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RESUMEN

Los gangliésidos, una gran familia de glicoesfingolipidos &cidos, se componen de un
segmento hidrofébico, la ceramida, y un oligosacarido mono o polisialilado de longitud y
composicién variable. En las células, los gangliésidos se encuentran principalmente en la
hemicapa externa de la membrana plasmatica a la cual se insertan a través del residuo ceramida
exponiendo el oligosacérido hacia el medioambiente extracelular. Estos glicolipidos han sido
implicados en numerosos procesos fisioldgicos que incluyen, crecimiento, diferenciacion,
migracion y apoptosis entre otros, a través de la modulacion de la actividad de receptores de
membrana y de interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular. Ademas de su rol
fisioldgico, los gangliésidos también han sido asociados a un amplio espectro de procesos

patoldgicos siendo receptores de virus, toxinas, lectinas y anticuerpos.

Durante el presente trabajo de tesis se abord6 el estudio de la unién y comportamiento
endocitico de diferentes anticuerpos anti-glicolipidos (AGADb), particularmente de
inmunoglobulinas que reconocen a los ganglidsidos GD1a y GML1 en varias lineas celulares en
cultivo. En primera instancia se caracteriz6 la union, endocitosis y destino intracelular de
diferentes anticuerpos monoclonales de isotipo IgG que unen con alta afinidad al gangli6sido
GD1a en células epiteliales derivadas de ovario de hadmster chino (CHO-K1) y en células
derivadas de neuroblastoma murino (Neuro-2a). Luego de unirse a membrana plasmatica, una
fraccion minoritaria de un anticuerpo anti-GDla (Ab1-GD1la) fue rapidamente endocitada a
37°C en células epiteliales mediante un mecanismo independiente de dinamina-2 y dependiente
de Arf-6 colocalizando en una region yuxtanuclear principalmente con marcadores de
endosomas de reciclado. Mientras que la cantidad asociada a la fraccion celular fue minima (20-
25%) una fraccion mayoritaria del anticuerpo inicialmente unida a membrana plasmatica, fue
recuperada en el medio de cultivo. Este anticuerpo permanecio principalmente localizado en la
superficie celular en experimentos de endocitosis a 16°C, contrastando con la eficiente
endocitosis de la proteina transferrina y de otro complejo ganglidsido-anticuerpo (GD3-R24) a
esta temperatura. Esta evidencia experimental sugiere la presencia de mecanismos selectivos de

internalizacion celular de complejos ganglidsidos-anticuerpos.

Para determinar si la uniébn a membrana, endocitosis y destino intracelular es una
caracteristica compartida por los anticuerpos anti-GD1a, se incluy6 en el estudio otro anticuerpo
monoclonal anti-GD1a de diferente isotipo (Ab2-GD1a). Los resultados obtenidos muestran una
minima endocitosis de este anticuerpo en células epiteliales que involucra un mecanismo
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dependiente de Arf-6, junto con una drastica y rapida reduccion de los niveles totales de Ab2-
GD1a vy localizacion del anticuerpo endocitado en una region yuxtanuclear. Esto indica un
comportamiento comparable de ambos anticuerpos que reconocen GDla sugiriendo que

comparten procesos similares de union y endocitosis en células epiteliales.

Ab2-GD1a se une eficientemente a la superficie de células derivadas de neuroblastoma
y se registra un moderado descenso de los niveles totales del anticuerpo comparado con la
dréastica reduccion observada en las células epiteliales. Esto sugiere que el procesamiento
endocitico de los anticuerpos anti-GDla analizados también depende del tipo celular. Los
estudios de unién y endocitosis fueron también investigados para un anticuerpo monoclonal
contra el gangliésido GM1 (Ab2-GM1). Este anticuerpo se unié eficientemente a la membrana
plasmatica de células CHO-K1 y una fraccién mayoritaria (60-70%) fue rapidamente endocitada
a 37°C y acumulada en un compartimiento yuxtanuclear contrastando con la minima endocitosis
descripta para los anticuerpos que reconocen GDla. Ademas, los niveles de Ab2-GM1
permanecieron inalterados y principalmente asociados a la membrana plasmatica cuando los
experimentos de endocitosis se realizaron a 37°C en células Neuro-2a, contrastando con lo
observado para los anticuerpos anti-GD1a en esta linea celular. Por lo tanto, se observé que bajo
idénticas condiciones experimentales, el tiempo de residencia en membrana plasmatica y la

fraccion endocitada de anticuerpos anti-GD1a y anti-GMJ1 fueron notoriamente diferentes.

En su conjunto, los datos experimentales sugieren que el comportamiento endocitico y
procesamiento celular de cada anticuerpo anti-gangliosido puede variar en funcién del tipo de
anticuerpo y del tipo celular, lo cual representa un aspecto clave a considerar en el estudio de
sus roles patogénicos en neuropatias asi como también en su uso como herramientas

terapéuticas.

Los ganglidsidos son sintetizados por un conjunto de enzimas glicosiltransferasas y
sialiltransferasas residentes de reticulo endoplasmico (RE) y del complejo de Golgi. Estas
enzimas, en muchos casos organizadas como complejos multienzimaticos, utilizan como
sustrato de partida ceramida (Cer) e incorporan monosacaridos de forma secuencial de manera
que el producto de una enzima es sustrato de la siguiente en la via biosintética (Fig. I1-1). Como
parte de este trabajo de tesis se caracterizd por primera vez la expresion, localizacion subcelular
y modificaciones postraduccionales de la sialiltransferasa humana ST3Gal-1l. Esta es la
principal enzima responsable de la biosintesis in vivo del gangliésido GD1a a partir de GM1,
ambos gangliésidos blanco de los anticuerpos anti-glicolipidos estudiados en la segunda parte

de esta tesis.
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ST3Gal-Il es una proteina transmembrana tipo-11 con un corto segmento citoplasmatico
N-terminal, un fragmento transmembrana y un gran dominio C-terminal orientado hacia el
lumen del complejo de Golgi que contiene el sitio catalitico. La secuencia primaria de
aminodcidos revela dos sitios potenciales de N-glicosilacion, asparagina 92 y asparagina 211
(Asn92 y Asn211). Mediante ensayos bioquimicos, farmacoldgicos, de microscopia confocal y
mutagénesis sitio dirigida se caracterizd la expresion, localizacion subcelular, ocupacién y
relevancia de los sitios de N-glicosilacion en la localizacion y actividad in vitro de la enzima.
ST3Gal-Il se localiza en el complejo de Golgi de células CHO-K1 con predominio en
compartimientos proximales y se expresa en similar proporcion de monémero y dimero sensible
al tratamiento con agentes reductores. La enzima se encuentra N-glicosilada principalmente en
Asn211 y el glicano no es del tipo complejo, sino que contiene una alta proporcién de residuos
de manosa. La presencia del N-glicano en dicha posicion es necesaria para la salida de la
enzima del RE y su transporte y localizacion en el complejo de Golgi. La carencia del N-glicano
en posicion 211 influencia de manera negativa la actividad sialiltransferasa in vitro utilizando
como aceptor un ganglidsido (GM1) o una glicoproteina (asialofetuina), mientras que la falta
del mismo en la posicion 92 no afecta la actividad hacia la glicoproteina e influencia de manera

positiva la actividad hacia el gangliosido.

Una version quimérica conteniendo el dominio N-terminal (NtD) de ST3Gal-Il
(aminoacidos 1-51) fusionada a la proteina fluorescente mCherry (ST3Gal-11-1-51-mCherry) se
expresa en células CHO-K1 y se localiza en el complejo de Golgi. Esto sugiere que el NtD es
necesario para el transporte desde el RE y retencion de ST3Gal-1l en el complejo de Golgi.
Ademas, indicaria que el dominio C-terminal de ST3Gal-Il depende de la N-glicosilacion para
alcanzar un estado conformacional éptimo de plegamiento que le permita salir del RE para
localizarse adecuadamente en el aparato de Golgi, probablemente como un requerimiento del
control de calidad de plegamiento de proteinas en RE, pero no seria un requerimiento
excluyente para la retencion de la enzima en el complejo de Golgi. Asimismo, el residuo
cisteina presente en el NtD de ST3Gal-1I tendria un rol en la formacion y estabilizacién de la

forma dimérica.
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Gangliosides are composed of a hydrophobic moiety, the ceramide, and a mono or
polisyalilated oligosaccharide of variable length and composition. Gangliosides are mainly
found in the outer leaflet of the plasma membrane of cells, to which they are embedded through
the ceramide residue exposing the oligosaccharide to the extracellular environment. These
glycolipids have been implicated in many physiological processes including, growth,
differentiation, migration and apoptosis among others, through the modulation of the activity of
membrane receptors and cell-cell and extracellular matrix-cell interactions. In addition to their
physiological role, gangliosides have also been associated with a wide spectrum of pathological

processes being receptors for viruses, toxins, lectins and antibodies.

During the present thesis, the binding and endocytic behavior of different anti-
glycolipid antibodies (AGAD), particularly immunoglobulins that recognize gangliosides GD1a
and GML1 in several cell lines in culture, were studied. First, the binding, endocytosis and
intracellular fate of different IgG isotype monoclonal antibodies that bind with high affinity to
GD1a ganglioside in Chinese hamster ovary (CHO-K1) derived epithelial cells and cells derived
from murine neuroblastoma (Neuro -2a) were characterized. After binding to plasma membrane,
a minor fraction of an anti-GD1la antibody (Abl-GD1a) was rapidly endocyted at 37°C in
epithelial cells by a dynamin 2 independent and Arf-6 dependent mechanism, colocalizing in a
juxtanuclear region with recycling endosome markers. While the amount of antibody associated
with the cell fraction was minimal (20-25%) a major fraction of the initially bound antibody was
recovered in the culture medium. On the other hand, this antibody remained located on the
plasma membrane in experiments performed at 16°C, contrasting with the efficient endocytosis
of transferrin and other ganglioside-antibody complex (GD3-R24) at this temperature. This
experimental evidence suggests the presence of selective mechanisms of cellular internalization

of ganglioside-antibody complexes.

To determine if membrane binding, endocytosis and intracellular fate is a common
feature shared by anti-GD1a antibodies, another anti-GDl1a monoclonal antibody of different
isotype (Ab2-GD1a) was included in the study. Results show a minimal endocytosis of this
antibody in epithelial cells involving an Arf-6-dependent mechanism with a drastic and rapid
reduction of total levels of Ab2-GDla and localization of the endocyted antibody in a

juxtanuclear region. These results indicate a comparable behavior of both anti-GD1a antibodies
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suggesting they share similar processes of binding and endocytosis and cellular fate in epithelial

cells.

ADb2-GD1a binds efficiently to neuroblastoma-derived cells surface and there is a
moderate decrease in total antibody levels compared to the drastic reduction observed in
epithelial cells. This suggests that the endocytic processing of the anti-GDla antibodies
analyzed also depends on the cell type. Binding and endocytosis studies were also investigated
for a monoclonal antibody to ganglioside GM1 (Ab2-GM1). This antibody efficiently bound to
the plasma membrane of CHO-K1 cells and a major fraction (60-70%) was rapidly endocyted at
37°C and accumulated in a juxtanuclear compartment, contrasting with the minimal endocytosis
described for antibodies recognizing GD1a ganglioside. In addition, Ab2-GM1 levels remained
unchanged and mainly associated with the plasma membrane when endocytosis experiments
were performed at the same temperature on Neuro-2a cells. Therefore, it was observed that
under identical experimental conditions, the plasma membrane residence time and the

endocyted fraction of anti-GD1a and anti-GM1 antibodies were notoriously different.

Together, the experimental data suggest that the endocytic behavior and cellular
processing of each anti-ganglioside antibody may vary depending on the antibody and the cell
type, which is a key aspect to consider in the study of their pathogenic roles in neuropathies as

well as in their use as therapeutic tools.

Gangliosides are synthesized by endoplasmic reticulum (ER) and Golgi complex
resident glycosyltransferases and sialyltransferases. These enzymes, in many cases organized as
multienzymatic complexes, use ceramide (Cer) as the initial substrate and catalyze the
sequential addition of monosaccharides so that the product of one enzyme is the substrate of the
following one in the biosynthetic pathway (Fig. I-1). As part of this thesis, the expression,
subcellular localization and posttranslational modifications of human sialyltransferase ST3Gal-
Il was characterized for the first time. This is the main enzyme responsible for the in vivo
biosynthesis of ganglioside GD1a from GM1; both gangliosides are molecular targets of the

anti-glycolipid antibodies studied in the second part of this thesis.

ST3Gal-Il is a type-11 transmembrane protein with a short N-terminal cytoplasmic tail, a
transmembrane region and a large lumenally oriented C-terminal domain that contains the
catalytic site. The primary amino acid sequence reveals two potential N-glycosylation sites,
asparagine 92 and asparagine 211 (Asn92 and Asn211). By means of biochemical,
pharmacological, confocal microscopy and site-directed mutagenesis assays we characterized
the expression, subcellular localization, occupancy and relevance of these N-glycosylation sites
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on the in vitro localization and activity of the enzyme. ST3Gal-Il was localized at the Golgi
complex of CHO-K1 cells with predominance in proximal compartments and was expressed in
a similar proportion of monomer and dimer sensitive to treatment with reducing agents. The
enzyme is mainly N-glycosylated at Asn211 and the glycan is not of the complex type, but
contains a high proportion of mannose residues. The presence of the N-glycan at Asn211 is
required for the enzyme to leave the ER and its trafficking and localization at the Golgi
complex. In vitro sialyltransferase activity was negatively influenced by the absence of
glycosylation at Asn211 when a ganglioside (GM1) or a glycoprotein (asialofetuin) was used as
acceptor substrates. On the other hand, the lack of N-glycan at Asn92 did not affect the
sialyltransferase activity towards the glycoprotein but influenced the activity towards the
ganglioside in a positive way.

A chimeric version containing the N-terminal domain (NtD) of ST3Gal-1l (amino acids
1-51) fused to the fluorescent protein mCherry (ST3Gal-11-1-51-mCherry) was expressed in
CHO-K1 cells and was located at the Golgi complex. This suggests that the NtD is required for
the transport of ST3Gal-11 from the ER and its retention at the Golgi complex. It would also
indicate that the C-terminal domain of ST3Gal-Il depends on N-glycosylation to achieve an
optimal folding state that allows it to exit the ER and to be properly located at the Golgi
apparatus. This probably is a requirement of the quality control of protein folding in the ER but
would not be an exclusive requirement for retention of the enzyme at the Golgi complex.
Finally, the cysteine residue present at the cytoplasmic tail of ST3Gal-11 would have a role in

the formation and stabilization of the dimeric form.
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CAPITULO1

GANGLIOSIDOS: GENERALIDADES

Estructura

Junto con los glicosaminoglicanos y las glicoproteinas, los glicoesfingolipidos (GSLs)
son parte del glicocalix que cubre la superficie de casi todas las células eucariotas. Algunos
GSLs de mamiferos derivan de galactosilceramida (GalCer) y constituyen la serie-gala de
GSLs. Sin embargo, la mayoria de los GSLs derivan de glucosilceramida (GlcCer) vy
constituyen tres series mayoritarias: ganglio, lacto y neolacto y globo e isoglobo (Yu et al.
2007). Los gangliésidos constituyen una gran familia de GSLs &cidos y consisten de una
porcidn lipidica, la ceramida, unida a un oligosacarido de longitud y composicion variable con
presencia de una o mas unidades de &cido sialico (Kolter 2012). La lactosilceramida
(Gal(B1,4)Glc(p1-1")Cer) es el precursor comun de todos los gangliosidos. A esta estructura
central se pueden unir otros monosacaridos como N-Acetilgalactosamina (GalNAc), galactosa
(Gal) y é&cido sialico en un orden y tipo de union definido dando lugar a un gran repertorio de
gangliésidos (Fig. I-1). Los gangliésidos se caracterizan por poseer carga neta negativa a pH
fisioldgico otorgado por una 0 mas moléculas de acido sialico en su estructura. El 4cido sialico
es un monosacarido de nueve atomos de carbono y se dispone tipicamente en las porciones
terminales de los oligosacaridos de glicoproteinas y glicolipidos. Se han descripto cerca de 50
tipos diferentes de acido sidlico (Angata and Varki 2002; Schauer 2004). Sin embargo, el &cido
N-Acetilneuraminico (NeuAc) es el que mas frecuentemente se encuentra formando parte de los

gangliésidos en humanos.

La heterogeneidad que presentan estos glicolipidos no se halla restringida al
oligosacarido, sino que también esta presente en el residuo ceramida. En los animales
superiores, la ceramida se compone principalmente de esfingosina (un amino alcohol de 18-20
atomos de carbono) unido mediante enlace amida a un acido graso que generalmente se halla en
su forma saturada y posee un largo de cadena de 16 (palmitico) o 18 (estearico) atomos de
carbono. Esta diversidad en el componente lipidico de los gangliésidos puede tener
consecuencias funcionales. Por ejemplo, el transporte retrogrado de toxina colérica desde
membrana plasmatica hacia la red del trans-Golgi (TGN) vy el reticulo endopldsmico (RE)
(eventos necesarios para que la toxina acceda al citoplasma celular y medie sus efectos
citotoxicos) ocurre solo luego de unir en membrana plasméatica moléculas del gangliésido GM1

que posean cadenas de acido graso insaturadas en su porcién ceramida (Chinnapen et al. 2012).
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OLIGOSACARIDO CERAMIDA

o ACIDO GRASO
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Serie | Gangliosido R1 R2 R3
GM3 H COCH; H
GM2 GalNAc(B1-4) COCH, H
a |em1 Gal(p1-3)GalNAc(p1-4) COCH, H
GD1a Meuhc(o2-3)Gal(B1-3)GalNAc{B1-4) COCH, H
GTla MeuAc(a2-8)Neuhc{o2-3)Gal(B1-3)GalNAc(B1-4) COCH; H
GD3 H COCH, MNeuAc{c2-8)
GD2 GalNAc(p1-4) COCH, Meuhc|o2-8)
b |GD1b Gal(p1-3)GalNAc{p1-4) COCH; MNeuhc(o2-8)
GT1b Meuhc(o.2-3)Gal(B1-3)GalNAc{B1-4) COCH; Meuhc|o2-8)
Gailb Meuhc(a2-8)Neuhc|{o2-3)Gal(p1-3)GalNAc(f1-4) COCH, Meuhc|o2-8)
GT3 H COCH, Neulc(o2-8)Neulc|o2-8)
GT2 GalNAc(B1-4) COCH, Meuhc(o2-8)Neuhc(o.2-8)
c |GTic Gal{B1-3)GalNAc{f1-4) COCH, Meuhc(o2-8)Neuhc|o.2-8)
Galc Meuhc(o2-3)Gal(B1-3)GalNAc{f1-4) COCH, Meuhc(o2-8)Neuhc(o.2-8)
GP1c MeuAc(a2-8)Neuhc{o2-3)Gal(B1-3)GalNAc(B1-4) COCH, Meuhc(o2-8)Neuhc(o2-8)
MN-glicolil-GM3 |H COCH.OH |H

Figura I-1. Estructura y composicion de los ganglisidos de la serie a, by ¢
Glc: glucosa; Gal: galactosa; GaINAc: N-Acetilgalactosamina; NeuAc: Acido N-Acetilneuraminico

Nomenclatura

La nomenclatura més frecuentemente utilizada para referirse a los gangliosidos y que
especifica la composicion del oligosacérido presente en estos glicolipidos fue propuesta por
Svennerholm basada inicialmente en el orden en el que migraban los principales gangliosidos de

cerebro humano en una cromatografia (Svennerholm 1963) y posteriormente fue expandida a

otras estructuras (Svennerholm 1980; Svennerholm 1994). Una nomenclatura que utiliza e
sistema IUPAC (Chester 1997) es menos frecuentemente utilizada. De acuerdo a la
nomenclatura de Svennerholm, los nombres contienen informaciéon de la serie (“G” =

gangliosido), el nimero de &cidos sialico (“M” =1, “D” = 2, “T” = 3, “Q” =4, “P” =5) ¢
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indirectamente el nimero de carbohidratos neutros, el cual es siempre menor a 5. De esta
manera el nombre “GD3” indica que es un gangliésido que contiene 2 acidos sialico y (5 — “3”
= 2) azUcares neutros. Ademas los gangliésidos se caracterizan por contener una, dos o varias
moléculas de &cido siélico unidas en enlace 02,3 al residuo galactosa “interno” o “externo” y en
enlace 02,8 a otros acidos sialico, razon por la cual se los agrupa en series “a, b y ¢” seglin
posean 1, 2 0 3 moléculas de acido siélico unidas a la galactosa interna respectivamente. Esto
permite distinguir entre diferentes estructuras que poseen la misma cantidad de siélico en su

composicién como los gangliésidos GT1a, GT1by GT1c. (Fig. I-1).

Localizacién y metabolismo

Los gangliésidos se encuentran principalmente enriquecidos en el sistema nervioso
donde constituyen entre un 10-12% del contenido lipidico total. A nivel subcelular, la mayor
parte de los gangli6sidos residen en la hemicapa externa de la membrana plasmatica donde
contribuyen entre un 20-25% de los lipidos en esta localizacion (Tettamanti 2004). También se
pueden encontrar gangliésidos en membranas de organelas como el nlcleo, donde tienen un rol
en el balance celular de Ca** (Ledeen and Wu 2006; Ledeen and Wu 2011) y en mitocondrias
donde regularian el proceso apoptético (Garofalo et al. 2007). También se expresan, aunque en
cantidades inferiores, en tejidos extraneurales (uno a dos 6rdenes de magnitud menor que en el
sistema nervioso) y son transportados en suero unidos a lipoproteinas (Senn et al. 1989). Los
niveles y patrones de expresion de ganglidsidos dependen del estadio del desarrollo (Dreyfus et
al. 1975; Panzetta et al. 1983; Yu et al. 1988; Yu 1994) y principalmente de la actividad de
glicosiltransferasas que regulan su sintesis y que varian a lo largo de las diferentes etapas del
desarrollo (Panzetta et al. 1980; Cortassa et al. 1984; Maccioni et al. 1984a; Maccioni et al.
1984b; Daniotti et al. 1991). Un ejemplo lo constituye el cambio en el patrén de expresion de
ganglidsidos simples como GM3 y GD3 a ganglidsidos mas complejos como GM1, GDla y
GT1b durante el desarrollo del SNC (Dreyfus et al. 1980; Irwin et al. 1980; Panzetta et al. 1980;
Rosner 1982; Cortassa et al. 1984; Maccioni et al. 1984b; Panzetta et al. 1987; Yu et al. 2009)

