente las ppGalNAc-Ts se encuentran

asociadas a membrana, ppGalNAc-T3 detectada en forma nuclear no presenta un patréon de

distribucidn que sugiera localizarse en la membrana nuclear.

Cabe destacar que no siempre se aprecia este nUmero de particulas de ppGalNAc-T3 en el
nucleo de las células y nucleos purificados mostrados en las diferentes imagenes de este trabajo.
Una de las causas se debe a que cuanto mayor son estas particulas, presentan mayor nivel de

fluorescencia debido a que la proteina se encuentra en mas cantidad. Por este motivo, resulta
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dificultoso observar las particulas de menor tamario e intensidad sin exceder el rango dindamico de
la imagen. Ademas, el nimero de particulas varia dependiendo del plano nuclear que se visualiza
(Figura 15). Es por estas razones que se muestran las proyecciones axiales como estrategia para

resumir la informacidn presente en todos los planos.

Tabla 2. Cuantificacion del tamafio y nimero de las motas de ppGalNAc-T3

Numero total Particulas Particulas Particulas Didmetro Didmetro Didmetro

de particulas Diametro>0,5  0,5>Didmetro>0,25  Diametro<0,25 Medio Maximo Minimo
25 3 12 10 0,327 0,859 0,103
33 4 14 15 0,318 0,893 0,103
4 4 10 28 0,258 1,215 0,103

Cuantificacion del tamafio (didmetro de Feret, en um) y nimero de particulas de ppGalNAc-T3 por ntcleo celular (n=3). Se muestran
el nimero de particulas de tamafio grande (Didmetro mayor a 0,5 um), medio (Didmetro entre 0,5 umy 0,25 um) y pequefio (Didmetro
menor a 0,25 um) por nucleo celular; asi como los valores medios, maximos y minimos del didametro de dichas particulas.

En adicidn a estos estudios, también se explord el patréon de distribucion de ppGalNAc-T3 en
nucleos purificados. Con este fin, nucleos intactos purificados a partir de células Hela fueron
colocados en cubreobjetos previamente tratados con poli-lisina lo que permite su adhesién al vidrio.
Una vez fijados fueron innmunomarcados con el anticuerpo primario anti-ppGalNAc-T3 y con un
anticuerpo secundario conjugado a Alexa 488 (verde), y como marcador nuclear de utilizé loduro de
Propidio (IP) (rojo) el cual se intercala en el ADN asi como el ARN. También se incluyeron células
completas crecidas en cubreobjetos, para comparar los patrones de marcacion. La obtencidn de
imagenes se realizd por medio de un microscopio confocal. En la Figura 17 puede observarse que el
patrdon caracteristico de ppGalNAc-T3 de motas en el nucleo, sigue manteniéndose aun luego del
fraccionamiento subcelular. En el caso de la marcacion perinuclear correspondiente a Golgi, se
encuentra en las células completas mientras que se pierde en los nucleos purificados. Ademas en
estas imdgenes puede notarse que en los nucleos purificados ppGalNAc-T3 se encuentra en la
mayoria de ellos, presentando nimero y tamafio variable de motas por nicleo. También puede

apreciarse que los nucleos siguen manteniendo su integridad posterior al proceso de purificacién.
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ppGalNAc-T3 ppGalNAc-T3-IP

Figura 17. ppGalNAc-T3 en células completas y ntcleos purificados

Celulas
completas

Nucleos
purificados

La localizacion subcelular de ppGalNAc-T3 en nucleos purificados se estudid por microscopia confocal. ppGalNAc-T3 se
detecta con el anticuerpo anti-ppGalNAc-T3 (verde) tanto en células Hela (panel superior) asi como en nucleos purificados (panel
inferior). En ambos casos los nucleos fueron tefiidos con IP (rojo). Las imagenes representativas muestran (de izquierda a derecha) los
canales individuales de la sefial de anti ppGalNAc-T3 en verde, de IP en rojo y el modo compuesto (combinacién de ambos canales).
La barra de escala equivale a 10pum.

También se tomaron imagenes en Z, es decir, incluyendo la profundidad del volumen
nuclear/celular para explorar la distribucion dentro del nicleo. En este caso las imagenes confocales

fueron obtenidas a mayor aumento para obtener detalles de la distribucién subcelular.

En la Figura 18 se aprecia el patron moteado de ppGalNAc-T3 (verde), el cual se mantiene en
los nucleos purificados. Segun puede observarse en las reconstrucciones en vista axial (Y,Z), en
ambas condiciones (células completas y nucleos purificados) las particulas nucleares de ppGalNAc-

T3 se encuentran dentro del ndcleo, coincidiendo con la sefial de IP (rojo).
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Figura 18. Localizacién nuclear de ppGalNAc-T3
La localizacién de ppGalNAc-T3 dentro del nucleo se analizé mediante microscopia confocal en células completas y nucleos
purificados. ppGalNAc-T3 (verde) se encuentra distribuida dentro del nucleo tanto en células completas (panel superior) asi como en
nucleos purificados (panel inferior). En ambos casos los nucleos fueron tefiidos IP (rojo). Las imagenes representativas muestran (de
izquierda a derecha) los canales individuales de la sefial de anti ppGalNAc-T3 o IP y el modo compuesto (combinacién de ambos
canales). Para cada una de estas imagenes se muestra la vista ortogonal (Y, Z). La barra de escala equivale a 1um.
En adicidn, se estudio la presencia de ppGalNAc-T3 en las diferentes fracciones subcelulares.
Para ello, células Hela fueron sometidas a fraccionamiento subcelular y las fracciones de
Citoplasma, Nucleo y Nucleoplasma, asi como las células completas fueron sometidas a 4-20% SDS-
PAGE y electro-transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La membrana fue incubada con Anti

ppGalNAc-T3 y con anticuerpos dirigidos contra marcadores de compartimentos celulares (Golgi,

RE, citosol y nucleo).

En el WB que se muestra en la Figura 19, se aprecia claramente la presencia de ppGalNAc-T3
en la fraccién nuclear. También se observa una pequefia cantidad de ppGalNAc-T3 en nucleoplasma.
Ademas la proteina es detectada en las células completas y en la fraccion citoplasmatica, tal como
es de esperarse segln su distribucion tipica en membrana. Fueron incluidos en el ensayo la
deteccion de marcadores de Golgi (Anti-Golgin97), RE (Anti-Calreticulina), Citosol (Anti-a-Tubulina)

y Nucleo (Anti-Histona 3). Se observan todos los marcadores en las células completas, los
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marcadores de Golgi, RE, citosol y ppGalNAc-T3 en la fraccién Citoplasmatica, mientras que el
marcador nuclear y ppGalNAc-T3 se encuentran en cantidades apreciables en las fracciones Nuclear
y cantidades similares a nucleo de histona en Nucleoplasma, mientras que ppGalNAc-T3 se
encuentra en una pequefia cantidad en esta Ultima fraccidn. Estos resultados coinciden con la
observacién de ppGalNAc-T3 distribuida en nucleo mediante microscopia confocal. Se observa
claramente en el ensayo de Western blot que una fraccion de ppGalNAc-T3 se distribuye en
membrana y, aunque no se conoce que estas enzimas posean una sefial de localizacion nuclear, es

clara su distribucion en el nucleo de células Hela.

Células
completas  Citoplasma Nucleo Nucleoplasma

W— — — ppGalNAc-T3 (73KDa)

-— Golgin 97 (97KDa)
T e — (alreticulina (48KDa)
—— - Tubulina (50KDa)

e R S | Histona H3 (15KDa)

Figura 19. ppGalNAc-T3 en las diferentes fracciones subcelulares

En el Western Blot se detecta la presencia de ppGalNAc-T3 en células completas y en las fracciones de Citoplasma, Nucleo y
Nucleoplasma junto con los marcadores de organelas Golgin 97 (Golgi), Calreticulina (RE), a-Tubulina (Citosol) y la Histona H3 (Ntcleo)
en. ppGalNAc-T3 es detectado en todas las fracciones, con una clara localizacion en la fraccidn nuclear.

4. Eficiencia del fraccionamiento subcelular

En este ensayo se evalué la integridad de los nucleos purificados obtenidos, asi como el grado
de pureza de la fraccién nuclear y de nucleoplasma, a partir del fraccionamiento subcelular de
células Hela. Las células completas lisadas y fracciones equivalentes de Citoplasma, Nucleos y de
Nucleoplasma fueron sembradas en un gel de policarilamida 4-20% y sometidas a corrida
electroforética en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), y luego electro-transferidas a una
membrana de nitrocelulosa. Mediante Western Blot (WB) se evalud la presencia de marcadores de
diferentes compartimentos celulares incluyendo: Golgi (Anticuerpo Anti-Golgin97), RE (Anticuerpo

Anti-Calreticulina), Citosol (Anticuerpo Anti-a-Tubulina) y Nucleo (Anticuerpo Anti-Histona 3) tal
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como se muestra en la Figura 19. Se observan todos los marcadores en las células completas,
marcadores de Golgi, RE y citosol en la fraccién Citoplasmatica, mientras que sélo se observa el

marcador nuclear en cantidades apreciables en las fracciones Nuclear y de Nucleoplasma.

Los nucleos purificados (nucleos completos sin lisar) también fueron evaluados, de manera
complementaria, mediante immunofluorescencia y microscopia confocal. Como puede apreciarse
en la Figura 20, células HelLa completas y Nucleos purificados fueron analizados utilizando los
marcadores de Golgi Golgin 97 y de RE Calreticulina, ambos se muestran en color verde. Los ntcleos
fueron tefiidos con IP que se observa en color rojo. Los marcadores de Golgi y RE se observan
claramente en las células crecidas en cultivo, mostrando los patrones de distribucidn caracteristicos
para cada una de las organelas. Luego del fraccionamiento subcelular, la marcacion nuclear persiste
mientras que se nota de forma clara la pérdida de los marcadores citoplasmaticos. Esto concuerda
con las observaciones realizadas en el ensayo de WB. Ademas, los nucleos siguen manteniendo su

morfologia caracteristica e integridad luego de ser sometidos a este proceso.

(élulas completas Ndcleos

Golgin 97

(alreticulina

Figura 20. Obtencion de nucleos y chequeo del grado de pureza

El fraccionamiento subcelular a partir de células Hela fue evaluado con diferentes marcadores de organelas y mediante
distintas metodologias. Se muestra una imagen obtenida mediante microscopia confocal de células y nucleos purificados, ambos
fueron fijados y procesados por inmunofluorescencia utilizando los marcadores Golgin 97 y Calreticulina (Verde) e IP (Rojo). Los
marcadores evaluados muestran una distribucién caracteristica de Golgi (Golgin 97) o RE (Calreticulina), respectivamente, en las
células completas. La sefial de los marcadores citoplasmaticos se pierde en los nucleos purificados. Se muestra la barra de escala, la
cual equivale a 10pum.
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5. Disponibilidad de UDP-GalNAc en nucleo

En base al hallazgo de la presencia de ppGalNAc-T3 en el nlcleo celular, se estudié la
disponibilidad de UDP-GalNAc en el nucleo de células Hela, ya que éste azucar nucleétido es dador
de GalNAc en la unidn covalente a Ser/Thr catalizada por las ppGalNAc-Transferasas. Para ello se
procedio a realizar un fraccionamiento subcelular y se evalué la presencia de UDP-GalNAc mediante
un ensayo enzimatico en diferentes fracciones subcelulares. El ensayo enzimatico consistio en la
inmovilizacién del sustrato aceptor (MUC2) en una placa multiorificios a la cual se le agrega la
enzima recombinante purificada ppGalNAcT-2 y, como fuente de UDP-GalNAc, la muestra a analizar.
Luego de 15 minutos de incubacién a 37 °C para permitir la actividad enzimatica, la generacion del
glicopéptido GaINAcaMUC2 es detectada con el uso de la lectina VVL biotinilada que es capaz de
reconocer dicho terminal en las proteinas. Posteriormente la lectina es detectada con Estreptavidina
conjugada a peroxidasa y revelada colorimétricamente. En una primera instancia se utilizaron
distintas concentraciones de un estandar de UDP-GalNAc, con el propdsito de generar una curva de
trabajo. En la Figura 21 se aprecia una linealidad adecuada de la curva de trabajo, en un rango de

concentraciones en el orden nM de UDP-GalNAc.

Figura 21. Curva de trabajo para la cuantificacion de UDP-
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La concentraciéon de UDP-GalNAc se midié en el nucleoplasma obtenido de células Hela, y
adicionalmente en la fraccion citoplasmatica y de lavado final previo al lisado de los nucleos.
Ademas, se cuantificé la concentraciéon de UDP-GalNAc en el nucleoplasma de nucleos previamente
incubados con UDP-GalNAc durante 1 hora (Nucleoplasma + UDP-GalNAc), asi como en el lavado

final correspondiente previo a la obtencidn del nucleoplasma.
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A continuacién en la Tabla 3 se muestran los valores de la cuantificacién de UDP-GalNAc, los
cuales hacen referencia a la concentraciéon media de UDP-GalNAc (uM) y su correspondiente

desviacion estandar.

Tabla 3. Cuantificacion de UDP-GalNAc en nucleo

Fraccion Citoplasma Lavado Nucleoplasma Lavado final Nudleoplasma
P P + UDP-GalNAc + UDP-GalNAc
UDP-GalNAc (uM)  24+2,7 0,015 0,005 0,330 +0,052 0,060 = 0,009 0,510 +0,098

La concentracién de UDP-GalNAc se midi6 en la fraccidon citoplasmatica y en el nucleoplasma de nucleos previamente incubados sin
(Nucleoplasma) o con UDP-GalNAc (Nucleoplasma + UDP-GalNAc), asi como en los lavados finales correspondientes, antes de obtener
el nucleoplasma. Los valores mostrados hacen referencia a la concentracion media de UDP-GalNAc (uM) y la correspondiente
desviacion estandar.
El mayor valor de concentraciéon de UDP-GalNAc fue detectado en la fraccidn citoplasmatica
(24 uM) tal como era de esperarse, ya que aqui es donde se sintetiza este azlcar. En el buffer
correspondiente al ultimo lavado de los nucleos se detecta una cantidad muy baja de UDP-GalNAc,
mientras que la concentracion de UDP-GalNAc que se logra cuantificar en nucleoplasma es de 0,33
UM, demostrando la presencia del sustrato dador de GalNAc de ppGalNAc-transferasas en esta
ultima fraccién. Cuando los nucleos son previamente sobreglicosilados, el UDP-GalNAc detectado
en nucleoplasma es de 0,51 uM. Esta es una mayor concentracién que lo presente endégenamente
en nucleo, mostrando el ingreso de UDP-GalNAc al nucleo celular. Ademas la cantidad de UDP-
GalNAc detectada en nucleoplasma es notablemente menor a la cuantificada en los respectivos
lavados, demostrando que el azlcar en la fraccidén nuclear no es una contaminacion de la fraccidn
citoplasmdtica. Mas aun, se estima que el valor de UDP-GalNAc en nucleoplasma seria mayor,

perdiéndose por difusion desde el interior nuclear hacia el buffer de lavado.

6. Analisis de la glicosilacion de tipo O-GalNAc en nucleo

Dadas las evidencias que soportan la presencia de al menos una isoforma de ppGalNAc-T en
el nacleo celular, sumado a la deteccidn del sustrato UDP-GalNAc en nucleoplasma y su evidente
capacidad para ingresar al nucleo, se estudio la O-glicosilacion de tipo GalNAcy la actividad GalNAc-
transferasa en nucleo. Con este propdsito, se utilizé un modelo de estudio de la O-GalNAc
glicosilacién que incluye la obtencion de nucleos purificados intactos a partir de células Hela los
cuales son posteriormente incubados sin o con el azticar dador UDP-GalNAc durante una hora a

37°C. Transcurrido el tiempo de incubacién, los nucleos son lavados sucesivamente, y se analiza la
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O-GalNAc glicosilacion en estos nucleos, resultante de la actividad transferasa de ppGalNAc-T/s
presente en esta organela. De ahora en mds se denominara como “Nucleos sobreglicosilados” a

estos nucleos purificados pre-incubados con UDP-GalNAc.

Para la deteccién de los glicanos de tipo O-GalNAc, se utilizaron las lectinas biotiniladas HPA
(Lectina de Helix pomatia) o VVL (Lectina de Vicia villosa) que luego son reveladas con
Estreptavidina conjugada a IR dye 800, o Alexa 488, o peroxidasa para su andlisis mediante WB,
microscopia de fluorescencia o ensayos colorimétricos en placa, respectivamente. Ambas lectinas,
si bien son de diferentes origenes, son capaces de reconocer por igual el terminal aGalNAc unido a

Ser y Thr presentes en las proteinas.

En la Figura 22 se muestra la O-GalNAc glicosilacidon detectada con HPA en nucleos purificados (O-
GalNAc glicosilacidon enddgena) y en nucleos purificados incubados con UDP-GalNAc. En el WB de la
Figura 22 a, se observa un notable aumento en el nivel de O-GalNAc glicosilacion en nucleos
purificados cuando los mismos son pre-incubados con el azicar UDP-GalNAc. En forma simultdnea
se realizé un SDS-PAGE que fue tenido con azul de Coomassie, el cual se utiliz6 como control de la
carga. Este aumento en el nivel de O-GalNAc glicosilacidn también fue estudiado mediante
microscopia confocal. En la Figura 22 b, se muestra una imagen correspondiente al mejor plano
nuclear de un nucleo purificado donde se aprecia un nivel bajo de glicosilaciéon (endégena) dentro
del nucleo, asi como también presencia de sefal en la periferia del nicleo. Luego del agregado de
UDP-GalNAc, la O-GalNAc glicosilacion aumenta marcadamente en correspondencia de lo

observado en el WB, notandose marcacion dentro del nucleo.
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Figura 22. O-Glicosilacion de tipo GalNAc y actividad GalNAc-T en nuicleos purificados

O-Glicosilacion de tipo GalNAc, detectada con la lectina HPA, en nucleos purificados a partir de células Hela y en ntcleos
preincubados con UDP-GalNAc. La lectina HPA, al igual que VVL, reconoce los terminales aGalNAc en las proteinas. Dichas lectinas
conjugadas a biotina pueden ser luego detectadas con Estreptavidina, conjugada a fluoréforos. a. A la izquierda se muestra un WB
revelado con HPA biotinilada y estreptavidina, donde se aprecia el aumento del nivel de O-GalNAc glicosilacion en nucleos purificados
respecto a cuando son incubados con UDP-GalNAc. El SDS-PAGE tefiido con Azul Brillante de Coomassie (izquierda) muestra el control
de carga. b. Microscopia confocal de fluorescencia mostrando en escala de grises, la presencia de terminales O-GalNAc detectados
con la Lectina HPA biotinilada y estreptavidina, en nucleos purificados (O-GalNAc glicosilacion enddgena) y en nlcleos
sobreglicosilados. En ambos casos se muestra la sefial correspondiente al mejor plano nuclear. La barra de escala equivale a 1um.