La sintesis de novo de gangliésidos comienza con la produccién de ceramida en la hemicapa
citoplasmatica del RE por accién de la enzima ceramida sintasa que cataliza la formacién de un
enlace amida entre esfingosina y un acido graso. La ceramida es luego transferida en parte hacia
TGN por transporte no vesicular mediado por la proteina transferidora de ceramida (CERT)
(Hanada et al. 2003), una proteina que posee un dominio con capacidad de unir

fosfatidilinositol-4-fosfato (P14P) en TGN y un dominio que media su union a la proteina VAP
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de RE (D'Angelo et al. 2008). Sin embargo, este transporte mediado por CERT tendria un
aporte minimo en la sintesis de GlcCer, por lo tanto de ganglidsidos, y contribuiria
principalmente en la sintesis de esfingomielina en el lumen de la organela (Fukasawa et al.
1999; Funakoshi et al. 2000; Hanada et al. 2003). Esta evidencia se contrapone con la reportada
en otro trabajo mas reciente donde sefialan que CERT también podria transportar ceramida a
TGN para ser utilizada en la sintesis de GlcCer (Halter et al. 2007). Lo que si esta claro es que
en la hemicapa citoplasméatica de RE y complejo de Golgi se localiza la enzima UDP-
Glc:ceramida glucosiltransferasa (UGCG) la cual cataliza la transferencia de glucosa desde
UDP-Glc hacia ceramida para producir GlcCer, el primer intermediario glicosilado en la via de
sintesis de glicoesfingolipidos. Esta enzima presenta una topologia diferente al resto de las
glicosiltransferasas de gangliésidos ya que es una proteina de membrana tipo Il y su dominio
C-terminal, que contiene el sitio catalitico, esta orientado hacia el citoplasma. De esta manera la
sintesis de GlcCer es llevada a cabo en la hemicapa citosélica de estas membranas (Coste et al.
1986; Futerman and Pagano 1991; Marks et al. 1999; Kohyama-Koganeya et al. 2004; Crespo et
al. 2008). Las demas glicosiltransferasas de gangliésidos de vertebrados son proteinas de
membrana tipo Il que se caracterizan por poseer dominios estructurales comunes: una regiéon N-
terminal citoplasmatica corta (6-30 aminoacidos) critica para la salida de las mismas del RE y
su concentracion en el complejo de Golgi (Giraudo and Maccioni 2003), un dominio sefial de
anclaje de entre 16-22 aminoacidos que actlia como un péptido sefial no escindible y como una
region transmembrana que determina su localizacion en el complejo de Golgi (Quiroga et al.
2013) y que orienta la region espaciadora y el gran dominio C-terminal (que alberga el sitio
catalitico y los sitios de unidn a los sustratos donor y aceptor (Taniguchi et al. 2002)) hacia el
lumen del complejo de Golgi (Paulson and Colley 1989) (Fig. 1-2). Por lo tanto, luego de su
sintesis, GlcCer debe ser trastocada hacia el lumen del complejo de Golgi para ser utilizada
como sustrato en la sintesis de gangliosidos, proceso mediado por actividad flipasa (Chalat et al.
2012). Los sitios exactos de translocacién y la direccion en la que GlcCer es transportada en la
célula son controversiales. Inicialmente se propuso que un mecanismo de transporte no
vesicular mediado por FAPP2 (proteina adaptadora de cuatro fosfatos transportadora de lipidos,
que posee un dominio de union a GlcCer y otro de unidn a PI4P y Arfl (Godi et al. 2004))
transporta de manera retroégrada GlcCer sintetizada en Golgi hacia el RE donde es translocada al
lumen y luego transportada nuevamente al Golgi donde podra ser glicosilada (Halter et al.
2007). Por otro lado, evidencia experimental reciente sugiere que dos mecanismos de transporte
diferentes intervienen en el destino subcelular de GlcCer (D'Angelo et al. 2013). Un mecanismo
de transporte no vesicular mediado por la proteina FAPP2 dirige GlcCer desde cis-Golgi hacia
TGN donde trasloca y contribuye principalmente a la sintesis de globosidos, mientras que un
transporte vesicular de GlcCer desde RE a compartimientos tempranos de Golgi alimenta la
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sintesis de ganglidsidos (D'Angelo et al. 2013). Independientemente del sito de translocacion,
GlcCer en el lumen del complejo Golgi, constituye el sustrato de partida para la sintesis de
gangliosidos. Dicha sintesis se realiza por un conjunto de glicosiltransferasas integrales de
membrana y localizadas en el complejo de Golgi que transfieren monosacéridos desde un
sustrato donor activado, usualmente un nucleétido azdcar, a una cadena de oligosacaridos
creciente (Fig. 1-3). Asi, GlcCer es sustrato de la enzima p4GalT-VI (UDP-
Gal:glucosilceramida galactosiltransferasa o LacCer sintasa) (Takizawa et al. 1999) la cual
transfiere un residuo galactosa desde UDP-Gal a GlcCer sintetizando lactosilceramida (LacCer).
La subsiguiente transferencia de sialico por ST3Gal-V (CMP-NeuAc:lactosilceramida
sialiltransferasa 0 GM3 sintasa) a LacCer desde CMP-siadlico produce GM3, el primer
gangliésido de la via y un punto de ramificacién clave en la sintesis de estos GSLs. GM3 puede
ser modificado por p4GalNAcT-I (UDP-GalNAc:lactosilceramida/GM3/GD3/GT3  N-
acetilgalactosaminiltransferasa 0 GA2/GM2/GD2/GT2 sintasa) que transfiere GaINAc a GM3
para sintetizar GM2. Alternativamente, ST8Sia-I (CMP-NeuAc:GM3 sialiltransferasa y CMP-
NeuAc:GDa3 sialiltransferasa 0 GD3/GT3 sintasa) puede adicionar de manera secuencial uno o
dos acidos sialico a GM3 produciendo GD3 y GT3, los primeros gangliésidos de las vias b y ¢
respectivamente. La incorporacion de GalINAc impide cualquier adicién posterior de sialico a la
galactosa interna, de modo que la produccion de GM2, GD2 y GT2 confina la sintesis de
gangliésidos mas complejos a las vias a, b o ¢ respectivamente (Fig. 1-3). Luego de su sintesis,
los gangliésidos son répidamente transferidos a la superficie celular mediante transporte
vesicular (Young et al. 1992; Crespo et al. 2004; Crespo et al. 2008) donde se organizan en
microdominios de membrana (Harder 2003) que se cree funcionan como plataformas de
sefializacién intracelular por su capacidad de interactuar con proteinas sefializadoras (Simons
and Toomre 2000; Hakomori Si 2002). Una vez en la membrana plasmatica pueden también ser
metabolizados por diferentes glicosiltransferasas y glicosidasas (Daniotti et al. 2015a). Luego,
los ganglidsidos son internalizados, alcanzan el compartimiento endosomal y pueden tener
diferentes destinos celulares. Pueden ser reciclados hacia la membrana plasmatica (Iglesias-
Bartolome et al. 2006; Iglesias-Bartolome et al. 2009) o ser transportados hacia el complejo de
Golgi donde pueden ser sustrato de nuevos procesos de glicosilacion que conducen a la
formacion de gangliosidos més complejos (Tettamanti 2004). Finalmente, los gangliésidos son
degradados en lisosomas donde glicosidasas apropiadas (Ito 2007) escinden de manera
secuencial las unidades de monosacéridos desde el extremo no reductor de la cadena de
oligosacarido. Ademas se requiere de un pH adecuado y en algunos casos (gangliosidos con
cuatro o menos residuos de carbohidratos) se necesitan de proteinas activadoras (proteina
activadora de GM2 o una de las cuatro saposinas A, B, C y D) las cuales extraen los glicolipidos

de las membranas y se los presentan a las hidrolasas &cidas (Kolter 2012; Daniotti et al. 2015a).
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Los productos catabdlicos resultantes pueden escapar de los lisosomas y ser usados como
precursores de sintesis de nuevas moléculas o siguen una via degradativa (Sandhoff and Kolter
2003; Tettamanti 2004; Kolter and Sandhoff 2010).

Dominio catalitico

Regidén espaciadora LUMEN DEL
COMPLEJO DE GOLGI

Dominio

transmembrana

Dominio CITOPLASMA

citoplasmatico

H2N

Figura 1-2 Topologia y dominios comunes de las glicosiltransferasas de gangliésidos

Las glicosiltransferasas de gangliosidos presentan una topologia caracteristica en el complejo de Golgi
que consiste de un dominio N-terminal corto orientado hacia el citoplasma, un dominio sefial de anclaje
que atraviesa la membrana y un dominio C-terminal orientado hacia el lumen de la organela que alberga
el sitio catalitico.
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Figura 1-3 Esquema de biosintesis de los gangliésidos

Sintesis de los gangliésidos de las series a, b y ¢c. UGCG, UDP-Glc:ceramida glucosiltransferasa; p4GalT-
VI, UDP-Gal:glucosilceramida  galactosiltransferasa; ST3Gal-V, CMP-NeuAc:lactosilceramida
sialiltransferasa; ST8Sia-I, CMP-NeuAc:GM3 sialiltransferasa y CMP-NeuAc:GD3 sialiltransferasa;
B4GaINACT-I, UDP-GalNAc:lactosilceramida/GM3/GD3/GT3 N-acetilgalactosaminiltransferasa;
B3GalT-IV, UDP-Gal: GA2/GM2/GD2/GT2 galactosiltransferasa; ST3Gal-Il, CMP-
NeuAc:GAL/GM1/GD1b/GT1c sialiltransferasa; ST8Sia-V, CMP-NeuAc:GM1b/GD1a/GT1b/GQlc
sialiltransferasa y CMP-NeuAc:GD3 sialiltransferasa. Los ganglidsidos son nombrados de acuerdo a la
nomenclatura propuesta por Svennerholm (Svennerholm 1980).

Regulacion de la expresion y actividad de glicosiltransferasas
involucradas en la biosintesis de ganglidsidos

Como se menciond anteriormente, el patron de expresion de gangliosidos no solamente se
encuentra regulado a lo largo del desarrollo, sino que también depende del tipo celular y el
estadio de diferenciacion. Es decir, el perfil de glicolipidos que una célula expresa se halla
finamente regulado y si bien algunos mecanismos de regulacion han sido caracterizados, no esta

del todo claro cdmo se controla la expresion relativa de los diferentes glicolipidos.

El clonado de los genes de las glicosiltransferasas de gangliosidos ha permitido estudiar
la regulacion de su expresion a nivel transcripcional (Daniotti et al. 1997a; Daniotti et al. 1997b;
Daniotti et al. 1999; Yu et al. 2004; Zeng and Yu 2008). Al analizar varios de sus promotores

(Furukawa et al. 1996; Zeng et al. 1998; Takashima et al. 2000; Tencomnao et al. 2001; Kim et
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al. 2002; Furukawa et al. 2003; Xia et al. 2003; Zeng et al. 2003; Raimondi et al. 2004) se
observo que comparten algunas caracteristicas con promotores de genes constitutivos (genes
que se expresan permanentemente con poca regulaciéon y en cuyos promotores hay ausencia de
secuencias TATA y presencia de secuencias con alto contenido en GC). Sin embargo, la
expresion de gangliosidos estd sujeta a una compleja regulacion durante el desarrollo y de
manera tejido especifica por lo cual deben existir mecanismos que regulen la expresion génica.
Al respecto, se describié que un conjunto de factores de transcripcion (que incluyen Spl, AP2 y
CREB) se unen a promotores de glicosiltransferasas y que existen algunas secuencias
regulatorias negativas aguas arriba de los mismos (Zeng and Yu 2008). Ademas de la regulacion
génica, algunas observaciones sugieren mecanismos de control epigenéticos. En particular,
durante el desarrollo neuronal se regularia el reclutamiento de factores de transcripcion a los
promotores de B4GalNAcT-I y ST8Sia-l (Tsai and Yu 2014) en funcion del estado de
acetilacion de histonas (Suzuki et al. 2011). Por otro lado, en etapas especificas del desarrollo
neuronal, los gangli6sidos podrian modular de manera epigenética la expresion de algunos
genes de glicosiltransferasas contribuyendo de esta manera a cambios en el perfil de expresion
de glicolipidos descriptos durante el desarrollo neuronal (Itokazu et al. 2016). Por lo tanto, la
regulacién de estos genes es un proceso complejo y se requieren nuevos estudios que permitan

comprender mas ampliamente los mecanismos que modulan la expresion de los mismos.

Las glicosiltransferasas, al igual que un gran numero de proteinas, adquieren diversas
modificaciones postraduccionales (MPT) (Khoury et al. 2011) que impactan finalmente en la
capacidad de biosintesis de ganglidsidos constituyendo asi otro mecanismo que regula la
expresion de estos glicolipidos. Una de las modificaciones mas frecuentemente hallada en
proteinas es la N-glicosilaciéon. Esta modificacidn involucra la transferencia en bloque de un
oligosacarido preformado (compuesto por 14 monosacaridos: GICNAc,,ManyGlus) a un residuo
asparagina de la proteina que esté siendo sintetizada y traslocada a través de la membrana del
RE vy el subsiguiente remodelado enzimatico del glicano en el RE y el complejo de Golgi
(Stanley 2009). Con excepcion de UGCG, todas las glicosiltransferasas mencionadas en la Fig.
I-3 poseen secuencias consenso de N-glicosilacion (NXS/T, donde X#P) las cuales son
necesarias pero no suficientes para que esta modificacion ocurra. Estos oligosacaridos confieren
caracteristicas estructurales y funcionales dificiles de predecir (Varki 1993) y que deben ser
determinadas experimentalmente. Casi todas las glicosiltransferasas de ganglidsidos se hallan
N-glicosiladas y diversos estudios demuestran que prevenir la incorporacién del N-glicano o su
posterior remodelado, conduce generalmente a cambios en su estabilidad (Jeanneau et al. 2004),

vida media (Bieberich et al. 2000), localizacion/transporte subcelular y actividad enzimatica
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(Haraguchi et al. 1995; Martina et al. 1998; Daniotti et al. 2000; Martina et al. 2000; Uemura et
al. 2006; Ruggiero et al. 2015).

La MPT maés frecuentemente encontrada en proteinas es la fosforilacion (Khoury et al.
2011). A diferencia de la N-glicosilacion, la fosforilacion es un proceso reversible y constituye
asi un mecanismo de regulacién rapido en respuesta a diversas demandas celulares (Krebs and
Beavo 1979; Edelman et al. 1987). En la actualidad no existen evidencias que demuestren una
regulacion de la actividad de glicosiltransferasas de ganglidsidos mediante eventos de
fosforilacién/defosforilacion de las mismas, s6lo existen algunas observaciones indirectas.
Inicialmente se encontré que la composicion de ganglidsidos era modificada al incubar células
con efectores de proteinas quinasas como el mitbgeno PMA (Huberman et al. 1979; Srinivas
and Colburn 1982; Burczak et al. 1983; Grunberger et al. 1984). Luego, se reportdé que la
fosforilacién/defosforilacion modula la actividad in vitro de ST3Gal-1l, ST3Gal-V y ST8Sia-I
(Gu et al. 1995) y que el tratamiento de células en cultivo con inhibidores de fosfatasas o
activadores de quinasas modificaria el estado de fosforilacion de B4GalNACT-1 y ST3Gal-II
pudiendo regular sus actividades y por lo tanto los niveles de GM1 y GDla (Bieberich et al.
1998). Estos experimentos preliminares llevaron a algunos autores a proponer que la regulacion
de las glicosiltransferasas mediante fosforilacion/defosforilacion seria un mecanismo regulatorio
importante para la biosintesis de gangliésidos (Yu and Bieberich 2001). Sin embargo, este tipo

de regulacién de la expresién de glicolipidos aun debe ser demostrado in vivo.

Otros factores como la disponibilidad de nucledtidos azlcares (Sprong et al. 2003;
Hadley et al. 2014), de los sustratos aceptores, factores cinéticos de las glicosiltransferasas,
inhibicién por producto final (Nores and Caputto 1984; Yusuf et al. 1987) y la formacién de
complejos multienzimaticos (Giraudo et al. 2001; Bieberich et al. 2002; Giraudo and Maccioni
2003; Spessott et al. 2012) también pueden influenciar el nivel y repertorio de gangliésidos
expresados. La formacion de un complejo fisico y funcional entre B4GalNACT-1 y 3GalT-IV
(Giraudo et al. 2001), determina una eficiente conversion de GM3 a GML. Esto podria explicar

por ejemplo, porque el cerebro contiene altas cantidades de GM1 y GD1a y muy poco GM2.

Recientemente, se ha demostrado un tipo adicional de regulacion de la expresion de
glicolipidos que ocurre a nivel de la membrana plasmatica, debido a ectoglicosidasas y
glicosiltransferasas asociadas a la membrana plasmética (Crespo et al. 2010; Sonnino et al.
2010; Vilcaes et al. 2011; Daniotti et al. 2015a) que son responsables del remodelado local del

patron de ganglidsidos en membrana plasmaética.
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ROL DE LOS GANGLIOSIDOS EN PROCESOS FISIOLOGICOS Y
PATOLOGICOS

Evidencias por su distribuciéon diferencial en tejidos

Como se menciond anteriormente, la expresion de glicolipidos y en particular de
gangliosidos esta finamente regulada durante el desarrollo y de manera tejido especifica. Esta
expresion diferencial no solamente se limita a diferencias en la composicién de gangliésidos
entre tejidos u 6rganos (Thierfelder et al. 1992; Kwak et al. 2011), sino que también se han
descripto composiciones diferenciales de gangliésidos en distintas regiones de un mismo tejido
(Serb et al. 2009; Kwak et al. 2011). Un nivel de complejidad atin mayor es evidente al observar
que diferentes estructuras de un 6rgano como el cerebro, expresan distintas especies de un
mismo gangliésido (GM1) y que so6lo difieren en el nimero de atomos de carbono que
componen la cadena de esfingosina. Esta expresién diferencial no solo se observa entre las
distintas estructuras como la corteza cerebral, el hipocampo, el tdlamo y la amigdala, sino
también en diferentes zonas de una misma estructura (Weishaupt et al. 2015). La composicién
de gangliosidos puede también diferir entre células que tienen un origen comin y que a lo largo
del desarrollo se diferencian en tejidos relacionados (Daniotti et al. 1994). Esta distribucién
diferencial es fuertemente indicativa de un rol funcional importante y especifico de los
gangli6sidos en dichos tejidos. Sin embargo, resulta dificil asignar una funcion a un
determinado glicolipido sdlo con estos hallazgos descriptivos. EI concepto general que emerge
de estos y otros estudios es que los gangliosidos intervienen en numerosos procesos mediante el
reconocimiento celula-célula y célula-matriz extracelular ya sea a través de interacciones con
proteinas tipo lectina (Ideo et al. 2003; Chakrabandhu et al. 2008; Schnaar and Lopez 2009;
Russo et al. 2016) o mediante interacciones con carbohidratos o dominios de union de
glicolipidos presentes en glicoproteinas, muchas de las cuales son receptores de factores de
crecimiento localizadas en la membrana plasmatica (Regina Todeschini and Hakomori 2008;
Lopez and Schnaar 2009), modulando la actividad de los mismos (Kawashima et al. 2009;
Coskun et al. 2011; Singh et al. 2012). De esta manera, los gangliosidos serian fundamentales
en diversas funciones fisiol6gicas como crecimiento, diferenciacién, adhesion, apoptosis y
migracion. Por otro lado, la desregulacion del metabolismo de gangliésidos (principalmente de
su catabolismo), estd implicada en diversas condiciones patoldgicas tal como ocurre en las
gangliosidosis 0 enfermedades de acumulacién de glicolipidos (Kolter and Sandhoff 2006;
Sandhoff and Harzer 2013; Platt 2014). Ademas, los ganglioésidos pueden actuar como
receptores de diversos virus (Taube et al. 2010; Matrosovich et al. 2015), toxinas (Holmgren et
al. 1973; Basu and Mukhopadhyay 2014; Aureli et al. 2016) y anticuerpos (Bourque et al. 2015;
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Goodfellow and Willison 2016; Uncini 2016), siendo méas susceptibles aquellos tejidos en los
que estos agentes etioldgicos tengan un mayor acceso a los gangliésidos blanco. En el presente
trabajo de tesis se abordd el estudio de la union, endocitosis y destino de inmunoglobulinas
asociadas a neuropatias periféricas que reconocen a los gangliésidos GDla y GM1 en varias
lineas celulares en cultivo, con el objetivo de lograr una mayor comprension de los mecanismos

moleculares que subyacen estos fenémenos (Capitulo I1).

Evidencias de experimentos in vitro

Muchos experimentos fueron realizados para tratar de dilucidar la funcion de los
gangliésidos en diferentes procesos celulares. Estas aproximaciones suelen realizarse en células
en cultivo y determinando el efecto de la adicion de gangliésidos exdgenos, blogueando la
sintesis de gangliésidos con inhibidores especificos, incorporando el ADNc de diferentes
glicosiltransferasas o empleando células que carecen de un determinado glicoesfingolipido.
Varias observaciones y experimentos iniciales sugirieron que los gangliésidos participan en
diversos procesos celulares. En general se observd una disminucién del crecimiento y
proliferacion celular ante el agregado de ganglidsidos exdgenos (Keenan et al. 1975; Bremer et
al. 1984; Hefti et al. 1985; Bremer et al. 1986; Sobue et al. 1988) y en células con blogueo
reversible de la sintesis de gangliésidos (Weis and Davis 1990). También influencian la
diferenciacion neuronal (Schengrund 1990; Rosenberg et al. 1992; Kojima et al. 1994) y de
algunas células linfoides (Nojiri et al. 1986; Zeng et al. 1995). Ademas, tendrian un rol en la
adhesion y migracion de algunos tipos celulares (Alessandri et al. 1986; Stallcup et al. 1989;
Greis and Rosner 1990; Lang et al. 2001) y regulacion de actividades enzimaticas (Caputto et al.
1977; Leon et al. 1981). Estas funciones serian mediadas a través de una modulacién de la
actividad de receptores de superficie por parte de los ganglioésidos (Miljan and Bremer 2002).
Sin embargo, la interpretacion de muchos de estos resultados es complicada, principalmente la
de aquellos experimentos en los que se adicionaron gangliosidos de manera exégena ya que, por
ejemplo, las células pueden convertir los gangliésidos que incorporan de manera exdgena en
especies mas simples 0 mas complejas (Furukawa et al. 1989). De esta manera no resulta
sencillo asignar como responsable del efecto al gangliésido afadido. Otra complicacion de estos
experimentos son las altas concentraciones de gangliosidos empleadas, muy alejadas de las
concentraciones fisiologicas de los mismos. Estos problemas pudieron ser superados gracias al
clonado de las diferentes glicosiltransferasas y a las intervenciones a nivel genético que
permitieron modificar los patrones de expresion endégena de gangliosidos en células en cultivo

(Giraudo et al. 1999; Daniotti et al. 2000). En nuestro laboratorio se logré de esta manera
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generar lineas celulares que expresan determinadas glicosiltransferasas de la via de sintesis de
los ganglidsidos y una de estas lineas celulares (doble transfectante estable de B4GalNACT-I y
B3GalT-IV en células CHO-K1, de ahora en adelante, células CHO-K1°P™CM*) fye

ampliamente utilizada durante este trabajo de tesis (Capitulo I1).

Descubrimientos en animales modificados genéticamente y en humanos
con enfermedades relacionadas a la sintesis de ganglidsidos

Los experimentos in vitro si bien son validos a nivel celular, no permiten entender el rol
de los ganglidsidos en sistemas mas complejos como tejidos u organismos. El empleo de la
tecnologia de ADN recombinante en ratones permitié generar animales que carecen de un
determinado grupo de glicoesfingolipidos y asi estudiar las funciones de los mismos a nivel
organismo. El primer paso de la sintesis de glicoesfingolipidos es realizado por la enzima
UGCG produciendo GlcCer (Fig. 1-3). Los animales ugcg” mueren en un estadio embrionario
temprano debido a un proceso apoptético masivo en la capa del ectodermo (Yamashita et al.
1999). Por otro lado, células madre embrionarias derivadas de estos animales ugcg™ son
capaces de formar teratomas cuando son inoculadas de manera subcutanea, sin embargo carecen
de tejidos diferenciados. Estos resultados indican que la sintesis de glicolipidos es necesaria

para el desarrollo embrionario y la diferenciacion celular.

ST3Gal-V es la enzima que cataliza la formacion del gangliésido mas simple, GM3.
Animales ST3Gal-V " no expresan GM3, son viables y sin mayores complicaciones
neuroldgicas, posiblemente debido a la sintesis de ganglidsidos complejos de la “serie — 0”
(ganglidsidos que carecen de NeuAc en el residuo galactosa interno) y sélo manifiestan una

incrementada sensibilidad a la insulina (Yamashita et al. 2003).

La sintesis de los gangliosidos complejos requiere de la enzima B4GalNAcT-I (Fig. 1-3).
Los ratones P4GalNACT-I " son viables aunque carecen de gangli6ésidos complejos y en su
lugar expresan grandes cantidades de GM3 y GD3, presentan alteraciones neuronales
progresivas posiblemente debidas a la carencia de interacciones axén-glia en la que estan
involucrados gangliosidos complejos (Takamiya et al. 1996; Sheikh et al. 1999; Chiavegatto et
al. 2000; Wu et al. 2001) y alteraciones en tejidos extraneurales como respuesta reducida a
interleuquina-2 en células T (Zhao et al. 1999) e infertilidad en machos (Takamiya et al. 1998;

Liu et al. 1999). Estos resultados demostraron que, contrario a lo que se pensaba, el sistema
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nervioso de mamiferos puede formarse sin la mayoria de los gangliésidos complejos pero que la

ausencia de los mismos resulta en anormalidades neurolégicas.

La sintesis de gangliésidos de la via b es controlada por la actividad de la enzima
responsable de la biosintesis de GD3, ST8Sia-I (Fig. 1-3). Los ratones ST8Sia-1 * son viables,
fértiles y neurolégicamente normales (Okada et al. 2002) y posiblemente la falta de gangliésidos
complejos de la “serie — b” sea compensada por gangliosidos complejos de la “serie — a” como
GM1 y GD1a. La cruza de los ratones p4GalNACT-1 "y ST8Sia-1 ” gener6 el doble mutante
B4GalNACT-1 ", ST8Sia-1 " que s6lo expresa el gangliésido GM3 en cerebro, manifiesta dafios
en la piel (Inoue et al. 2002), son muy sensibles a ruidos y desarrollan convulsiones letales y
también muerte esponténea (Kawai et al. 2001). Por otro lado, los animales doble mutantes
B4GalNACT-I ”, ST3Gal-V " son viables pero no expresan glicolipidos de la serie ganglio,
acumulan LacCer y LacCer-sulfato y desarrollan una condicidn neurodegenerativa severa que

culmina con la muerte (Yamashita et al. 2005).