En un paso siguiente se estudié en forma mas detallada la distribucion de la O-GalNAc
glicosilacion en nucleos purificados mediante microscopia confocal, utilizando como herramienta el
anadlisis en profundidad de las muestras analizadas. Con este fin, nucleos purificados o nucleos
purificados pre-incubados con UDP-GalNAc fueron colocados en cubreobjetos poli-lisinados, fijados
e incubados con la lectina VVL que segln fue previamente mencionado, reconoce de forma
especifica el terminal O-GalNAc Ser/Thr de las proteinas, al igual que HPA. Luego la Lectina es
revelada con Estreptavidina conjugada a Alexa 488. Ademas los nucleos fueron tefiidos con IP, para
estudiar la distribucion de la O-GalNAc glicosilacién en referencia a este marcador nuclear. Segun
se muestra en la Figura 23, la O-GalNAc glicosilacion detectada con VVL (verde), aumenta
drasticamente cuando los nucleos purificados son incubados durante una hora a 37 °C con UDP-
GalNAc. Si se analizan las imagenes que muestran la composicién y los canales individuales para el

terminal O-GalNAc (verde) e IP (rojo), puede notarse que hay una leve sefial dentro del nicleo con

un patrén puntillado en los nucleos incubados sin UDP-GalNAc (Figura 23 a). Con la incubacién de la
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nucleos purificados con UDP-GalNAc (Figura 23 b), aumenta de forma clara la sefial de O-GalNAc
glicosilacién dentro del ntcleo. En la Figura 23 también se incluye una regién aumentada (aumento)
gue corresponde a la zona nuclear delimitada por la seleccidon rectangular. Alli es posible apreciar
en mayor detalle la seiial de O-GalNAc glicosilacién nuclear. Ademas se incluye una vista ortogonal
(Y, Z) de la pila de imagenes de cada condicién, que corresponde a la regidn nuclear aumentada. En
las vistas ortogonales, también mostradas en modo composicidn y en sus canales individuales se
denota que la O-GalNAc glicosilacion enddgena (Figura 23 a) presenta una distribucién en la
periferia y en la interfaz del nicleo, con un patrén de tipo puntillado. En el caso de los nucleos
sobreglicosilados (Figura 23 b) la distribucién en esta region coincide claramente con el marcador

nuclear, indicando que la O-GalNAc glicosilacién se distribuye dentro del nucleo.

a 0-GalNAc P 0-GalNAc/IP
Nicleo purificado
GalNAc a-0 Ser/Thr !
Nicleo purificado
+UDP-GalNAc
GalNAc a-0 Ser/Thr - =

Figura 23. Localizacién nuclear de la O-GalNAc glicosilacion

Ndcleos purificados a. incubados sin UDP-GalNAc o b. incubados con UDP-GalNAc fueron analizados por microscopia confocal de
fluorescencia con el objetivo de apreciar la distribucién nuclear de la O-GalNAc glicosilacion. La O-GalNAc glicosilacion, detectada con
VVL, aumenta drasticamente ante la presencia de UDP-GalNAc. Se muestran la composicién y los canales individuales para el terminal
0O-GalNAc (verde) e IP (rojo) del plano nuclear en ambas condiciones. También se muestra una regién aumentada (aumento), marcada
por la selecciéon rectangular en blanco y la vista ortogonal de esta region nuclear (Y, Z) en modo composicién y para los canales
individuales en cada una de las condiciones. La barra de escala equivale a 1 um.
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También se cuantificé el nivel de O-GalNAc glicosilacién en nucleos sobreglicosilados respecto
a los niveles detectados de glicosilacion enddgena, para tener un pardmetro cuantitativo del grado
de aumento en la glicosilacidn en esta condicion. Mediante la toma de imagenes de microscopia
confocal de fluorescencia, se determind el nivel de fluorescencia correspondiente a O-GalNAc
glicosilacién, por nucleo. Los nucleos purificados fueron fijados sobre cubreobjetos polilisinados y
posteriormente procesados para fluorescencia. Las condiciones analizadas incluyeron preparados
de ndcleos purificados incubados con la lectina VVL (biotinilada) y posteriormente con
estreptavidina-Alexa488 para detectar los glicanos de tipo O-GalNAc endégeno. Como control se
incubaron los preparados con Estreptavidina-Alexa488, sin la presencia de VVL. También se
analizaron muestras de nucleos purificados sobreglicosilados que fueron incubados con la lectina
VVL (biotinilada) y posteriormente con estreptavidina-Alexa488 para detectar el terminal O-GalNAc
y en este caso el control correspondiente a esta condiciéon fueron preparados de nucleos
sobreglicosilados los cuales fueron incubados sélo con Estreptavidina-Alexa488. De esta forma con
los controles utilizados, que excluyen el uso de la lectina, se puede discriminar marcacion
inespecifica que podria provenir de proteinas nucleares biotiniladas. En todas las condiciones los
nucleos fueron marcados con IP, siendo este marcador utilizado para determinar el plano nuclear

en las imdagenes que fueron obtenidas en modo X, Y, Z.

En la Figura 24 a, se encuentran graficados los valores de intensidad media individuales
obtenidos para cada uno de los nucleos en las condiciones analizadas. También en la Figura 24 b se
muestran imagenes en campo 60X representativas, correspondientes a las condiciones analizadas y
mostradas en la grafica. En estas imagenes se aprecia la sefial nuclear (IP, Canal 546) y la sefial de
Glicosilacidn o inespecifica (O-GalNAc o Control, respectivamente; Canal 488) en escala de grises

invertida.
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Figura 24. Cuantificacion de la O-GalNAc glicosilacion nuclear

La O-GalNAc glicosilacién en nucleos purificados (glicosilacion enddgena) y en sobreglicosilados se cuantificé mediante
microscopia confocal. Preparados fijados con Nucleos purificados o Nucleos purificados pre-incubados con UDP-GalNAc fueron
procesados sin lectina (Control) o con VVL biotinilada (O-GalNAc) y luego los se revel6 con Estreptavidina-Alexa 488. a. Grafico
mostrando la intensidad media de fluorescencia del canal 488 por nicleo en cada condicion. b. Imagenes representativas de cada
condicidn. Sefial de glicosilacion (O-GalNAc) o inespecifica (Control) en campos 60X (panel superior, canal 488). Los nucleos se tifieron
con IP (panel inferior, canal 546). Para ambos canales, las imagenes representativas analizadas se muestran en escala de grises (LUT
invertida). (*) Significancia estadistica (p<0,005) medida por prueba test de ANOVA.

En la Tabla 4 se incluyen los resultados obtenidos en unidades arbitrarias (UA) de
fluorescencia del canal 488 (correspondiente a la sefial de glicosilacién o inespecifica (controles),
segun si es la condicidn incubada con o sin la lectina, respectivamente). En dicha tabla puede
apreciarse que los niveles de intensidad de fluorescencia media obtenidos en nucleos purificados
son de 4,9 UA para el control (sin VVL) y de 135,4 UA cuando se detectan los terminales GalNAc con
la lectina VVL (O-GalNAc glicosilacion enddgena). En nucleos sobreglicosilados, los valores fueron
de 23,9 UA para la sefial inespecifica (sin VVL) y 638,9 utilizando la lectina VVL. La sefial
correspondiente a la presencia de glicanos tipo O-GalNAc en nucleo es significativamente mayor a

la sefial inespecifica presente en los controles para cada condicidén analizada, evidenciando la

deteccion del terminal Tn y no de biotinilacidn nuclear, en presencia de la lectina. Cuando los
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nucleos purificados son sobreglicosilados con el azicar UDP-GalNAc, la seiial de O-GalNAc
glicosilacién aumenta alrededor de 5 veces respecto a los niveles endégenos detectados en nucleos
purificados. Este aumento significativo en los niveles de glicosilacién en presencia de UDP-GalNAc,

muestra que los nucleos poseen una importante capacidad catalitica de tipo GalNAc-transferasa.

Tabla 4. Cuantificacion de la O-GalNAc glicosilacion nuclear

Fluorescencia  Control Glicosilacion  Control Niicleos
(UA) Nicleos endogena  Sobreglicosilados Sobreglicosilacion
Media 49 1354 239 638,9
Mediana 35 116,5 19,6 565,8
Desv estandar 44 109,8 14,7 4279
Minimo 0,0 26,5 2,6 773
Maximo 19.8 847,2 56,5 21243
n 67 104 36 60

Cuantificacion de la sefial de fluorescencia (UA) nuclear correspondiente a la O-GalNAc glicosilacion enddgena y la O-GalNAc
glicosilacion en nucleos sobreglicosilados. Se incluyeron controles de sefial no especifica (sin lectina) para cada una de las condiciones,
respectivamente (Control Nucleos y Control Nucleos Sobreglicosilados). Los valores estadisticos corresponden a la Media, Mediana,
Desviacién Estandar, Maximo y Minimo de los valores de fluorescencia calculados. También se incluye el nimero de nucleos incluidos
en cada condicion (n).

Adicionalmente se trabajo en demostrar que la glicosilaciéon que se esta estudiando en este
trabajo de tesis es diferente de la ya conocida O-glicosilacion de tipo GIcNAc nuclear. Con este
propdsito, se realizaron estudios utilizando la lectina de germen de trigo (WGA) para la deteccion
de glicanos terminales de tipo O-GIcNAc. Nucleos purificados y Nucleos purificados incubados con
los azucares UDP-GalNAc o UDP-GIcNAc fueron analizados mediante WB con las lectinas VVLy WGA.
La Figura 25 muestra el aumento en el nivel de terminales de tipo O-GalNAc en nucleos incubados
UDP-GalNAc y detectados con la lectina VVL, mientras que cuando los nucleos purificados son
incubados con UDP-GIcNAc el patréon de glicosilacidon detectado con esta lectina se asemeja los
nucleos sin el agregado de azucar nucledtido. En el caso de los terminales de tipo O-GIlcNAc
revelados con la lectina WGA, el patrén de glicosilaciéon nuclear no presenta cambios cuando los

nucleos purificados son incubados con UDP-GalNAc o UDP-GIcNAc, respecto a la condicidn sin el

agregado de azlcares.

En la siguiente seccidn (seccion 7), se incluye un ensayo realizado para comprobar la

reactividad de las lectinas VVL y WGA utilizadas para detectar los terminales glicoproteicos.
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Figura 25. O-glicosilacion de tipo GalNAc y GIcNAc en nucleo

La O-GalNAc glicosilacion de proteinas en nucleo se detectd con la lectina VVL mientras que la O-GIcNAc glicosilacidn se revel6 con
lectina WGA. Las muestras ensayadas incluyeron: Ndcleos purificados, Ndcleos purificados incubados con UDP-GalNAc y Ndcleos
purificados incubados con UDP-GIcNAc. Como control de carga se incluyé un SDS-PAGE tefiido con Azul Brillante de Coomassie.

Otro ensayo que se realizd, fue la verificacidn de la eliminacion del terminal aGalNAc de las
proteinas con la enzima a-N-acetilgalactosaminidasa. En este testeo, fueron analizadas muestras de
nucleos purificados, nucleos purificados incubados con UDP-GalNAc o nucleos sobreglicosilados que
posteriormente fueron tratados con a-N-acetilgalactosaminidasa. Estas muestras se analizaron por
SDS-PAGE (control de carga) y WB con lectina HPA que, asi como la lectina VVL, reconoce
fuertemente proteinas glicosiladas de tipo O-GalNAc. En la Figura 26 se aprecia como el tratamiento
con la a-N-acetilgalactosaminidasa provoca una disminucion en la sefial que corresponde a la
presencia de terminales de tipo O-GalNAc en las proteinas. Esta disminucidn en la interaccion de la
lectina cuando la muestra sobreglicosilada con UDP-GalNAc se incuba con O-GalNAc glicosidasa,
indica que las proteinas reconocidas por la lectina fehacientemente se encuentran O-GalNAc

glicosiladas.
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Figura 26. Remocién del terminal O-GalNAc por una glicosidasa

Nucleos purificados previamente incubados con UDP-GalNAc fueron tratados con la enzima a-N-acetilgalactosaminidasa. En
el WB se muestra la disminucion en el reconocimiento del terminal O-GalNAc de las proteinas glicosiladas luego de la exposicién a la
glicosidasa. Se incluye un SDS-PAGE tefiido con Coomasie como control de carga.

Posteriormente se estudié la capacidad de elongacion del terminal GalNAcaSer/Thr (antigeno
Tn) a GalB3GalNAcaSer/Thr (antigeno T) de las glicoproteinas, en la fraccion nuclear. En este caso
los nucleos purificados fueron incubados con UDP-GalNAc, o con UDP-GalNAc y posteriormente con
UDP-Gal. Se utilizaron las lectinas HPA y la lectina de Agaricus bisporus (ABL) para detectar los
terminales GalNAc-a Ser/Thr y Gal-R-GalNAc-a- Ser/Thr, respectivamente. En la Figura 27 puede
observarse que la sefial de reconocimiento al antigeno Tn con HPA aumenta con el agregado de
UDP-GalNAc, respecto de los nucleos incubados sin azucar. Luego cuando los nucleos son incubados
con UDP-GalNAc y UDP-Gal la sefial correspondiente a la deteccién del antigeno Tn disminuye. En
cuanto a la sefial de deteccion del antigeno T por parte de ABL, los niveles en los ntcleos incubados
sin azUcar y en los nucleos con UDP-GalNAc resultan similares. En la condicion donde los nucleos
son incubados con UDP-GalNAc y UDP-Gal la sefial aumenta, evidenciando la biosintesis de antigeno
T. Por lo tanto, el aumento de la sefial de antigeno Tn en nucleos incubados con UDP-GalNAc y la
posterior pérdida de la sefial cuando se incuban con UDP-GalNAc y UDP-Gal, sumado a el aumento
en el nivel de antigeno T en nucleos incubados con UDP-GalNAc y UDP-Gal indican que el terminal

O-GalNAc en las proteinas de nucleos purificados presenta capacidad de extension.
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Figura 27. Extension del antigeno Tn

Ndcleos purificados fueron incubados sin azucar nucleétido, con UDP-GalNAc, o con UDP-GalNAc y UDP-Gal. En el WB de la
izquierda se muestra las proteinas con terminales GalNAc-a-O-Ser/Thr (Antigeno Tn) mientras que en el WB central los terminales
Gal-B-GalNAc-a-O-Ser/Thr (Antigeno T). Se incluye un SDS-PAGE tefiido con Azul Brillante de Coomassie como control de carga.

7. Especificidad de las lectinas VVLy WGA

Este ensayo tuvo como objetivo comprobar la reactividad de las lectinas VVLy WGA, utilizadas
en diversos ensayos para detectar terminales de tipo GalNAc y GIcNAc en las proteinas,
respectivamente. Para ello, se realizd un ensayo colorimétrico en placa donde se inmovilizaron
diferentes concentraciones de las proteinas no glicosiladas Albimina Sérica Bovina (BSA) y MUC1, y
de glicoproteinas conteniendo N-glicanos con GIcNAc terminal como Ovoalbimina (OVA) o con el
terminal O-GalNAc, como MUC1Tn. Luego la bateria de proteinas no glicosiladas-glicosiladas fue
enfrentada a las lectinas VVL o WGA biotiniladas, como forma de analizar la reactividad vy
especificidad de reconocimiento de ambas lectinas. En la Figura 28 se muestran las graficas de
Densidad Optica a 490 nm (DO 490 nm) luego del revelado colorimétrico en funciéon de la
concentracién de proteina. En la seccién a de la Figura 28 es posible apreciar que la lectina VVL
reconoce el terminal GalNAc presente en MUC1Tn, mientras que no muestra reconocimiento por la
glicoproteina OVA ni por las proteinas BSA y MUC1. . Por otra parte, la lectina WGA (Figura 28 b)

reconoce principalmente los terminales BGIcNAc presentes en OVA, y en menor medida, a MUC1Tn
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sin mostrar reconocimiento por las proteinas no glicosiladas BSA y MUCL. Los resultados obtenidos
confirman que ambas lectinas son funcionales y capaces de reconocer los terminales de glicanos
gue estamos estudiando. Es importante destacar que la lectina VVL reconoce los terminales de tipo
aGalNAc en la glicoproteina MUC1Tn de manera muy especifica, sin mostrar reconocimiento por
terminales de tipo GIcNAc presentes en OVA. Se ha reportado también que la lectina WGA ademas
de detectar el terminal BGIcNAc, también puede reconocer residuos de acido sidlico en las proteinas

(Kim 2011, Ma y Hart 2014).
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Figura 28. Especificidad de las lectinas VVL y WGA

Especificidad de reconocimiento de las lectinas VVL (a) y WGA (b) frente a las proteinas no glicosiladas BSA (triangulos verdes)
y MUC1 (rombos magenta), o las glicoproteinas OVA (tridngulos invertidos azules) y MUC1Tn (circulos naranja). El ensayo
colorimétrico en placa evidencia el reconocimiento de las lectinas hacia las glicoproteinas, mediante el andlisis de la Densidad éptica
a 490 nm (DO 490nm) en funcién de la concentracion de proteinas.

8. Actividad O-GalNAc glicosiltransferasa en nucleoplasma

Este ensayo se realizé con el fin de estudiar la actividad de tipo ppGalNAc transferasa en el
interior nuclear. Para ello, se cuantificé la actividad ppGalNAc-transferasa en el citoplasma y en el
nucleoplasma de células Hela para lo cual se realizé un fraccionamiento subcelular y dicha actividad
fue determinada mediante un ensayo enzimatico en placa. Este ensayo consistio en lainmovilizacion
del sustrato peptidico MUC1 al cual se le ofrecid la muestra a analizar (citoplasma, lavado o
nucleoplasma), en presencia de un exceso del azicar dador UDP-GalNAc. Finalmente se midid el
producto (GalNAcaMUC1) generado. El célculo de la actividad ppGalNAc-T se realizé mediante una
curva de trabajo, para lo cual se adsorbieron en placas multiorificios distintas concentraciones
conocidas del glicopéptido GaINAcaMUC1 purificado como estandar (ver Figura 28). La actividad

enzimatica fue expresada en unidades internacionales (U) por mg de proteinas totales, donde 1U
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corresponde a los pmoles aGalNAc unidos por minuto y las proteinas totales fueron cuantificadas

por el método del dcido bicinconinico, segln se describe en materiales y métodos.

Enla Tabla 5 se muestran los resultados de la cuantificacion de la actividad ppGalNAc-T en las
diferentes fracciones analizadas. La actividad enzimatica de tipo ppGalNAc-T en nucleoplasma
corresponde a niveles de 6,65 pU/mg, mientras que en citoplasma dicha actividad alcanza 86,3

nU/mg. No se detectd actividad transferasa en la fraccién de lavado.

Tabla 5. Actividad ppGalNAc-T en nucleoplasma

.. Actividad ppGalNAc-T
Fraccion
(nU/mg)
(itoplasma 863+73
Lavado final ND
Nucleoplasma 6,65 +0,27

Actividad ppGalNAc-T (uU/mg proteinas) en las fracciones citoplasmatica, de lavado y nucleoplasma de células Hela. Los valores
mostrados se acompafian de su respectiva desviacion estandar. ND: Sin deteccion mediante el método utilizado.

Adicionalmente se analiz6 la actividad O-GalNAc glicosiltransferasa sobre proteinas
nucleares, en la fraccién nuclear soluble. Para ello el nucleoplasma de células Hela fue obtenido
mediante extraccion no salina que consta de la lisis nuclear mediante sonicado en buffer TBS y
posterior centrifugacion. Luego el extracto nuclear soluble resultante fue incubado con UDP-GalNAc
o con UDP-GalNAc en presencia de histonas purificadas. Las muestras se analizaron mediante WB

con el uso de la lectina VVL para detectar el terminal O-GalNAc en las proteinas nucleares.

En el WB de la Figura 29 se aprecia las muestras que fueron sembradas para su analisis que
incluyen el nucleoplasma obtenido a partir células Hela, al cual se les suministré un exceso de UDP-
GalNAc y fue incubado a -20 °C o0 37 °C durante una hora. Se aprecia un claro aumento en la sefial
de O-GalNAc glicosilacién cuando el extracto nuclear soluble se incuba a 37 °C mostrando la
presencia de actividad O-GalNAc glicosiltransferasa en esta fraccion. Ademas histonas purificadas
se incubaron a 37 °C con un exceso de UDP-GalNAc y con el extracto nuclear soluble como fuente
enzimatica, o con las enzimas recombinantes ppGalNAc-T2, ppGalNAc-T3 o sin enzimas (control).
Puede observarse el aumento en el nivel de O-GalNAc glicosilacion de las histonas en presencia de
las enzimas ppGalNAc-T2 y ppGalNAc-T3 asi como cuando las histonas son incubadas con la fraccidn
soluble de nidcleo, mostrando una vez mas la actividad de ppGalNAc transferasa/s en el

nucleoplasma y su capacidad de glicosilar proteinas nucleares. Las enzimas ppGalNAc-T2 vy
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ppGalNAc-T3 son capaces de glicosilar histonas in vitro, mostrando también la fraccion
nucleoplasmatica actividad GalNAc-Transferasa que resulta en un patrdon de glicosilacion sobre estas
histonas similar a la de las enzimas purificadas. En las histonas purificadas pueden diferenciarse las
4 histonas core las cuales presentan de menor a mayor movilidad electroforética: H3 (15,3 KDa),

H2a (14 KDa), H2b (13,8 KDa) y H4 (11,3 KDa) (Figura 37) (Johns 1964, Elgin y Weintraub 1975).
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Figura 29. Actividad O-GalNAc glicosiltransferasa en la fraccion nuclear soluble

Actividad O-GalNAc GT en la fraccién nuclear soluble. Las muestras se analizaron mediante WB con la lectina VVL. El
nucleoplasma se incubé con UDP-GalNAc a -20 °C, 37 °Cy a 37 °C en presencia de Histonas purificadas. Ademas las Histonas purificadas
se incubaron a 37 °C con UDP-GalNAc y con ppGalNAc-T3 purificada, con ppGalNAc-T2 purificada o sin enzimas (control). EI SDS-PAGE
tefiido con azul brillante de Coomassie muestra el control de carga.

9. Identificacion de las proteinas nucleares O-GalNAc glicosiladas

En un paso siguiente se procedid a identificar a las proteinas glicosiladas endégenamente y
también a aquellas proteinas capaces de ser sobreglicosiladas. Para la identificacidn de las proteinas
glicosiladas enddégenamente, el nucleoplasma obtenido mediante extraccién salina a partir de
nucleos purificados de células Hela fue enfrentando a una columna de agarosa a la cual previamente
se le inmovilizd la lectina VVL. Las glicoproteinas retenidas por esta columna fueron enviadas para
su analisis mediante espectrometria de masas. Ademas se incluyé una columna control de la misma
agarosa sin lectina, a la cual también se le ofrecié el nucleoplasma y se analizaron las proteinas

retenidas. El criterio utilizado para identificar las proteinas O-GalNAc glicosiladas fue que el valor de
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la relacién del pardmetro PSM o Peptide Spectrum Matches (Espectro de coincidencia de los
péptidos) de los péptidos correspondientes a las proteinas retenidas por la columna con VVL, fuera
al menos 3 veces mayor que el detectado en la columna sin lectina. En la Tabla 6 se muestran las
glicoproteinas identificadas en el nucleoplasma de células Hela. Las glicoproteinas identificadas
corresponden a las proteinas ribosomales 40S RPS6 y RPS3, ambas con localizacidon nuclear y
citoplasmatica segun las bases de datos de UNIPROT (UniProt 2015) y The Nuclear Protein Database
(NPD) (Dellaire et al. 2003). Los valores de relacién PSM fueron de 4 y 3 para las proteinas RPS6 y

RPS3, respectivamente.

Tabla 6. Glicoproteinas nucleares O-GalNAc glicosiladas

PSM Codigo Nombre Localizacion Subcelular Localizacion Subcelular
(VVL+/VVL-) UNIPROT (UNIPROT) (NPD)
4 P62753  Proteinaribosomal 40556 (RPS6)  Nucleolo,Nucleoplasma, Citoplasma  Nudleolo, C. Cajal, Citoplasma
3 P23396  Proteinaribosomal 40553 (RPS3)  Nucleolo, Nucleoplasma, Citoplasma Nicleo

Proteinas nucleares constitutivamente O-GalNAc glicosiladas identificadas por analisis de espectrometria de masa. Las proteinas
identificadas se ordenaron en base a la relacion de PSMs y se muestra su localizacidn subcelular seguln las bases de datos UNIPROT y
NPD.

Para identificar las proteinas sobreglicosiladas, se ofrecid a la columna de agarosa-VVL el
nucleoplasma obtenido mediante extracciéon salina proveniente de nucleos purificados
sobreglicosilados. También se incluyd una columna control de agarosa sin VVL, a la que también se
le ofrecié el nucleoplasma sobreglicosilado. En la Tabla 7 se muestra el total de las 25 proteinas
identificadas, de las cuales segun las bases de datos, 16 corresponden a proteinas Nucleo-
Citoplasmaticas, 7 son proteinas nucleares. Si bien 2 de ellas no estan descriptas en ntcleo, guardan

estrecha relacion con proteinas de la LN.
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Tabla 7. Glicoproteinas nucleares sobre-O-GalNAc glicosiladas

PSM Codigo Nombre Localizacion Subcelular Localizacion Subcelular

(VVL+/VVL-)  UNIPROT (UNIPROT) (NPD)

30 PO2545 Pre Lamina A/C (LMNA) Envoltura Nudlear, Nucleoplasma, Speckle Lémina Nuclear

2 P20700 LaminaB1 (LMNB1) Envoltura Nuclear, Nucleoplasma Lémina Nuclear

17 P23246-2 SFPQ, Isoforma corta (SFPQ) Paraspeckles, Matriz Nuclear Paraspeckles, Nucleolo

3 015233 Proteina NONO (NONO) Paraspeckles, Nucleolo, Nucleoplasma Paraspeckles, Nucleolo, Nudleoplasma

3 P36957  Componentedel complejo 2-oxoglutarato deshidrogenasa (0GDC-E2) Mitocondria, Niicleo Sin datos

7 003252 LaminaB2 (LMNB2) Envoltura Nuclear, Niceo Lamina Nuclear

6 Po4843 Riboporina 1 (RPN-) RE Sin datos

5 P23396 Proteinaribosomal 405 53 (RPS3) Nucleolo, Nucleoplasma, Citoplasma Niicleo

a7 P38159 Proteina de union a motivos de ARN , cromosoma X (RBMX) Niideo, Spliceosoma Nucleolo, Speckle, ICG

4 008211 ARN helicasa A, dependienre de ATP (DHX9) Nucleolo, Nucleoplasma, Gr. de estrés, Citoplasma Nucleo, Nucleolo, C. PML

4 P61979-3 RibonucleoproteinaK heterogénea nuclear, Isoforma3 (hnRNP K) Nudleoplasma, Spliceosoma, Citoplasma Nicleo, Nucleolo, Citaplasma

4 P49458 Particula de reconocimiento desefial de proteina 9 kDa (SRP9) (itoplasma Nicleo

35 P62269 Proteina ribosomal 405 518 (RPS18) Niicleo, Nucleoplasma, Citoplasma Nucleolo

35 P61247 Proteina ribosomal 405 53a (RPS34) Niidleo, Nucleolo, Citoplasma Nudeolo

3 P62263 Proteina ribosomal 405 $14 (RPS14) Nucleolo, Nucleoplasma, Citosol Nucleolo

3 PO8S6S5 Proteina ribosomal 405 SA (RPSA) Niicleo, Nucleoplasma, Citoplasma Nudcleolo

3 PO5388 Proteina acidica ribosomal 605 PO (RPLPO) Niidleo, Citoplasma Nucleolo

3 POS387 Proteina acidica ribosomal 605 PO P2 (RPLP2) (itoplasma Nudleolo

3 P68104 Factor de elongacion 1-a-1(EF-1-a-1) Nucleolo, Gitoplasma Nucleolo

3 P35232 Prohibitina (PHB) Nudeolo, Citoplasma, Mitocondria Nticleo, Nucleolo, Mitocondria

3 099623 Prohibitina 2 (PHB2) Nudeolo, Citoplasma, Mitocondria Niicleo

3 09Y262 Factor deinicio de traduccién Eucariota 3 subunidad L (elF31) Niicleo, Nudeolo, Citoplasma Nicleo

3 P21333-2 Filamina A, Isoforma 2 (FLNA) Nicleo, Nudleolo, Citoplasma Nudleo, Citoplasma

3 075533 Factor de empalme 3 subunidad 1 (SF3B1) Nudeoplasma, Speckle Nudeolo, Speckle

3 Q15149 Plectina (PLEC) Citoplasma Sin datos

Proteinas nucleares O-GalNAc glicosiladas identificadas por analisis de espectrometria de masa de nucleoplasma sobreglicosilado. Las
proteinas identificadas se ordenaron en base a la relacion de su PSMs y se muestra su localizacién subcelular seguin las bases de datos

UNIPROT y NPD.

En conjunto las proteinas identificadas que se localizan en nucleo suman un total de 23,

representando el 92% del total de proteinas identificadas en el analisis de espectrometria de masas.

Estos resultados indican claramente que el método empleado es eficiente, permitiendo el

enriquecimiento de proteinas nucleares. La proteina identificada con el mayor valor de relacidn

PSMs es la Pre-LMN A/C (30) seguida de LMN B1 (22) y la proteina SFPQ (17). Las proteinas NONO y

OGDC-E2 tienen un PSMs de 8, mientras que LMN B2 y RPN1 tienen PSMs de 7 y 6 respectivamente.

Le siguen las proteinas RPS3 (5) y RBMX (4,7). Las proteinas DHX9, hnRNP K y SRP9 presentan un

PSMs de 4, mientras que RPS18 y RPS3A de 3,5. Finalmente, las proteinas con menores valor de

PSMs (3) son RPS14, RPSA, RPLPO, RPLP2, EF 1al, PHB1, PHB2, EIF3I, FLNA, SF3B1 y PLEC. Las

proteinas identificadas incluyen componentes de la Ldmina nuclear como las proteinas Pre-LMN
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A/C, LMN B1y LMN B2. También se encuentran diversas proteinas que integran diferentes cuerpos
nucleares como lo son los Paraspeckles (SFPQy NONQO), Nucleolo (Proteinas Ribosomales 40S y 60S,

EF 1a1) y Speckles (RBMX y SF3B1), entre otros.

10. Prediccion de sitios de O-glicosilacion de LMN B1

Se realizd la prediccion de sitios de O-glicosilacion de LMNB1 (P20700) mediante andlisis
bioinformatico (Tabla 8). Para el analisis de los potenciales sitios de O-GalNAc glicosilacion se utilizé
como herramienta el servidor NetOGlyc 4.0 (Steentoft et al. 2013) disponible en

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/. Por otra parte, mediante el servidor YinOYang 1.2

(Gupta y Brunak 2002) accesible a través de http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/, se

analizaron los posibles sitios de O-GIcNAc glicosilacion.

Tabla 8. Predicion de sitios de O-Glicosilacion de LMNB1

Sitio  net0Glyc4.0  YinOYang 1.2 Sitio net0Glyc-4.0 YinOYang 1.2
3 0,935 395 0913 0.533
5 0,968 39 0,830 0.582
13 0,942 399 0,907 0.639
19 0,941 0,5629 401 0,947 0.812

20 0,795 404 0,965 0.590
23 0,844 405 0,965
25 0,843 406 0,966
28 0,580 408 0939
58 0,614 m 0,959
65 0,724 412 0978
96 0,51 424 0,648 0.573
176 0,537 427 0,847 0.577
219 0,513 428 0,812
225 0,662 429 0,508 0.543
283 0,500 in 0,647 0.665
284 0,663 433 0,772
285 0,727 435 0,863
304 0,512 437 0,72
314 0,630 439 0,708
335 0,567 506 0,624 0.533
375 0,621 508 0,520
391 0,848 548 0,536
393 0912 582 0.534

Se muestran la prediccion de sitios de O-glicosilacién de LMNB1 (P20700) y los correspondientes puntajes de confianza de la prediccion
asignado segun los servidores NetOGlyc 4.0 y YinOYang 1.2 que predicen sitios de O-GalNAc glicosilacion y O-GIcNAc glicosilacidn,
respectivamente.
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Segln se muestra en la Tabla 8, se predice un total de 45 sitios de potencial O-GalNAc
glicosilacién de LMN B1, de los cuales 14 de ellos poseen un puntaje de confianza de la prediccién
de mds de 0,900; en una escala de 0 a 1. El valor maximo de prediccidon de O-GalNAc glicosilacién de
LMN B1 corresponde al aminoacido nimero 412 de esta proteina con un puntaje de 0,978. En el
caso de los potenciales sitios de O-GIcNAc glicosilacion de LMN B1, se detectaron un total de 12
posibles sitios segln el servidor YinOYang 1.2. Los valores de prediccidon de O-GIcNAc glicosilacion
para LMNB1 son mds bajos, la mayoria de ellos rondan entre 0,5 y 0,6 alcanzando un valor maximo

de 0,812 sélo para un sitio que corresponde al aminoacido 401 de LMNB1.

11. Andlisis de correlacion entre LMN B1 y O-GalNAc glicosilacion

Se estudidé en mayor profundidad la O-GalNAc glicosilaciéon de LMN B1, una de las proteinas
identificadas mediante analisis de espectrometria de masas. Mediante estudio de co-localizacidon
mediante microscopia confocal de fluorescencia, se analizo el nivel de co-ocurrencia de la O-GalNAc
glicosilacién y la presencia de LMN B1 en nucleos purificados y en nucleos sobreglicosilados. Células
Hela fueron transfectadas con un vector que codifica para la proteina LMN B1-Cherry, la cual emite
fluorescencia en color rojo. Luego se purificaron nucleos a partir de estas células transfectadas, los
cuales fueron incubados sin/con el azticar UDP-GalNAc. Una vez fijados, la O-GalNAc glicosilacion en
los nucleos purificados fue detectada con la Lectina VVL. Mediante analisis de co-localizacidn
mediante el uso de microscopia confocal, se estudié la correlacidon entre la marcacién de la O-
GalNAc glicosilacién con la lectina VVL (color verde, Canal 1 6 C1) y la proteina LMN B1 (color rojo,
Canal 2 6 C2) mediante analisis semi-cuantitativo y cuantitativo. En el caso del analisis cuantitativo,
se realizd midiendo el coeficiente de correlacién de Pearson el cual mide la propagacion de la
distribucidn con respecto a un ajuste lineal y su valor puede variar entre -1 a 1, donde un Pearson

equivalente a 1 significa correlacién positiva completa y cero que no existe correlacion.

En la Figura 30 se muestra una imagen representativa de la inspeccion de la correlacion entre
LMN B1 y la O-GalNAc glicosilacion enddgena en nucleos purificados. Segln se observa en la seccidn
a (panel superior) de la Figura 30, la sefial de O-GalNAc glicosilacién (mostrada en color verde)
presenta un patrén que parece coincidir en algunas regiones con la sefial de LMN B1 (en color rojo).
Cuando se muestran ambos canales juntos (composicién), en la imagen no se denota del todo los
puntos de coincidencia de las sefiales, principalmente porque la sefial de fluorescencia del canal

rojo es mayor a la del canal verde. Para poder apreciar mejor si existe un acompafiamiento de las
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sefiales, se trazé una seleccidn linear la cual puede observarse en la imagen compuesta (O-
GalNAc/LMN B1) y se realizé un grafico con el perfil de intensidad de ambas sefiales a lo largo de
este trazado. En la seccidén b de la Figura 30 se muestra el perfil de intensidad resultante, donde se
aprecia que la intensidad de fluorescencia de LMN B1 (trazado rojo) es por lo general superior a la
de O-GalNAc glicosilacidn (trazado verde). En este gréfico puede también notarse que existe un
acompainamiento parcial de las sefiales en algunas regiones, es decir la intensidad de fluorescencia
de ambos canales aumenta o decae en forma paralela tanto para LMN B1y la O-GalNAc glicosilacién.
Adicionalmente, se realizd un fluorograma de la imagen el cual se muestra en la Figura 30 c. En este
tipo de grafica, se muestra la intensidad de fluorescencia de ambos canales para cada uno de los
pixeles que componen la imagen. Segun se aprecia para esta imagen de nucleo purificado, la
relacidn entre la sefial de O-GalNAc glicosilacion (Fluorescencia de Canal 1) en funcidn a la sefial de
LMN B1 (Fluorescencia de Canal 1) es baja, lo que puede notarse en la dispersidn de los puntos que
componen el fluorograma los cuales se distribuyen en forma de “nube” alrededor de la tendencia

lineal marcada en la linea de color rojo en la gréfica.
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Figura 30. Co-localizacién de LMN B1 y VVL en nucleos purificados

La co-localizacién entre las proteinas LMN B1 y VVL (O-GalNAc glicosilacion) se estudié en nucleos purificados. a. Canales
individuales y composicion de imagenes, mostrando el patrén de distribucidn nuclear de la O-GalNAc glicosilacion (Verde)y LMN B1
(Rojo). La barra de escala equivale a 1 um. b. Gréfica donde se muestra el perfil de intensidad del canal verde (O-GalNAc glicosilacion)
y rojo (LMN B1) a lo largo de la seleccion linear. La linea trazada corresponde a la que se muestra en la imagen con la composicion de
los canales del panel superior (a.). c. Fluorograma correspondiente a las imagenes mostradas en a., donde se aprecia la fluorescencia
del canal 1 (O-GalNAc glicosilacién) en funcién al canal 2 (LMN B1).

También se realizo la inspeccion de la distribucion de la correlacidon entre LMN B1 y O-GalNAc
glicosilacién cuando los nucleos purificados son previamente incubados con el azicar UDP-GalNAc
(Figura 31). En este caso, como puede verse en la figura Figura 31 a, la sefial de O-GalNAc
glicosilacién (verde) coincide en mayor nivel con la sefial de LMN B1 (rojo) e inclusive tienen un
patrdn de distribucidn similar como puede verse en las imagenes de los canales individuales. Luego

en la imagen que corresponde a la composicidn de ambos canales se aprecian zonas que se tornan
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al color amarillo, resultante de la superposicion de la sefial roja y verde con intensidades de
fluorescencia similares. Esta coincidencia de las seiales y color amarillo nos dan una idea visual de
la co-localizacion que existe entre LMN Bl y la O-GalNAc glicosilacidon en los nucleos
sobreglicosilados. En el grafico de perfil de intensidades de la Figura 31 b, se aprecia el
acompanamiento de las sefiales verde y roja las cuales se correlacionan en gran parte del trazado
marcado con la linea de color blanco en la seccién a de dicha figura. También se observa el aumento
en la intensidad de fluorescencia de la sefial de O-GalNAc glicosilacion en estos nucleos
sobreglicosilados respecto a los nucleos purificados sin sobreglicosilar, la cual presenta valores
similares a la sefial del canal rojo. En el fluorograma (Figura 31 c) se aprecia que la relacién entre la
sefial de O-GalNAc glicosilacién (Fluorescencia de Canal 1) en funcién a la sefial de LMN B1
(Fluorescencia de Canal 2) aumenta dado que los puntos que componen el fluorograma muestran
una distribucién menos dispersa que en los nucleos purificados. Los puntos tienen tendencia a
distribuirse alrededor de la linea de color rojo en la gréfica, la cual marca un ajuste de distribucién

lineal del fluorograma.