En su conjunto, estos estudios realizados en animales carentes de una 0 mas enzimas de la
via de sintesis de ganglidsidos permitieron conocer en mayor detalle la funcién de los
gangli6sidos a nivel organismo. Los fenotipos severos de los animales doble mutantes
demuestran la gran importancia de los gangliosidos en la funcidn del sistema nervioso, mientras
que los fenotipos no tan severos de los ratones simple mutantes sugieren que algunos
gangliésidos tendrian funciones redundantes. Asi, estos glicolipidos parecen no ser
absolutamente necesarios en el desarrollo del sistema nervioso pero si para su mantenimiento y
funcionamiento. Esto ha sido demostrado en pacientes que presentan severas alteraciones
neurolégicas que se manifiestan poco después del nacimiento. Mutaciones en el gen que
codifica ST3Gal-V han sido descriptas en pacientes con una forma de epilepsia asociada a
alteraciones neurolégicas (Simpson et al. 2004). Los individuos afectados expresan una version
trunca de ST3Gal-V que carece de actividad enzimatica y por lo tanto no ocurre sintesis de
GM3 ni de gangliosidos mas complejos, pero se observa acumulacion de LacCer y de derivados
de LacCer. El desarrollo intrauterino fue normal y el nacimiento a término, presentando los
sintomas entre la semana 2 y 12 de vida. (Simpson et al. 2004). Por otro lado, una mutacion
puntual en el gen de ST3Gal-V que involucra la sustitucion de glutamato en posicion 332 por
lisina (E332K) y que ocasionaria una disminucion en la estabilidad de la enzima con pérdida de
su funcion, ha sido descripta en pacientes con el sindrome de “sal y pimienta”, un severo
desorden caracterizado por déficits neuroldgicos y cambios en la pigmentacion cuténea
(Boccuto et al. 2014). Se evidencia una ausencia total de expresion de GM3 en fibroblastos de

individuos afectados, con acumulacion de los globo6sidos Gb3 y Gb4 pero sin aumento de
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LacCer. Esta alteracion del perfil de GSLs es acompafiada por cambios en la sialilacién de
glicoproteinas, tanto en fibroblastos de estos pacientes como en peces deficientes de ST3Gal-V.
Estos cambios se correlacionan con un incremento de la apoptosis neuronal en los peces de
experimentacion, sugiriendo un posible mecanismo para la ocurrencia de los déficits
neuroldgicos en los pacientes afectados. En contraste, los cambios de pigmentacion cutanea son
asintomaticos y no se asocian con la severidad neuroldgica observada. Se comienzan a detectar
durante los primeros afios de vida y aumentan con la edad. Por lo tanto, estos cambios
distintivos de pigmentacion asociados a alteraciones neuroldgicas pueden ser Utiles en la
identificacion de pacientes con éste desorden de la sintesis de gangliosidos (Wang et al. 2013).
Recientemente, un segundo tipo de trastorno asociado a la sintesis de gangliosidos y que
involucra mutaciones en la glicosiltransferasa f4GalNAcCT-I ha sido descripto (Boukhris et al.
2013; Harlalka et al. 2013). Las principales manifestaciones clinicas incluyen una pérdida
parcial y progresiva de los movimientos de las extremidades inferiores (paraparesis) y dificultad
variable en el aprendizaje, con un progreso lento de la enfermedad. En estos pacientes se han
identificado varios tipos de mutaciones puntuales e inclusive una insercion en el Gltimo exén del
gen gue codifica esta glicosiltransferasa y que causa pérdida de la actividad GM2 sintasa, con la
consecuente ausencia de GM2 y acumulacion de su gangliésido precursor (GM3). Estos
hallazgos van en favor de la idea de que los gangliosidos serian principalmente necesarios para
el adecuado funcionamiento del sistema nervioso. Si bien existen numerosas enfermedades
asociadas al metabolismo de glicoesfingolipidos, la totalidad de ellas habia sido asociada al
catabolismo de los mismos, siendo estos los primeros reportes en los cuales se asocia una

patologia con la falta de sintesis de ganglidsidos.

Rol de los gangliésidos en transformacion oncogénica, sobrevida
tumoral y evasion del sistema inmune

La expresion de ganglidsidos varia no solo en diferentes estadios fisiologicos, sino que
también lo hace durante la transformacion oncogénica (Daniotti et al. 2013; Daniotti et al.
2015b). Las células tumorales expresan un patrén aberrante de glicosilacién como consecuencia
de cambios genéticos y epigenéticos que resultan en la sintesis alterada de glicanos
(sobreexpresion, produccion de glicanos truncados), neosintesis de antigenos onco-fetales,
cambios en la densidad de superficie o de cripticidad de los antigenos (Hakomori 1984;
Dabelsteen and Clausen 1987), o expresion de variantes de glicosilacion que no son propias de
la especie (Daniotti et al. 2013) (ver mas adelante). El patrén de glicosilacion neoplésica no es
aleatorio, sino que evoluciona a través de la presion ejercida por el sistema inmune sobre el
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tumor. De esta manera, se seleccionan células tumorales que poseen un repertorio de glicanos
pobremente reconocidos por el sistema inmune (Fuster and Esko 2005; Kim et al. 2007). El
estudio y caracterizacion del perfil de glicosilacion aberrante en diferentes tipos de neoplasias
permitié el disefio de terapias dirigidas contra estos antigenos (ver méas adelante). La
hipersialilacion es uno de los principales tipos de glicosilacién aberrante en el cancer y es
lograda principalmente por el aumento en la expresion de sialiltransferasas ante diferentes
condiciones del microambiente tumoral como hipoxia (Kannagi et al. 2010; Bull et al. 2014).
Ademas, el aumento de la disponibilidad de sustrato, como consecuencia de la sobreexpresion
de genes involucrados en la biosintesis o transporte de sialico (Kannagi et al. 2010; Almaraz et
al. 2012) y la disminucién de la expresion de sialidasas (Miyagi et al. 2012) pueden llevar a la
hipersialilacién de células neoplasicas. Otro tipo de glicosilacion aberrante ocurre por la
expresion de variantes que no son propias de la especie, tal como ocurre con el &cido N-
glicolilneuraminico (NeuGc) en humanos. NeuGc es abundante en muchas otras especies de
mamiferos pero no en humanos debido a una delecién en el gen de la enzima CMP-NeuAc
hidroxilasa responsable de sintetizar CMP-NeuGc al catalizar la incorporacion de un grupo —OH
al grupo —CHs; de CMP-NeuAc (Shaw and Schauer 1988; Muchmore et al. 1989; lIrie et al.
1998; Malykh et al. 2001) (Fig. I1-1). A pesar de la incapacidad de las células humanas de
sintetizar NeuGc, éste se encuentra formando parte de glicoproteinas y especialmente de
gangliésidos en células de tumores humanos de colon (Higashi et al. 1985), mama (Marquina et
al. 1996), melanoma (Zhong et al. 2012) y retinoblastoma (Higashi et al. 1988). La casi total
ausencia de expresion de NeuGc en células normales indica que éste tipo de acido sialico debe
provenir de una fuente externa como la dieta (Kawai et al. 1991; Tangvoranuntakul et al. 2003;
Bardor et al. 2005; Banda et al. 2012) y que es principalmente asimilado por las células
tumorales. Esto se asocia con la aumentada tasa metabolica de las células neoplésicas por sobre
las normales (Hedlund et al. 2007) y por el estado de hipoxia en el tumor (Yin et al. 2010). Ha
sido demostrado que la hipoxia induce la expresion de un transportador de sidlico que media la
incorporacién de este azucar desde el exterior celular (Yin et al. 2006). Estos cambios
cualitativos y cuantitativos en glicolipidos y glicoproteinas (glicosilacion aberrante) se
relacionan con el fenotipo tumoral maligno modulando varias caracteristicas neopl&sicas como
crecimiento, transformacion oncogénica, potencial metastasico, invasividad, motilidad, adhesion
y evasion del sistema inmune (Alessandri et al. 1987; Hamamura et al. 2008; Ohkawa et al.
2008; Cazet et al. 2009; Cazet et al. 2010; Furukawa et al. 2012; Li et al. 2013; Furukawa et al.
2014; Liu et al. 2014; Samraj et al. 2014; Wondimu et al. 2014; Blanco et al. 2015; Boligan et
al. 2015; Hakomori and Handa 2015; Ohkawa et al. 2015; Daniotti et al. 2015b; Kundu et al.
2016).
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Anticuerpos anti-glicoesfingolipidos en terapia antitumoral

Tumores como el melanoma, el cancer de células pequefias de pulmén, sarcoma y
neuroblastoma, expresan los ganglidsidos GD3, GD2 y GM2 en niveles superiores comparados
con los tejidos normales (Cheresh et al. 1986; Nores et al. 1987; Morton and Barth 1996; Zhang
et al. 1997; Lo et al. 2010). Ademas, algunos tumores también expresan los derivados N-
glicolil-GM3 (NeuGcGM3) y GM1-fucosilado (que no se expresan en tejidos humanos
normales) (Zhang et al. 1997; Tangvoranuntakul et al. 2003; Nguyen et al. 2005; Tokuda et al.
2006). Esto impulsé el desarrollo de investigaciones que derivaron en prometedoras

inmunoterapias dirigidas contra los gangliosidos aberrantemente expresados en el cancer.

El disialogangliésido GD3 se encuentra altamente expresado durante la etapa de
proliferacion activa de neuronas durante el desarrollo del SNC. En etapas posteriores del
desarrollo, el contenido de GD3 disminuye (Daniotti et al. 1997b) expresandose en muy bajos
niveles en SNC, células pigmentadas de la retina y en melanocitos. Sin embargo, GD3 se
encuentra sobreexpresado en células tumorales, notoriamente en mas del 80% de los
melanomas. El principal gangliésido aislado de melanocitos humanos es GM3 (86-91% del
contenido total de acido sialico), siendo el ganglidésido GD3 un componente minoritario en estas
células (2-6% del total de sialico). Por otro lado en melanomas humanos, GD3 es el gangliésido
predominante (48-63% del total de sidlico) (Carubia et al. 1984), indicando que la sintesis de
gangliosidos cambia de la “serie — a” a la “serie — b” en este tipo de tumores. El andlisis del
contenido de GM3 y GD3, més precisamente la relacion GM3/GD3, es un criterio bioquimico
que puede ser Util en el pronostico y manejo terapéutico del melanoma (Ravindranath et al.
1991). Por estos motivos, GD3 ha sido propuesta como una molécula blanco importante contra
la cudl dirigir inmunoterapias anti-tumorales pasivas (Nasi et al. 1997) y activas (Ravindranath
and Morton 1991), las cuales han producido modestos resultados (Slovin et al. 2005). Sin
embargo, el desarrollo de nuevas técnicas y herramientas ha permitido abordar nuevas
estrategias como redirigir la especificidad de células T del paciente hacia GD3 expresado en la
superficie de células tumorales (“Chimeric Antigen Receptor T cells”, linfocitos T que poseen
un receptor quimérico especifico contra el antigeno blanco) (Lo et al. 2010). Otra estrategia
explota la répida internalizacion y acumulacion de R24 (un anticuerpo murino monoclonal
contra GD3) en estructuras endosomales, luego de unir GD3 en la superficie celular (Iglesias-
Bartolome et al. 2006), para entregar de manera selectiva un agente citotoxico al interior de las
células que sobreexpresan este glicolipido (Torres Demichelis et al. 2013; Higgins et al. 2015).

Estos ultimos estudios se encuentran aln en fase pre-clinica.
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El disialogangliésido GD2 se encuentra altamente expresado en neuroblastoma, glioma y
melanoma. Recientemente (10 de marzo de 2015) la Administracion de Drogas y Alimentos de
EE.UU. (FDA) aprobé el uso de Dinutuximab (un anticuerpo monoclonal contra el gangliésido
GD2) en combinacién con el factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-
CSF), interleucina-2 y acido 13-cis retinoico para el tratamiento de pacientes pediatricos con
neuroblastoma de alto riesgo que tuvieron al menos una respuesta parcial a terapias de primera
linea (Dhillon 2015; Horta et al. 2016; Ploessl et al. 2016). Dinutuximab se une a la superficie
de las células que expresan el gangliésido GD2 e induce su lisis mediante citotoxicidad celular
mediada por anticuerpo (ADCC) y citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) (Mujoo et
al. 1987; Barker and Reisfeld 1993; Chasick et al. 2015). Esta no s6lo es la primera terapia
especifica contra neuroblastoma aprobada, sino que es el primer anticuerpo reactivo contra
tumor y dirigido contra un glicolipido en ser aprobado para su uso en humanos. Futuras
investigaciones determinaran si Dinutuximab puede ser usado mas tempranamente en la terapia,
en pacientes que no respondan a los tratamientos iniciales, en combinacion con quimioterapia o

en otros tipos de tumores que expresen el gangliésido GD2.

Otro anticuerpo anti-glicolipido de importancia en el tratamiento de neoplasias es
Racotumomab (Vazquez et al. 1998), un anticuerpo monoclonal anti-idiotipo que imita al
gangliésido NeuGcGM3 sobreexpresado en la superficie de diversos tipos tumorales (Alfonso et
al. 2002; Hernandez et al. 2008; van Cruijsen et al. 2009; Lahera et al. 2014; Cacciavillano et al.
2015; Torbidoni et al. 2015; Blanco 2016) y que es capaz de inducir la produccion de
anticuerpos contra ganglidsidos que posean NeuGc en su estructura al ser administrado en estos
pacientes. Los anticuerpos producidos tras la administracion de Racotumomab, reconocen y
median la muerte de células que expresan el antigeno blanco mediante un mecanismo de
necrosis oncotica independiente de complemento (hinchazon celular y aparicién de lesiones en
la membrana plasmatica que llevan a la pérdida de la integridad de membrana y de componentes
citoplasmaticos) (Hernandez et al. 2011). Este anticuerpo fue aprobado en 2013 para su uso en
Argentina y Cuba para el tratamiento de pacientes con carcinoma de pulmon de células no
pequefias avanzado (Gajdosik 2014; Gabri et al. 2016). Los pacientes que recibieron
Racotumomab y que desarrollaron anticuerpos contra NeuGcGM3 mostraron una mejoria

significativa en la sobrevida (Hernandez and Vazquez 2015).

Como se menciond anteriormente, estas terapias pueden involucrar el acoplamiento de
toxinas o drogas citotdxicas a anticuerpos monoclonales con el objetivo de direccionarlas
especificamente al interior de las células tumorales o anticuerpos monoclonales con eficacia

para inducir ADCC y CDC, los cuales requieren de presencia sostenida del anticuerpo en la
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superficie celular. Por lo tanto, diferentes modos de accion son posibles dependiendo de la

funcion deseada del anticuerpo.

Anticuerpos anti-glicoesfingolipidos en neuropatias periféricas

El sindrome de Guillain-Barré (SGB) es actualmente la principal causa de paralisis
flacida aguda a nivel mundial con una incidencia cercana a 1 — 2 nuevos casos por afio cada
100000 personas (Alter 1990). Se caracteriza por presentar inicialmente debilidad muscular
bilateral de los miembros inferiores, que puede luego extenderse hacia el tronco de manera
progresiva e involucrar debilidad de miembros superiores (Ropper 1992). En la mayoria de los
casos hay pérdida de reflejos (arreflexia) que pueden estar o no acompafiadas por
manifestaciones sensoriales (Capasso et al. 2011). Estos sintomas pueden incrementar su
intensidad de manera progresiva hasta dejar totalmente paralizado al paciente (tetraplegia) o
hasta causar una severa disfuncion del sistema nervioso auténomo comprometiendo la
respiracion, el ritmo cardiaco y la presion arterial entre otras funciones autonémicas. En estos
casos, la enfermedad amenaza la vida y es considerada una urgencia médica. Si bien la mayoria
de los pacientes se recuperan de manera completa, un 20% permanece con Severas
discapacidades (Hughes et al. 2007) y resulta fatal en promedio entre un 5-10% de los casos
(The Iltalian Guillain-Barre Study Group 1996; Dhar et al. 2008). Anticuerpos anti-gangliésidos
(AGAD), en particular, anti-GD1a y anti-GM1, se han asociado con una amplia gama de
sindromes neuropatolégicos agudos y cronicos clinicamente identificables (Willison and Yuki
2002; Sheikh et al. 2004). En particular, los anticuerpos contra GM1 y GD1a estan asociados
con la disfuncién e injuria selectiva de axones motores en la neuropatia axonal motora aguda
(AMAN), un subtipo del SGB que se caracteriza por afectar de manera exclusiva a nervios
motores periféricos. Si bien algunos factores genéticos podrian predisponer a padecer esta
condicion (van der Pol et al. 2000; Myhr et al. 2003; Pandey and Vedeler 2003), la misma no se
declara hasta que algun factor ambiental gatille la produccion de AGADbs (lIsraeli et al. 2012). En
la literatura, se han reportado numerosos factores que potencialmente provocan esta respuesta
autoinmune. Los gangliésidos tienen un rol en la regeneracion nerviosa, razén por la cual se
empleaban en pruebas clinicas para el tratamiento de afecciones neuroldgicas como la
neuropatia diabética. Durante estas pruebas se comenzaron a reportar casos de SGB en pacientes
que recibieron gangliosidos exdgenos (Yuki et al. 1991; Figueras et al. 1992; Landi et al. 1993).
También se reportaron casos del SGB luego de vacunaciones estacionales contra la gripe
(Asbury 1990; Dodd et al. 2013) o infecciones virales (Lebrun et al. 2009; Carod-Artal et al.

2013; Dalton et al. 2016; Kamar et al. 2016; Uncini et al. 2016). Un agente infeccioso
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bacteriano, Campilobacter jejuni, ha sido relacionado frecuentemente con SGB post-infeccioso,
siendo asi, el agente etioldgico mas frecuentemente relacionado con el inicio del sindrome (1 de
cada 3 casos). Luego de muchos afios de investigacion, hoy en dia se comprende mas
claramente el mecanismo fisiopatoldgico y molecular involucrado en el desarrollo del SGB
posterior a la infecciéon por C. jejuni. Luego de una infeccion con una cepa de C. jejuni cuyo
lipooligosacérido de membrana comparte determinantes antigénicos con los gangliésidos GM1
0 GDla (Yuki et al. 1993; Koga et al. 2005), se producen anticuerpos anti-GM1 o anti-GD1a
(mimetismo molecular) (Yuki et al. 2004; Caporale et al. 2006). Estos anticuerpos se unen a sus
ganglidsidos blanco presentes en el axolema de nervios periféricos a nivel del nodo de Ranvier,
donde inducen activacion del complemento y formacion del complejo de ataque a membrana
(Susuki et al. 2007). Este ataque provoca la disrupcién de los canales de sodio presentes en el
nodo, lo cual conduce a la debilidad muscular que se observa durante la fase temprana de la
enfermedad. Cambios posteriores que ocurren en el paranodo Yy juxtaparanodo estan

involucrados en la degeneracién axonal.

Los gangli6sidos GM1 y GD1a, ademés de estar altamente enriquecidos y expuestos al
medioambiente extracelular en los nodos de Ranvier, también se encuentran en el terminal
nervioso a nivel de la unién neuromuscular. Recientemente, se demostr6 que los auto-
anticuerpos anti-GML1 y anti-GD1a presentes en estas neuropatias agudas autoinmunes median
dafio a través de la fijacion de complemento en regiones donde la endocitosis es minima (Nodo
de Ranvier) (Fewou et al. 2012; Susuki et al. 2012). En contraste, se observé que la rapida
internalizacion de estos anticuerpos en el terminal nervioso motor atenda en gran medida la
lesion mediada por el complemento (Fewou et al. 2012; Fewou et al. 2014). Estos resultados
indican que el procesamiento endocitico diferencial de los AGAbs representa un factor
modulador critico de la lesion sitio especifica en el SGB y neuropatias relacionadas. Sin
embargo, los mecanismos moleculares involucrados en la internalizacion de estos anticuerpos
no son del todo comprendidos. Por otro lado, los niveles de expresion de gangliésidos
(Goodfellow et al. 2005), asi como también la composicion local de glicolipidos en los tejidos
blanco del SGB (Greenshields et al. 2009) influencian fuertemente el potencial neuropatolégico
de los anticuerpos anti-GD1a y anti-GM1. El gangliésido GD1a es sintetizado principalmente
por la enzima ST3Gal-11 in vivo (Sturgill et al. 2012) catalizando la adicion de una molécula de
acido sidlico a la galactosa externa del gangliésido GM1, regulando asi de manera directa los
niveles de ambos glicolipidos. Esta enzima posee dos sitios potenciales de N-glicosilacién que
pueden ser criticos, no s6lo para la adecuada localizacion de ST3Gal-I1 en el complejo de Golgi,

sino también para su correcta actividad enzimatica. Sin embargo, ain no se conoce el estado de
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N-glicosilacion de esta enzima ni como esta modificacion afecta su localizacion subcelular y

actividad enzimatica.

Por lo tanto, comprender aspectos relacionados a la biosintesis de los gangliésidos GM1
y GDla junto con los mecanismos moleculares que intervienen en la unién a la superficie
celular y el destino de los AGADbs, no solo permitira una mejor comprension de las
caracteristicas clinicas de las neuropatias mediadas por AGADbs, sino que también podria aportar
conocimiento atil en el mejoramiento de las actuales inmunoterapias contra el cancer y en el

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.
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La informacién que se dispone sobre los mecanismos involucrados en transporte
intracelular de AGAbs es escasa. La mayor parte de los estudios analizan principalmente
aspectos relacionados a la afinidad, especificidad y efecto de diferentes AGADbS en neuropatias y
en tratamientos antineoplésicos, habiendo escasas evidencias experimentales de los mecanismos
moleculares que operan luego de la union de AGAbs al gangliosido blanco. El conocimiento de
los mecanismos basicos involucrados en el metabolismo de los gangliésidos blanco de AGAbs y
del transporte intracelular de los complejos ganglidsidos-AGAbs es de gran utilidad para una
mejor comprensién de su rol patogénico en neuropatias asi como también en el mejoramiento de

su uso como herramientas terapéuticas.

En este contexto, el objetivo general de este trabajo de Tesis fue caracterizar algunos
aspectos moleculares de ST3Gal-Il, la principal sialiltransferasa responsable de la
biosintesis del gangliésido GDla a partir de GM1. Ambos glicolipidos son blanco de
AGADbs en neuropatias periféricas, por lo tanto también se propuso indagar sobre los
mecanismos que participan en el transporte intracelular de anticuerpos anti-glicolipidos

que reconocen los ganglidsidos GDlay GML1.