El aumento en el grado de superposicion de las sefiales de LMN B1 y O-GalNAc glicosilacion y
la tendencia a una distribucién menos dispersa en el fluorograma en los nucleos sobreglicosilados
comparados con los nucleos purificados, indican el aumento en la correlacidn entre las sefiales en

esta condicién.
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Figura 31.Co-localizacion de LMN B1 y VVL en ntcleos sobreglicosilados

La co-localizacién entre las proteinas LMN Bl y VVL (O-GalNAc glicosilacién) se estudid en nucleos purificados y
sobreglicosilados. a. Canales individuales y composicién de imagenes, mostrando el patron de distribucién nuclear de la O-GalNAc
glicosilacion (Verde) y LMN B1 (Rojo). La barra de escala equivale a 1 um. b. Grafica donde se muestra el perfil de intensidad del canal
verde (O-GalNAc glicosilacion) y rojo (LMN B1) a lo largo de la seleccidn linear. La linea trazada corresponde a la que se muestra en la
imagen con la composicion de los canales del panel superior (a.). c. Fluorograma correspondiente a las imagenes mostradas en a.,
donde se aprecia la fluorescencia del canal 1 (O-GalNAc glicosilacién) en funcién al canal 2 (LMN B1).

Adicionalmente, se realizé un analisis cuantitativo de la correlacidn de las sefiales en ambas
condiciones. También se incluyd como control la deteccién del terminal O-GIcNAc con la lectina
WGA en nucleos purificados y sobreglicosilados. El analisis cuantitativo de co-localizacién se realizé
utilizando la extension JACoP, y se calculd el coeficiente de correlacidon de Pearson utilizando el
método de umbralizacidn automatica de Costes para cada una de las imagenes en cuestidn. En la
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Figura 32 a., se muestran los resultados de la correlacidon entre LMN B1 y O-GalNAc glicosilacién.

Como puede apreciarse el coeficiente de correlacién de Pearson medio entre LMN B1 y O-GalNAc

glicosilacién aumenta de 0,151 a 0,630 cuando los nucleos son incubados con UDP-GalNAc. Este

aumento significativo en el valor del coeficiente de Pearson en los nucleos sobreglicosilados muestra

gue existe una relacién entre la presencia de LMN B1 y el terminal O-GalNAc, concordando con los

resultados obtenidos en el andlisis cualitativo-semicuantitativo de la Figura 30 y la Figura 31. Por el

contrario, y segln se muestra en la Figura 32 b, en la condicién control donde se evalua el terminal

O-GIcNAc en nucleos purificados y sobreglicosilados no existe una diferencia significativa en el valor

de correlacién segln Pearson entre LMN B1 y WGA.
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Figura 32. Andlisis cuantitativo de co-localizacion entre LMN B1y VVL

0-GalNAc glicosilacion de LMN BT

Control

La co-localizacidn se estudio en base al coeficiente de correlacién de Pearson con umbralizacién automatica de Costes. a. Se
grafico el valor medio del coeficiente de Pearson obtenido para la correlacién entre LMN B1 y O-GalNAc glicosilacion detectada con
la lectina VVL, en nucleos purificados y nucleos sobreglicosilados. La barra en la grafica corresponde a la desviacion estandar. En la
tabla se resumen los valores estadisticos para cada una de las condiciones. b. Como control se incluyé la deteccién de la O-GIcNAc
glicosilacion con la lectina WGA en ntcleos purificados y ntcleos sobreglicosilados. En esta condicidn control se estudié la correlacion
entre la O-GIcNAc glicosilacion y la proteina LMN B1. Al igual que en a., se muestra el grafico del valor medio de Pearson y desvio
estdndar para cada condicion y la tabla con el resumen de los valores estadisticos. (*) Significancia estadistica (p) medida por prueba
t pareada de dos colas, P <0,005.
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12. Ensayo de FRET: O-GalNAc Glicosilacion de LMN B1

Para estudiar si fehacientemente la proteina LMN B1 se O-GalNAc glicosila en nucleos
purificados sobreglicosilados, se realizé un ensayo de Transferencia de energia resonante de Forster
(FRET) mediante el método de fotoblanqueo del aceptor. En este ensayo Nucleos purificados o
Nucleos purificados pre-incubados con UDP-GalNAc, ambos expresando LMN B1-Cherry, fueron
marcados con las lectinas VVL o WGA (control). En este ensayo de FRET la proteina LMN B1 presenta
el tag fluorescente codificado genéticamente M-Cherry y la glicosilacién de tipo O-GalNAc se
detectéd mediante la lectina VVL la cual contiene un residuo de biotina, que es reconocido por la
proteina Estreptavidina acoplada al fluoréforo Alexa 488. Por lo tanto, si la glicosilacion de tipo O-
GalNAc ocurre sobre la proteina LMN B1, VVL la reconocera por lo que la interaccién del par proteico
Lectina/LMN B1 permite la transferencia de energia entre el fluoréforo Alexa 488 y M-Cherry
presente en LMN B1. El indice de FRET fue calculado segun se detalla en materiales y métodos, para

cada imagen en cada una de las condiciones ensayadas.

En la Figura 33 se muestra valor del indice de FRET para cada pixel de la imagen en nucleos
purificados y sobreglicosilados. En la seccién a de la Figura 33 se aprecian imagenes representativas
en las que se calculd el indice de FRET entre la lectina VVL (O-GalNAc glicosilacion) y LMN B1 en
nucleos purificados o nucleos sobreglicosilados. Puede notarse que ocurre un claro aumento en los
valores del indice de FRET tornandose el patron de marcacion nuclear en la condicién que muestra
el nucleo sobreglicosilado. Esto indica que cuando se ofrece UDP-GalNAc a los nucleos aumenta la

interaccion entre la lectina VVL y la proteina nuclear LMN B1.

En la Figura 33 b., se aprecian las condiciones que fueron incluidas como control. En este caso
el ensayo se realizd entre la lectina WGA, que detecta terminales de tipo O-GIcNAc, y LMN B1 tanto
en nucleos purificados como en nucleos sobreglicosilados. En la condicién control no se aprecia un
aumento en los valores de indice de FRET en los pixeles que integran las imagenes representativas

mostradas.
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Ndcleo Purificado Nucleo Sobreglicosilado

LMN B1/0-GalNAc

b Ndcleo Purificado Ndcleo Sobreglicosilado

LMN B1/0-GlcNAc (CONTROL)

Figura 33. Mapa de FRET en nucleos purificados y sobreglicosilados

La O-GalNAc glicosilacion de LMN B1 en nucleos purificados se estudié por FRET mediante fotoblanqueo del aceptor. a.
Imdgenes representativas en las cuales se muestra el indice de FRET para cada pixel segun el cédigo de color que las acompafia, entre
la lectina VVL (O-GalNAc glicosilacién) y LMN B1 en nucleos purificados o nucleos sobreglicosilados. b. Como control se incluyé el
calculo del indice de FRET entre la lectina WGA (O-GIcNAc glicosilacion) y LMN B1 en ndcleos purificados o nucleos sobreglicosilados.
La barra de escala equivale a 1 um.

Ademas de estas imdagenes donde puede apreciarse la distribucion y valores de FRET a modo
de inspeccién visual, se incluyé el cdlculo de los valores promedio del indice de FRET por imagen
para cada una de las condiciones en las que se realizd el ensayo de FRET por fotoblanqueo del
aceptor. Para el andlisis cuantitativo se midié el valor medio del indice de FRET en la region de la
imagen correspondiente a la zona donde se realizd el fotoblanqueo. Se aprecia en la Figura 34 a.,
que el indice de FRET medio entre LMNB1 y VVL es de 0,019 en nucleos purificados. Luego el valor
de FRET medio aumenta significativamente a 0,148 cuando los nucleos son sobreglicosilados. Por
el contrario en la Figura 34 b. se observa que no existe diferencia significativa en el valor de los
indices de FRET medios entre LMNB1 y WGA en nlcleos purificados y sobreglicosilados. En esta

condicidn control el indice de FRET asume valores de 0,013 y 0,011 en aquellos nucleos purificados

y en los que se encuentran sobreglicosilados, respectivamente.
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Figura 34. Cuantificacion del Indice de FRET medio en nucleos purificados y sobreglicosilados

0-GalNAc glicosilacién de LMN B1

Control

Se calculé indice de FRET medio en nucleos purificados y nucleos sobreglicosilados. a. En el grafico se muestra el valor
promedio del indice de FRET y la correspondiente desviacidn estandar en nucleos purificados y nucleos sobreglicosilados expresando
LMN B1 y detectando la O-GalNAc glicosilacion con VVL. En la tabla se resumen los valores estadisticos del indice de FRET para cada
condicién. b. Se grafican los valores medios de FRET y desvio estandar, y se muestra la tabla de resumen de estadistica para las
condiciones control que incluyen la deteccidon de la O-GlcNAc glicosilacion con WGA. (*) Significancia estadistica (p) medida por prueba
t pareada de dos colas, P <0,005.
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Las células regulan la sintesis de glicanos en respuesta a diversas sefiales. Si bien los O-
glicanos muestran patrones de expresidon altamente regulados, no son comprendidos en su
totalidad los mecanismos que dirigen la expresion de la informacién codificada en el glicoma. La
Glicosilacidn de tipo O-GalNAc es una MPT compleja por lo que el tipo de O-GalNAc glicano
sintetizado a partir de una proteina determinada dependera de varios factores incluyendo la
naturaleza de dicha proteina, del conjunto de glicosiltransferasas expresadas por la célula, la
disponibilidad del sustrato donante de carbohidrato, como asi también de la localizacién subcelular
de los actores involucrados. La regulacion de la glicosilacion de tipo O-GalNAc se produce en dos
niveles diferentes. El primer nivel de regulacién ocurre en el inicio de la glicosilacién, dependiendo
de qué proteinas se expresan y cudles de sus sitios seran glicosilados. El segundo punto de control
es a nivel de elongacién del O-GalNAc glicano, regulando la manera en que el glicano inicial sera
posteriormente modificado para dar lugar a la O-GalNAc glicoproteina final. El presente trabajo
doctoral esta enfocado en el estudio del inicio de la O-GalNAc glicosilacidn, y mds precisamente, en
la capacidad de biosintesis de este tipo de glicosilacién en el nucleo celular y sobre proteinas

nucleares.

Es ampliamente conocido que el inicio de la glicosilacion de tipo O-GalNAc transcurre
principalmente en el complejo de Golgi, encontrandose glicosiladas una gran cantidad de proteinas
de la via secretoria de las cuales algunas son secretadas al medio extracelular, mientras que otras
forman parte de la membrana celular (Stanley 2011, Vakhrushev et al. 2013). El inicio de la
glicosilaciéon de tipo O-GalNAc esta controlada por las ppGalNAc-Ts, familia de enzimas codificadas
por 20 genes homoélogos (GALNT 1-20) y con localizacién preferente en la porcidn Cis del complejo
de Golgi (Bennett et al. 2012). Diversos estudios se enfocan en comprender los mecanismos que
regulan la glicosilacién basados en la expresion diferencial de GALNTSs, en las capacidades que
poseen isoformas particulares de ppGalNAc-Ts de glicosilar proteinas determinadas o en la
modificacién covalente de las enzimas de glicosilacion (Schjoldager y Clausen 2012, Zlocowski et al.
2013, Schjoldager et al. 2015, Vojta et al. 2016). Sin embargo, y en forma relativamente reciente,
han surgido estudios dirigidos a comprender el rol de la compartimentacién de las ppGalNAc-Ts
como un mecanismo de regulacion de la O-glicosilacion (Gill et al. 2010, Gill et al. 2013). En el Gltimo
afio se ha propuesto un mecanismo denominado “Via GALA” (GALA pathway) que intenta explicar
la regulacion de la actividad de ppGalNAc-Ts a través de su re-localizacién subcelular (Chia et al.

2016). En condiciones normales casi todo el inicio de la glicosilaciéon de tipo O-GalNAc de las
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glicoproteinas secretadas y de membrana ocurre en Golgi. Aqui las ppGalNAc-Ts adicionan los
residuos de GalNAc que son rdpidamente modificados por C1GalT y elongados para dar los
correspondientes glicanos extendidos. Cuando la via GALA se activa, provoca la relocalizacién de las
ppGalNAc-Ts desde Golgi al RE. La relocalizacidn es inhibida por la quinasa ERK8 y estimulada por la
tirosin quinasa Src mediante la activacion del sistema de transporte mediado por COPI (Coat
Complex Protein I). Como resultado, las ppGalNAc-Ts pueden glicosilar proteinas residentes de RE y

aumenta la cantidad de terminales de tipo Tn en las glicoproteinas (Bard y Chia 2016).

Las ppGalNAc-Ts presentan expresion diferencial dependiendo del tipo celular y tejido, como
asi durante el desarrollo y diferenciacion. En base a su expresion, se las clasifica en dos grandes
grupos: de expresion ubicua y de expresidn restricta. La isoforma ppGalNAc-T2 fue seleccionada
como representante de los miembros con amplio patron de expresién. En cambio ppGalNAc-T3
presenta un patrén de expresidon mas restricto, encontrandose mas abundantemente en ciertos
organos como testiculo y pancreas (Bennett et al. 1996, Chefetz et al. 2009). GALNT3 fue
identificado como uno de los genes relacionados a la glicosilacién mas altamente regulados, donde
se propone que los microARNs cumplen roles en la regulacion de glicogenes (Kasper et al. 2014). En
el presente trabajo de tesis se analizé la distribucidon subcelular de las isoformas ppGalNAc-T2 y
ppGalNAc-T3 encontrandose que la isoforma ppGalNAc-T2 presenta localizacién caracteristica en
Golgi, mientras que ppGalNAc-T3 se distribuye principalmente en nucleo. Respecto a la localizacién
nuclear de otras isoformas de ppGalNAc-Ts, el Unico reporte existente se encuentra en la base de

datos del atlas de proteinas humanas http://www.proteinatlas.org (Uhlen et al. 2010). Aqui puede

apreciarse que las isoformas ppGalNAc-T 5, 6, 7, 10, 14 y 16 (GALNTS5, GALNT6, GALNT7, GALNT10,
GALNT14 y GALNT16 para su busqueda en la base de datos, respectivamente) presentan
distribucion en el nicleo analizado por microscopia de fluorescencia, en diversas lineas celulares
incluyendo A-431, MCF7, Hela, A-549, RT4, HEK 293, RH-30 y U-2 OS. En forma adicional, es posible
constatar en esta base de datos la expresion de GALNT3 ARNm en las lineas celulares HelLa, MCF7 y
T-47D las cuales fueron ensayadas en el presente trabajo. La corroboracion de la especificidad de
reconocimiento del anticuerpo anti-ppGalNAc-T3 realizada en este trabajo de tesis, sumado al
hecho de que es un anticuerpo disponible comercialmente y validado, son hechos que avalan la
confiabilidad del anticuerpo anti-ppGalNAc-T3 utilizado para estudiar la localizacién de la enzima en

este trabajo de tesis.
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En una siguiente etapa, se procedié a estudiar en forma mas detallada la distribucién nuclear
de ppGalNAc-T3 en células Hela. Para ello se utilizd6 como herramienta la tecnologia de microscopia
confocal, la cual permite obtener imagenes a diferentes profundidades a lo largo del espesor o el
eje Z de la muestra analizada. Se aprecia claramente que ppGalNAc-T3 se localiza en el interior del
nucleo presentando un patrén de tipo moteado, y estas motas o particulas nucleares, presentan un
tamafio variable pudiendo alcanzar didmetros de entre 0,10 y 1,21 um. Cabe destacar que el patrén
detectado para ppGalNAc T3 coincide con la morfologia descripta para diferentes CNs, entre ellos
Paraspeckles, Speckles y cuerpos PML segun el tamafo y nimero de motas detectadas. Mas aun,
varias de las proteinas nucleares que se identificaron como O-GalNAc glicosiladas en el
nucleoplasma de células Hela, estdan asociadas a ciertos grupos funcionales y/o dominios
subnucleares que incluyen Speckles, Paraspeckles, Granulos de estrés, cuerpos PML y nucleolo. Esto
indica que existe una relacidon entre el patron de distribucidon de esta isoforma y las proteinas
nucleares que podria ser capaz de O-GalNAc glicosilar. Mas aun, adicionalmente a la isoforma
ppGalNAc T3, varias ppGalNAc-Ts muestran distribuirse en la regién nuclear segun el Atlas de

Proteinas Humanas (http://www.proteinatlas.org/) y presentan un patron de distribucidon que

coincide con diferentes CNs (ppGalNAc-T 5, 6, 7, 10, 14 y 16). Esto por una parte demuestra que los
resultados de identificacion de proteinas nucleares glicosiladas tienen contundencia con la
distribucidn descripta para ppGalNAc-T3, y ademas sugieren que esta isoforma podria estar
relacionada con el control transcripcional en base a su relacidon con estos CNs. Adicionalmente la
localizacion nuclear de ppGalNAc-T3 fue analizada posterior al fraccionamiento subcelular, siendo
posible apreciar que ppGalNAc-T3 sigue manteniendo el patrdn de distribucion de tipo moteado en
los nucleos purificados observados mediante andlisis mediante microscopia confocal, asi como en
la fraccidn nuclear analizada mediante ensayo de WB. En la fracciéon nucleoplasmatica, la cantidad
de ppGalNAc-T3 detectada es mucho menor que en nucleos completos purificados. La metodologia
utilizada de fraccionamiento subcelular adaptada de (Shechter et al. 2007), involucra el uso de una
alta concentracion de sal para la obtencidn del nucleoplasma a partir de nucleos purificados. Esto
permite la solubilizacidn en la fraccién nucleoplasmatica de las histonas y proteinas asociadas, asi
como otras proteinas nucleoplasmaticas no solubles en otras condiciones. Sin embargo ciertas
proteinas pueden ser poco solubles aun en esta condicidén de alta concentracion de sal y uso de
detergente. Mediante andlisis de protedmica, se han identificado mas de 500 proteinas en

fracciones insolubles nucleares de células HelLa-S3. Estas fracciones incluyeron aquellas resistentes
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a alta concentracidn de sal/detergente/nucleasa y una fraccidn resistente a 3,5-diyodosalicilato de

litio/nucleasa (Takata et al. 2009).

En base a la evidencia de que al menos una isoforma de ppGalNAc-T se encuentra presente
en el nucleo celular, la siguiente cuestidén que surge es la posibilidad de que la/s ppGalNAc-Ts sean
capaces de iniciar la glicosilacion de tipo O-GalNAc en nucleo. Para que la glicosilacién se lleve a
cabo es necesaria la presencia del azlcar nucledtido UDP-GalNAc y un sustrato proteico con sitios
factibles de glicosilacién por la enzima. Es por ello que se explord la disponibilidad de UDP-GalNAc
en el nucleo celular, encontrandose que dicho azlcar nucledtido se encuentra presente en el
nucleoplasma de células HelLa en una concentracidn de 0,33 uM. Mas aun, la disponibilidad de UDP-
GalNAc aumenta de 0,33 uM a 0,51 uM cuando los nucleos purificados son preincubados con una
cantidad adicional de dicho azucar dador, evidenciando la capacidad de ingreso de UDP-GalNAc al
nucleo celular. Las concentraciones de UDP-GIcNAc y su epimero UDP-GalNAc estan directamente
influenciadas por la disponibilidad de nutrientes, dado que ambos azlcares nucledtidos son
derivados de la via de biosintesis de hexosamina dependiente de nutrientes y luego utilizados por
enzimas sensibles a su concentracion para glicosilar sus sustratos (Varki et al. 2009). Los
transportadores de azucar de nucleétidos transportan activamente UDP-GIcNAc en RE y Golgi,
mientras que el nucleo y la mitocondria son organelas altamente permeables al azicar nucleétido
pero no lo concentran (Bond y Hanover 2015). Debido a la analogia entre UDP-GIcNAc y UDP-
GalNAc, es probable que éste Ultimo ingrese a nucleo de la misma forma a partir del pool
citoplasmatico. Mas aun, en la revisidén realizada por Bond y Hanover (2015) se estima que la
concentracién de UDP-GIcNAc en citoplasma, nucleo y mitocondria esta en el rango de 2 a 30 uM
siendo concentrado de 10 a 30 veces en RE y Golgi, valores que se aproximan a los encontrados para
UDP-GalNAc en el presente trabajo. Por lo tanto el ingreso de UDP-GalNAc a nucleo estaria
influenciada por la permeabilidad de dicha membrana, siendo la disponibilidad celular de azicar

nucledtido un punto de regulacién de este tipo de glicosilacién.

Luego de comprobada la disponibilidad de UDP-GalNAc en nucleo y evidenciada su capacidad
de incorporacion, se utilizaron las lectinas HPA y VVL para detectar la glicosilacion de tipo O-GalNAc
sobre proteinas nucleares en nucleos purificados, resultante de la actividad ppGalNAc-T. Ambas
lectinas son herramientas ampliamente utilizadas para la deteccién de terminales O-GalNAc-
Ser/Thr, y empleadas en diversos trabajos de investigacion cientifica (Kakeji et al. 1991, Berger 1999,

Steentoft et al. 2013, Lorenz et al. 2016). En los ensayos realizados en el presente trabajo fue posible
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detectar glicosilacién de tipo O-GalNAc enddgena de proteinas en nucleo, asi como un marcado
aumento en su nivel o sobreglicosilacidon de las proteinas nucleares luego de la incubacién de los
nucleos con el azlcar dador. En cuanto a la glicosilacion de tipo O-GalNAc nuclear enddgena, los
niveles detectados son bajos. Cuando los nucleos purificados son expuestos a un exceso de azucar
dador UDP-GalNAc, se observa un aumento significativo de alrededor del 4,7 veces en los niveles de
O-glicosilacidn (135,4 UA en nucleos sin agregado de UDP-GalNAc y 638,9 UA en nucleos incubados
con exceso de UDP-GalNAc) lo que pone en evidencia la actividad O-GalNAc transferasa presente
en el nucleo celular, la cual se incrementa en respuesta al aumento de UDP-GalNAc disponible. De
manera complementaria, los ensayos de microscopia confocal revelan que los terminales aGalNAc
incorporados como consecuencia de la actividad GT en las proteinas, efectivamente se distribuye

en el interior del nucleo.

Los ensayos realizados con el fin de diferenciar la glicosilacion de tipo O-GalNAc nuclear de la
ya conocida glicosilaciéon de tipo O-GIcNAc, constatan que el terminal detectado en las
glicoproteinas presentes en los nucleos purificados corresponde a aGalNAc-Ser/Thr. La glicosilacién
de tipo O-GIcNAc es ampliamente conocida por su rol como regulador y modificador de diversas
proteinas nucleocitoplasmaticas, y hasta el momento, considerada como el Unico tipo de O-
glicosilacién nuclear (Zhang et al. 2011, Zhu et al. 2016). Este hecho, sumado a la alta analogia que
existe entre los terminales O-GIcNAc-Ser/Thr y O-GalNAc-Ser/Thr hacen que sea necesario
diferenciar la O-GIcNAc glicosilacion de la O-GalNAc glicosilacidn nuclear de proteinas, evidenciada
en el presente trabajo. En los ensayos realizados se constata que se detectan terminales aGalNAc-
Ser/Thr en las proteinas nucleares con la lectina VVL, aumentando la sefial de deteccién cuando los
nucleos purificados preincubados con exceso de UDP-GalNAc pero sin detectarse cambio cuando se
les suministra UDP-GIcNAc. En cambio la lectina WGA, que es empleada para detectar terminales
de tipo O-GlcNAc-Ser/Thr (Kelly y Hart 1989, Vosseller et al. 2006, Zachara et al. 2011), no reconoce
el aumento glicosilacién en nucleo cuando son sobreglicosilados con UDP-GalNAc, demostrando la
especificidad de reconocimiento de la lectina VVL por los terminales de tipo aGIcNAc-Ser/Thr y la
actividad catalitica de tipo GalNAc-Transferasa en nucleo. Resulta llamativo que no se observe un
aumento en el nivel de O-GlcNAc glicosilacién cuando los nucleos purificados son suplementados
con UDP-GIcNAc. El terminal O-GlcNAc se afiade dindmicamente y se elimina de las proteinas por la
OGT y la OGA, respectivamente. La homeostasis de O-GIcNAc parece ser critica para la regulacién

de muchas funciones celulares y la desregulacidn del ciclo O-GIcNAc estd implicada en la etiologia
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de numerosas enfermedades incluyendo tumorigénesis, disfuncién metabdlica y
neurodegeneracion (Ferrer et al. 2016, Wani et al. 2016). Quizas la glicosilacién nuclear de tipo O-
GIcNAc sea mas sensible que la de tipo O-GalNAc a los aumentos en los niveles de aztcar nucleétido,
desencadenando respuestas regulatorias tendientes a mantener los niveles de O-glicosilacion sobre
las proteinas nucleares (Zhang et al. 2014). De esta manera la enzima OGA podria aumentar su
expresion y/o actividad bajo esta condicidn removiendo el terminal de las glicoroteinas, explicando

de esta manera el efecto observando en el presente trabajo de tesis.

Adicionalmente, se verificd la naturaleza del terminal detectado por la lectina HPA en nucleos
sobreglicosilados mediante el uso de la enzima a-N-acetilgalactosaminidasa. Esta enzima esta
involucrada en la hidrélisis de glicoconjugados que contienen residuos terminales de a-N-
acetilgalactosamina (Dean y Sweeley 1979). El tratamiento con la enzima a-N-
acetilgalactosaminidasa en nucleos sobreglicosilados provoca la disminuciéon en la sefial de
glicosilacién detectada con HPA, demostrando que los GalNAc unidos a proteinas corresponden a

anémeros alfa de GalNAc.

Otra diferencia entre la glicosilacion de tipo O-GalNAc vy la glicosilacién de tipo O-GIcNAc es
gue, en ésta Ultima, el terminal O-GIcNAc no es elongado en nucleo. La enzima OGT es la encargada
de transferir B-O-GIcNAc a los residuos de Ser y Thr de proteinas nucleares, citoplasmaticas y
mitocondriales. Esta modificacidn con O-GIcNAc cumple roles regulando la actividad de diversas
proteinas nucleares. Adicionalmente, la enzima OGA es capaz de catalizar la remocién del terminal
B-GIcNAc por lo que la glicosilacién de tipo O-GIcNAc es reversible y se caracteriza por ser dindmica
y ciclica (Nagel y Ball 2014, Levine y Walker 2016). En cambio, el terminal a-GalNAc o antigeno Tn
es usualmente elongado en Golgi mediante el agregado de Galactosa por la enzima C1GalT dando
como producto el antigeno T, que luego sigue la ruta de O-Glicosilacidon para dar glicanos mas
complejos. Alteraciones en la elongacién de glicanos de tipo O-GalNAc estd asociado con estados
patoldgicos, y la expresidon de glicanos cortos como los antigenos Tn, T y sus formas sililadas son
antigenos caracteristicos asociados a tumores (Ju et al. 2014, Fu et al. 2016). El terminal detectado
por las lectinas VVL y HPA en proteinas de nucleos purificados, ademds de ser removido
especificamente por la enzima a-N-acetilgalactosaminidasa también es capaz de ser elongado en
presencia del azucar dador UDP-Gal. Este efecto es apreciado tanto con HPA (que reconoce el
antigeno Tn) donde se evidencia una disminucidn en el reconocimiento de la lectina cuando se

ofrece UDP-GalNAc y UDP-Gal respecto de cuando sdlo se ofrece UDP-GalNAc; asi como con ABL
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(que reconoce el antigeno T), lectina que aumenta su reconocimiento cuando los nucleos son
incubados con UDP-GalNAc y UDP-Gal respecto de cuando sélo se ofrece UDP-GalNAc. En ambas
situaciones las lectinas indican que cuando se suministra UDP-GalNAc en los nucleos hay enzimas
alli presentes capaces de transferirlo a las proteinas aumentando el nivel de antigeno Tny, si ademas
de UDP-GalNAc posteriormente se incuba los nucleos purificados con UDP-Gal, el antigeno Tn

presente en los nucleos sobreglicosilados es extendido dando lugar a la biosintesis de antigeno T.

Como puede apreciarse, el uso de los nucleos purificados resulté clave en el presente trabajo
resultando en una novedosa metodologia para estudiar la O-glicosilacion nuclear. Sistemas
similares que incluyen el uso de nucleos purificados para evaluar la expresion génica, son
ampliamente utilizados. Los ensayos de transcripcion nuclear de tipo run-on implican la extraccién
en frio de nucleos intactos y su posterior incubacién a 37°C, por un tiempo corto, con
ribonucledtidos radioactivos para luego medir la tasa de transcripcion (Murphy 1993, Smale 2009).
Brasse-Lagnel y colaboradores (Brasse-Lagnel, Fairand et al. 2003) demostraron mediante el uso de
ensayos run-on que el metabolismo de la glutamina a través de la via de hexosamina conduce a la
O-GIcNACc glicosilacion citosélica de Spl, el cual se trasloca al nucleo y estimula la transcripcién del
gen Argininsuccinato sintetasa. Sin embargo, a la fecha no ha sido documentado el uso de nucleos
purificados para el estudio de glicosilacién y en particular permitiendo el ingreso al nicleo del aztcar
dadoryluego evaluando el producto de las enzimas nucleares, como se realiza en esta tesis doctoral.
En las estrategias usualmente utilizadas para analizar la O-glicosilacion en nucleo, se les suplementa
a las células en cultivo monosacdridos ligeramente modificados como sustrato alternativo al
sustrato de azucar natural. Luego este monosacdrido es incorporado a los glicoconjugados por la
magquinaria biosintética celular y puede ser analizado por diferentes metodologias (Vocadlo, Hang
et al. 2003, Laughlin, Agard et al. 2006). La purificacion de nucleos intactos y su posterior exposicién
a un exceso de UDP-GalNAc, es un modelo de estudio que ofrece diversas ventajas. En primer lugar
el nlcleo se encuentra aislado: esto significa que, ademads de encontrarse libre de otras organelas
qgue podrian intervenir con los procesos nucleares que se desean estudiar, no presenta los
mecanismos de transporte de proteinas cominmente encontrados en una célula completa. Al
encontrarse libre del citoplasma y las enzimas alli presentes, también se evita la interconversion del
azucar UDP-GalNAc a UDP-GIcNAc mediante la via biosintética de hexosaminas (Daenzer et al.
2012). Dado que en este sistema se ofrece un exceso UDP-GalNAc a los nucleos, también se

garantiza que es éste el azlcar incorporado al aumentar su disponibilidad y por lo tanto, aGalNAc-
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Ser/Thr el terminal que luego va a detectarse en mayor cantidad en las glicoproteinas. Ademas, esta
suplementacién con UDP-GalNAc permite una especie de “sobreexpresion” de glicoproteinas O-

GalNAc glicosiladas.

La actividad O-GalNAc transferasa, ademds de ser estudiada en nucleos purificados, se analizé
en el extracto nuclear soluble o nucleoplasma. Cuando el nucleoplasma de células Hela es ofrecido
a MUC1, un aceptor peptidico clasico de las ppGalNAc-Ts; y en presencia UDP-GalNAc, azlcar
activado dador en el inicio de la sintesis de glicanos de tipo O-GalNAc, es posible apreciar actividad
transferasa en esta fraccion. De esta forma fue posible confirmar la presencia de actividad especifica
de tipo ppGalNAc-T en nucleoplasma, la cual alcanza valores de 6,65 pU/mg. Adicionalmente, si se
brindan las condiciones adecuadas de temperatura para permitir la accion enzimatica y en presencia
de un exceso de UDP-GalNAc, también es posible apreciar dicha actividad ppGalNAc-Transferasa
sobre las proteinas nucleares. Estos resultados claramente indican la presencia, de al menos, un tipo
de ppGalNAc-T en esta fraccidon. Si bien se evidencia una pequeiia cantidad de ppGalNAc-T3 en
nucleoplasma utilizando el anticuerpo anti-ppGalNAc-T3, podria ser suficiente para provocar la O-
glicosilacién de las proteinas nucleares. Sin embargo debe considerarse que, segun fue discutido y
en base a los datos presentes en el proyecto del Atlas de Proteinas Humanas

(http://www.proteinatlas.org/), en nicleo podrian encontrarse mas de un tipo de ppGalNAc-T

capaces de llevar a cabo esta reaccion.

En una etapa siguiente, se identific6 mediante anilisis de espectrometria de masas las
proteinas nucleares con terminales de tipo a-GalNAc presentes en el nucleoplasma de nucleos
purificados (glicosilacién enddgena) y en nucleos sobreglicosilados. En la condicidon donde se evalud
a las proteinas nucleares glicosiladas endégenamente, se identificaron 2 proteinas ribosomales 40S
nucleocitoplasmaticas: RPS3 y RPS6. RPS3 también fue detectada en nucleos sobreglicosilados. La
proteina nucleoclitoplasmatica RPS3, ademas de ser uno de los constituyentes de la subunidad
ribosdmica 40S, cumple diversos roles extraribosdmicos en el nucleo celular que incluyen la
reparacion del ADN y la regulacién de la expresidon génica (Graifer et al. 2014). MPTs como la
fosforilacién, metilacién, sumoilacidon y N-glicosilacién regulan las funciones extra-ribosdmicas de
esta proteina en diferentes condiciones (Graifer et al. 2014, Kim et al. 2016), por lo que es de
suponer que la O-GalNAc glicosilacion podria tener un rol similar a las otras MPTs. RPS6 también
participa en funciones extraribosomales, y su fosforilacion le permite interactuar con diversas

proteinas, cumpliendo roles fisioldgicos en la proliferacidon celular y la homeostasis de glucosa
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(Meyuhas 2015). En los nucleos sobreglicosilados se identificaron 23 proteinas nucleares de las
cuales 16 corresponden a proteinas Nucleo-Citoplasmaticas y 7 de ellas proteinas de residencia
nuclear. Este nimero guarda relacion con el evidente aumento en el nivel de O-glicosilacion en los
nucleos purificados incubados con UDP-GalNAc, detectandose un total de 2 proteinas glicosiladas
endégenamente en el nucleoplasma de nucleos de Hela mientras que el nimero de proteinas
identificadas asciende a un total de 25 cuando los nucleos son sobreglicosilados. Respecto a las
proteinas identificadas en nucleos sobreglicosilados, se ha reportado localizacidon nuclear para el
92% de ellas segun la informaciéon presente en las bases de datos de UNIPROT y NPD. El valor del
pardmetro de relacion de PSM resultante del andlisis de proteémica es util para describir la
abundancia relativa de una proteina ya que, cuanto mayor es el valor de PSM, mayor es la
abundancia de la proteina en dicha muestra (Gao et al. 2005). Segun los valores de la relacién de
PSMs de las glicoproteinas presentes en el ntcleoplasma de ntcleos sobreglicosilados, Pre-LMN A/C
(30) y LMN B1 (22) son las mas abundantes en esta muestra. Estas proteinas identificadas, junto con
LMN B2 (7), son componentes esenciales de la Ldmina nuclear requeridas para diversas y
fundamentales funciones nucleares (Xie y Burke 2016). Otra de las proteinas con valor de PSM
relativamente alto es SFPQ (17), componente caracteristico de Paraspeckles al igual que NONO (8)
(Fox y Lamond 2010). Ambas proteinas presentan motivos de reconocimiento a ARN y son capaces
de formar heterodimeros (Passon et al. 2012). También se identificaron diversas proteinas
ribosomales como la ya mencionada RPS3 (5) y las RPs RPS18 (3,5), RPS14 (3), RPS3A (3,5), RPSA (3),
RPLPO (3), RPLP2 (3). La biosintesis de la maquinaria ribosomal comienza en el nucléolo, donde mas
de 70 tipos de RPs son ensambladas junto con diferentes especies de ARNrs y factores no
ribosdmicos formando la particula pre-ribosémica 90S. En el nucléolo, este precursor sufre multiples
modificaciones y posterior separacién en particulas pre-60S y pre-40S que luego se transportan al
citoplasma (Tschochner y Hurt 2003). Por este motivo, no es sorprendente haber identificado estas
RPs en la fraccidén nuclear soluble, siendo proteinas tipicamente nucleocitoplasmaticas. Las RPs
ademas de cumplir funciones como componentes de los ribosomas en el citoplasma, participan en
diversas funciones extraribosomales (Zhou et al. 2015). Como ejemplos podemos citar las RPs
RPS14, RPS3A y RPSA las cuales tienen roles tumorgénicos al ser capaces de interaccionar con
factores de transcripcién nucleares como c-Myc, NF-kB y factores de reparacion de ADN como RNF8
y BRCA1l (Lim et al. 2011, Guerra-Rebollo et al. 2012, Zhou et al. 2013). Otra proteina
nucleocitoplasmatica identificada, también asociada con la traduccidn de proteinas, es el Factor de

elongacion 1-a-1 (3). El EF-1-a-1 tiene funciones extracitoplasmaticas, siendo capaz de interactuar
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con los factores de transcripcion p53 y p73 que regulan genes involucrados en el ciclo celular,
senescencia y apoptosis (Blanch et al. 2013). Diversas proteinas identificadas forman parte del
Espliceosoma incluyendo a las ya mencionados RPS3, RPS3A, RPS18, EF-1-a-1, como asi también las
proteinas RBMX (4,7), hnRNP K (4), SRP9 (4), DHX9 (4) y SF3B1 (3) (Rappsilber et al. 2002, Cvitkovic
y Jurica 2013). El Espliceosoma es un complejo de ARN-(multi)proteico, donde se lleva a cabo el
empalme alternativo de ARNms. La mayoria del empalme alternativo ocurre co-
transcripcionalmente, y los Espliceosomas activos se localizan dentro y en la periferia de los
Speckles. Varias de las proteinas identificadas presentan mas de una localizacidn subcelular,
inclusive pudiéndose encontrar en mdas de un tipo de dominio subnuclear y muchas veces
coincidiendo en su ocurrencia. Los CNs se caracterizan por su dinamismo y sus componentes se
intercambian tanto con el nucleoplasma circundante como entre los diferentes tipos de CNs (Carmo-

Fonseca et al. 2000, Andersen et al. 2002, Fox et al. 2002).