Como objetivos particulares se propuso:

1- Analizar la expresion, localizacion subcelular y modificaciones postraduccionales
de la sialiltransferasa ST3Gal-Il humana y como estas modificaciones influyen en su
localizacion y actividad in vitro, utilizando como modelo células CHO-K1 que expresan de

manera transiente o estable diferentes versiones de la enzima (Capitulo 1)

2- Analizar el destino y rutas de transporte endocitico de los anticuerpos
monoclonales Ab1-GD1a (IgG1), Ab2-GDla (IgG2b) y Ab1-GM1 (IgG2b) luego de su unién a
membrana plasmética de células epiteliales CHO-K1 modificadas genéticamente para expresar
los gangliésidos GM1 y GD1a y células Neuro-2a que expresan de manera enddgena ambos

glicolipidos (Capitulo I11).
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INTRODUCCION

La N-glicosilacion es una de las modificaciones mas frecuentes en proteinas después de
la fosforilacion (Khoury et al. 2011), con més de la mitad de las proteinas eucariotas predichas
de estar N-glicosiladas (Apweiler et al. 1999). La N-glicosilacion es iniciada por un proceso
cotraduccional en el lumen del RE donde el complejo oligosacariltransferasa cataliza la
transferencia de un oligosacarido preformado (GIcNAc,ManyGlcs) (Fig. 11-1A) al grupo amida
de ciertos residuos asparagina que se encuentren en el contexto: Asn-Xaa-(Ser/Thr) del
polipéptido naciente, siendo Xaa cualquier aminoécido excepto prolina (Parodi and Leloir 1979;
Helenius et al. 1997; Aebi 2013). Inmediatamente después de la reaccion de transferencia,
comienza el remodelado del N-glicano en el RE con la remocion secuencial de los dos residuos
mas externos de glucosa por las enzimas glucosidasa | y glucosidasa Il respectivamente (Fig. Il-
1B). El intermediario monoglucosilado puede ahora ser unido por dos lectinas chaperonas
homologas, calnexina y calreticulina (Hammond et al. 1994; Ware et al. 1995; Helenius et al.
1997; Paquet et al. 2005). Estas lectinas intervienen en el plegamiento de las glicoproteinas
junto con otras chaperonas (Fig. 11-1B) que asisten a la formacion de enlaces disulfuro (PDls:
Proteina disulfuro isomerasas) y a la isomerizacion de los enlaces prolina (PPIs: Peptidil prolil
isomerasas) (Ellgaard and Helenius 2003). Luego, glucosidasa Il remueve el Unico residuo de
glucosa remanente en el oligosacarido lo cual libera la glicoproteina de las chaperonas. A este
nivel, las glicoproteinas que alcanzaron un correcto plegamiento podran proceder hacia su
destino final. Por el contrario, las especies deglucosiladas y mal plegadas o con oligémeros
inapropiadamente ensamblados, seran reconocidos por la enzima UDP-Glc:glicoprotein
glucosiltransferasa (UGGT), el Gnico componente del sistema de control de calidad del RE que
puede distinguir entre las formas nativas y no nativas de las glicoproteinas deglucosiladas
(Trombetta and Helenius 2000; Trombetta and Parodi 2005) detectando la exposicion de
parches hidrofébicos en intermediarios tardios de plegamiento (Caramelo et al. 2003). UGGT
adiciona un residuo glucosa a las especies con una conformacién no nativa (Fig. 11-1B) y de esta
manera, la glicoproteina reglucosilada podra asociarse nuevamente con las chaperonas para una
nueva ronda de plegamiento (D'Alessio et al. 2010). Este ciclo de deglucosilacion y
reglucosilacion llevado a cabo por glucosidasa Il y UGGT puede ocurrir repetidamente durante
la biosintesis de una glicoproteina (Suh et al. 1989), siendo este, un proceso clave del sistema de
control de calidad en el lumen del RE. El ciclo continua hasta que la glicoproteina adquiera una
conformacion nativa lo cual resulta en la remocidn final del residuo de glucosa por glucosidasa

I1'y transporte al sitio de residencia final, o alternativamente, hasta que la glicoproteina que no
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alcance un estado adecuado de plegamiento, sea eliminada a través del sistema de degradacion
asociado al RE (ERAD) (Romisch 2005). Este proceso se inicia cuando una manosidasa de RE
remueve un residuo manosa de la rama B del oligosacarido de glicoproteinas que han
permanecido asociado a chaperonas en el RE por prolongados periodos de tiempo (Herscovics
2001). La remocién de este residuo manosa convierte al N-glicano en un peor sustrato para la
reglucosilaciéon y resulta en la salida de la glicoproteina del ciclo de unién a chaperonas

(Molinari et al. 2003) y direccionamiento de la misma a degradacion (Fig. 11-1B).

A B [
@ Glucosa
() Manosa
B GicNAc
HN Asn-Xaa-Ser/Thr COOH
B CXN, CRT
«— Glucosidasa |l PDIs
PPIs
<— Glucosidasalll Transporte a
destino final
Gl +Gll ﬁ Gll
_— _— ;i
UGGT Gl

Conformacién no nativa

M id
Conformacion nativa i oManosidasa

Figura I1-1. N-glicosilacién, plegamiento de glicoproteinas y control de calidad en el RE

A. Representacion esquematica del oligosacarido preformado que es incorporado a glicoproteinas de
manera cotraduccional en el lumen del RE. B. Representacion del modelo propuesto para el sistema de
control de calidad de plegamiento de glicoproteinas en el RE. Las glucosidasas | y Il (Gl y GII) remueven
de manera secuencial los dos residuos glucosa mas externos del oligosacarido. El intermediario
monoglucosilado es unido por las chaperonas de RE calnexina (CXN) y calreticulina (CRT), las cuales
junto a otras chaperonas de las familias PDIs (Proteina disulfuro isomerasas) y PPIs (Peptidil prolil
isomerasas) asisten al plegamiento de la proteina. La remocidn del Gltimo residuo glucosa por Gll genera
un intermediario deglucosilado que no es unido por las chaperonas. UGGT reglucosila intermediarios
deglucosilados que posean una conformacidn no nativa de la porcién proteica. Una a-manosidasa
remueve un residuo manosa de la rama B iniciando el proceso de degradacion de intermediarios
terminalmente mal plegados.

Degradacion
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Las glicoproteinas que trafican la via exocitica/secretoria pueden sufrir un remodelado
posterior de los N-glicanos al transitar el complejo de Golgi. La N-glicosilacion de proteinas
tiene maltiples efectos, desde distribucién intracelular a regulacion de la vida media y actividad
(Varki 1993; Dennis et al. 1999; Fares 2006). Sin embargo, muchas proteinas que son
normalmente glicosiladas no pierden su actividad cuando la glicosilaciéon es impedida (Chen
and Colley 2000; Jeanneau et al. 2004; Uemura et al. 2006).

Las sialiltransferasas son un grupo de glicosiltransferasas que usan CMP-NeuAc como
sustrato donor para catalizar la transferencia de &cido siélico a oligosacaridos de glicolipidos y
glicoproteinas. Se clasifican en cuatro familias: ST3Gal, ST6Gal, ST6GalNAc y ST8Sia, en
base al tipo de unién mediante la cual el &cido siélico es transferido y al sustrato aceptor (Audry
et al. 2011). Las sialiltransferasas de vertebrados son proteinas integrales de membrana tipo Il
con un dominio N-terminal que consiste en un segmento citoplasmatico relativamente corto, un
segmento transmembrana y un dominio C-terminal luminal que alberga los sitios cataliticos y de

unién a los nucleétidos azlcares (Fig. 1-2).

Los genomas humanos y de raton codifican seis miembros de la familia ST3Gal (0.2,3-
sialiltransferasas) (ST3Gal-l a ST3Gal-VI). Catalizan la formacion de un enlace 02,3 entre el
acido sidlico y los residuos de galactosa terminal en glicoproteinas y glicolipidos. En particular
ST3Gal-1 y ST3Gal-ll catalizan la adicion in vitro de acido sialico a la galactosa terminal de
glicolipidos que contienen el residuo terminal Gal(B1-3)GalNAc, los cuales son
comparativamente preferidos por ST3Gal-11 (Lee et al. 1993; Kono et al. 1997). Recientemente
se demostré mediante experimentos en ratones, que ST3Gal-I1 es la principal sialiltransferasa de
mamiferos responsable de la biosintesis de los gangliésidos GD1a y GT1b en cerebro in vivo
(Sturgill et al. 2012). Ademas, también se describio actividad sialiltransferasa de ST3Gal-II

hacia glicoproteinas (Giordanengo et al. 1997; Sturgill et al. 2012).

Al igual que otras glicosiltransferasas de mamiferos, la secuencia primaria de amino
acidos de ST3Gal-Il revela un sitio potencial de N-glicosilacion (Asn211) el cual se encuentra
altamente conservado en mamiferos, peces y aves. Sin embargo, otro sitio potencial de N-

glicosilacion (Asn92) solo se encuentra conservado en mamiferos (Fig. 11-2A 'y Fig. 11-2B).

En el siguiente capitulo se detalla el estudio de la ocupacion de estos sitios potenciales
de N-glicosilacion y la influencia del oligosacarido en la actividad, trafico intracelular y
distribucion subcelular de ST3Gal-Il humana en células CHO-K1. Primero se examiné la

localizacion sub-Golgi precisa de la enzima y la ocupacion de los sitios de N-glicosilacion.
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Ademas se describio el efecto de inhibir la glicosilacién y el remodelado del glicano en la

actividad y la distribucién subcelular de la misma.

A Asn92 Asn211
=] o
c c
S g
Cd A P B
=z =z
nv2—{ : -
DC DTM L Dominios de la s m vs
(6-27) (149-192) familia ST3Gal (277-299) (326-331)
(A:195-203) l
(B:219-226) (309-312)
B —> Asn92 —> Asn2ll
Q16842 Homo sapiens ASDWFDSHFD! PVWTRENMDLPPDVQRWW  VGSRTTHHFMYPESAKNLP. FVLVPFKVLDLLWIASALSTGQ
Q6KB58 Pan troglodytes ASDWFDSHFD PVWTRENMDLPPDVQRWW FVLVPFKALDLLWIASALSTGQ
F6XP05 Macaca mulatta ASDWFDSHFD PVWTRENMDLPPDVQRWW FVLVPFKALDLLWIASALSTGQ
F7G766 Callithrix jacchus ASDWFDSHFD PVWTRENMDLPPDVQRWW FVLVPFKALDLLWIASALSTGQ
Q6HBMY Bos Taurus ASEWFDSHFNS] PVWIRENMDLPPDVQRWW FVLVPFKALDLLWIASALSTGQ
Q11205 Rattus norvegicus TSEWFDSHFDS] PVWTRDNMNLTPDVQRWW FVLVPFKALDLMWIASALSTGQ
Q11204 Mus musculus TSEWFDSHFD PVWTRDNMNLPPDVQRWW FVLVPFKALDLMWIASALSTGQ
Q70D58 Gallus gallus ARAAWFDSRYDGGVSPVWTKENMELPPDVQRWW FVLVPFKTLDLLWIASALSTGQ
Q6NU41 Xenopus laevis FSAWFDSHYDASVSPVWTLENRELSPEVQHWW VGSRTTHHFMYPESAKNLP. FVLVPFKALDLLWITSALSTGQ
Q5ND65 Oryzias latipes VSDWFDENYDPDISPVWIKDNIQLPSDVYYWW VGSRTTHQFMYPESAKNLAP FVLVPFKTLDLVWITSALSTGQ
Q50763 Takifugu rubripes VSDWFDENYDPDVSPVWIRDNGQLPPDVYYWW AGSHTTHHFMYPESAKN. FVLVPFKTLDLVWITSALSTGQ
Q6EV31 Danio rerio VSDWFDENYDPDISPVWIRDNIQLPSDVYYWW AGSRTTHHFMYPESAKN. FVLVPFKTLDLLWITSALSTGQ

Figura I1-2. Analisis de los sitios de N-glicosilacion en ST3Gal-11

A. Representacién esquematica de la secuencia de amino acidos de ST3Gal-1l humana mostrando los N-
glicanos en sitios potenciales de N-glicosilacion Asn92 y Asn211. Los sialilmotivos conservados de la
superfamilia de las sialiltransferasas L (large, grande), S (small, pequefio), VS (very small, muy pequefio)
y 11l son representados por rectangulos negros. Los motivos conservados de la familia ST3Gal son
representados con rectangulos blancos. DC, dominio citoplasméatico; DTM, dominio transmembrana.
Debajo de cada dominio se indica la posicién inicial y final del mismo. B. Alineamiento de las secuencias
reportadas de amino acidos de ST3Gal-1l denotando la conservacion de las secuencias de N-glicosilacion
(rectangulos grises).

49



CAPITULO II

RESULTADOS

Expresion de ST3Gal-II en células CHO-K1

Para investigar la localizacion subcelular de la enzima ST3Gal-Il humana se generdé un
plasmido capaz de dirigir la expresion de los 350 aminoéacidos propios de la sialiltransferasa
junto con los 9 aminoacidos del epitope hemaglutinina (HA: YPYDVPDYA) en su region C-
terminal (pCEFL2-hST3Gal-1I-HA). Se transfectaron células CHO-K1 con el plasmido y
extractos totales de las mismas se analizaron por western blot. En presencia del agente
reductor B-mercaptoetanol, ST3Gal-1l fue detectada principalmente como un polipéptido de 43
kDa (81% del total de la marca). También se observaron bandas minoritarias de 41 kDa (14%) y
45 kDa (2%) (Fig. 11-3).

Teniendo en cuenta que el peso molecular calculado a partir de la secuencia primaria de
aminoacidos es de 40.2 kDa, éste experimento sugiere que la proteina estaria glicosilada y que
éstas bandas podrian corresponderse al polipéptido méas dos (45 kDa), uno (43 kDa) o ningln
(41 kDa) glicano N-unido. En geles corridos en ausencia de [-mercaptoetanol, una banda
mayoritaria de 81 kDa fue detectada, la cual da cuenta del 50% de la expresion total de la
enzima. Por otro lado, bajo condiciones reductoras, esta banda de 81 kDa desaparece
practicamente por completo con la aparicién concomitante de las formas de 43 y 41 kDa. Este
resultado fuertemente sugiere que la fraccién de 81 kDa probablemente se genera por la
asociacion, a través de enlaces disulfuro, de las formas monoméricas. No se detecté marcacion
alguna en experimentos de western blot utilizando extractos de células CHO-K1 transfectadas
con el plasmido que no contiene la secuencia codificante de ST3Gal-Il (pCEFL2-HA) (Fig. 1I-
3).

BME + 2 Figura 11-3. Expresion de ST3Gal-Il

kDa humana en células CHO-K1
Homogenatos totales de células CHO-K1

Bl ﬁ (40 mg) transfectadas transientemente con

el vector de expresion vacio (0CEFL2-HA)
o con el vector que codifica para ST3Gal-
Il humana (pCEFL2-hST3Gal-11-HA)

22: _-| — fueron  separados en geles de
= — SDS/poliacrilamida al 12% con (+) o sin
(-) 5% de 2-mercaptoetanol (BME) en el
buffer de siembra. El anticuerpo
pCEFL2-HA + _ + _ mon(_)clonal anFi:HA (clon HA-7, S_igma—
Aldrich) fue utilizado para la deteccion de
pCEFL2-hST3Gal-lI-HA = + - +

ST3Gal-1I-HA. Los pesos moleculares
expresados en kilo Daltons (kDa) se
muestran en el lado izquierdo.
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Localizacion subcelular y sub-Golgi de ST3Gal-II en células CHO-K1

A continuacion se caracterizé la localizacién subcelular de ST3Gal-Il, particularmente su
localizacion sub-Golgi. Para ello se realizaron estudios de colocalizacion en células CHO-K1
gue expresan de manera estable la version de ST3Gal-1l que lleva el epitope c-myc
(EQKLISEEDL) en su extremo C-terminal (pCi-hST3Gal-1I-myc) con varios marcadores de
Golgi. ST3Gal-1l fue principalmente detectada en una regién yuxtanuclear colocalizando
ampliamente con dos marcadores de Golgi proximal, GM130 (una proteina de la matriz de cis-
Golgi de 130 kDa expresada de manera enddgena) y con la sialiltransferasa ST8Sia-I expresada
de manera transiente. También se observo colocalizacion parcial con TGN38 (una proteina
transmembrana residente de TGN) y con un marcador también enddgeno de TGN y endosomas
tardios, el receptor de manosa 6 fosfato (M6PR) (Fig. 1l-4). Estos resultados inicialmente

sugieren una amplia distribucion de ST3Gal-I1 en el complejo de Golgi.

ST3Gal-ll

Marcador

Superposicion

Figura 11-4. Expresion y colocalizacion de ST3Gal-11 con marcadores del complejo de Golgi

Células CHO-K1 que expresan de manera estable ST3Gal-1I-myc fueron incubadas con anticuerpos
especificos que reconocen proteinas endégenas localizadas en diferentes regiones del aparato de Golgi:
GM130 (marcador de cis-Golgi), TGN38 (marcador de la red de trans-Golgi, TGN) o0 M6PR (marcador
de TGN y endosomas tardios). En otro experimento, estas células fueron transfectadas para expresar de
manera transiente la sialiltransferasa ST8Sia-I-YFP (marcador de cis/medial-Golgi). Se muestra el
contorno de las células (lineas blancas). Recuadros mostrando detalles con mayor magnificacion y los
coeficientes de colocalizacion de Manders se muestran en los paneles de superposicion. Escala: 5 pm.
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Localizacidon subcelular de ST3Gal-II en respuesta al tratamiento con
brefeldina A

Para estudiar con mayor detalle la localizacion sub-Golgi de esta sialiltransferasa se
realizaron ensayos de colocalizacion en células tratadas con brefeldina A (BFA), un metabolito
fangico que bloquea de manera reversible el transporte vesicular Golgi-RE e intra-Golgi
causando redistribucion de las membranas de Golgi proximal (cis, medial y trans), pero no de
membranas de TGN hacia el RE (Lippincott-Schwartz et al. 1991; Klausner et al. 1992;
Donaldson and Klausner 1994; Sciaky et al. 1997; Mossessova et al. 2003; Lippincott-Schwartz
and Liu 2006). El tratamiento con BFA causé una dispersién de la mayor parte de la marca de
ST3Gal-1I a lo largo del RE incrementando su colocalizacion con lip33 (una proteina residente
del RE) (Fig. II-5, primera y segunda columna). En otro experimento, se trataron células que
coexpresan ST3Gal-Il y ST8Sia-I. Estas sialiltransferasas que colocalizan en el complejo de
Golgi proximal (Fig. II-5, tercera columna), redistribuyeron hacia el RE luego del tratamiento
con BFA (Fig. 1I-5, cuarta columna). Podria argumentarse que la presencia de ST3Gal-Il en el
compartimiento proximal de Golgi se debe a la sobreexpresion de la proteina en células
transfectadas transientemente, como se demostrd para la GM2 sintasa, B4GalNAcT-I (Giraudo
et al. 1999). Sin embargo, la localizacion sub-Golgi y el mismo comportamiento en respuesta a
BFA fue observado en células CHO-K1 que expresan de manera estable ST3Gal-IlI-myc (Fig.
I1-5, primera y segunda columna). Por lo tanto, estos experimentos refuerzan la nocién de que
ST3Gal-1l se distribuye a lo largo del complejo de Golgi encontrandose principalmente en

compartimientos proximales.
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BFA - + - +

Marcador ST3Gal-ll

Superposicion

Figura I1-5. Efecto de brefeldina A (BFA) en la localizacién subcelular de ST3Gal-11

Células CHO-K1 que expresan de manera estable ST3Gal-IlI-myc fueron transfectadas para expresar
1ip33-YFP (una proteina de transmembrana tipo-II residente de RE) y tratadas (+) 0 no (—) con BFA (2
pg/ml) a 37°C por 30 minutos. Por otro lado, células CHO-K1 que expresan de manera estable ST8Sia-I-
YFP fueron transfectadas para expresar ST3Gal-ll-myc y tratadas (+) o no (=) con BFA como se indica
maés arriba. Un anticuerpo policlonal anti-c-myc producido en conejo fue usado para la deteccién de
ST3Gal-1l-myc. La expresion de ST8Sia-1 y de lip33 fue detectada por la fluorescencia intrinseca de
YFP. En algunos casos se muestra el contorno de las células (lineas blancas). Los coeficientes de
colocalizacién de Manders se muestran en el panel de superposicién. Escala: 5 pm.

Localizacion subcelular y expresion de ST3Gal-Il en respuesta al
tratamiento con tunicamicina y castanospermina

La prediccion de los sitios de N-glicosilacion en ST3Gal-I1 fue hecha usando el servidor
de prediccion NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). Andlisis de la
secuencia primaria de aminodcidos mostro dos sitios potenciales de N-glicosilacion (Asn92 y
Asn211) (Fig. 11-2) y la asparagina que obtuvo un puntaje predictivo de N-glicosilacion por el
algoritmo fue la Asn211, mientras que la prediccion para la Asn92 estuvo por debajo del valor
umbral. Adicionalmente, debe mencionarse que la presencia de un residuo prolina (Pro95) en la
posicion +3 con respecto a la Asn92 es indicativo de una fuerte, aunque no absoluta, inhibicion
de la N-glicosilacion (Ben-Dor et al. 2004). Inicialmente se observé que la expresion de

ST3Gal-1l en presencia del inhibidor general de la N-glicosilacion tunicamicina, afectd
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drasticamente la salida de la sialiltransferasa del RE, lo cual sugiere que la enzima estaria N-
glicosilada y que esta modificacion cotraduccional seria necesaria para un plegamiento
adecuado de la proteina y posterior transporte hacia el complejo de Golgi (Fig. 11-6A). Ademas,
el polipéptido sintetizado en presencia de tunicamicina tuvo el peso molecular esperado para el
calculado desde la secuencia primaria de aminoacidos de ST3Gal-Il (41 kDa) (Fig. 11-6B)
sugiriendo que por lo menos uno de los sitios potenciales de N-glicosilacion en ST3Gal-II
estarian ocupados por un oligosacarido (2-3 kDa por cada N-glicano). A continuacion, se
explord si perturbar el procesado del N-glicano que ocurre en el RE, impacta sobre el tréfico
intracelular de la proteina. Para ello, la transfeccion y posterior expresion de ST3Gal-1l se
realiz6 en presencia de castanospermina, un inhibidor de las glucosidasas | y Il de RE. Como se
muestra en la Fig. 1I-6A, este inhibidor también afect6 la localizacion de la sialiltransferasa en
el complejo de Golgi con retencion de la misma en el RE, pero no modificé significativamente
su masa molecular (Fig. 11-6B). Como se mencioné anteriormente, ST3Gal-1l se expresé
principalmente como un producto de 81 kDa, cuya formacién probablemente involucra enlaces
disulfuro entre las formas monoméricas y que puede ser evidenciado en condiciones no
reductoras (Fig. 11-3). La formacion de este homocomplejo persistié cuando la salida de la
proteina del RE fue impedida mediante el tratamiento con castanospermina, indicando que la
formacion de este homodimero ocurre principalmente en el RE (Fig. 11-6C). Por otra parte, los
homocomplejos también son evidenciados en células tratadas con tunicamicina (Fig. 11-6D). En
experimentos control, se observd que el tratamiento de células con tunicamicina o
castanospermina no modificé significativamente la morfologia ni distribucion de GM130, una
proteina de la matriz de cis-Golgi (Fig. 11-7). Asi, estos estudios farmacoldgicos fuertemente
sugieren que ST3Gal-Il estaria N-glicosilada y que ésta modificacion seria necesaria para el
trafico y localizacion subcelular de la enzima pero no seria necesaria para la formacion de

homocomplejos.
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Figura 11-6. Efecto de tunicamicina y castanospermina en la localizacion subcelular, N-glicosilacion
y homoasociacion de ST3Gal-11

(A) Celulas CHO-K1 transfectadas transientemente para expresar ST3Gal-1I-HA e 1ip33-YFP fueron
tratadas o no con 10 pg/ml de tunicamicina o 75 ug /ml de castanospermina por 15 h post-transfeccion.
Un anticuerpo monoclonal que une HA fue empleado para la deteccion de ST3Gal-1I-HA. El anticuerpo
primario fue detectado usando anticuerpos especificos conjugados a Alexa Flior. En el panel de
superposicion se muestran los coeficientes de colocalizacion de Manders. Escala: 5 um. (B) Homogenatos
de células que expresan ST3Gal-1I-HA en presencia o ausencia (Control) de castanospermina (CST) o
tunicamicina (TUN) fueron separados en geles de SDS/poliacrilamida con 5% de BME en el buffer de
siembra y revelados con anti-HA. Los pesos moleculares expresados en kDa se muestran en el lado
izquierdo. Homogenatos de células que expresan ST3Gal-1I-HA en presencia (+) o ausencia (-) de
castanospermina (C) o tunicamicina (D) fueron separados en geles de SDS/poliacrilamida en ausencia de
BME en el buffer de siembra y revelados con anti-HA. Los pesos moleculares expresados kDa se
muestran en el lado izquierdo.
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Tunicamicina Castanospermina
- -+ -

ST3Gal-ll

~ GM130.

Figura I1-7. Efecto de tunicamicina y castanospermina en la distribucién subcelular de GM130
Células CHO-K1 transfectadas transientemente para expresar ST3Gal-I11-HA fueron tratadas o no con 10
pg/ml de tunicamicina o 75 pug /ml de castanospermina por 15 h post-transfeccion e inmunomarcadas para
detectar ST3Gal-1I-HA y GM130. Se muestra el contorno de las células (lineas blancas). Las flechas
sefialan la localizacion del marcador de Golgi GM130. Escala: 5 um.

El estado de N-glicosilacion de ST3Gal-II afecta su localizacion
subcelular

Para demostrar que ST3Gal-Il se encuentra N-glicosilada y determinar el impacto de ésta
modificacion en el transporte intracelular de la proteina, los residuos de asparagina Asn92 y/o
Asn211 fueron reemplazados por residuos glutamina mediante mutagénesis sitio dirigida usando
como templado el plasmido que codifica la version de ST3Gal-1I-HA. Como se muestra en la
Fig. 11-8A, la mutacidn del sitio de N-glicosilacion en la posicion Asn211 (N211Q) resultd en
una casi total retencion de ST3Gal-1l en el RE. Un resultado similar fue hallado para la proteina
que posee los dos sitios de N-glicosilacion mutados (N92Q,N211Q). La mutacion en el sitio
Asn92 (N92Q) no alter6 la localizacion de ST3Gal-1l en Golgi y no cambi6 significativamente
el peso molecular del polipéptido analizado por Western blot (Fig. 11-8B). Por el contrario, la
mutacion en Asn211 principalmente resulté en la produccion de un polipéptido con un peso
molecular esperado para la forma no glicosilada (41 kDa) y una banda minoritaria (cercano al
2% de la expresion total) la cual probablemente corresponde a ST3Gal-Il ligeramente
glicosilada en Asn92 (43 kDa). La doble mutante resulté en un polipéptido con una masa
molecular de 41 kDa (Fig. 11-8B). Estos resultados indican que ST3Gal-1l se halla
principalmente N-glicosilada en Asn211 y que esta modificacion cotraduccional es critica para

su salida de RE y apropiada localizacion en el complejo de Golgi.
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Figura 11-8. Expresion y localizacion subcelular de ST3Gal-Il salvaje y sus mutantes de N-
glicosilacion

(A) Células CHO-K1 fueron cotransfectadas para expresar 1ip33 y ST3Gal-Il (salvaje o alguna de sus
versiones mutantes de N-glicosilacion: N92Q, N211Q o N92Q,N211Q), luego fijadas, permeabilizadas e
inmunomarcadas para la deteccion de ST3Gal-l1I-HA. En el panel de superposicion se muestran los
coeficientes de colocalizacion de Manders. Escala: 5 um. (B) Homogenatos totales de células
transfectadas como se menciona en A, fueron separados en geles de SDS/poliacrilamida con 5% de BME
en el buffer de siembra. Los pesos moleculares expresados en kDa se muestran en el lado izquierdo.