Posterior a la identificacidn de las proteinas mediante espectrometria de masas, y en funcion
los valores de la relacién de PSM, se decidié centrar el estudio de la glicosilacion de la proteina LMN
B1. En una primera instancia se estudié la posibilidad de O-GalNAc glicosilacidn de LMNB1 mediante
analisis bioinformatico, detectandose un alto numero (45) de sitios potenciales de O-GalNAc
glicosilacién, los que ademas presentan un alto grado de confianza de la prediccién. En cuanto a la
prediccidn de sitios de O-GIcNAc glicosilacion de LMN B1, se detectd una factibilidad mucho menor.
Si bien no existen evidencias a nivel experimental de O-GIcNAc glicosilacién de LMN B1, se ha
reportado que los residuos Ser-612 y Thr-643 de LMN A se O-GlcNAc glicosilan en células Hela,
aunque no se conoce el rol que cumple dicha MPT en esta proteina (Wang, Udeshi et al. 2010). A
pesar de no existir una secuencia conceso especifica para la glicosilacién de tipo O-GalNAc, diversas
herramientas de bioinformatica son capaces de predecir sitios de O-GalNAc glicosilacidon en las
proteinas. Junto con la evolucién de los campos de la protedmica y la espectrometria de masas, se
estan desarrollando cada vez mas métodos de alto rendimiento para la identificacion de diversas
MPTs (Blom, Sicheritz-Ponten et al. 2004, Calvete and Sanz 2008, Hassan, Badr et al. 2015, Li, Li et
al. 2015). Si bien estos métodos son predictivos, resultan de gran ventaja al reducir el nimero de
pasos experimentales necesarios para estudiar la O-glicosilacion al integrar enfoques
computacionales en procedimientos de validacién. Ademas, estas bases de datos aumentan su
precision con el paso del tiempo debido al constante y dindmico agregado de nuevos datos

experimentales. Adicionalmente a la prediccidon de glicosilacion de LMNB1, se realizd un ensayo de
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co-localizacién mediante microscopia confocal. El analisis de correlacién entre la seifial de
glicosilacion nuclear de tipo O-GalNAcy LMN B1, revela que la actividad GalNAc-transferasa nuclear
es capaz de glicosilar la proteina nuclear LMN B1 ya que en nucleos sobreglicosilados ocurre un claro
aumento en la sefal de O-GalNAc glicosilacién de LMN B1. Dicho andlisis cuantitativo se realizé
analizando la correlacidn mediante el calculo del coeficiente de correlacidon de Pearson, el cual
refleja la fuerza de la relacidn lineal entre las dos variables (Manders et al. 1992). Cuando los ntcleos
son sobreglicosilados, la co-localizacidn entre la sefial de glicosilacion de tipo O-GalNAc y la proteina
LMN B1 aumenta significativamente (Pearson 0,15 en nucleos purificados aumentando a 0,63 en

nucleos sobreglicosilados), sin variar en la condicién control.

Si bien el analisis bioinformatico y los resultados del andlisis de co-localizacién indican que
existe una relacion entre la O-GalNAc glicosilacién nuclear y LMN B1, no terminan de probar que
LMN B1 sea portadora de esta MPT. Debido a su naturaleza no codificada genéticamente de la
mayoria de las MPTs, estrategias comunmente utilizadas para detectar proteinas especificas como
por ejemplo quimeras de proteina fluorescente verde (GFP), no pueden ser utilizadas para marcar
terminales con MPTs. Se han desarrollado diferentes tipos de estrategias donde la MPT y la proteina
gue se quiere investigar si estd modificada, son marcados con diferentes etiquetas o tags. Estas
estrategias permiten evidenciar la MPT mediante la generacion de senales fluorescentes
dependientes de la proximidad nanométrica del par en cuestion (Laughlin y Bertozzi 2009, Changy
Bertozzi 2012, Lin et al. 2015). Mediante ensayo de FRET pudo determinarse que, cuando los nucleos
son incubados con un exceso de UDP-GalNAc, existe actividad glicosiltransferasa nuclear capaz de
incorporar residuo/s de tipo a-GalNAc en la proteina LMN B1. Esto se vio reflejado en los valores
medio del indice de FRET, el cual aumenta casi 8 veces (0,019 a 0,148) cuando los nucleos son
sobreglicosilados. Mas aun, los resultados obtenidos en el ensayo de FRET guardan relacién con los
obtenidos en el andlisis de co-localizacion: en ambos casos existen diferencias significativas en el
nivel de glicosilacidon de tipo O-GalNAc de LMNB1 cuando los nucleos son sobreglicosilados, sin
apreciarse diferencias en las respectivas condiciones control. Estos resultados, sumado a la
deteccion en un alto nivel relativo de LMNB1 glicosilada en el nucleoplasma de nucleos
sobreglicosilados mediante el analisis mediante espectrometria de masas, indican que
efectivamente LMNB1 es una proteina capaz de ser O-GalNAc glicosilada en el nucleo de células

Hela.
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Estructuralmente, al igual que las demds LMNs, LMNB1 presenta un dominio central largo en
alfa hélice, flanqueado por un dominio globular corto en el extremo amino terminal (cabeza) y un
domio carboxi terminal (C-terminal) largo (cola) (Figura 3). El dominio central posee cuatro
segmentos que estdn separados por regiones separadoras o linkers. El dominio de la cola contiene
una sefial de localizacién nuclear, un dominio de inmunoglobulina y una caja CAAX conservada
(Dittmer y Misteli 2011). En cuanto a las MPTs que puede sufrir LMNB1 en su estado maduro se
incluyen la fosforilacién, ubiquitinacién, acetilacidon y clivaje por proteasas apoptdticas (Simon vy
Wilson 2013). Se conocen 32 sitios de fosforilacién de LMNB1, de los cuales la mayoria de ellos se
distribuyen en las regiones de la cabeza y cola, con la mayor densidad entre el dominio central y la
sefial de localizacion nuclear. La fosforilacién, entre otros roles, es importante al regular la dindamica
de las LMNs durante la mitosis y el ciclo celular (Kuga et al. 2010, Mall et al. 2012). De manera
similar, los sitios predictivos de O-GalNAc glicosilacion de LMNB1 presentan una alta densidad en
los dominios de la cabeza (aminodacidos 2 al 34) y la cola (aminoacidos 387 al 586): se detectan 8
sitios en la cabeza y 24 en la cola, aunque también hay diversos potenciales sitios en el dominio
central en las 4 regiones y en los linkers 1 y 2. No es sorpresiva la coincidencia entre las regiones
potenciales de O-GalNAc glicosilacién y los sitios en que ocurre la fosforilacion, ya que ambas MPTs
ocurren en las Ser y Thr. Estas evidencias sugieren que podria existir una competencia entre la O-
GalNAc glicosilacion y la fosforilacién, de manera similar de como ocurre con la O-GIcNAc

glicosilacién (Hu et al. 2010, Wang et al. 2010, Chaiyawat et al. 2015).

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo que demuestran la actividad de tipo
O-GalNAc glicosil transferasa en el nucleo celular, la cual es capaz de O-GalNAc glicosilar in situ a
diversas proteinas nucleares incluyendo a LMNB], es evidente que esta MPT podria cumplir diversos
roles regulatorios. Esta modulacién podria darse al afectar directamente la funcidn de las proteinas
O-GalNAc glicosiladas o de manera indirecta, al afectar la interaccién de estas proteinas nucleares
con otras moléculas regulatorias. Como ejemplo podemos citar a las LMNs identificadas en esta
tesis, las cuales cumplen diversos roles regulando la estructura y funcidn nuclear y cuya alteracion
se asocia con diversas patologias conocidas conjuntamente como laminopatias. Dado que las LMNs
son capaces de interactuar con diversas moléculas nucleares incluyendo factores de transcripcion,
histonas y ADN, e inclusive entre ellas mismas, la O-GalNAc glicosilacion de estas proteinas podria
ser un requisito necesario para su normal funcidn o regulacion de sus diversos roles, e inclusive estar

asociada a estados patoldgicos. Si bien la expresién de O-GalNAc glicanos truncados en las
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glicoproteinas que atraviesan la via secretoria estd asociado a estados patoldgicos como el
desarrollo de tumores y cancer; aun queda pendiente develar el rol de la O-GalNAc glicosilacion

nuclear y si la presencia de ppGalNAc-Ts en nucleo seria necesaria para llevar a cabo una normal

funcién celular.
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VII. CONCLUSIONES
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En el presente trabajo de tesis Doctoral se muestran sélidas evidencias de que la glicosilaciéon
de tipo O-GalNAc transcurre en el nucleo de células humanas, identificdAndose todos los actores
necesarios para la biosintesis de glicanos de tipo O-GalNAc en esta organela. Entre dichos actores
se detecta la presencia de la isoforma ppGalNAc-T3 en el nucleo celular la cual muestra, ademas de
la clasica expresidon en Golgi, una clara distribucidon dentro del nucleo. La actividad ppGalNAc-T
encontrada en nucleoplasma, sugiere que mas de una isoforma de ppGalNAc-T podria ser capaz de
iniciar la biosintesis de glicanos de tipo O-GalNAc en nucleo. En referencia a esto, surgen diversas
cuestiones como por ejemplo cudles serian las ppGalNAc-Ts capaces de localizarse en nucleo,
considerando que el inicio de la glicosilacion de tipo O-GalNAc puede ser iniciado por 20 isoenzimas
que presentan expresion diferencial segun el tipo celular, estadio de desarrollo, e inclusive su
localizacién y nivel de expresién puede verse alterado en estados patolégicos como por ejemplo

cancer.

El segundo componente identificado necesario para la glicosilacién de tipo O-GalNAc, es el
azucar nucledtido activado. El azdcar UDP-GalNAc, dador de GalNAc para la sintesis de glicanos, se
encuentra presente en nucleo aumentando su disponibilidad intranuclear cuando se suplementa en
exceso a los nucleos purificados. Esto por una parte permitié demostrar que el UDP-GalNAc puede
atravesar la membrana nuclear hacia el interior del nucleo, y por otra parte, fue utilizado como una
original estrategia para estudiar la actividad GalNAc-Transferasa en nucleo la cual aumenta en

respuesta a esta mayor disponibilidad de sustrato.

Entre las proteinas identificadas, blanco de la actividad GalNAc-Transferasa nuclear,
encontramos a las LMNs que, ademads de cumplir roles fundamentales en la arquitectura nuclear,
regulan la expresion génica mediante dominios de interaccién con el genoma. Otras de las proteinas
identificadas integran diferentes CNs, los cuales regulan la expresion génica principalmente por
mecanismos que incluyen el procesamiento de ARN asi como la retencién de ARNms. Ademas se
identificaron diversas RPs que, junto con factores de inicio de la transcripcion y elongacion también
identificados en este trabajo, sugieren que esta MPT podria ser importante modulando la traduccion
de proteinas. Dado que estas proteinas nucleares con potencialidad de ser O-GalNAc glicosiladas
participan en roles fundamentales para la funcidn nuclear, la glicosilacion de tipo O-GalNAc en
nucleo podria cumplir funciones regulando distintos procesos nucleares. Por lo tanto, el rol de esta

modificacion postraduccional en el nucleo de células humanas es una cuestion préxima a descifrar.
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VIII. PERSPECTIVAS

El hallazgo de que la glicosilacion de tipo O-GalNAc ocurre en el nucleo de células
humanas, es sumamente novedoso. Por este motivo podemos considerar que éste es solo el
inicio de la comprensiéon de dicha MPT a nivel nuclear, y junto con ello, se abre lugar a diversas
preguntas respecto a los roles y mecanismos que cumple la glicosilacién de tipo O-GalNAc sobre

proteinas presentes en el nucleo celular.

Una de las interesantes cuestiones que surgen a partir de este trabajo es la comprension
de cuales son los mecanismos y/o condiciones en que las ppGalNAc-Ts son transportadas al
nucleo. Estas particulares enzimas responsables del inicio de la glicosilacidn de tipo O-GalNAc
tradicionalmente se localizan en Golgi presentando un dominio transmembrana es corto de 15
a 25 aminodacidos. Sin embargo, ppGalNAc-T3 se distribuye en nucleo en diferentes lineas
celulares y se evidencia actividad O-GalNAc glicosil transferasa en la fraccion soluble
nucleoplasmatica. Ciertos reportes indican la existencia de regiones susceptibles al clivaje
proteolitico por accion de una proteasa de membrana (Hooper et al. 1997) dado que las
ppGalNAc-Ts son encontradas en secreciones como calostro (Hagen et al. 1993). Se piensa que
la liberacién/eliminacién de las enzimas de Golgi involucra el clivaje endoproteolitico en la
region tallo o stem, con la consecuente secrecién de las enzimas solubles cataliticamente
activas. Quizds un mecanismo similar que implique la modificacién de ppGalNAc-Ts mediante
este tipo de modificacién, pueda ser un factor que determine su localizacién en nucleoplasma.
Adicionalmente, otro mecanismo que podria determinar la localizacion nuclear de ppGalNAc-Ts
podria ser mediante MPTs en estas enzimas, como por ejemplo la acetilacion. La acetilacion
afecta la funcién de las proteinas en diferentes aspectos alterando su conformacion, localizacion
subcelular, estabilidad, interacciones proteina-proteina o proteina-acido nucleico y actividad
enzimatica (Xiong y Guan 2012, Choudhary et al. 2014). En nuestro laboratorio se ha comenzado
a estudiar la acetilacion de ppGalNAc-Ts de origen humano caracterizando como afecta a las
propiedades de estas enzimas (Zlocowski et al. 2011, Zlocowski et al. 2013). Ademas, en un
trabajo reciente de nuestro grupo se encontrd que el residuo K626 de ppGalNAc-T3 presenta
alta probabilidad de acetilacion por la acetiltransferasa nuclear p300 (Lorenz et al. 2017). Este
hallazgo reciente indica la posibilidad de que la acetilacién ademas pueda regular la actividad de

ppGalNAc-T3 en nucleo.

Otra cuestion relevante que surge a partir del presente trabajo, es la determinacion del

rol de la glicosilacion de tipo O-GalNAc en nucleo. Dado que muchas de las proteinas nucleares
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capaces de ser O-GalNAc glicosiladas que fueron identificadas en el presente trabajo cumplen
roles en la regulacién génica, la glicosilacién de tipo O-GalNAc nuclear podria modular de forma
directa o indirecta las funciones de estas proteinas. La presencia de formas truncadas de O-
GalNAc glicanos en la membrana celular son marcadores tipicos de procesos tumorigénicos, y la
relocalizacién de ppGalNAc-Ts mediante la via GALA también se ve incrementada y se encuentra
asociada al desarrollo de tumores malignos (Bard y Chia 2016). Sin embargo, aun queda
pendiente develar los posibles roles de la glicosilacion de tipo O-GalNAc nuclear y los efectos de

la presencia de ppGalNAc-Ts en nucleo.

En una siguiente etapa pretendemos estudiar el efecto de la expresidon de antigeno Tn en
las proteinas nucleares. Dado que varias de las proteinas que se O-GalNAc glicosilan regulan la
expresion de genes, se pretende analizar la influencia de la glicosilacién de tipo O-GalNAc
nuclear sobre la actividad transcripcional. Para estudiar el efecto transcripcional de la
glicosilacién, se disefaran primers especificos para genes regulados por LMNs. Luego mediante
RT-PCR cuantitativa, se determinarad el nivel de expresion de dichos genes blanco en nucleos de
células Helay nucleos sobreglicosilados. Ademas, también esperamos poder identificar los sitios
de O-GalNAc glicosilacién de LMN B1 para poder comprender como influye esta MPT en la
funcidn de dicha proteina. De esta forma, analizando el cambio en los perfiles de expresidon e
identificando los sitios de O-GalNAc glicosilacion de las proteinas nucleares, esperamos descifrar
el rol de esta modificacién sobre la expresidn de genes y en particular, sobre la regulacion de los

genes asociados a diferentes laminopatias.
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IX. MATERIALES Y METODOS
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1. Lineas celulares

Las lineas celulares tumorales humanas de cuello de Utero (Hela), adenocarcinoma de
mama (MCF-7), tumor de mama (T47D) y neuroblastoma (SK-N-AS) fueron cultivadas y
mantenidas en estufa a 37 °C en 5 % de CO, en medio DMEM (“Dulbecco’s modified Eagle’s
medium”) (GIBCO-Invitrogen) suplementado con 10 % de Suero fetal bovino (SFB),
estreptomicina (100 pug/mL) y penicilina (200 U/mL). En el caso de las células de insecto Sf9,
utilizadas para la expresién de proteinas en forma recombinante, fueron cultivadas a 27 °C en
medio Grace (Gibco-Invitrogen) suplementado con antibiético y 10 % de SFB. Las mencionadas
lineas celulares pertenecen al CIQUIBIC, Departamento de Biologia Quimica, Universidad

Nacional de Cérdoba, Argentina.

2. SDS-PAGE y Western Blot

Las muestras fueron suplementadas con buffer de muestra 4X (Tris HCl 0,3 M pH 6,8;
Glicerol 40%, SDS 8%, azul de bromofenol 0,4%, 2-mercaptoetanol 5%), se sonicaron para
asegurar la ruptura de las membranas celulares y se hirvieron a 100°C durante 5 min. Luego
fueron sembradas y corridas en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE). El gel se sometié a deteccidn de proteinas totales mediante tincidn con Azul Brillante de
Coomassie, o bien fue electrotransferido a una membrana de nitrocelulosa (GE-Healthcare) a
350 mA durante 50 min. Segun si el objetivo fue la deteccion de proteinas o glicoproteinas, se

procedid de formas diferentes.

Para la deteccidn de proteinas mediante WB, la membrana se bloqued durante 30 min a
temperatura ambiente (TA) con leche descremada (LD) al 3% en soluciéon tampdn fosfato salina
o PBS (fosfato de sodio 10 mM, pH 7,4; NaCl 150 mM). Posteriormente, la membrana fue
incubada con los diferentes anticuerpos primarios a ensayar los cuales incluyeron conejo anti-
ppGalNAc-T3 humana (1:500) (HPA007613, Sigma-Aldrich), conejo anti-ppGalNAc-T2 humana
(1:500) (HPA011222, Sigma-Aldrich), ratén anti- a-tubulina (clon DM1A, T9026, Sigma-Aldrich)
(1:2500), ratén anti-Golgin 97 (1:100) (A-21270, Thermo Fisher Scientific), ratén anti-
Calreticulina (1:1000) (612137, BD biosciences), conejo anti-histona H3 (1:5000) (AS10 710,
Agrisera). Para la visualizacién y deteccidn de las bandas se utilizaron anticuerpos secundarios
de origen caprino conjugados a fluoréforos: anti-IgG de conejo IRDye® 800 (verde) y anti-lgG de
raton IRDye® 680 (rojo), a una dilucion 1:20000 para ambos anticuerpos (LI-COR Biosciences).
En todos los casos los anticuerpos fueron diluidos en LD 1% en PBS. En la Figura 35 se muestra

la especificidad de reconocimiento en un homogenato de células Hela de los anticuerpos anti-
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ppGalNAc-T2 (http://www.proteinatlas.org/ENSG00000143641-GALNT2/antibody) y anti-

ppGalNAc-T3 (http://www.proteinatlas.org/ENSG00000115339-GALNT3/antibody), utilizados

en diversos ensayos para estudiar la localizacidon nuclear de ppGalNAc-T en ndcleo.
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Figura 35. Anticuerpos comerciales anti-ppGalNAc-T2y T3

Los anticuerpos comerciales anti-ppGalNAc-T3 (HPA007613, Sigma-Aldrich) y anti-ppGalNAc-T2 (HPA011222, Sigma-
Aldrich) fueron ensayados mediante WB en un homogenato total de células HelLa. La membrana fue primero incubada con anti-
ppGalNAc-T3 revelando una Unica banda en la movilidad esperada para ppGalNAc-T3 (72 KDa), que se muestra en la imagen
central. Luego la misma membrana fue incubada con anti-ppGalNAc-T2, y en la imagen de la derecha se observa una banda
adicional con la movilidad prevista para ppGalNAc-T2 (65 KDa). El SDS-PAGE tefiido con azul brillante de Coomassie muestra las
proteinas totales.

Para la deteccion de terminales glicoproteicos mediante WB, la membrana se bloqued
durante 1 hora a TA con polivinilpirrolidona (PVP) al 3% en PBS. Posteriormente, la membrana
fue incubada con las diferentes lectinas biotiniladas diluidas en PVP al 1% en PBS. Las lectinas
biotiniladas empleadas incluyeron aglutinina de Helix pomatia (HPA) (1:500) (L6512, Sigma-
Aldrich), Lectina de Vicia villosa (VVL) (1:2500) (B-1235, Vector Laboratories), aglutinina de
germen de trigo (Wheat Germ Aglutinin) (WGA) (1:500) (B-1025, Vector Laboratories) y lectina

de Agaricus bisporus (ABL) (1:400). Para la visualizacidon y deteccion de las bandas se utilizé

Estreptavidina conjugada a IRDye® 800 (1:20000) (LI-COR).

El revelado de las membranas para ambos casos, se llevd a cabo mediante el sistema de

captura de imagenes infrarrojas Odyssey (LI-COR).
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3. Microscopia de fluorescencia

Las células fueron crecidas hasta un 80% de confluencia, en cdpsulas de cultivo con
cubreobjetos de vidrio. En el caso de los nucleos purificados, una vez obtenidos se sembraron
en cubreobjetos de vidrio previamente poli-lisinados, para permitir su adhesién a esta
superficie. Tanto los nucleos purificados y las células adheridas al cubreobjetos, se fijaron
durante 20 minutos en paraformaldehido al 2% en PBS, se lavaron, y luego se permeabilizaron
con Triton X-100 0,1% conteniendo 200 mM de Glicina en PBS durante 2 min. Posterior a su

lavado, las muestras se bloquearon en BSA al 3% durante 1 h a TA.

Luego los preparados fueron inmunomarcados con los anticuerpos de interés o lectinas
en BSA al 1% durante 2 h a TA. Los anticuerpos empleados incluyeron anti ppGalNAc-T3 (1:500)
(HPA00O7613, Sigma-Aldrich), anti ppGalNAc-T2 (1:500) (HPA011222, Sigma-Aldrich), anti-Golgin
97 (1:500) (A-21270, Thermo Fisher Scientific), anti-calreticulina (1:1000) (612137, BD
biosciences). Una vez lavados, los anticuerpos especificos fueron revelados por incubacion
durante 1 h a TA con anticuerpos secundarios conjugados a los fluoréforos Alexa Fluor 488 o
546 (1:1000) (Invitrogen). Las lectinas biotiniladas empleadas incluyeron HPA (1:1000) (L6512,
Sigma-Aldrich), VVL (1:2500) (B-1235, Vector Laboratories) o WGA (1:2500) (B-1025, Vector
Laboratories). Dichas lectinas biotiniladas fueron reveladas con Estreptavidina Alexa 488
(1:2000) (Life Technologies). Los nucleos se tifieron con IP y DAPI durante 10 min a TA. Una vez
listos y lavados, los preparados se montaron en portaobjetos con FluorSave (Calbiochem). Se
incluyeron controles de especificidad de la tincién utilizando sdlo anticuerpos secundarios o
estreptavidina marcadas como se describié previamente, en los que se omitid la incubacién con

los anticuerpos primarios/lectinas durante el proceso de marcacion.

Las imagenes del ensayo Localizacién subcelular de ppGalNAc-T3 y ppGalNAc-T2 en
diferentes lineas celulares humanas fueron adquiridas en el microscopio de epifluoresencia Carl
Zeiss, Axioplan. Las demds imagenes fueron adquiridas con microscopios confocales (Olympus
FV-300, FV-1000 o FV-1200) con un objetivo de inmersidn en aceite de tipo PlanApon 60 x 1,42
NA. Las imagenes fueron adquiridas en modo secuencial para evitar el sangrado entre canales,
y en condiciones dptimas/constantes de configuracidn del microscopio. Las imagenes ademas
fueron obtenidas en modo de escaneo X, Y o X, Y, Z para el estudio del volumen celular. Para
imagenes con aumento, se realizd modo de recorte de regién y se obtuvieron imdagenes en
planos equidistantes de 0,10-0,17 um. El aumento o Zoom fue ajustado para obtener una
resolucidn de 0,045 um por pixel. Las imagenes fueron procesadas utilizando el software Imagel-

FUI (Schindelin et al. 2012).
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4. Obtencion de nucleos y fraccionamiento subcelular

El fraccionamiento subcelular fue adaptado del protocolo para extraccién salina de
histonas desarrollado por Shechter y colaboradores (Shechter, Dormann et al., 2007). Para ello,
las células fueron crecidas en cultivo y posteriormente cosechadas mediante el uso de tripsina.
Se realizé el recuento del nimero de células, las cuales fueron lavadas en PBS. 1.107 células
fueron centrifugadas a 1800 rpm durante 5 minutos y, una vez retirado el exceso de PBS,
resuspendidas en 1 mL de tampdn o buffer de extraccién (HEPES pH 7,9 10 mM, CIK 10 mM,
ClbMg 1,5 mM, sucrosa 0,34 M, glicerol 10%) conteniendo 0,2% de NP40 e inhibidores de
proteasas e incubadas en hielo durante 15 minutos. Luego de centrifugar a 6500 g, el citoplasma
resultante (sobrenadante) se recuperd cuidadosa y completamente. El sedimento (nucleos) fue
lavado tres veces en buffer de extraccion (sin NP40). De esta manera se obtuvieron los nucleos
purificados. Para obtener la fraccidn nuclear soluble, los nucleos fueron incubados en 1 mL de
buffer de solubilizacion con alto contenido de sal (Tris-HCI 50 mM pH 8, CINa 2,5 M, NP40 0,05%)
suplementado con inhibidores de proteasas e incubados durante 30 minutos a 4 °C en rotacién
constante. Posteriormente fueron sonicados y centrifugados a 6500 g durante 5 minutos. El
sobrenadante resultante (nucleoplasma) fue cuidadosamente recuperado y clarificado
mediante centrifugado a 6500 g. De esta manera se obtuvieron las fracciones citoplasmatica,
nuclear y nucleoplasmatica. En la Figura 36 se muestra la dindmica de trabajo con los nicleos
purificados a partir de células crecidas en cultivo. El fraccionamiento subcelular fue clave para
estudiar la presencia de ppGalNAc-T3 en nucleo, la O-GalNAc glicosilacién nuclear y para

identificar aquellas proteinas nucleares capaces de ser O-GalNAc glicosiladas.

De manera alternativa, para algunos ensayos fue utilizado el nucleoplasma obtenido
mediante extraccidn no salina. Para ello los nucleos purificados (1.107) fueron resuspendidos en
100 pL de buffer TBS y sonicados en hielo durante 5 ciclos de 10 segundos cada uno. Luego, los
nucleos lisados mediante sonicado fueron centrifugados a 6500 g durante 5 minutos. El
sobrenadante resultante (nucleoplasma) fue cuidadosamente recuperado y clarificado

mediante centrifugado a 6500 g.

Para el andlisis por WB de las fracciones, 1.107 células y su equivalente en nucleos
purificados fueron resuspendidos en 1 mL de PBS y sonicados, obteniendo las fracciones de
células completas y nuclear, respectivamente. Luego 15 plL de cada fraccidon obtenidas a partir
de células Hela (células enteras, citoplasmatica, nuclear y nucleoplasmatica) se sembraron por
duplicado en geles de poliacrilamida 4-20% en condiciones desnaturalizantes y se transfirieron

a una membrana de nitrocelulosa. La membrana transferida se incubé con los anticuerpos anti-
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Golgin 97 (1:500) (A-21270, Thermo Fisher Scientific) como marcador Golgi, anti-calreticulina
(1:1000) (612137, BD biosciences) como marcador RE, anti-a-tubulina (1:2500) (Sigma-Aldrich)
como marcador citosdlico, anti-histona H3 (1:5000) (AS10 710, Agrisera) como marcador nuclear

y anti ppGalNAc-T3 (1:500) (HPA007613, Sigma-Aldrich).

Células crecidas en cultivo

Incubacion con l

. <— Niicleos purificados —> ppGalNAc-Ts nucleares
azucar dador

I~ ¢+ 7

Glicosilacion ¢« — Nucleoplasma ————> Proteinas nucleares
nuclear glicosiladas

Figura 36. Esquema de obtencion de fracciones subcelulares y su aplicacion en el presente estudio

A partir de células crecidas en cultivo se obtuvieron nucleos purificados. A partir de ellos se analizé la presencia de
ppGalNAc-T3 en nucleo y se obtuvo nucleoplasma para estudiar las proteinas glicosiladas. Ademas estos nucleos purificados
fueron incubados sin o con UDP-GalNAc lo que permitié la obtencién de nlcleos sobreglicosilados. A partir de los nucleos
sobreglicosilados se estudié la O-GalNAc glicosilacién nuclear y se identificaron proteinas nucleares capaces de ser O-GalNAc
glicosiladas.

5. Expresion y purificacion de ppGalNAc-T3 humana

La secuencia de ADN codificante de la enzima ppGalNAc-T3 (de origen humano) fue
clonada en el vector de expresién pAcGP67 (BD-Biosciences) como fuera descripto previamente
por Bennett y col., 1996 y Wandall y col., 2007 (Bennett et al. 1996, Wandall et al. 2007). En el
extremo amino terminal del constructo se incorpord una etiqueta de seis histidinas que se utiliza
en este trabajo como estrategia de purificacién mediante una columna con metal inmovilizado.
Ademads la secuencia es clonada inmediatamente posterior a la sefial de secrecion de la proteina
gp67 que posee el plasmido pAcGP67; lo que permite que la proteina heterdloga siga la via

secretoria, siendo removido el péptido sefial a lo largo de la misma.

La expresiéon de la proteina recombinante se realizdé mediante la generacién de
Baculovirus recombinantes utilizando el kit BaculoGold™ (BD — Biosciences utilizando células de
insecto Sf9. El plasmido pAcGP67-His-proteina fue co-transfectados con ADN viral lineal,
protocolo adaptado a partir del Kit BaculoGold (BD Biosciences). 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 dias en cada

caso. Previamente a la etapa de produccién y purificacién, la presencia de la enzima
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recombinante fue verificada mediante western blot en sobrenadante (del medio de cultivo) y

en lisado celular.

Para la purificacién de la proteina recombinante, el medio de cultivo de Sf9 fue sometido
a centrifugacidon a 1500 rpm por 15 min a 4°C. El sobrenadante fue dializado contra PBS
utilizando una membrana con un limite de corte de peso molecular de 10 kDa (Sigma-Aldrich).
A la muestra de partida dializada se le adicioné imidazol a una concentracién final de 5 mM vy
luego, se centrifugd a 13.000 rpm por 10 min a 4°C. Las proteinas fueron purificadas usando la
resina HisPurTM (Thermo Scientific) con cobalto inmovilizado. Esta resina fue equilibrada con
una solucién de imidazol 5 mM y a continuacién, se agregd la muestra del sobrenadante de
cultivo conteniendo ppGalNAc-T3. Se hicieron lavados escalonados con 5 mM y 40 mM de
imidazol. Finalmente, la proteina de interés fue eluida con 150 mM de imidazol. La pureza fue
evaluada mediante SDS-PAGE al 10% y posterior tincidn de proteinas totales con Azul Brillante

de Coomassie.

6. Ensayo de especificidad del anticuerpo

El grado de pureza de la proteina recombinante ppGalNAc-T3 fue evaluada mediante un
SDS-PAGE con una tincién con Azul Brillante de Coomassie. Para la verificacion del
reconocimiento del anticuerpo anti-ppGalNAc-T3 (1:500) se realizé un WB utilizando a la

muestra de ppGalNAc-T3 previamente purificada por cromatografia de afinidad.

Una vez verificada la pureza de la enzima recombinante y la especificidad de
reconocimiento del anticuerpo anti-ppGalNAc-T3 hacia esta proteina, se realizé un ensayo para
evaluar la especificidad de reconocimiento del anticuerpo hacia la proteina ppGalNAc-T3
expresada endégenamente in vivo. Células Hela crecidas en cubreobjetos vy fijadas, fueron
incubadas durante 2 horas a TA con el anticuerpo anti-ppGalNAc-T3 (1:500) y con 0,9 pug/mL de
la proteina ppGalNAc-T3 recombinante purificada, o sin proteina recombinante y con el
anticuerpo anti-ppGalNAc-T3 (condicién control). Después de lavados, los cubreobjetos fueron
revelados para su analisis mediante microscopia confocal de fluorescencia, mediante el uso del
anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 546. Los nucleos fueron marcados mediante
tincidn con DAPI. Finalmente los preparados se visualizaron en el microscopio confocal Olympus
FV-300, y las imagenes fueron obtenidas en configuraciones idénticas de potencia del laser,

ganancia del detector y offset.
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7. Estudio de distribucion subcelular de ppGalNAc-T3

Para este estudio de localizacién subcelular de ppGalNAc-T3 en células Hela se obtuvieron
pilas de imagenes a diferentes profundidades (modo de escaneo en Z) a alta resolucién mediante
microscopia confocal, a partir de muestras de células fijadas e innmunomarcadas con anti-
ppGalNAc-T3 (rojo) y DAPI (azul). La cuantificacion del tamafio y nimero de las motas de
ppGalNAc-T3 presentes en el nucleo celular se realizé empleando el programa FlJI. Para ello se
proceso la pila de imagenes restandole el fondo o background, se aplicé un filtro gaussiano con

sigma de 2 y se seleccioné un umbral de 200 a intensidad maxima.

Para el analisis de la presencia de ppGalNAc-T3 en nucleos posterior al fraccionamiento
subcelular, se colocaron 3 pL de suspensiones de nucleos purificados de células Hela (10’
nucleos/mL) en cada cubreobjetos, los cuales fueron previamente tratados con poli-lisina. Una
vez fijadas, las células crecidas en cubreobjetos y los nucleos purificados fueron
innmunomarcados con Anti-ppGalNAc-T3 (verde) y como marcador nuclear de utilizé IP (rojo).
La obtencidn de imdgenes se realizd con el microscopio confocal Olympus, FV-1000. Se
obtuvieron pilas de imagenes a alta resolucién (0,045 um por pixel) realizdndose modo de
recorte de regién con un espaciado equidistante en el plano Z cada 170 nm para las células y
nucleos individuales. Las imdgenes fueron adquiridas en modo secuencial para evitar el

sangrado entre canales, y en condiciones dptimas/constantes de configuracién del microscopio.

Adicionalmente se analizé la presencia de ppGalNAc-T3 en las diferentes fracciones
subcelulares de células HeLa mediante ensayo de WB. El equivalente a 1,5.10° células de cada
fraccion obtenida (células enteras, citoplasmatica, nuclear y nucleoplasmatica) se sembraron
por duplicado en geles de poliacrilamida 4-20% en condiciones desnaturalizantes y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La membrana transferida se incubd con anti
ppGalNAc-T3 para evaluar la marcacién en las diferentes fracciones, y con marcadores de
organelas de Golgi, RE, Citosol y Nucleo. Se ensayd un SDS-PAGE teiiido con azul brillante de

coomasie como control de carga, de forma complementaria a los marcadores de organelas.

8. Cuantificacion de UDP-GalNAc en nucleo

La deteccion y cuantificacion del azdcar UDP-GalNAc en el nucleo celular se realizé
mediante ensayo enzimatico con deteccidn colorimétrica, donde se analizé el azUcar nucleétido
contenido en diferentes fracciones subcelulares de células Hela. Las fracciones ensayadas

incluyeron el citoplasma de células Hela, el ultimo lavado de los nucleos purificados y la fraccion
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nucleoplasmatica obtenida por extraccion no salina de nlcleos no sobreglicosilados y

sobreglicosilados.

Placas multiorificio de poliestireno (Corning Costar) se sensibilizaron con el sustrato
aceptor MUC2 en buffer carbonato (NaHCO3 0,1M, NaCl 0,5 M pH 8,3) durante toda la noche a
4°C. Se removio la solucién de sensibilizacién, se lavaron los pocillos con PBS y se bloquearon
con Tween-20 0,1% en PBS durante 1 hora a TA. La mezcla de la reaccién enzimatica se llevd a
cabo en un volumen final de 50 pl conteniendo cacodilato 25 mM (pH 7,4), MnCl; 10 mM,
Tween-200,1% vy la enzima recombinante purificada ppGalNAcT-2. En los pocillos que contenian
la mezcla de reaccién se adiciond las fracciones a ser evaluadas (citoplasma, lavados y
nucleoplasmas) y las placas fueron incubadas por 15 min a 37°C. La reaccién se detuvo
succionando la mezcla de los pocillos. Estos fueron lavados con PBS y a continuacién, incubados
con la lectina VVL conjugada a peroxidasa (HRP: Horse Radish Peroxidase) (Sigma-Aldrich)
(1:2000) diluida en PBS con Tween-20 0,05% y lavados nuevamente con PBS. El revelado
colorimétrico fue llevado a cabo con una solucién de o-fenilendiamina 0,5 mg/ml y H,0, 0,02%
en buffer citrato de sodio (pH 5,0) a TA y la reaccién se detuvo por adicidn de 50 pl/pocillo de
H,S04 0,5 N. Las medidas de absorbancia fueron obtenidas mediante un lector de microplacas

(Epoch, BiotekR Instruments) a 490 nm.

En paralelo se realizé una curva de trabajo con diferentes concentraciones conocidas de
UDP-GalNAc. La concentracion de UDP-GalNAc presente en cada fraccion ensayada fue
calculada por extrapolacidon a dicha curva de trabajo. Los datos fueron graficados utilizando el

programa GraphPad Prism versién 5.00.
9. Glicosilacion de tipo O-GalNAc en nucleos purificados

9.1. Obtencion de nucleos sobreglicosilados

Los nucleos purificados a partir de células Hela segun se describe en Obtencion de nticleos
y fraccionamiento subcelular, se incubaron en buffer TBS (Tris HCI 25 mM pH 7,4; CINa 0,15 M)
(glicosilacién enddgena); TBS, 20 mM de Cl,Mn y 500 uM de UDP-GalNAc (Sigma) (ndcleos O-
GalNAc Glicosilados o sobreglicosilados) o TBS, 20 mM de Cl;Mn y 500 uM de UDP-GIcNAc
(Sigma) (nucleos O-GlcNAc Glicosilados, control) durante 1 h a 37 °C. Luego de la incubacion, los
nucleos purificados fueron lavados tres veces en buffer TBS. Los nucleos resultantes asi como el
nucleoplasma de los mismos fueron utilizados en diversos ensayos y analizados por microscopia

de inmunofluorescencia asi como por WB.
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9.2. Analisis de glicosilacion de tipo O-GalNAc en nucleos purificados

Para el andlisis mediante WB de la glicosilaciéon nuclear, se sembraron 1,5.10° nicleos
purificados o nucleos sobreglicosilados por duplicado. El gel se sometié a deteccién de proteinas
totales mediante tincién con Azul Brillante de Coomassie (control de siembra), o bien fue
electrotransferido a una membrana de nitrocelulosa y los terminales O-GalNAc de las proteinas

nucleares detectados con la lectina HPA.