Analisis del estado de N-glicosilacién de ST3Gal-II mediante la digestion
in vitrocon PNGasa F

La presencia del N-glicano fue también analizada mediante digestion in vitro con PNGasa
F, enzima que libera oligosacaridos de su union a glicoproteinas mediante el clivaje del enlace

entre GIcNAc y asparagina (GIcNAcP1-Asn), independientemente de la complejidad del
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oligosacérido. Una excepcion la constituyen los N-glicanos que poseen al-3 fucosa unida a
GIcNACcB1-Asn (Fucal-3-GIcNAcB1-Asn), caracteristica de varias N-glicoproteinas de plantas
pero no de mamiferos donde sélo se encontrd fucosa al-6-GICNAC y donde si es activa (Tretter
et al. 1991). Otra excepcion se da cuando el oligosacarido se encuentra asociado a una
asparagina en el extremo C o N terminal de un polipéptido (Tarentino et al. 1985). Como se
muestra en la Fig. 11-9, el tratamiento con PNGasa F causé una reduccién del peso molecular
desde 43 kDa a 41 kDa, comparable al peso molecular de la doble mutante (N92Q,N211Q), lo
cual indica la presencia de un N-glicano sensible a PNGasa F unido a ST3Gal-II.

Salvaje  N92Q,N211Q
PNGasaF - + - + Figura 11-9. Digestion de ST3Gal-11 con PNGasa F

kDa Homogenatos de células CHO-K1 que expresan
ST3Gal-1l salvaje o su version doble mutante
(N92Q,N211Q) fueron tratadas con 1500 unidades de
. PNGasa F por 4 h a 37°C y luego fueron separados en
45— geles de SDS/poliacrilamida.
43— |
41=|ws . T ——

Estado de procesamiento del N-glicano. Digestidn in vitro con
endoglicosidasa H

Como un abordaje complementario para investigar la localizacion sub-Golgi de ST3Gal-
I, se examin6 el estado de procesamiento del N-glicano en la posicion Asn211. Es bien
conocido que las glicoproteinas que transitan a lo largo de la via secretoria y que progresan mas
alla de del compartimiento medio del complejo de Golgi, sufren la accion sucesiva de las
enzimas N-acetilglucosaminiltransferasa I/manosidasa Il, adquiriendo Endo H resistencia y
glicosilacion terminal de sus N-glicanos. El tratamiento con Endo H caus6 una reduccion del
peso molecular de ST3Gal-11 desde 43 kDa a 41 kDa similar al observado para el polipéptido
sintetizado en presencia de tunicamicina y para la doble mutante de N-glicosilacion
(N92Q,N211Q) (Fig. 11-10). Este resultado indica que el oligosacérido presente en ST3Gal-1l
contiene una alta proporcién de residuos manosa, lo cual sugiere que la mayor parte de ST3Gal-
Il no progresa més alla del compartimiento medio del complejo de Golgi y apoya la localizacion

sub-Golgi de la sialiltransferasa demostrada por microscopia confocal y analisis farmacol6gicos.
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kDa__ 1 2 3 4 Figura 11-10. Digestion de ST3Gal-1l con
81 = Endoglicosidasa H (Endo H)

Homogenatos de células CHO-K1 que expresan
ST3Gal-1l fueron tratadas con 1.5 mU de Endo H por
18 h a 37°C y luego, 40 pg de proteinas totales fueron
sometidos a electroforesis en geles de SDS /

45 = poliacrilamida (4). Como control, extractos de células
4 —| e—— que expresan ST3Gal-1l salvaje (1) o la doble mutante
41 =| ——— —" de N-glicosilacién de ST3Gal-11 (N92Q,N211Q) (2) o

ST3Gal-1l salvaje sintetizada en presencia de

tunicamicina (3) fueron procesadas simultdneamente.

El estado de N-glicosilacion de ST3Gal-II influencia su actividad
enzimatica in vitro

La actividad enzimatica de ST3Gal-II salvaje fue comparada con la de las mutantes de N-
glicosilacién. Usando un gangliésido como sustrato aceptor (GM1), ST3Gal-Il (N211Q) retuvo
un 47% de la actividad enzimatica, mientras que la doble mutante (N92Q,N211Q) sélo exhibid
un 24% de actividad (Fig. 11-11A). Por otro lado, la simple mutante en Asn92 no modificd de
manera significativa la actividad enziméatica. Ademas observamos que el estado de N-
glicosilacién de ST3Gal-Il también afectd la actividad enzimatica hacia una glicoproteina (Fig.
11-11B). Usando asialofetuina como sustrato aceptor, ST3Gal-11 (N211Q) conserva el 29% de la
actividad mientras que la doble mutante (N92Q,N211Q) mostrd un 24% de actividad. Por lo
tanto el glicano en la posicion Asn211 parece influenciar el reconocimiento de sustrato o,
eventualmente, eventos conformacionales que son necesarios para una apropiada actividad

enzimatica.
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Figura 11-11. Efecto de la N-glicosilacion en la actividad enzimética de ST3Gal-I1 in vitro

(A) Homogenatos de células CHO-K1 que expresan ST3Gal-Il salvaje o sus variantes de N-glicosilacién
fueron procesados para la determinacion de la actividad enzimética de ST3Gal-Il usando GM1 y CMP-9-
fluoresceinyl-NeuAc como sustrato aceptor y donor respectivamente. El producto fluorescente fue
extraido y resuelto mediante HPTLC. La intensidad de fluorescencia obtenida en cada condicion fue
normalizada a los niveles de expresion de la enzima analizados por Western blot. Un gel representativo se
muestra debajo del histograma con los pesos moleculares indicados en kDa. La actividad enzimatica fue
expresada relativa a la condicién correspondiente a ST3Gal-Il salvaje. (B) La actividad sialiltransferasa
hacia una glicoproteina fue explorada mediante el empleo de asialofetuina y CMP-9-fluoresceinyl-NeuAc
como sustrato aceptor y donor respectivamente. Las proteinas totales fueron precipitadas y la intensidad
de fluorescencia obtenida en cada condicion fue normalizada a los niveles de expresién de ST3Gal-II
analizados por Western blot. Un gel representativo se muestra debajo del histograma con los pesos
moleculares indicados en kDa. La actividad enzimdtica fue expresada relativa a la condicion
correspondiente a ST3Gal-1l salvaje. Los resultados son la media +/- EEM de tres experimentos
independientes. Las diferencias significativas de actividad enzimética entre la version salvaje y las
versiones mutantes de la enzima se evaluaron mediante la prueba de ANOVA seguido de prueba de
Dunnett y se indican con * (p<0,01). Las diferencias no significativas se indican como: n.s.

La region N-terminal, no glicosilada, de ST3Gal-II dirige su localizacién
hacia el complejo de Golgi

Muchos estudios indican que determinantes que residen en el dominio N-terminal (NtD)
de proteinas transmembrana tipo Il estdn involucrados en su localizacién en el complejo de
Golgi. Especificamente, fue demostrado para las glicosiltransferasas de gangliésidos que el
principal mecanismo de retencion en Golgi involucra su dominio transmembrana y que la N-
glicosilaciéon no constituye un requerimiento absoluto para la localizacion en el complejo de
Golgi (Maccioni et al. 1999; Daniotti and Iglesias-Bartolome 2011; Maccioni et al. 2011). Para
examinar el rol del NtD de ST3Gal-Il en su transporte y localizacion subcelular, se construyd
una proteina quimérica que contiene la region citosolica, transmembrana y regién espaciadora
de la sialiltransferasa (aminoécidos 1-51) fusionada a la proteina fluorescente mCherry (WT-

ST3Gal-11'"*'-mCherry), reemplazando de esta manera el extremo C-terminal que contiene los
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sitios de N-glicosilacion (Fig. 11-12A). Los resultados mostrados en la Fig. 11-12B indican que el
NtD de ST3Gal-Il fue capaz de conducir a la proteina fluorescente (no glicosilada) fuera del RE
y de retenerla en el complejo de Golgi, contrastando con la retencion en RE de la doble mutante
de N-glicosilacion (N92Q,N211Q) (Fig. 11-8A). Este resultado también sugiere que el dominio
C-terminal de ST3Gal-1l depende de la N-glicosilacion para alcanzar una conformacion 6ptima

que le permita salir del RE y ser transportada hacia el complejo de Golgi.

A Asn92 Asn211
) [)
c c
© ©
L2 2
° )
v A 1T B
z z
DC DTM L Dominios de la S m vs
(6-27) (149-192) familia ST3Gal (277-299) (326-331)
(A:195-203) |
(B:219-226) (309-312)
DC DTM Proteina fluorescente cherry
[ |
A (52-287)
B WT-ST3Gal-lI"*'-mCherry Marcador Superposicion

Figura 11-12. ElI dominio N-terminal (amino &cidos 1-51) de ST3Gal-Il dirige la localizacion en el
complejo de Golgi de una proteina fluorescente

(A) Representacion esquematica de la secuencia primaria de amino acidos de ST3Gal-Il salvaje y WT-
ST3Gal-11-">'-mCherry, una proteina quimérica que contiene el dominio N-terminal (regiones,
citoplasmatica, transmembrana y espaciadora; aminoacidos 1 al 51) de ST3Gal-Il fusionada a la proteina
fluorescente mCherry. Los dominios conservados de la superfamilia de las sialiltransferasas sialilmotivos
L, S, VS y Il se representan con rectangulos negros. Los dominios conservados de la familia de las
ST3Gal se representan con rectdngulos blancos. DC: dominio citoplasmatico, DTM: Dominio
transmembrana. Debajo de cada dominio se indica la posicidon inicial y final del mismo. (B) Células
CHO-K1 fueron transfectadas transientemente para expresar WT-ST3Gal-11-'*!-mCherry e incubadas
con anticuerpos especificos anti GM130 o cotransfectadas para expresar WT-ST3Gal-11-'>'-mCherry y
ST8Sia-l, una glicosiltransferasa residente de Golgi proximal. Las iméagenes de superposicion se muestran
en la columna de la derecha. Escala: 5 pm.
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Rol del residuo cisteina del dominio citoplasmatico en la dimerizacién y
transporte intracelular de ST3Gal-II

Ademas de localizarse en el complejo de Golgi, WT-ST3Gal-11-''-mCherry, al igual
que la version completa de ST3Gal-1l, puede formar dimeros sensibles a BME (Fig. 11-13),
razon por la cual se realizaron experimentos para determinar si el Unico residuo cisteina en WT-
ST3Gal-11-'>'-mCherry localizado en el corto dominio citoplasmatico (MKCSLR), podria estar
involucrado en la asociacion de los monémeros y como esto puede impactar en el tréfico
subcelular de la proteina. Para ello se produjo una versién de la proteina fluorescente en la cual
esta cisteina fue reemplazada por alanina mediante mutagénesis sitio dirigida para generar una
proteina con la secuencia MKASLR en su dominio citoplasmético (C3A-ST3Gal-1I-'"!-
mCherry) (Fig. 1I-14A). Como se muestra en la Fig. 11-14B, ésta mutacion no alterd la
localizacion subcelular de la proteina, pero si modificé la capacidad de formar dimeros sensibles

a BME.

Y s,
WISDIGalIT = - mliexry Figura 11-13. Expresion de WT-ST3Gal-11-"°1-

BME = + mCherry en células CHO-K1
Homogenatos totales de células CHO-K1 (40 ug)
70 = transfectadas transientemente con el vector que

codifica la expresion de WT-ST3Gal-11-"**-mCherry

- fueron separados en geles de SDS/poliacrilamida al
A — 12% con (+) o sin (-) 5% de BME en el buffer de
50 =— siembra. Los pesos moleculares expresados kDa se

muestran en el lado izquierdo.
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A (1-51)
1

DC DTM Proteina fluorescente cherry
e (52-287)

MKCSLR
{

MKASLR

C3A-ST3Gal-1II'"*'-mCherry
BME - +
70 =

Figura 11-14. Sustitucién de cisteina por alanina en el dominio citoplasméatico (MKCSLR) de
ST3Gal-11-""-mCherry no afecta su localizacién subcelular pero previene su dimerizacion

(A) Representacion esquematica de la sustitucion de cisteina por alanina en WT-ST3Gal-11-'"*'-mCherry
para generar la version C3A-ST3Gal-11-'>'-mCherry. Se indica la posicién inicial y final de cada dominio
entre paréntesis. (B) Células CHO-K1 que expresan C3A-ST3Gal-11-''-mCherry fueron fijadas para
explorar la localizacién subcelular de la proteina (panel derecho). En paralelo se procesaron células que
expresan de manera transiente la version WT-ST3Gal-11-'>'-mCherry que posee el residuo cisteina en su
dominio citoplasmatico (panel izquierdo). Un homogenato total de éstas células fue separado en geles de
SDS/poliacrilamida al 12% con (+) o sin () 5% de BME en el buffer de siembra. Los pesos moleculares
expresados en kDa se muestran en el lado izquierdo.

Como se describié anteriormente, la doble mutante de N-glicosilacion de ST3Gal-Il
(N92Q,N211Q) se localiza principalmente en el RE (Fig. 11-8). En experimentos de coexpresion
de N92Q,N211Q con las variantes fluorescentes (WT-ST3Gal-1I-'>'-mCherry o C3A-ST3Gal-

11-''-mCherry) se observo que ST3Gal-11-N92Q,N211Q es mas frecuentemente encontrada en
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el complejo de Golgi cuando se coexpresa con WT-ST3Gal-11-'"'-mCherry que cuando la

coexpresion es con C3A-ST3Gal-II-'™"

-mCherry (Fig. 11-15). Por lo tanto, este resultado
sugiere un rol para este residuo cisteina en el transporte subcelular a través de la formacion y/o
estabilizacién de homocomplejos en el RE como se ha descripto previamente para otras

glicosiltransferasas de gangliosidos (Ferrari et al. 2012).

A B

ST3Gal-1I-N92Q,N211Q ST3Gal-1I-N92Q,N211Q ST3Gal-1I-N92Q,N211Q

-~
-y

Superposicion Superposicion Superposicion

-y

e

C Proporcion de células con D Proporcion de células con
ST3Gal-lI-N92Q,N211Q-HA ST3Gal-1I-N92Q,N211Q-HA
localizada en RE en el complejo de Golgi

Condicion Condicion

Figura 11-15. ST3Gal-11-"*-mCherry rescata parcialmente a ST3Gal-11-N92Q,N211Q del reticulo
endoplasmico

Células CHO-K1 fueron cotransfectadas para expresar ST3Gal-11-N92Q,N211Q-HA vy la versién
fluorescente de ST3Gal-11 (ST3Gal-11-*-FT) en su versién mutante (C3A-ST3Gal-11-"**-mCherry (A),
primera y segunda columna) o su version salvaje (WT-ST3Gal-11-"**-mCherry (B), tercera y cuarta
columna). Las flechas indican la localizacion de ST3Gal-11-N92Q,N211Q-HA en el complejo de Golgi.
Se muestra la proporcion de células con ST3Gal-11-N92Q,N211Q-HA localizada en el RE (C) o en el
complejo de Golgi (D). En cada condicion la suma de la proporcion de ST3Gal-11-N92Q,N211Q-HA en
Golgi y RE es igual a 1. Las condiciones en los graficos son (1) ST3Gal-11-N92Q,N211Q-HA simple
transfeccion, (2) ST3Gal-11-N92Q,N211Q-HA cotransfectada con C3A-ST3Gal-11-">-mCherry (3)
ST3Gal-11-N92Q,N211Q-HA cotransfectada con WT-ST3Gal-11-">-mCherry. Las diferencias en las
proporciones se evaluaron mediante la prueba de ANOVA seguido de prueba de Dunnett. Las diferencias
significativas se indican con * (p<0,01) y las diferencias no significativas se indican como: n.s.
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DISCUSION

Las glicosiltransferasas de ganglidsidos se caracterizan por presentar N-glicanos que
son esenciales para su correcta localizacidn subcelular y funcion. Por ejemplo, en p3GalT-I1V
(Martina et al. 2000), p4GalNACcT-1 (Haraguchi et al. 1995) y ST8Sia-l (Martina et al. 1998;
Daniotti et al. 2000), se encontré que la N-glicosilacion es necesaria para la actividad y
localizacion subcelular, probablemente reflejando mecanismos de control de calidad de la
conformacion de la proteina mediado por el oligosacarido en el RE (D'Alessio et al. 2010;
Maccioni et al. 2011). Ademas, también fue demostrado que la N-glicosilacion ocurre en
glicosiltransferasas de glicoproteinas. En particular, se conoce el rol critico que tienen los N-
glicanos en las propiedades enzimaticas de al,3/4-fucosiltransferasa Ill, -V y -VI (Christensen
et al. 2000), p-1,6-N-acetilglucosaminiltransferasa (Toki et al. 1997) y en el trafico intracelular
y distribucion  subcelular de ST6Gal-l (Chen and Colley 2000) y N-
acetilglucosaminiltransferasa I1l (Nagai et al. 1997). En el presente capitulo, mediante
microscopia confocal, experimentos farmacol6gicos y bioquimicos y mutagénesis sitio dirigida,
se demostr6 que ST3Gal-Il se encuentra ampliamente distribuida en las cisternas del complejo
de Golgi, principalmente en compartimientos proximales y que estd N-glicosilada en la
asparagina 211. Los resultados muestran que la mutante de ST3Gal-lIl que carece de N-
glicosilacion tiene una disminuida salida del RE y localizacion apropiada en el complejo de
Golgi, lo cual probablemente sea debido a cambios conformacionales en la proteina. Ademas,
también sugiere que ST3Gal-Il requiere un correcto procesamiento de sus N-glicanos para una
adecuada localizacion en el complejo de Golgi ya que la inhibicion de las glucosidasas | y 11
residentes de RE afect6 severamente su salida de esta organela. El tratamiento con Endo H
mostrd que la mayor parte del N-glicano de ST3Gal-I1 es sensible a la endoglicosidasa lo cual
indica que el oligosacarido no es del tipo complejo y que contiene una alta proporcion de
residuos manosa. Ademas, este resultado también indica que la mayor parte de ST3Gal-Il no
progresa més alld del compartimiento medio de Golgi y apoya la localizacion sub-Golgi de la

sialiltransferasa demostrada por microscopia confocal y analisis farmacoldgicos.

Todas las sialiltransferasas eucariotas contienen ciertas secuencias conservadas referidas
como sialilmotivos L (large, grande), S (small, pequefio) y VS (very small, muy pequefio)
(Datta and Paulson 1997; Geremia et al. 1997) (Fig. 11-12A). Méas adelante, un motivo adicional,
denominado motivo 11, se encontré localizado entre los sialilmotivos S y VS y conservado en
todas las sialiltransferasas (Jeanneau et al. 2004). Mas recientemente, se han identificado y
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descripto diversos motivos gue son Unicos de cada una de las familias de las sialiltransferasas
(Patel and Balaji 2006). Particularmente, la familia ST3Gal contiene dos motivos especificos de
unién localizados entre los motivos L y S (Fig. I1-12A). Se cree que estos motivos son
importantes para la especificidad de union y para el reconocimiento del residuo de oligosacérido
aceptor de acido sialico (Patel and Balaji 2006). En este sentido, debe ser remarcado que la
asparagina N-glicosilada en ST3Gal-1l (Asn211) estd localizada entre los dos motivos
identificados de la familia ST3Gal, lo cual sugiere fuertemente que esta modificacion
cotraduccional podria eventualmente influenciar las propiedades enziméaticas de la
sialiltransferasa, como se observé usando un glicolipido y una glicoproteina como sustratos
aceptores (Fig. 11-11).

Ha sido previamente demostrado para otras glicosiltransferasas de gangliésidos que el
principal mecanismo de retencion en el complejo de Golgi involucra sus dominios
transmembrana y que la N-glicosilacion no es un requisito absoluto para la localizacion en
Golgi (Maccioni et al. 1999; Daniotti and Iglesias-Bartolome 2011; Maccioni et al. 2011). De
acuerdo con los resultados mostrados en la Fig. 11-12, ST3Gal-1I no parece ser la excepcion. Se
observé que el dominio N-terminal de ST3Gal-Il fue capaz de conducir una proteina reportera
fluorescente (ST3Gal-11"*mCherry) fuera del RE y de retenerla en el complejo de Golgi,
apoyando la nocién de que determinantes moleculares que residen en la region N-terminal
dirigen la localizacion de las glicosiltransferasas en Golgi. Ademas, los resultados que se
muestran en la Fig. 11-13 y Fig. 11-14 indican que la region N-terminal de ST3Gal-Il, estaria
involucrada en la formacion de homocomplejos que serian estabilizados a través de enlaces
disulfuro, ya que en condiciones reductoras (Fig. 11-13) y ante la ausencia del residuo cisteina en
su dominio citoplasmatico (Fig. 11-14B), no se evidencian las bandas compatibles con
homodimeros. Es bien conocido que la formacion de puentes disulfuro ocurre en el
medioambiente oxidativo del RE (Bulleid 2012; Oka and Bulleid 2013). A pesar que el
ambiente reductor del citosol deberia ser prohibitivo para la formacion de enlaces disulfuro
(Hwang et al. 1992; Lopez-Mirabal and Winther 2008), la ocurrencia de este tipo de unién en
proteinas citoplasmaticas susceptibles a la oxidacion ha sido descripta (Cumming et al. 2004;
Ostergaard et al. 2004) particularmente bajo condiciones de estrés oxidativo (Aslund and
Beckwith 1999). No esta claro si este es el caso de ST3Gal-Il. Lo que si esta claro es que el
residuo cisteina citoplasmatico tiene un rol en la formacion y/o estabilizacion de
homocomplejos. Al respecto, ST3Gal-1l se expresd principalmente como un producto de 81
kDa, cuya formacidn persistio cuando la salida de la proteina del RE fue impedida mediante la
inhibicion de las glucosidasas | y Il con castanospermina (Fig. 11-6C), indicando que la

formacion de este homodimero a través de puentes disulfuro ocurre principalmente en el RE. En

66



CAPITULO II

este sentido, homodimeros unidos por puentes disulfuro de f4GalNAcT-I formados en el RE
(Jaskiewicz et al. 1996) han sido descriptos. Ademas, experimentos usando la mutante
N92Q,N211Q de ST3Gal-Il o expresando ST3Gal-Il en presencia de tunicamicina indicaron que
la version monomérica no glicosilada de ST3Gal-11 también es capaz de formar dimeros (Fig.
[1-6D). El experimento mostrado en la Fig. 11-15 sugiere que la formacién de homocomplejos de
ST3Gal-Il tiene un rol en el transporte intracelular de la proteina ya que la version mutante de
N-glicosilacion (ST3Gal-11-N92Q,N211Q), que es retenida en RE, fue rescatada parcialmente y

-1-51-
|

localiz6 en el complejo de Golgi al coexpresar ST3Gal-I mCherry. Este fenotipo fue méas

evidente cuando la versiéon de ST3Gal-11"°%

mCherry coexpresada era la que presentaba el
residuo cisteina en su dominio citoplasmatico (Fig. 11-15), nuevamente sugiriendo que este
residuo en dicha localizacion tiene una funcién en la formacion y/o estabilizacién de
homocomplejos de ST3Gal-1l. Al respecto, fue demostrado por experimentos de microscopia
empleando la técnica de FRET que los dominios N-terminal de p4GalNAcT-I, una
glicosiltransferasa involucrada en la sintesis de los gangliésidos GM2, GD2 y GT2, son capaces
de formar homocomplejos (Ferrari et al. 2012). Ademas, se encontr6 que glicosiltransferasas de
glicoproteinas también forman homoémeros y heterémeros durante su transito a través de los
compartimientos secretorios tempranos (Hassinen et al. 2010; Hassinen and Kellokumpu 2014).
Por otra parte, el residuo cisteina en el dominio citoplasmético de ST3Gal-1l es susceptible de
sufrir otra MPT denominada S-acilacion. Esta modificacion involucra la incorporacion de un
acido graso, generalmente acido palmitico, razén por la cual también se la conoce como
“palmitoilacion”. Esta es la Unica MPT por lipidacion con caracter reversible y puede tener
diferentes consecuencias en las proteinas que van desde su unién a membranas, segregacion en
dominios, transporte intracelular, funcién y estabilidad (Chamberlain and Shipston 2015).
Actualmente se estan llevando a cabo experimentos en colaboracion con el grupo de
investigacion del Dr. Javier Valdez Taubas (CIQUIBIC-CONICET, Departamento de Quimica
Bioldgica, Fac. de Cs. Quimicas, UNC) acerca del rol que esta MPT tiene en las
glicosiltransferasas de gangliésidos. Resultados obtenidos recientemente y presentados en la
“LII Reuniéon Anual de SAIB 2016” demuestran que el residuo cisteina de ST3Gal-1l se
encuentra S-acilado y que prevenir la acilacion mediante el empleo del inhibidor 2-
bromopalmitato resulta en un incremento en la fraccion dimérica de ST3Gal-Il. Debido a que
tanto la formacion de enlaces disulfuro, como la S-acilacion son procesos reversibles, la fina
regulacién de estas MPTs podria ser utilizada por las células como un potencial mecanismo de
regulaciéon aun no caracterizado en estas glicosiltransferasas. A pesar que estos aspectos deben
ser investigados mas a fondo, se sugirié que la formacion de complejos de glicosiltransferasas

podria ser considerado como un mecanismo potencial de regulacion de la actividad enzimatica,
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a través de la regulacién de las composiciones y relacion estequiométrica entre las enzimas

involucradas en un proceso de glicosilacion particular (Maccioni et al. 2011).

En conclusion, en este capitulo se demostré que ST3Gal-1l se encuentra N-glicosilada
en secuencias de glicosilacion consenso y se revel6 el rol que esta modificacion tiene para su
trafico hacia el complejo de Golgi proximal y actividad enzimética. Vale destacar que el
gangliésido GD1a, el producto de esta sialiltransferasa, es un glicolipido blanco de los auto
anticuerpos asociados con un amplio rango de sindromes neuropatolégicos agudos y crénicos,
incluyendo el sindrome de Guillain-Barré y el sindrome de Miller-Fisher (Willison and Yuki
2002; Lardone et al. 2010; Fewou et al. 2012), que se estudian en el proximo capitulo de esta
tesis.

Parte de los resultados presentados en este capitulo forman parte del trabajo:

Ruggiero FM, Vilcaes AA, Iglesias-Bartolomé R, Daniotti JL. "Critical role of
evolutionarily conserved glycosylation at Asn211 in the intracellular trafficking and activity
of sialyltransferase ST3Gal-II". Biochem J. 2015 Jul 1;469(1):83-95. Epub 2015 Apr 28.
doi: 10.1042/BJ20150072.
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MATERIALES Y METODOS

Plasmidos y mutagénesis sitio dirigida

El plasmido que codifica ST3Gal-Il humana (hST3Gal-11) con el epitope c-myc en su extremo
C-terminal (pCi-hST3Gal-11-myc) fue sintetizado por Genescript (Piscataway, NJ, EEUU). Para generar
pCEFL2-hST3Gal-11-HA, la secuencia de ST3Gal-11 fue subclonada en el vector pCEFL2-HA, un pCEFL
modificado que codifica el epitope HA (hemaglutinina, YPYDVPDYA). Sustituciones de un Gnico amino
acido (asparagina (N) por glutamina (Q)) en ST3Gal-1l (N92Q, N211Q y N92Q,N211Q) fueron
realizadas usando pCEFL2-hST3Gal-l1I-HA como templado y el kit de mutagénesis sitio dirigida
QuickChange® (Stratagene). Para generar pCEFL2-ST3Gal-11-">'-mCherry, el cual dirige la expresién de
los primeros 51 aminoéacidos de hST3Gal-I1 fusionada a la proteina fluorescente mCherry, el fragmento
correspondiente de ADNc de ST3Gal-1l fue subclonado en el pldsmido pCherry (Clontech). La
sustitucion de un Gnico amino acido (cisteina (C) por alanina (A)) en ST3Gal-11 fue realizada usando WT-
ST3Gal-11-">'-mCherry como templado y el kit de mutagénesis sitio dirigida QuickChange® (Stratagene)
para generar C3A-ST3Gal-1I-'>'-mCherry. La identidad de cada constructo fue confirmada mediante
secuenciamiento de ADN. La cadena invariante del complejo mayor de histocompatibilidad Il (lip33)
fusionada a la proteina fluorescente amarilla (YFP) fue recibida de H.J.F. Maccioni (CIQUIBIC,

Universidad Nacional de Cérdoba, Cérdoba, Argentina).

Anticuerpos

Los siguientes anticuerpos fueron utilizados en experimentos de inmunofluorescencia indirecta:
anti-GM130 (proteina de la matriz de cis-Golgi de 130 kDa) y anti-TGN38 (red de trans-Golgi 38) ambos
monoclonales producidos en raton y adquiridos de BD Biosciences (San Jose, CA, EEUU). Anti-c-myc
policlonal producido en conejo y anti-HA producido en ratén de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU).
Los anticuerpos secundarios “®Anti-IgG y **Anti-lgG de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
EEUU).

Cultivo celular y transfeccion

Células de ovario de hamster chino (CHO-K1) (A.T.C.C., Manassas, VA, EEUU) fueron
mantenidas a 37°C y 5% CO, en DMEM suplementado con SFB 10% v/v y antibi6ticos (penicilina 100
pg/ml y estreptomicina 100 pg/ml). Las células fueron transfectadas con 0,5-1,0 pg del plasmido
indicado/capsula de 35 mm de didmetro usando polietilenimina (PEI) lineal de 25 kDa (2ug PEIl:1ug
ADN) (Sigma-Aldrich). Adicionalmente, algunos experimentos fueron también realizados en un clon de
células CHO-K1 transfectadas de manera estable con un plasmido que codifica la expresién del dominio
N-terminal de ST8Sia-I (amino acidos 1-57 conteniendo las regiones citosélica y transmembrana de la
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proteina) fusionada a YFP (Crespo et al. 2010; Spessott et al. 2012). Para generar un clon de células
CHO-K1 que expresan de manera estable ST3Gal-1l, pCi-hST3Gal-11-myc fue transfectado en CHO-K1
usando polietilenimina como se indica méas arriba. Luego de 48 h de expresion, las células fueron
cultivadas en DMEM conteniendo 10% v/v SFB y 1 mg/ml de geneticina (G418). Las colonias de células
transfectantes estables fueron aisladas y analizadas mediante inmunofluorescencia y Western blot para

detectar la expresion de ST3Gal-Il.

Microscopia confocal

Las células fueron crecidas en cubreobjetos y fueron lavadas dos veces con DMEM, fijadas en
1% (p/v) de paraformaldehido en PBS por 10 minutos a temperatura ambiente, permeabilizadas con 0,1%
tritén X-100/200 mM glicina en PBS por 2 minutos a temperatura ambiente y bloqueadas con 3% (p/v) de
alblmina sérica bovina (BSA) en PBS por 60 minutos a temperatura ambiente. Luego, las células fueron
expuestas durante 12 h a anticuerpo anti-c-myc diluido 1:3000 o anti-HA diluido 1:2500 en PBS-BSA 3%
(p/v) a 4°C. Los anticuerpos secundarios empleados fueron “®Anti-IgG y ***Anti-IgG, ambos diluidos
1:1000. Despues de lavar con PBS, las células fueron montadas con FluorSave (Calbiochem/EMD
Biosciences, San Diego, CA, USA). Las imagenes confocales fueron tomadas usando el microscopio de
escaneo confocal Olympus Fluoview FV-1000 equipado con un l&ser de argon/helio/nedn y un objetivo
de inmersion en aceite de 63x y 1,4 de apertura numeérica. Secciones confocales de 0,8 um fueron
tomadas paralelas al cubreobjetos (secciones xy). Las imagenes fueron adquiridas y procesadas con el
software del microscopio, FV10 y con el software ImageJ. Las imagenes finales fueron compiladas con
Adobe Photoshop CS6. Las micrografias confocales de fluorescencia mostradas son representativas de al

menos tres experimentos independientes.

Inhibicién de la N-glicosilacion y del remodelado del oligosacarido

Se transfectaron células CHO-K1 de manera transiente con 0,7 pg de pCi (vector vacio) o pCi-
hST3Gal-1I-myc en presencia de tunicamicina (10 pg/ml) (Enzo) o castanospermina (75 pg/ml) (Enzo) y
luego se cultivaron durante 15 h en presencia de las drogas para permitir la expresion de ST3Gal-11-myc.

Finalmente, las células fueron procesadas como se indica en el apartado microscopia confocal.

Digestiones con Endo H y PNGasa F

Para la digestion con Endo H (endoglicosidasa H), 30 pg de homogenatos de células CHO-K1
que expresan ST3Gal-11 fue hervido durante 10 minutos y luego incubado por 18 h a 37°C en presencia o
ausencia de 1,5 mU de Endo H en 25 pl de una solucion que contiene 0,1 M de buffer citrato (pH 5,5),
0,5% SDS y 0,1 M BME. Para la digestion con PNGasa F (péptido N-glicosidasa F), 30 ug de
homogenatos de células CHO-K1 que expresan ST3Gal-Il en su version salvaje o sus variantes mutantes
de N-glicosilacién fueron incubados en presencia o ausencia de 1500 unidades de PNGasa F por 4 h a
37°C en un volumen final de 60 pl. Las digestiones fueron detenidas con buffer de siembra y los

productos fueron analizados por Western blot como se indica mas abajo.
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Ensayos de actividad enzimatica

Células CHO-K1 que expresan de manera transiente ST3Gal-1I-HA salvaje o las versiones
simple o doble mutantes de N-glicosilacion (N92Q, N211Q o N92Q,N211Q) fueron resuspendidas en 50
pl de una solucién que contiene 250 mM sucrosa en 10 mM Tris/HCI (pH 7.2). El sistema de incubacion
para determinar la actividad enziméatica empleando un glicolipido como sustrato aceptor tenia un volumen
final de 30 pl y contenia 150 pg de proteinas totales del extracto de células, 400 uM GM1 (sustrato
aceptor), 17,6 uM CMP-9-fluoresceinil-NeuAc (sustrato donor, Glyco Medical Research), 20 mM MnCl,,
1 mM MgCl,, 75 pg de Tritdn CF54/Tween 80 (2:1 p/p) y 100 uM de buffer cacodilato de sodio/HCI (pH
6.5). Las incubaciones fueron hechas a 37°C por 150 min. Las reacciones fueron detenidas con 500 ul de
cloroformo/metanol (2:1, v/v) y las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente por 20 minutos
para extraer lipidos. Los extractos lipidicos fueron suplementados con cantidades apropiadas de
ganglidsidos estandar y cromatografiados en placas de HPTLC (Merck) usando cloroformo/metanol y
0.25% CaCl2 (60:36:8, vol.) como solvente. Los gangliésidos estandar fueron visualizados mediante
exposicion de la placa a vapores de iodo. Las iméagenes fueron tomadas usando EC3 Bioimaging System

(UVP) y analizadas usando ImageJ.

Un ensayo fluorimétrico fue realizado usando como sustrato aceptor una glicoproteina (Gross
1992; Giordanengo et al. 1997). El sistema de incubacién contenia, en 30 pl de volumen final, 50 pg de
proteinas totales del extracto celular, 20 mM MnCl,, 1 mM MgCl,, 100 uM de buffer cacodilato de
sodio/HCI buffer (pH 6.5), 100 uM galactosa y 25 pg Triton CF54/Tween 80 (2:1, p/p). Adicionalmente,
6,3 UM CMP-9-fluoresceinil-NeuAc mas 53,7 UM CMP-NeuAc (sustrato donor) y/o 60 pg de
asialofetuina (Sigma— Aldrich) fueron agregados al sistema de incubacion. Las reacciones se realizaron a
37°C por 120 minutos y fueron detenidas con 37.5 ul de cloroformo/metanol (1:4, v/v). Las proteinas
precipitadas fueron lavadas dos veces con 30 pl de metanol y luego resuspendidas en 300 ul de PBS
conteniendo 10 % buffer de siembra (4% SDS, 50 mM Tris/HCl y 5 mM EDTA). La fluorescencia total
fue medida usando un espectrofluorémetro FluoroMax-P Horiba Jobin Yvon.

Western blot

Proteinas totales fueron precipitadas con cloroformo/metanol (1:4, v/v) y cuantificadas por el
método de Bradford. Luego, 40 pg de proteinas totales por condicion fueron separadas en geles de
poliacrilamida/SDS y transferidas a membrana de nitrocelulosa. Luego de incubacion con 5% (p/v) de
leche descremada en polvo en TBS (50 mM Tris/HCI, pH 7,4 y 200 mM NaCl) por 60 minutos, las
membranas fueron lavadas una vez con TBS e incubadas con anticuerpo monoclonal anti-HA (clone HA-
7, Sigma—Aldrich) diluido 1:1000 en TTBS (TBS que contiene 0,5% Tween 20) a 4°C por 12 h. Las
membranas fueron lavadas tres veces con TTBS en incubadas con una dilucién 1:10000 de un anticuerpo
policlonal anti 1gG de ratén producido en cabra (IRDye800CW, LI-COR) por 1 h a temperatura ambiente.
Finalmente las membranas fueron lavadas tres veces con TTBS y visualizadas usando el sistema

infrarrojo de LI-COR segun los protocolos del fabricante.
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AnAlisis estadistico

Los datos experimentales fueron evaluados mediante analisis de la varianza (ANOVA) y prueba
de Dunnett para la comparacién de mdltiples grupos con un grupo control. El nivel de significancia fue

establecido en 1% (p<0,01). Los resultados se expresan como la media +/- EEM.
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INTRODUCCION

Como se describio en el capitulo I (Introduccién y Objetivos), los AGAbs, se han
asociado con una amplia gama de sindromes neuropatolégicos agudos y crénicos. En particular,
los anticuerpos que reconocen GM1 y GD1a se relacionan con disfuncién e injuria de axones
motores en la neuropatia axonal motora aguda (AMAN), una variante del sindrome de Guillain-
Barré que se caracteriza por afectar de manera exclusiva a nervios motores. Los AGADbs
reconocen a los gangliésidos blanco presentes en la membrana axonal expuestos al
medioambiente extracelular en o cerca de los nodos de Ranvier y en el terminal nervioso a nivel
de la uni6n neuromuscular. En los nodos de Ranvier, la endocitosis de los complejos
gangliésidos-AGAbs es minima, mediando injuria selectiva de esta region por fijacion de
complemento. Por otro lado, en el terminal nervioso, la rapida endocitosis de los AGAbs atenua
en gran medida la lesion mediada por el complemento. De esta manera, los resultados sugieren
que el procesamiento endocitico diferencial de AGAbs representa un factor modulador critico
de la lesion sitio especifica en el SGB y neuropatias relacionadas. Sin embargo, los mecanismos
moleculares involucrados en la internalizacion de los AGAb no son del todo comprendidos.

En este capitulo se describe el destino celular de anticuerpos que unen los ganglidsidos
GD1a y GML1 los cuales se hallan asociados a neuropatias periféricas. Los anticuerpos de alta
afinidad anti-GD1a empleados fueron obtenidos a partir de ratones genéticamente modificados
y que carecen de gangliosidos complejos (Lunn et al. 2000; Schnaar et al. 2002) y uno de ellos
es capaz de inducir neuropatia axonal en ratones (Sheikh et al. 2004) y ratas (Susuki et al.
2012). Los anticuerpos de alta afinidad y especificidad que reconocen GM1 usados, bloguean
los potenciales de accién muscular en co-cultivos de musculo/médula espinal y marcan nodos

de Ranvier y células de Schwann paranodales en raices espinales humanas (Yuki et al. 2004).

Mediante técnicas bioquimicas, inmunofluorescencia y microscopia confocal in vivo, se
realiz6 un estudio comparativo y detallado de la uniobn a membrana plasmatica y de los
requerimientos moleculares para la internalizacién o residencia en membrana de anticuerpos

que unen los gangliésidos GD1a 'y GML1 en células epiteliales y derivadas de tejido neural.
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RESULTADOS

El anticuerpo Ab1-GD1a se une especificamente a GD1a localizado en la
membrana plasmatica de células CHO-K1 y una fraccién minoritaria es
internalizada

La especificidad de unién del anticuerpo Ab1-GD1a in vitro fue analizada en un trabajo
anterior (Schnaar et al. 2002). Brevemente, se describié que en experimentos de ELISA, la
unién de Abl-GDla a GDla es detectable a menos de 20 pmol del gangliésido por pocillo,
mientras que no se detecta union a GM1, GT1b ni GD1b (los principales gangliésidos de
sistema nervioso central junto a GD1a) a concentraciones de hasta 100 pmol/pocillo. También
se analizd la especificidad de union de Abl-GD1la hacia un panel de 14 gangliésidos (GAL,
GM1b, GM3, GM2, GM1, GD3, GDla, GD1lb, GT1b, GQlb, GMla, GDla, GTlaa Yy
GQ1ba). Abl-GD1a no se uni6 significativamente a ninguno de los gangliésidos mencionados
excepto a GDla y GTlaa. Por otro lado, ensayos de inmunocromatografia en capa delgada
revelaron que Abl-GDla no muestra reactividad cruzada contra ninguno de los principales
gangliésidos de sistema nervioso central empleados (GM1, GD1b, GT1b) (Schnaar et al. 2002).
Conociendo la especificidad in vitro, nos propusimos analizar la union del anticuerpo
monoclonal Ab1-GD1a conjugado con Alexa Flior 568 (*®*Abl1-GD1a) a la superficie de un
clon de células CHO-K1 que expresa el gangliésido GD1a (CHO-K16P*/eMi*
estable de p4GalNACT-l y f3GalT-1V (Crespo et al. 2002). Como se menciond anteriormente,

) por transfeccién

este anticuerpo ademas reconoce GT1laa (Lunn et al. 2000; Schnaar et al. 2002), sin embargo,
las células CHO-K16P™CM* expresan los gangliésidos GM3, GM2, GM1 y GD1a (Fig. 111-1A,
linea 2). Para ello, células CHO-K1®P*®M* fyeron incubadas por 15 minutos a 4°C para inhibir
el transporte intracelular y luego con *®*Ab1-GD1a por 45 minutos a 4°C para permitir la unién
del anticuerpo al gangliésido GD1a expresado en la superficie celular. Posteriormente, las
células fueron lavadas con medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) frio para
remover el anticuerpo no unido y fijadas o transferidas a DMEM precalentado a 37°C por
diferentes tiempos para restaurar el transporte y permitir la endocitosis. El analisis por
microscopia confocal revel6 que *®Ab1-GD1a se une a las células CHO-K1P*¥CM™* 3 4°C con
un patron de distribucion punteado en membrana plasmatica (Fig. 111-1B). No se detect6 union
en células CHO-K1 salvajes (CHO-K1°P®™EMy  (Fig. 111-1B) las cuéles expresan
predominantemente el gangliésido GM3 (Fig. IlI-1A, linea 1). Solo 5 minutos después de
cambiar la temperatura a 37°C para inducir la endocitosis, la fluorescencia total asociada al

anticuerpo fue drasticamente reducida a un valor cercano al 25% (relativizado a la condicion de
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4°C) y comenzd a mostrar una distribucion citoplasmatica y yuxtanuclear (Fig. 111-1C, flechas).

Luego de 15 minutos a 37°C y a periodos de tiempo maés largos (30 y 45 minutos),”*®Ab1-GD1a
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Figura 111-1. Unién a la superficie de células CHO-K1P*¥eM¥* v endocitosis de Abl-GD1la, un
anticuerpo monoclonal que reconoce los gangliésidos GDlay GTlaa

A. Cromatografia en capa delgada que muestra el patron de expresion de gangliosidos de las células
CHO-K1 salvajes (CHO-K1®P*¥C®MY |inea 1) y de células CHO-K1 genéticamente modificadas para
expresar los gangliosidos de la “serie — a” (CHO-K1°P*¥®M* ‘[inea 2). Los gangliésidos fueron marcados
metabélicamente con [*H] galactosa, purificados, separados por cromatografia en capa fina de alta
resoluciéon (HPTLC) y visualizados mediante placa radiografica. La posicion de gangliosidos estandares
se indica con corchetes. B. Células CHO-K1 genéticamente modificadas para expresar la “serie — a” de
gangli6sidos (CHO-K16P*EM* "nanel izquierdo) y células CHO-K1 salvajes (CHO-K16P*¥CMY pane|
derecho) fueron incubadas 15 minutos a 4°C seguidos de 45 minutos de incubacién con *®*Ab1-GD1a a
4°C. Luego, las células fueron lavadas y fijadas. Se muestran los bordes de las células CHO-K16P*¥/CMY-
(lineas blancas). Escala: 5 um. C. Células CHO-K1°P*¥®M* feron marcadas como se indica en B y
luego fijadas (0 min) o transferidas a DMEM precalentado a 37°C por diferentes tiempos. Se muestran
imagenes confocales de 0,8 um tomadas paralelas al cubreobjetos representativas de al menos 3
experimentos independientes. En todos los tiempos de endocitosis se muestran los bordes de las células
(lineas blancas). Las flechas sefialan endocitosis. Escala: 5 pm. En el grafico se muestra la cuantificacion
de la sefial total de inmunofluorescencia (media +/- EEM) que permanece asociada a la fraccion celular a
cada tiempo ensayado. Los valores fueron relativizados a la intensidad de fluorescencia obtenida para la
condicién de unidn inicial (0 min). Las diferencias significativas en la intensidad de fluorescencia entre el
grupo control (0 min) y los grupos tratados (incubacién a 37°C por diferentes periodos de tiempo) se
indican con * (p<0,01). ANOVA seguido de prueba de Dunnett. EEM: error estandar de la media.
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fue principalmente detectado en la regidn yuxtanuclear (Fig. 111-1C, flechas). Estos resultados
indican que *®*Ab1-GD1a es parcialmente internalizado después de unir al gangliésido GD1a en

membrana plasmatica.

La fraccién de Ab1-GD1la internalizada colocaliza con marcadores de
endosomas de reciclado pero no con una proteina residente del
complejo de Golgi

Como se describié anteriormente, la fraccion de *®Ab1-GD1a internalizada se localizé
principalmente en una region yuxtanuclear. En células CHO-K1, ésta localizacion intracelular
se asemeja a la tipica distribucion pericentriolar del complejo de Golgi o de los endosomas de

reciclado (Gomez and Daniotti 2005; Iglesias-Bartolome et al. 2006). Para identificar este com-

Marcador %68Ab1-GD1a

Superposicion

Figura 111-2. Localizaciéon subcelular de la fraccion endocitada de Abl-GDla en células CHO-
KlGDla/GM1+

Células CHO-K1°P*CMI* transfectadas transientemente para expresar p4GalNACT-I-CFP (B4GalNACT-I
fusionada a la proteina fluorescente cian (CFP), pseudo-coloreado verde, primera columna) o Rab11-GFP
(Rab11 fusionada a la proteina fluorescente verde (GFP), segunda columna) o no transfectadas (tercera
columna) fueron incubadas por 15 minutos a 4°C y luego con *®*Ab1-GD1a (y 10 pg/mL **'transferrina,
tercera columna solamente) por 45 minutos a 4°C. Luego las células fueron lavadas y transferidas a
DMEM precalentado a 37°C (o DMEM precalentado a 37°C suplementado con 5 pg/mL de
®transferrina, tercera columna solamente) por 30 minutos. Finalmente, las células fueron fijadas. Se
muestran imagenes confocales de 0,8 um tomadas paralelas al cubreobjetos representativas de al menos 3
experimentos independientes. Los recuadros en el panel de superposicion muestran detalles a mayor
magnificacion. Se muestran los bordes de las células (lineas blancas). Escala: 5 um.
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partimiento yuxtanuclear, se realizé un analisis de colocalizacion con marcadores de endosomas
de reciclado y del complejo de Golgi (Fig. 111-2). Luego de 30 minutos de internalizacién, no se
observé colocalizacion entre *®®Ab1-GD1a y p4GalNAcT-I-CFP, una glicosiltransferasa del
complejo de Golgi. Por otro lado, se observé una amplia colocalizacion entre *®*Ab1-GD1ay la
GTPasa Rabl1, un marcador de endosomas de reciclado (Gomez and Daniotti 2005). Ademas,
se encontré una importante colocalizacion de *®Ab1-GD1a con transferrina co-endocitada
(647

transferrina) en un compartimiento yuxtanuclear, demostrando que la fraccién mayoritaria de

%% Ab1-GD1a endocitada se encuentra presente en endosomas de reciclado de células CHO-K1.