En cuanto al andlisis de la O-GalNAc glicosilaciéon nuclear mediante microscopia confocal de
fluorescencia, se colocaron 3 pL (107 nucleos/mL) de suspensiones de nucleos purificados o
sobreglicosilados en cubreobjetos de vidrio poli-lisinados los cuales fueron posteriormente
fijados, bloqueados y permeabilizados. La deteccion de los terminales O-GalNAc en las proteinas
se realizé con las lectinas biotiniladas HPA o VVL y detectados con Estreptavidina Alexa 488
(verde). Adicionalmente, los nucleos fueron marcados con IP. La obtencién de imagenes se
realizd con el microscopio confocal Olympus, FV-1000. Se obtuvieron pilas de imagenes a alta
resolucidon (0,045 u por pixel) realizandose modo de recorte de regién con un espaciado
equidistante en el plano Z cada 170 nm para las células y nucleos individuales. Las imagenes
fueron adquiridas en modo secuencial para evitar el sangrado entre canales, y en condiciones

Optimas/constantes de configuracion del microscopio.

9.3. Cuantificacion del nivel de glicosilacidon de tipo O-GalNAc en nucleo

Los nucleos purificados y los nucleos sobreglicosilados se procesaron para microscopia de
inmunofluorescencia y se tifieron con Estreptavidina Alexa 488 (sin lectina) (control) o con VVL
biotinilada y Estreptavidina Alexa 488. En todas las condiciones, el nucleo se tifié con IP. A partir
de estos preparados y utilizando el microscopio Olympus FV-1000 se tomaron imagenes de 5
campos por cada condicion, con obtencién de pilas de imagenes de 3-4 planos equidistantes (0,7
K). Las imagenes se adquirieron en configuraciones idénticas de potencia laser, ganancia de
detector y offset. Las imagenes se procesaron con el programa Fiji y se midid la intensidad de la
sefial del canal 488 (correspondiente a la O-GalNAc Glicosilacion cuando es detectado con la
lectina VVL, y a la sefal no especifica en el caso los controles sin lectina) en el nicleo. Para ello,
en primer lugar se realizé un perfil de intensidad en Z de cada pila de imagenes en el canal 546
nm (correspondiente a la marcacién nuclear con IP), y de esta forma se selecciond el plano
nuclear. La mdscara nuclear creada mediante umbralizaciéon de la sefial del canal 546 nm
(método de Huang), fue utilizada para cuantificar la intensidad media en el canal 488 nm por

nucleo, para condicién. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias de intensidad de
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fluorescencia. Previamente se realizod la sustraccidon de la sefial de fondo para ambos canales.

Finalmente los datos fueron analizados utilizando el programa GraphPad Prism 5.

9.4. Analisis de glicosilacion de tipo O-GalNAc y O-GIcNAc en nucleos

purificados

Nucleos purificados a partir de células Hela e incubados en TBS (glicosilacion endégena); TBS,
20 mM de Cl;Mn y 500 uM de UDP-GalNAc (nucleos sobreglicosilados) o TBS, 20 mM de Cl;Mn
y 500 uM de UDP-GIcNAc (nucleos O-GIcNAc Glicosilados, control) durante 1 h a 37 °C fueron
analizados mediante WB. Para ello 1,5.10° nicleos de cada condicién fueron sembrados y la
glicosilacién de las proteinas nucleares analizada con las lectinas VVL (terminales O-GalNAc) o
WGA (terminales O-GIcNAc). Adicionalmente se realizé la deteccién de proteinas totales en
cada una de las fracciones analizadas mediante tincién con Azul Brillante de Coomassie,

ensayado como control de siembra).

9.5. Reactividad de las lectinas VVL y WGA

La reactividad de las lectinas VVL y WGA fue analizada mediante ensayo colorimétrico en
placa. Para ello placas multiorificio se sensibilizaron por duplicado con las proteinas no
glicosiladas Albumina Sérica Bovina (BSA) y MUC1, y las glicoproteinas Ovoalbumina (OVA) y
MUC1Tn en buffer carbonato durante toda la noche a 4°C. Se removié la solucién de
sensibilizacion, se lavaron los pocillos con PBS y se bloquearon con Tween-20 0,1% en PBS
durante 1 hora a TA. Luego los pocillos fueron incubados durante 2 horas a TA con la lectina VVL
(1:1000) o con WGA (1:600), ambas conjugadas a biotina, en PBS con Tween-20 0,05%. Una vez
lavados con PBS, los pocillos fueron incubados con Estreptavidina-HRP (1:2500) en PBS con
Tween-20 0,05% durante 30 minutos a TA y lavados nuevamente. El revelado colorimétrico fue
llevado a cabo con una solucion de o-fenilendiamina 0,5 mg/ml y H,0, 0,02% en buffer citrato
de sodio (pH 5,0) a TA y la reaccién se detuvo por adicién de H,SO4 0,5 N. Las medidas de
absorbancia fueron obtenidas mediante un lector de microplacas (Epoch, BiotekR Instruments)

a 490 nm. Las figuras fueron confeccionadas con el programa GraphPad Prism version 5.00

9.6. Remocion del terminal a-GalNAc de proteinas nucleares con la enzima a-
N-acetilgalactosaminidasa
Nucleos purificados y nucleos sobreglicosilados fueron lisados mediante sonicado (5 ciclos

de 10 segundos). Luego los nucleos sobreglicosilados fueron incubados sin o con la enzima a-N-

acetilgalactosaminidasa glicosidasa (GalNAc-glicosidasa) (G1163, Sigma-Aldrich) durante 2 hs a
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37 °C. Luego las muestras correspondientes a los nucleos purificados, nucleos purificados
incubados con UDP-GalNAc o nucleos sobreglicosilados y posteriormente tratados con a-N-
acetilgalactosaminidasa, fueron analizados mediante WB con la lectina HPA. Adicionalmente se
realizd un control de siembra de las fracciones ensayadas mediante tincién del gel con Azul

Brillante de Coomassie.

9.7. Elongacion del terminal Tn en la fraccidn nuclear

Nucleos purificados a partir de células Hela, nucleos sobreglicosilados y nucleos
purificados e incubados durante 1 h a 37 °C en TBS, 20 mM de Cl,Mn y 500 uM de UDP-GalNAc
y luego de lavados, incubados durante otra hora a 37 °C en TBS, 20 mM de Cl;Mn y 500 uM de
UDP-Gal fueron analizados mediante WB. Para ello 1,5.10° nucleos de cada condicién fueron
sembrados y la glicosilacién de las proteinas nucleares analizada con las lectinas HPA (terminales
O-GalNAc o antigeno Tn) o ABL (terminales GalB3GalNAcaSer/Thr o antigeno T). Adicionalmente
se realizd la deteccién de proteinas totales en cada una de las fracciones analizadas mediante

tincién con Azul Brillante de Coomassie, ensayado como control de siembra.
10. Actividad O-GalNAc glicosil transferasa en nucleoplasma

10.1. Cuantificacion de la actividad ppGalNAc-T en nucleoplasma

La deteccidn y cuantificacién de la actividad ppGalNAc-T en el nucleo celular se realizé
mediante ensayo colorimétrico en placa. En este caso las placas multiorificio de poliestireno se
sensibilizaron con MUC1 y el nucleoplasma obtenido a partir de células Hela, fue utilizado como
fuente enzimatica en presencia de un exceso de UDP-GalNAc. Luego de una incubacién a 37°C,
se midid el glicopéptido GaINAcaMUC1 generado. Para ello se utilizé la lectina VVL biotinilada
(1:1000) para detectar el terminal aGalNAc que luego fue incubada con Estreptavidina HRP
(1:2500) y revelada colorimétricamente, de manera similar a como fue realizado en el ensayo

de Cuantificacién de UDP-GalNAc en nucleo.

Para el calculo de la actividad ppGalNAc-Transferasa se realizé una curva de trabajo
adsorbiendo distintas concentraciones conocidas del glicopéptido GalINAcaMUC1 en placas
multiorificios, el cual fue detectado con la lectina VVL biotinilada (1:1000) y estreptavidina HRP
(1:2500). Luego por extrapolacién a partir de la curva de trabajo del estandar GaINAcaMUC1, se
calculé midiendo la absorbancia a 490 nm los umoles de aGalNAc unidos/min (1U=1 unidad
internacional) por mg de proteinas totales en las fracciones citoplasmatica y nucleoplasmatica,

asi como en el Ultimo lavado previo a la lisis de los nucleos. La cuantificacion de proteinas totales
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se llevo a cabo empleando el método de acido bicinconinico (kit Pierce, Thermo Scientific),

utilizando albumina sérica bovina como estandar.

10.2. Actividad GT en la fraccion nuclear soluble y glicosilacidon de histonas

El nucleoplasma de nucleos purificados a partir de células Hela fue obtenido mediante
extraccién no salina e incubado en buffer de glicosilacién conteniendo 25 mM de cacodilato
sodico pH 6, Tween-20 al 0,25%, 40 mM Cl,Mn y 500 uM UDP-GalNAc durante 1 h a -20 °C
(control) 0 a 37°C.

Ademas, las histonas purificadas de timo de ternera (H9250, Sigma-Aldrich) (Figura 37)
fueron suplementadas con buffer de glicosilacion e incubadas 1 h a 37°C sin enzimas (control) o
con las enzimas purificadas recombinantes ppGalNAc-T2, ppGalNAc-T3 o con la fraccién nuclear

soluble de Hela.

Las fracciones resultantes fueron sembradas en geles de poliacrilamida (nucleoplasma
equivalente a 1.10° nicleos y 5 pg de histonas purificadas de timo de ternera) y la glicosilacién
de dichas fracciones analizadas mediante WB con la lectina VVL. Adicionalmente se realizé la
deteccion de proteinas totales en cada una de las fracciones analizadas mediante tincion con

Azul Brillante de Coomassie, ensayado como control de siembra.

Peso Fraccién
molecular
21.5 kDa H1
14.0 kDa H2a
13.8 kDa H2b
15.3 kDa H3 H3
11.3 kDa H4 H2a

H2b
H4

Figura 37. Histonas de Timo de Vaca

Las histonas son un grupo de proteinas basicas que forman complejos reversibles con el ADN. El peso molecular de las
histonas es de aproximadamente 11 a 21 kDa dependiendo de la fraccion. Se han aislado y caracterizado cinco fracciones
diferentes denominadas H1, H2a, H2b, H3 y H4. En el SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie se muestran las diferentes
fracciones presentes en las histonas de timo de ternera (H9250, Sigma-Aldrich).
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11. Identificacion de proteinas nucleares O-GalNAc glicosiladas mediante

espectrometria de masa

Para el enriquecimiento de las proteinas nucleares O-GalNAc glicosiladas, se obtuvo el
nucleoplasma proveniente de nucleos purificados a partir de células Hela o de nucleos
purificados preincubados con UDP-GalNAc durante 1 hora a 37°C. Estos nucleoplasmas fueron
utilizados como fuente de proteinas nucleares glicosiladas, las que posteriormente se
purificaron mediante cromatografia de afinidad. Para la preparacién de las columnas
cromatograficas, se incubé al soporte de Estreptavidina inmovilizada en Agarosa CL-4B (85881,
Sigma-Aldrich) con la lectina VVL biotinilada durante 1 h a 4°C y finalmente se lavé con TBS. La
columna control consté de la columna de Estreptavidina inmovilizada en Agarosa CL-4B sola, sin
la lectina. Todas las columnas fueron lavadas y pre-equilibradas con TBS antes de que sean

cargadas con las respectivas muestras.

El nucleoplasma de nucleos purificados o de nucleos sobreglicosilados, se clarifico por
centrifugacién y se preincubd durante 1 h en una columna de Estreptavidina-Agarosa. La
muestra resultante (flow through) se dividié en dos partes iguales y se incubé 1 h a TA con la
columna VVL-Estreptavidina-Agarosa (columna VVL+) o con la columna Estreptavidina-Agarosa
(columna control VVL-). Luego de la incubaciéon con las muestras, las columnas fueron lavadas,
resuspendidas en buffer de muestra Laemmli y calentadas a 90°C en bafio de agua durante 10
min. Luego de una centrifugacién a 10.000 rpm durante 5 min, se recuperd las fracciones
solubles resultantes las cuales fueron sembradas y corridas en un SDS-PAGE al 12% hasta una
separacion de aproximadamente 1 cm. Los geles se tifieron con Azul brillante de Coomasie G
(B1131, Sigma-Aldrich), y se escindié una porcidon del gel de aproximadamente 1 cm? para la
posterior identificacion de la proteinas presentes mediante andlisis de espectrometria de masas

(Figura 38).
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Figura 38. Glicoproteinas nucleares retenidas por las columnas de afinidad

SDS-PAGE revelados mediante tincidn con azul de Coomassie coloidal que muestran las proteinas enriquecidas mediante
cromatografia de afinidad, las cuales fueron posteriormente identificadas mediante espectrometria de masas. Las muestras
analizadas incluyeron glicoproteinas presentes en el nucleoplasma de nucleos purificados como asi también de nucleos
sobreglicosilados, las cuales fueron ofrecidas a una columna conteniendo la lectina VVL que reconoce los terminales O-GalNAc
en las proteinas (Columna VVL+) 0 a una columna control sin lectina (Columna control VVL-).

Las regiones de interés de los geles, correspondientes a los carriles de la columna con VVL
o de columnas control sin lectina, se enviaron al centro CEQUIBIEM (Centro de Estudios
Quimicos y Bioldgicos por Espectrometria de Masa, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires, Argentina) para su posterior analisis. Alli, las muestras se
sometieron a digestidén en gel y los datos de espectrometria de masa se obtuvieron utilizando
un espectrometro MALDI-TOF-TOF, Ultraflex Il (Bruker). El andlisis de los datos se realizo
utilizando el programa Proteome Discoverer 1.4. Los datos resultantes obtenidos fueron
procesados y se establecié un criterio para la identificacion final de las proteinas retenidas en
cada columnay finalmente enumeradas en la Tabla 6 y Tabla 7. El primer criterio para considerar
un hit como positivo, es que las proteinas fueran identificadas con al menos dos péptidos de alta
calidad. Luego se calculé la relacién de los PSMs para los hits identificados en la columna con la
lectina VVL respecto de la columna control, sin VVL (PSMs VVL+/PSMs VVL-). El segundo criterio
de identificacion, fue que la relacidn de los PSMs (PSMs VVL+/PSMs VVL-) sea de al menos 3 para

considerar la proteina en el analisis. Por lo tanto:

Proteina identificada O-GalNAc glicosilada = Péptidos High = 2, y (PSMs VVL+ / PSMs VVL-) 2 3

12. Prediccion de sitios de O-GalNAc glicosilacion de LMNB1

La secuencia de amino acidos de LMNBL1 a ser analizada se obtuvo partir del cédigo de
acceso de UNIPROT P20700 (LMNB1-HUMAN), correspondiente a la proteina LMN B1
identificada como O-GalNAc glicosilada mediante el analisis de espectrometria de masas. La
prediccién de sitios de O-glicosilacion de tipo GalNAc de LMNB1 (P20700) se realiz6 mediante

un analisis bioinformatico. Para el analisis de los potenciales sitios de O- GalNAc glicosilacion se
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utilizé como herramienta el servidor NetOGlyc 4.0 (Steentoft, Vakhrushev et al. 2013) disponible
en http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/. Por otra parte, mediante el servidor YinOYang
1.2 (Gupta and Brunak 2002) accesible a través de http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/,

se analizaron los posibles sitios de O-GIcNAc glicosilacion.

13. Analisis de correlacion LMNB1-VVL

Células Hela al 80% de confluencia se transfectaron durante 2 h usando el reactivo de
transfeccion Lipofectamina (Thermo Fisher Scientific) con el plasmido mCherryLaminB1-10
(Plasmido #55069, Addgene). Se recolectaron las células transfectadas, se realizd
fraccionamiento subcelular y se obtuvieron los nucleos purificados. Estos nucleos purificados se
incubaron sin o con UDP-GalNAc durante 1 h a 37 °C para obtener nucleos sobreglicosilados, y
se sembraron en cubreobjetos polilisinados. Una vez fijados, se procesaron para
inmunofluorescencia con las lectinas biotiniladas VVL (1: 1000) o WGA (1: 1000) (Control) y luego
con Estreptavidina Alexa 488. Las imagenes fueron obtenidas en el microscopio confocal
Olympus FV-1200 usando un objetivo de inmersidon de aceite PlanApon 60 x 1,42 NA en
configuraciones de adquisicion constante y modo secuencial para evitar el sangrado entre
canales. Las imagenes fueron procesadas, realizdndose una sustraccién de fondo constante y se
aplicé un filtro gaussiano con sigma de 2. Luego para el analisis de correlacion de los canales
verde (Alexa 488) y rojo (mCherry) de las imagenes obtenidas se utilizé el Programa Fiji. Los
perfiles de intensidad de ambos canales se obtuvieron utilizando la extensiéon BAR 1.1.6. Los
fluorogramas y los coeficientes de Pearson se obtuvieron mediante el uso de la extension JACoP,

mediante umbralizacién automatizada segun Costes.

14. Ensayo de FRET: LMNB1-VVL

Nucleos purificados a partir de células Hela transfectadas con el plasmido
mCherryLaminB1-10 fueron incubados sin o con UDP-GalNAc para obtener nucleos
sobreglicosilados, y posteriormente sembrados en cubreobjetos polilisinados. Una vez fijados,
permeabilizados y bloqueados con BSA, se incubaron con las lectinas biotiniladas VVL (1: 1000)
o WGA (1: 1000) (Control) reveladas con Estreptavidina Alexa 488. Las imagenes fueron
obtenidas en el microscopio confocal Olympus FV-1200 usando un objetivo de inmersién de
aceite PlanApon 60 x 1,42 NA bajo configuracidon de adquisicién constante y modo secuencial
para evitar el sangrado entre canales. El ensayo de FRET se realizé sometiendo a las muestras a
fotoblanqueo durante 2 mSeg en el canal aceptor (mCherry), obteniendo como resultado un

fotoblanqueo completo. La magnitud del area de la regién de fotoblanqueo se mantuvo
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constante para todos los nucleos analizados. El cambio de fluorescencia en el canal del
fluoréforo donante (Alexa 488) se evalud luego fotoblanqueo aceptor y el indice de FRET para

cada pixel fue calculado de la siguiente manera:

indice de Fret = 1- Fluorescencia del donante en presencia de aceptor
Fluorescencia del donante en ausencia de aceptor

Ademas, se cuantifico el indice de FRET medio (n=5) en el area del fotoblanqueo, para
cada condicién. Las imagenes fueron procesadas utilizando los programas de andlisis de

imagenes Fiji y FV10-ASW 3.1
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