La endocitosis de Ab1-GD1a es un proceso dinamina 2 independiente y
Arf6 dependiente

Varias son las vias endociticas involucradas en el acceso de diferentes moléculas al
interior celular. Estas rutas de entrada pueden ser clasificadas como dinamina dependiente o
dinamina independiente en funcion del requerimiento de la actividad de dinamina 2 para la
escision de las vesiculas endociticas (Fig. I11-3A). Ademas, la endocitosis dependiente de
dinamina 2 involucra las proteinas clatrina o caveolina, mientras que las GTPasas Arf6 o Cdc42
regulan la endocitosis independiente de dinamina 2 (Fig. 111-3A). Por lo tanto, para explorar la
via endocitica que participa en la internalizacion de **Ab1-GD1a, primero se indagd si el
proceso depende de dinamina 2. Para ello, se transfectaron de manera transiente células CHO-
K16P*¥CEMI* con una variante de dinamina 2 fusionada a GFP (dinamina 2 salvaje (WT) o
dinamina 2-K44A (K44A), una mutante deficiente en unién e hidrélisis de GTP la cual es
incapaz de promover endocitosis mediada por receptor de vesiculas recubiertas de clatrina (van
der Bliek et al. 1993)). Luego de 30 minutos de endocitosis a 37°C, se evidencid una fraccion de
8Ab1-GD1a presente en endosomas de reciclado de células transfectadas con dinamina 2
K44A y WT (Fig. I11-3B, flechas en primera y segunda columna respectivamente y Fig. 111-3C).

Como control, se investigd la endocitosis de ®

transferrina y se observo que no fue perturbada
cuando se sobreexpresd la variante dinamina 2 WT contrastando con una potente inhibicion de
la endocitosis en células transfectadas con la variante mutante (K44A), como fue previamente
demostrado (van der Bliek et al. 1993) (Fig. 111-3B, flechas en tercera y cuarta columna y Fig.
111-3C). Dado que la internalizacion de *®*Ab1-GD1a no requiere dinamina 2, es probable que la
endocitosis de este anticuerpo anti-gangliésido en células CHO-K1 ocurra por algin mecanismo

independiente de clatrina y de caveolina 1.
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Figura I11-3. La endocitosis de Ab1-GD1a es independiente de dinamina 2

A. Representacion esquematica de las principales vias de endocitosis y su dependencia de la actividad de
la GTPasa dinamina 2. B. Células CHO-K1°P*eM* ransfectadas para expresar de manera transiente la
dominante negativa GFP-dinamina 2-K44A (K44A, primera columna) o GFP-dinamina 2 salvaje (WT,
segunda columna) fueron incubadas 15 minutos a 4°C y luego marcadas por 45 minutos con **®Ab1l-
GD1la en DMEM frio. Las células fueron finalmente lavadas con DMEM frio e incubadas a 37°C en
DMEM durante 30 minutos. En otro experimento, células CHO-K1P*®M* transfectadas para expresar
de manera transiente la dominante negativa GFP-dinamina 2-K44A (K44A, tercera columna) o GFP-
dinamina 2 salvaje (WT, cuarta columna) fueron primero incubadas por 90 minutos en DMEM sin SFB y
luego 45 minutos a 4°C en DMEM que contenia 10 ug/mL de **’transferrina y ***Ab1-GD1a. Finalmente
las células fueron lavadas y el medio fue reemplazado por DMEM pre calentado a 37°C sin SFB
suplementado con 5 pg/mL de **’transferrina e incubado a dicha temperatura durante 30 minutos. Las
flechas sefialan *®*Ab1-GD1a o *'transferrina endocitados en células que expresan dinamina 2. Escala: 5
pm. C. Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia (media +/- EEM) correspondiente a la fraccién de
*%Ab1GD1a o *'transferrina presente en el compartimiento endosomal de reciclado. Los valores fueron
relativizados a la intensidad de fluorescencia obtenida para las células no transfectadas (arbitrariamente
1). Las diferencias significativas en la intensidad de fluorescencia endocitada entre el grupo control
(células no transfectadas) y los grupos tratados (transfeccion con dinamina 2 WT o K44A) se indican con
* (p<0,01). Las diferencias no significativas se indican como: n.s. Prueba ANOVA seguido de prueba de
Dunnett.
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Tomando en cuenta estos resultados, se indagd si la pequefia GTPasa Arf6 tiene un rol
en este proceso ya que la endocitosis asociada a Arf6 parece ser un evento dinamina
independiente y estos endosomas pueden comunicarse y parcialmente superponerse con
compartimientos positivos para transferrina (Naslavsky et al. 2003). La GTPasa Arf6 en su
estado activo (unido a GTP) regula indirectamente los niveles del fosfoinositido PI(4,5)P2
(PIP2) en membrana plasmaética a través de la activacion de fosfatidilinositol 4-fosfato 5-kinasa
(PI(4)P5K) (Honda et al. 1999). Bajo estas condiciones, algunas proteinas de membrana
plasmética que carecen de las secuencias citoplasmaticas que son reconocidas por clatrina/AP2,
son internalizadas en endosomas que contienen Arf6-GTP/PIP2 (Naslavsky et al. 2003; Porat-
Shliom et al. 2008). La subsiguiente inactivacion de Arf6 y la pérdida o modificacion de PIP2 le
permite a estas vesiculas endociticas entregar su carga en parte, de regreso a la membrana
plasmatica mientras que otra fraccion puede fusionarse con el compartimiento endosomal
temprano clasico (EEAL, Rab5 positivos) y transitar hacia los endosomas de reciclado o
endosomas tardios/lisosomas para ser degradados (Naslavsky et al. 2003). Por el contrario,
cuando el ciclo GTP-GDP de Arf6 es bloqueado por medio de la sobreexpresion de Arfé Q67L
(una mutante incapaz de hidrolizar GTP), las células acumulan numerosas estructuras
vacuolares enriquecidas en PIP2 y recubiertas de actina secuestrando las moléculas que
normalmente transitan a través de la via endosomal de reciclado de Arf6 y luego sufren una
extensa fusién homotipica resultando en vesiculas mas grandes (Brown et al. 2001) (Fig. HlI-
4A). Para investigar si esta via estd involucrada en la internalizacion de **AblGDla, se
cotransfectaron células para que expresen de manera transiente el dominio homélogo a
pleckstrina de la fosfolipasa Cé1 fusionado a GFP (PH-PLC3-GFP), un sensor de PIP2, (Garcia
et al. 1995; Varnai and Balla 1998; Lemmon 2003) y la version salvaje de Arf6 o su variante
mutante Arfé Q67L. Los resultados muestran claramente que **AblGD1a es internalizado y
acumulado en vesiculas decoradas de PIP2 en células que expresan Arf6 Q67L (Fig. 111-4B),

sugiriendo un rol para Arf6 en la endocitosis de este anticuerpo anti-gangliésido.
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Figura l11-4. La endocitosis de Ab1-GD1a es dependiente de Arf6

A. Después de un evento endocitico a través de la via independiente de clatrina (CI) y que depende de la
actividad de la GTPasa Arf6, la pérdida de PIP2 en estos endosomas permite, en parte, la fusion de estas
vesiculas endociticas con el compartimiento endosomal temprano que es positivo para los marcadores
Rab5/EEAL. De esta manera, el material endocitado por la via Arf6 se fusiona con el material endocitado
a través de la via dependiente de clatrina (CD) en el endosoma de reciclado. Cuando la mutante de Arf6
que es deficiente en hidrdlisis de GTP es sobreexpresada, el material endocitado a través de esta via es
secuestrado y acumulado en estructuras vacuolares que luego sufren una extensiva fusion homotipica. B.
Células CHO-K1°P*C®M* feron cotransfectadas para expresar el dominio homélogo a pleckstrina de la
fosfolipasa Cd1 fusionada a GFP (PH-PLC31-GFP) y la versién salvaje de Arfé (Arf6é WT, fila superior)
o la mutante deficiente en hidrdlisis de GTP (Arf6 Q67L, fila inferior) e incubadas durante 15 minutos a
4°C y luego marcadas con ***Ab1-GD1a durante 30 minutos en DMEM. Luego, se reemplazé el medio
por DMEM precalentado a 37°C y se mantuvo dicha temperatura por 30 minutos para permitir la
endocitosis del anticuerpo. Se muestran imagenes confocales de 0,8 um tomadas paralelas al
cubreobjetos. Los recuadros en el panel de superposicion muestran detalles a mayor magnificacion.
Escala: 5 pm.
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Ab1-GD1a permanece asociado a la membrana plasmatica a 16°C

Para caracterizar los eventos iniciales involucrados en la endocitosis de *®Ab1-GD1a,
se realizaron experimentos de endocitosis a 16°C, una técnica ampliamente empleada para
acumular el material endocitado en el compartimiento endosomal temprano (Punnonen et al.
1998; Ellinger et al. 2002; Iglesias-Bartolome et al. 2009). Para ello, células CHO-K1°®P1eML*
fueron incubadas a 4°C con *®*Ab1-GD1a y luego fijadas (0 min) o transferidas a DMEM
precalentado a 16°C para permitir la endocitosis por 10 y 20 minutos. Finalmente, las células
fueron fijadas e incubadas con anti IgG de raton producido en cabra y conjugado a Alexa

88 (“Banti-1gG) para evaluar la colocalizacion con cualquier remanente de *®Ab1-GD1a en

Fluor
la superficie celular. Se observé que una fraccion mayoritaria de ***Abl-GDl1a permaneci6
asociada a la membrana plasmatica a 16°C (Fig. I1I-5A) y no se evidenciaron estructuras
endociticas, contrastando con hallazgos previos que mostraron que un anticuerpo monoclonal
que reconoce el gangliésido GD3 (R24) (lglesias-Bartolome et al. 2006) y un anticuerpo
policlonal que reconoce el gangliésido GM1 (Ab1-GM1) (lglesias-Bartolome et al. 2009)
fueron internalizados a esta temperatura y acumulados en endosomas tempranos. La sefial de
inmunofluorescencia total asociada a la fraccion celular a cada tiempo de endocitosis no mostro
cambios (Fig. 111-5B). Un experimento control, donde células previamente tratadas con *®*Ab1-
GD1a para marcar el total de GD1la seguido de incubacion con **anti-IgG, mostrd que el
anticuerpo secundario accede a compartimientos intracelulares solo luego de permeabilizar (Fig.
I11-6). Esto descarta la posibilidad de que la permeabilizacion haya ocurrido por el
procedimiento de fijado. Ademas, para probar que los mecanismos endociticos se encuentran

activos a 16°C, ®'

transferrina se afiadié al medio de cultivo (Fig. 111-5C) ya que se conoce que
transferrina es endocitada y acumulada en el compartimiento endosomal temprano a esta
temperatura. Como se esperaba, transferrina fue internalizada y acumulada en estructuras
vesiculares dispersadas en el citoplasma, mientras que la endocitosis de *°®®Abl-GDla fue
completamente blogueada manteniendo una alta colocalizacién en membrana plasmatica con el

anticuerpo secundario aun luego de 60 minutos de incubacion a 16°C (Fig. 111-5C).
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Figura I11-5. Unién a membrana plasmética y destino celular diferencial de Abl-GDla y
transferrina en células CHO-K1®P*@CM* 3 16°C

A. Células CHO-K1®P*6M* se incubaron por 15 minutos a 4°C seguido de 45 minutos de incubacion
con *®Ab1-GD1a a 4°C. Luego se lavaron tres veces con DMEM frio y se fijaron o fueron transferidas a
DMEM precalentado a 16°C por 10 o0 20 minutos. Después de cada periodo de tiempo, las células se
fijaron e incubaron con anti 1gG de ratén producido en cabra y conjugado a Alexa Fluor*®® (488anti-IgG).
Se muestran imagenes confocales de 0,8 um tomadas paralelas al cubreobjetos. El coeficiente de
colocalizacién de Manders se muestra en los paneles de superposicion. Escala: 15 um. B. Cuantificacion
de la sefial de inmunofluorescencia total (media +/- EEM) que permaneci6 asociada a la fraccién celular a
cada tiempo endocitico. Los valores fueron relativizados a la intensidad de fluorescencia obtenida para la
condicién inicial de union (0 min). Las diferencias en intensidades de fluorescencia entre grupos
experimentales se evaluaron mediante prueba ANOVA seguido de prueba de Dunnett. No se encontro
diferencias significativas (n.s.) entre el grupo control (0 min) y los grupos tratados (incubacién a 16°C
durante 10 y 20 min). C. Células CHO-K1°P**®M™* fieron primero incubadas por 90 minutos en DMEM
sin SFB y luego 45 minutos a 4°C en DMEM que contenia 10 pg/mL **transferrina y una dilucién
apropiada de **®®Ab1-GD1la. Finalmente las células fueron lavadas y fijadas (0 min) o transferidas a
DMEM precalentado a 16°C sin SFB suplementado con 5 pg/mL *transferrina e incubado a dicha
temperatura durante 60 minutos. Finalmente, las células fueron fijadas en incubadas con 488anti-IgG.
Escala: 5 pum.

0 min

16°C

60 min
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Figura 111-6. Control de permeabilizacion

Células CHO-K1°P*¥®M* feron incubadas por 15 minutos a 4°C y luego marcadas con *®*Ab1-GD1a por
45 minutos a 4°C. Luego fueron lavadas con DMEM frio y fijadas (4°C) o transferidas a DMEM
precalentado a 37°C suplementado con **Ab1-GD1a por 30 minutos para marcar GD1a total. Finalmente
fueron fijadas, permeabilizadas (tercera y cuarta columna solamente) e incubadas con 488anti—IgG. Se
muestran imagenes confocales de 0,8 um tomadas paralelas al cubreobjetos. El coeficiente de
colocalizacion de Manders se muestra en los paneles de superposicion. La colocalizacion en
compartimientos intracelulares solo es evidenciada luego de permeabilizar. Escala: 5 pm.

El bloqueo selectivo de la endocitosis de **Ab1-GD1a a 16°C y la réapida reduccion de la sefial
de fluorescencia a 37°C fueron confirmados por microscopia confocal in vivo (time-lapse) y
ensayos fluorimétricos. Los experimentos de microscopia confocal in vivo mostraron que
*%Ab1-GD1a permanecié asociado a la fraccion celular cuando la temperatura de incubacion
fue de 16°C (Fig. IlI-7A, panel superior y Fig. I11-7B, 16°C). Inmediatamente después de
cambiar la temperatura a 37°C, se observd una drastica reduccion de la intensidad de
fluorescencia asociada a la fraccion celular (Fig. 111-7A, panel inferior y Fig. 111-7B, 37°C).
Ademas, mediante ensayos de fluorimetria, se evidencié que una fraccion cercana al 40% de
%8Ab1-GD1a inicialmente unido a células CHO-K1®PSM™* en cultivo, es recuperada en el
sobrenadante cuando las células fueron incubadas a 37°C, mientras que a 16°C la fraccion
liberada al medio de cultivo es minima (Fig. 111-8). En su conjunto los resultados presentados
sugieren la presencia de mecanismos selectivos de internalizacion de complejos anticuerpos

anti-gangliésidos, los cuales fueron aqui evidenciados por una endocitosis diferencial a 16°C.
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Figura 111-7. Endocitosis y destino celular de Abl-GDla a diferentes temperaturas evaluado
mediante microscopia confocal in vivo (time-lapse)

A. Células CHO-K1®P™CM* feron marcadas por 15 minutos a 4°C seguido de 45 minutos de incubacion
a 4°C con *®Ab1-GD1a. Luego se lavaron con DMEM frio y fueron transferidas a DMEM precalentado a
16°C por 13 minutos. Inmediatamente después, la temperatura fue cambiada a 37°C y mantenida hasta el
final del experimento. Se tomaron imagenes cada 1 minuto. Se muestran imagenes confocales de 0,8 um
tomadas a tiempos iniciales, intermedios y finales a cada temperatura. Escala: 10 um. B. Se muestra la
cuantificacion de la sefial de inmunofluorescencia total (media +/- EEM) que permanecié asociada a la
fraccion celular a cada tiempo endocitico. Los valores fueron relativizados a la intensidad de
fluorescencia obtenida para la condicion inicial de unién (16°C, 0 min).
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Figura I111-8. Ab1-GD1a es recuperado en el medio de cultivo a 37°C pero no a 16°C

Se cultivaron células CHO-K1®P*CM* en placas de 96 pocillos por 24 h. Medio precalentado fue
agregado (adicion) o recolectado (recuperacion) a diferentes tiempos durante el experimento. Primero, las
células fueron marcadas con *®*Ab1-GD1a durante 30 minutos en DMEM libre de rojo fenol. Luego, se
recuperé el medio (anticuerpo no unido); las células fueron lavadas a 4°C, se agregé DMEM libre de rojo
fenol precalentado a 16°C y se incub6 por 30 minutos. A continuacion el medio que contiene anticuerpo
liberado a 16°C durante este periodo de incubacion de 30 minutos fue recuperado (Ac liberado a 16°C) y
se agregdé DMEM libre de rojo fenol precalentado a 37°C por 30 minutos. Finalmente, el medio que
contiene el anticuerpo liberado durante este periodo de incubacién a 37°C fue recuperado (Ac liberado a
37°C). La fluorescencia en cada fraccion recuperada fue medida usando un espectrofluorémetro
FluoroMax-P. Los valores mostrados son media +/- EEM relativizados a la union inicial del anticuerpo
(arbitrariamente 1 y calculado sustrayendo a la sefial inicial (input) el valor de intensidad de fluorescencia
para la fraccion de anticuerpo no unido); Dos experimentos independientes; n=3 para cada condicién de
tiempo.

Caracterizacion de la unién y el destino intracelular de dos anticuerpos
que reconocen GD1a en células CHO-K1

Para determinar si el comportamiento de **Abl1-GD1la con respecto a la unién a
membrana, internalizacion y destino intracelular es compartido con otro anticuerpo monoclonal
que reconoce GD1a, se incluy6 en el analisis el anticuerpo Ab2-GD1a, una inmunoglobulina de
isotipo 1gG2b que reconoce los gangliosidos GD1a, GT1b y GTlaa (Lunn et al. 2000). Se

incubaron células CHO-K16P/eML

por 15 minutos a 4°C para inhibir el transporte intracelular
y luego con Ab2-GD1a por 45 minutos a 4°C. Después de esto, las células se lavaron con medio
de cultivo frio para remover el anticuerpo no unido y se fijaron o transfirieron a medio
precalentado a 37°C por diferentes periodos de tiempo para restaurar el transporte y permitir la

endocitosis. Finalmente, se procedio a fijar, permeabilizar e inmunomarcar las células (Fig.
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I11.9A). El andlisis por microscopia confocal revel6 que Ab2-GD1a, al igual que Ab1-GD1a, se
uni6 a las células a 4°C con un patrén de distribucion punteado en membrana plasmatica (Fig.
[11-9A, 0 min). Luego de cambiar la temperatura a 37°C, comenz0 a evidenciarse una
distribucion yuxtanuclear y el nivel total de sefial se redujo drasticamente (Fig. I11-9A). Al
igual que Ab1-GD1a, no se detectdé union de Ab2-GD1la a la superficie de células CHO-
K16PEMI- (Fjg 111-9B). Por otro lado, cuando estas células se trataron en cultivo con GD1a
purificado, se evidencié marcacion de Ab2-GDla en la membrana plasmaética, indicando

especificidad de union al gangliésido GD1a (Fig. 111-9B).
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Figura I11-9. Union a la superficie celular y destino de un anticuerpo monoclonal que reconoce los
gangliésidos GD1a, GT1b y GTlaa (Ab2-GD1a) en células CHO-K1(CP1/EML

A. Células CHO-K1°®P™¥CM* fieron incubadas por 15 min a 4°C y luego con Ab2-GD1la por 45 min a
4°C. Luego, las células fueron lavadas con DMEM frio y fijadas a 4°C (0 min) o transferidas a medio
precalentado a 37°C por diferentes periodos de tiempo. Finalmente, las células fueron fijadas,
permeabilizadas e incubadas con **®anti-1gG. Se muestran imagenes confocales de 0,8 um de cada tiempo
tomadas paralelas al cubreobjetos. Escala: 5 pm. Se muestra la cuantificacion de la sefial total de
inmunofluorescencia (media +/- EEM) a cada tiempo ensayado que permanece asociada a la fraccion
celular. Los valores fueron relativizados a los valores de intensidad de fluorescencia inicial (0 min),
arbitrariamente 1. Las diferencias significativas de intensidad de fluorescencia entre el grupo control (0
min) y los grupos tratados (incubacion a 37°C por diferentes periodos de tiempo) se indican con *
(p<0,01). ANOVA seguido de prueba de Dunnett. EEM: error estandar de la media. B. Células CHO-
K1C®PEML- fyeron incubadas por 30 min a 37°C y 5% CO, con 80uM de GD1a en DMEM. Luego las
células fueron lavadas para remover el exceso de GD1a, transferidas a DMEM a 4°C e inmunomarcadas
con Ab2-GD1a. Finalmente se incub6 con **anti-IgG para detectar Ab2-GD1a en la superficie celular.
Escala: 5 pm.

Como fue anteriormente demostrado para Abl-GDla, Ab2-GDla también fue

acumulado en vesiculas decoradas de PIP2 en células que expresan Arf6 Q67L y su
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endocitosis fue reducida significativamente en células que sobreexpresan una variante
dominante negativa de Arf6 (Arfé T27N) (Fig. 10-11lA y Fig. 10-11I1B respectivamente).
Estos resultados en su conjunto sugieren que ambos anticuerpos que reconocen GD1a (Abl-
GD1lay Ab2-GD1a) comparten un proceso similar de union, endocitosis y destino celular.
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Figura I11-10. Ab2-GDla es acumulado en células CHO-K1 que expresan Arfé Q67L y su
endocitosis disminuye en células que expresan Arf6 T27N

A. Células CHO-K1®P¥@eM* fiueron cotransfectadas para expresar PH-PLC31-GFP y la variante
dominante positiva de Arfé (Arf6 Q67L, columna izquierda) o la variante dominante negativa de la
GTPasa (Arfé T27N, columna derecha). Después de 24 horas de transfeccién, las células fueron marcadas
a 4°C con Ab2-GD1a, lavadas y transferidas a 37°C para permitir la endocitosis durante 30 minutos. Para
detectar Ab2-GD1a se incubo con >*anti-1gG. El recuadro en el panel de superposicién muestra detalles a
mayor magnificacion. Escala: 5 pum. B. Cuantificacion de la sefial de inmunofluorescencia de Ab2-GD1la
endocitada en células transfectadas con Arf6 T27N (media +/- EEM) relativizada a la intensidad de
fluorescencia obtenida para células no transfectadas (Control). Las diferencias significativas en la
endocitosis de Ab2-GD1a entre el grupo control y el grupo de células transfectadas con Arfé T27N se
evalué mediante una prueba de t-Student y se indica con * (p<0,01).
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Caracterizacion de la unién a membrana y el destino celular de Ab2-
GD1a en células derivadas de neuroblastoma

Antecedentes previos indican que un anticuerpo policlonal que une el gangliésido
GM1 (Ab1-GM1), tiene un comportamiento de internalizacion y destino intracelular diferencial
en funcion del tipo celular (Iglesias-Bartolome et al. 2009). Ab1-GM1 fue eficientemente
endocitado en células epiteliales CHO-K1 pero fue solo ligeramente internalizado en células
Neuro-2a, una linea celular derivada de neuroblastoma, la cual expresa principalmente los
gangliésidos GM1 y GD1a (Wu et al. 1995; Hitoshi et al. 1996). Con estos antecedentes se
decidié explorar si este comportamiento se extiende a otros anticuerpos anti gangliosidos,
particularmente para el anticuerpo Ab2-GDla. Este anti-GDla se unid eficientemente a la
membrana plasmatica de células Neuro-2a a 4°C (Fig. 111-11A, 0 min). Cuando la temperatura
se cambié a 37°C, la intensidad de fluorescencia inicial para Ab2-GDla se redujo
moderadamente (Fig. I11-11A y Fig. 111-11B) comparado con la dréastica reduccién reportada en
células CHO-K1°P*¥CEMM (Fig 111-9). Por lo tanto, estos resultados sugieren que los anticuerpos
anti- gangliosidos pueden tener diferente comportamiento o procesamiento celular, lo cual
puede representar un aspecto critico a ser considerado en el analisis de su rol patogénico y sus
usos terapéuticos.

Figura Il11-11. Union a la superficie
celular y destino de un anticuerpo

monoclonal que reconoce los gangliésidos
GDla, GTlb y GTlaa (Ab2-GD1la) en
células Neuro-2a

A. Células Neuro-2a fueron incubadas por
15 min a 4°C y luego con Ab2-GD1a por 45
min a 4°C. Luego, las células fueron lavadas
con DMEM frio y fijadas a 4°C (0 min) o
transferidas a medio precalentado a 37°C

por diferentes periodos de tiempo.
Finalmente, las células fueron fijadas,
permeabilizadas e incubadas con **anti-
IgG. Se muestran imagenes confocales de
0,8 um de cada tiempo tomadas paralelas al
cubreobjetos. Escala: 5 um. B. Se muestra la
cuantificacion de la sefial total de
inmunofluorescencia (media +/- EEM) a
cada tiempo ensayado que permanece
asociada a la fraccién celular. Los valores
fueron relativizados a los valores de
intensidad de fluorescencia inicial (0 min),
arbitrariamente 1. Las diferencias en la
intensidad de fluorescencia entre el grupo
control y el grupo de células tratadas
(incubadas a 37°C por diferentes periodos
de tiempo) se evalué mediante la prueba de

A Neuro-2a, 37°C
B

Intensidad de
Fluorescencia
(relativo al control)

0 5 10 15 20 25 30

tiempo (min) ANOVA seguido de prueba de Dunnett y se
indica con * (p<0,01).
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Un anticuerpo monoclonal que reconoce el gangliésido GM1 muestra un
comportamiento diferente al de los anticuerpos que unen GD1a en
células epiteliales y neuronales

Finalmente se exploré si los parametros cinéticos de union a membrana y endocitosis de
los anticuerpos que se asocian a GD1a son especificos de este complejo anticuerpo/gangliosido
0, si en cambio, son un fendbmeno mas general observable para otros anticuerpos anti-
gangliésidos de la “serie — a”. Para ello analizamos la union a membrana y destino subcelular de
Ab2-GM1, un anticuerpo monoclonal de isotipo IgG2bx que reacciona fuertemente con el
gangliosido GML1 (Yuki et al. 2004; Koga et al. 2005; Susuki et al. 2007), en células CHO-K1y
Neuro-2a. El anticuerpo Ab2-GM1 prolonga los intervalos del potencial de accion muscular en
la unién neuromuscular y marca nodos de Ranvier y células de Schwann paranodales en raices
espinales humanas (Yuki et al. 2004). Células CHO-K1°M¥®P%* fyeron incubadas por 15
minutos a 4°C para inhibir el transporte celular y luego con Ab2-GM1 por 45 minutos a 4°C.
Después de lavar para remover el anticuerpo no unido, las células fueron fijadas (0 min) o
transferidas a DMEM precalentado a 37°C (Fig. 111-12A) o DMEM precalentado a 16°C (Fig.
I11-12E) por diferentes tiempos para restaurar la endocitosis. Analisis de microscopia confocal
revelé que el anticuerpo Ab2-GM1 se une a células CHO-K1®™6P%#* con una distribucion
punteada en membrana plasmatica a 4°C. Inmediatamente después de cambiar la temperatura a
37°C para inducir la endocitosis (5 min), se evidencid la presencia del anticuerpo en una region
yuxtanuclear con una reduccién moderada de la sefial de inmunofluorescencia total
(conservando un 70% del valor inicial de fluorescencia, 0 min) permaneciendo cercano a este
valor a periodos de tiempo mas largos (15 min y 30 min) (Fig. 111-12A y Fig. 111-12C). Esto
contrasta con lo observado para los anticuerpos que unen GD1a (Ab1-GD1a, Fig. 111-1C y Ab2-
GD1a, Fig. 111-9) donde la intensidad de fluorescencia se reduce drasticamente dentro de los
primeros minutos de incubacion a 37°C. Por otro lado, cuando la temperatura se establece en
16°C, la intensidad de fluorescencia total permanece practicamente constante y asociada a
membrana plasmética (Fig. 111-12E y Fig. I11-12F), como también fue observado para un
anticuerpo anti-GDla (Abl-GD1a, Fig. IlI-5 y Fig. 111-7). También se observé en células
Neuro-2a que luego de la union y cambio de temperatura a 37°C, el anticuerpo Ab2-GM1
permanecié principalmente asociado a la superficie celular (Fig. 111-12B) y la sefial de
inmunofluorescencia total no se modificé (Fig. I11-12D), contrastando con lo observado para el
anticuerpo anti-GD1a (Ab2-GD1a, Fig. 111-11). Por lo tanto, observamos que bajo idénticas
condiciones experimentales, el tiempo de residencia en la superficie celular y la fraccion
endocitada de los anticuerpos que unen GDla y GM1 fueron notoriamente diferentes,

sugiriendo un procesamiento diferencial que podria depender no solo del anticuerpo anti-
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gangliésido, sino también del tipo celular. Estos hallazgos pueden ayudar a comprender mejor
no solamente el rol y los efectos patogénicos diferenciales de los anticuerpos anti-gangliésidos
en neuropatias, sino también podrian permitir incrementar su eficacia como agentes terapéuticos

antitumorales.

CHO-K1(GD12/CM14) 390¢ Neuro-2a, 37°C
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Figura I11-12. Unién a superficie celular y destino de un anticuerpo monoclonal que reconoce el
gangliésido GM1 (Ab2-GM1) en células CHO-K1 P*¥CM* y células Neuro-2a

Células CHO-K1°®P®CMI* (A)'y células Neuro-2a (B) fueron incubadas a 4°C por 15 minutos y luego
incubadas con una dilucién apropiada de un anticuerpo anti-GM1 (Ab2-GM1) por 45 minutos a 4°C.

Después de esto, las células fueron permeabilizadas e incubadas con **anti-lgG. Escala: 5pm. La sefial

total de inmunofluorescencia para Ab2-GM1 asociada a células CHO-K1 (C) y células Neuro-2a (D) fue
cuantificada. Experimentos de endocitosis a 16°C fueron realizados en células CHO-K1°P*CMI* (E) y |
sefial de inmunofluorescencia total asociada a la fraccién celular a cada tiempo endocitico fue
cuantificada (F). En todos los casos, los valores de intensidad de fluorescencia fueron referidos a la sefial
obtenida para la condicion de union inicial (0 min, arbitrariamente 1). Las diferencias en la intensidad de
fluorescencia entre el grupo control y el grupo de células tratadas (incubadas a 37°C o 16°C por
diferentes periodos de tiempo) se evaluaron mediante la prueba de ANOVA seguido de prueba de
Dunnett. Las diferencias significativas se indican con * (p<0,01) y las diferencias no significativas con
n.s.
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DISCUSION

Los AGADs, en particular aquellos que unen GM1, GDl1a y GQ1b, han sido asociados
con un amplio rango de neuropatias, incluyendo el sindrome de Guillain-Barré y el sindrome de
Miller Fisher (Willison and Yuki 2002). Ademas, dado el patron de glicosilacion aberrante de
glicolipidos expresados en la superficie de la mayoria de las células cancerigenas, un nimero
sustancial de inmunoterapias pasivas y activas contra estos lipidos han sido desarrolladas, las
cuéles han mostrado resultados promisorios en pruebas clinicas (Daniotti et al. 2013; Daniotti et
al. 2015b). Mas recientemente, los AGADbs han emergido como una herramienta atractiva para la
entrega de agentes citotoxicos en procesos neoplasicos (Daniotti et al. 2015b). En este contexto,
resulta necesario comprender los mecanismos por los cuédles los AGADbs, principalmente
aquellos que se unen a los ganglidsidos, reconocen sus epitopes, el destino celular y las
consecuencias fisiopatoldgicas. Esta informacion tiene importantes implicancias traslacionales
para el entendimiento de las caracteristicas clinicas de las neuropatias mediadas por AGAbs y

para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

De acuerdo a la informacion obtenida en este trabajo de tesis y en trabajos anteriores,
los AGADbs difieren en caracteristicas como unién a membrana, endocitosis y respuesta inmune
(Fig. 111-13). Mas bien, se comportan de una manera dependiente del epitope que unen y del tipo
celular. Se ha demostrado anteriormente que un anticuerpo monoclonal que reconoce el
ganglioésido GD3 (R24) fue especificamente endocitado unido al gangliésido, transportado a
endosomas tempranos y endosomas de reciclado y transportado hacia la membrana plasmaética
en vesiculas recubiertas de clatrina, en células CHO-K1 y células de melanoma humano SK-Mel
28 (Iglesias-Bartolome et al. 2006). Por otro lado, un anticuerpo que une GM1 (Ab1-GM1) fue
rapidamente y especificamente endocitado en células CHO-K1 mientras que mostré una
internalizacion reducida en células COS-7 y en las lineas celulares derivadas de neuroblastoma
SH-SY5Y y Neuro-2a (Iglesias-Bartolome et al. 2009) (Fig. 111-13).
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Figura 111-13. Representacion esquematica del destino y procesamiento celular de diferentes
anticuerpos anti-gangliésidos en células CHO-K1

El destino de tres anticuerpos anti-gangliésidos diferentes en células CHO-K1 es representado. La flecha
A representa la disociacion desde la membrana plasmatica hacia el medio extracelular, el principal
destino de los anticuerpos que reconocen el gangliésido GD1a. El grosor de las flechas desde membrana
plasméatica hacia los endosomas (B) representa la cantidad endocitada del complejo gangliosido-
anticuerpo. Las flechas C, D y E muestran el principal camino intracelular seguido por estos anticuerpos
luego de ser internalizados.

Esta informacion es considerada de significancia biolégica e inmunoldgica ya que
provee por primera vez, evidencias acerca de la internalizacion, destino intracelular y vias
endociticas de un anticuerpo anti-GM1 obtenido de un modelo experimental de SGB en conejos.
Mas tarde, se describio que la rapida internalizacion de los anticuerpos anti-gangliésidos en el
terminal nervioso motor atenda la injuria mediada por complemento, contrastando con el
extensivo dafio observado en los nodos de Ranvier, donde la endocitosis es minima (Fewou et
al. 2012; Susuki et al. 2012). Ademas, se demostr6 recientemente en ratones que una gran
proporcién de anticuerpos anti-gangliosidos circulantes en plasma son principalmente

removidos de circulacion a través de la union a gangliésidos en membranas neuronales en los
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terminales nerviosos motores de las uniones neuromusculares (Cunningham et al. 2016). Esta
endocitosis neuronal representa una via mayoritaria a través de la cual anticuerpos anti-
ganglidsidos patogénicos y potencialmente otras proteinas que unen gangliosidos, son retiradas

de la circulacién sistémica y transportados hacia el sistema nervioso central.

En este trabajo de tesis, se extendid el andlisis de los AGADbs, investigando la union,
endocitosis y destino celular de anticuerpos que unen el disialogangliésido GDl1a. Hallamos
que, en células CHO-K1 modificadas genéticamente para expresar los gangliésidos GM2, GM1
y GD1a (células CHO-K1°P*¥SM*) “|os anticuerpos que reconocen GD1a (**Ab1-GD1a y Ab2-
GD1a) se unen especificamente a la membrana plasmatica de las células a 4°C mostrando un
patrén con distribucion punteada. Luego de la unién en membrana y tras cambiar la temperatura
a 37°C para inducir la endocitosis, una fraccién minoritaria del anticuerpo fue inicialmente
detectada en vesiculas distribuidas a lo largo del citoplasma celular y luego acumulada en un
compartimiento pericentriolar caracterizado como endosoma de reciclado (ER). Por otro lado,
una fraccion mayoritaria del anticuerpo inicialmente asociado a membrana plasmatica, fue
recuperada en el medio de cultivo. Es posible que, luego de unir GD1a en la superficie de
células CHO-K1, este anticuerpo esté siendo principalmente liberado desde la membrana
plasmatica sin ser endocitado. Al respecto, ha sido ampliamente documentado que una fraccion
considerable de los gangliésidos producidos por una célula puede ser liberada al medio
extracelular y potencialmente transferida a la membrana plasmatica de otras células (Saqr et al.
1993; Olshefski and Ladisch 1996; Ziulkoski et al. 2006). Ademas, ha sido demostrado que los
gangliésidos pueden ser transferidos espontaneamente entre membranas a elevadas temperaturas
(Masserini and Freire 1987) y el ritmo de transferencia es dependiente de la temperatura y el
estado fisico de las membranas donoras y aceptoras (Palestini et al. 1995), lo cual estad de
acuerdo con los experimentos realizados a 16°C donde el anticuerpo que reconoce GDla
permanecié mayoritariamente localizado en la membrana plasmatica (Fig. I11-5y Fig. I11-7) y en
contraposicion a la liberacion significativa observada a 37°C. Por otro lado, es poco probable
que esta fraccion mayoritaria del anticuerpo unido al ganglidsido, sea rdpidamente endocitada,
reciclada hacia la membrana plasmética de estas células y liberada al medio extracelular sin
transitar por el ER, como ha sido descripto para un andlogo fluorescente de esfingomielina (Hao
and Maxfield 2000) ya que el anticuerpo no se acumula en endosomas tempranos en ensayos
realizados a 16°C. Por lo tanto, solo una fraccion minoritaria que es endocitada y acumulada en

el ER es detectada a nivel intracelular a los distintos tiempos de endocitosis ensayados.

Los experimentos mostrados en la Fig. 111-3 indican que la endocitosis del anticuerpo

gue une GD1la en células CHO-K1 no requiere dinamina 2, sugiriendo un mecanismo
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independiente de clatrina y de caveolina-1. Tomando estos resultados en cuenta y considerando
que la internalizacion de muchas proteinas ancladas por GPI y proteinas aciladas (ambos tipos
de moléculas unidas a la membrana celular mediante lipidos) ocurre por una via independiente
de clatrina y regulada por la GTPasa Arf6 (Naslavsky et al. 2003; Porat-Shliom et al. 2008), se
investigo si esta GTPasa participa en la internalizacion del anticuerpo que une GD1a. Para ello,
se examiné el efecto de la expresion de la mutante constitutivamente activa (incapaz de
hidrolizar GTP) de Arf6 en la internalizacion del anticuerpo anti-GD1a, encontrando al
anticuerpo principalmente asociado con estructuras vesiculares que contenian PIP2. Por otro
lado, la sobreexpresion de una version dominante negativa de la GTPasa Arf6 resultd en una
reduccion en la internalizacion del anticuerpo anti-GD1a. Por lo tanto, estos resultados sugieren
fuertemente que el complejo ganglidsido-anticuerpo esta siendo internalizado a través de una
via asociada a Arf6. Endocitosis rapida mediada por Arf6 ha sido demostrada en conos de
crecimiento de neuronas en desarrollo (Torii et al. 2012) y la participacion de Arf6 en el trafico
retrégrado y anterdgrado ha sido reportada en axones y conos de crecimiento de neuronas
adultas (Onishi et al. 2013). Arf6 ademas tiene un rol en el reclutamiento de proteinas de
cubierta de clatrina a membranas donde ocurre el reciclado de vesiculas sinpticas al menos en
parte incrementando los niveles de PIP2 (Krauss et al. 2003). Tomando en consideracion estos y
otros antecedentes, Arf6 podria estar involucrado en la rapida endocitosis de los anticuerpos
anti-gangliésidos en la membrana del terminal nervioso motor, atenuando la injuria mediada por
complemento (Fewou et al. 2012; Susuki et al. 2012). Por el contrario, hay poca informacion
acerca del transporte exocitico y endocitico en los nodos de Ranvier y, particularmente, no hay
informaciéon en la literatura acerca de la participacion de Arf6é en esta region neuronal
especializada. Por lo tanto, la examinacion de la via de endocitosis/reciclado mediada por Arf6
en estos sitios neuronales resulta de interés ya que la minima endocitosis de los anticuerpos anti-
gangliésidos observada en los nodos de Ranvier puede eventualmente estar asociada con la

ausencia de endocitosis de membrana mediada por Arf6, lo cual aln debe ser investigado.

Como se menciond, los gangliosidos neosintetizados en procesos oncogénicos muestran
especificidad de antigeno y por lo tanto constituyen candidatos atractivos para el disefio de
inmunoterapias contra el cancer. En este sentido, la informacién reportada en este estudio y en
otros trabajos del laboratorio (Iglesias-Bartolome et al. 2006; Iglesias-Bartolome et al. 2009;
Torres Demichelis et al. 2013), tiene importantes implicancias conceptuales y traslacionales
para el desarrollo de nuevas terapias especificas (Hazin et al. 2015). Asi, mientras los
anticuerpos anti-gangliésidos son especificos en su unién, diferentes modos de accion son

posibles dependiendo de la funcién deseada del anticuerpo (es decir, internalizacion subcelular

96



CAPITULO 111

para la entrega de drogas versus presencia sostenida en la superficie celular para un efecto

mediado por células del sistema inmune).

Los resultados presentados en este capitulo forman parte del trabajo:

Ruggiero FM, Vilcaes AA, Yuki N, Daniotti JL. "Membrane binding, endocytic trafficking
and intracellular fate of high-affinity antibodies to gangliosides GD1a and GM1". Biochim
Biophys Acta 1859(1) (2017): 80-93. Epub 2016 Oct 30. doi: 10.1016/j.bbamem.

2016.10.020.
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MATERIALES Y METODOS

Anticuerpos y plasmidos

Dos anticuerpos monoclonales que reconocen el gangliésido GD1a y un anticuerpo monoclonal
que une el gangliésido GML1 fueron generados en ratones knock-out que carecen del gen que codifica para
la enzima UDP-GalNAc:LacCer/GM3/GD3N-acetilgalactosaminiltransferasa (#4GalNACT-I): i) anti-
GD1a/GT1b isotipo 1gG1 (Abl-GD1a) (Lunn et al. 2000), ii) anti-GD1a/GT1b/GT1laa isotipo 1gG2b
(Ab2- GD1a) (Schnaar et al. 2002) y iii) anti-GM1 isotipo 1gG2b (Ab2-GM1) (Yuki et al. 2004). Los
anticuerpos fueron purificados mediante cromatografia de afinidad empleando columnas de proteina G o
columnas con anti IgG de ratén inmovilizado. El kit de marcacién de anticuerpos con Alexa Fldor 568 de
Invitrogen fue usado para marcar Abl-GD1la siguiendo las instrucciones del fabricante para generar
Alexa568-Ab1-GD1a (***Ab1-GD1a).

Los constructos hemaglutinina (HA)-Arf6-Q67L y (HA)-Arf6-T27N fueron recibidos de J.
Donaldson (NHLBI, NIH, Bethesda, MD, EEUU) y pGFP-Rablla de M. Colombo (Universidad
Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina). Los pldsmidos que codifican para GFP-dinamina 2-salvaje
(WT) y GFP-dinamina 2-K44A fueron provistos por J. Bonifacino (NICHD, NIH, Bethesda, MD,
EEUU). El constructo que codifica para el dominio N-terminal (regién citosélica, dominio
transmembrana y algunos aminoécidos de la region espaciadora) de p4GalNACT-I fusionada al N-
terminal de CFP (4GalNAcT-I-CFP) fue obtenida subclonando el correspondiente fragmento de ADNc
en el plasmido pECFP-N1 (Clontech, Mountain View, CA, EEUU) (Giraudo and Maccioni 2003). El
plasmido que codifica para PH-PLCJ1-GFP (una proteina quimeérica que contiene el dominio homélogo
a pleckstrina de la fosfolipasa C&1 fusionado a GFP (PH-PLC3-GFP) fue recibido de M. Lemmon
(University of Pennsylvania School of Medicine, Filadelfia, EEUU).

Cultivo celular y transfecciéon

Células CHO-K1 (ATCC, Manassas, VA, USA) genéticamente modificadas para expresar los
gangliésidos GM1 y GDla (CHO-K16P™CM*) (Crespo et al. 2002) y la linea celular derivada de
neuroblastoma Neuro-2a (ATCC, Manassas, VA, USA) que expresan de manera endogena los
gangliésidos GD1a and GM1, fueron mantenidas a 37°C, 5% CO2 en DMEM suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB) y antibi6ticos (100 pug/mL penicilina y 100 pug/mL estreptomicina). Las células
fueron transfectadas con 0,5-1,0 pg/ placa de 35 mm del plasmido indicado usando polietilenimina lineal
(Sigma-Aldrich, MO, EEUU).
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Marcacion celular y ensayos de internalizacion

Células transientemente transfectadas con los plasmidos indicados mas arriba o células no
transfectadas fueron incubadas a 4°C por 15 minutos para inhibir el transporte intracelular y luego
incubadas a 4°C por 45 minutos con diluciones apropiadas de *®Ab1-GDla o Ab2-GD1a para marcar el
gangliésido GDla o Ab2-GM1 para marcar el gangliésido GM1 expresados en la superficie celular.
Después, las células fueron lavadas tres veces con DMEM frio para remover el anticuerpo no unido,
fijadas en paraformaldehido al 1% en buffer fosfato salino (PBS) por 10 minutos a 4°C o transferidas a
DMEM pre calentado a 16°C o 37°C para permitir la endocitosis del anticuerpo durante diferentes
periodos de tiempo y finalmente fijadas. Para la internalizacidn de transferrina, las células fueron primero
incubadas por 90 minutos a 37°C en DMEM sin SFB. Luego, se lavaron y se incubaron a 4°C por 15
minutos seguido de 45 minutos en DMEM frio conteniendo 10 pg/mL de Alexa647-transferrina

(*"transferrina) (Molecular Probes, Eugene, OR, EEUU) y *®Ab1-GD1a. Finalmente, las células fueron

transferrina

transferidas a DMEM precalentado a 37°C o 16°C sin SFB suplementado con 5 pg/mL de
y fijadas a diferentes tiempos. Anti IgG de ratén producido en cabra y conjugado a Alexa Flior 488
(**®Anti-1gG) fue utilizado para ensayos de colocalizacién en experimentos realizados a 16°C. Anti IgG
de raton producido en cabra y conjugado a Alexa Fltor 546 (***Anti-IgG) fue empleado para detectar

Ab2-GDlay Ab2-GML1.

Microscopia confocal

Las células fueron crecidas en cubreobjetos, lavadas dos veces con DMEM vy fijadas en
paraformaldehido al 1% en PBS por 10 minutos a 4°C. Cuando se indica, las células fueron
permeabilizadas con 0.1% Triton X-100/200 mM glicina en PBS por 2 minutos a temperatura ambiente y
los anticuerpos secundarios “®Anti-lgG y >*®Anti-1gG, ambos diluidos 1:1000, fueron usados para
deteccion de los anticuerpos primarios. Luego de lavados finales, las células fueron montadas en
FluorSave (Calbiochem, EMD Biosciences, La Jolla, CA, EEUU). La expresion de p4GalNACT-I fue
detectada por la fluorescencia intrinseca de CFP. Dinamina 2-K44A y dinamina 2-salvaje fueron
detectadas por la fluorescencia intrinseca de GFP. Las imagenes confocales fueron tomadas con un
microscopio Olympus FluoView™FV1000 (Olympus, Tokio, Japén) equipado con un laser
argon/helio/nedn y un objetivo de inmersidn en aceite de 63x y una apertura numérica de 1.42. Secciones
confocales de 0,8 um fueron tomadas paralelas al cubreobjetos (secciones xy). Las imagenes fueron
adquiridas y procesadas con el software del microscopio y con Imagel. Las imagenes finales fueron

compiladas con Adobe Photoshop CS6.

Microscopia confocal in vivo (time-lapse)

Células CHO-K1®P*¥CMI* cracidas por 24 h en LabTeks fueron inicialmente incubadas a 4°C en
DMEM libre de rojo fenol por 15 minutos y luego con una dilucién apropiada de **®*Ab1-GD1a a 4°C

durante 45 minutos. Luego de lavar para remover el anticuerpo no unido, se adiciond medio precalentado
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a 16°C y la temperatura fue mantenida durante 13 minutos. Luego de este periodo de tiempo, el medio fue
removido y reemplazado por medio precalentado a 37°C y la temperatura fue mantenida hasta el final del

experimento.

Ensayos fluorimétricos

Células CHO-K1®P™CM* fueron crecidas en placas de 96 pocillos durante 24 h y luego
incubadas a 4°C en DMEM sin rojo fenol durante 15 minutos y luego con una dilucién apropiada de
*%8Ab1-GD1la durante 45 minutos a 4°C (input). Luego de este periodo de tiempo, la fraccién de
anticuerpo no unido fue recuperada, las células fueron lavadas y se adicioné medio precalentado a 16°C e
incub6 durante 30 minutos. EI medio conteniendo el anticuerpo liberado durante este periodo de tiempo a
16°C fue recuperado y se adiciond medio precalentado a 37°C e incubd durante otros 30 minutos.
Finalmente, el medio conteniendo el anticuerpo liberado durante este periodo de tiempo a 30°C fue
recuperado y la fluorescencia en cada fraccion fue determinada usando el espectrofluorometro
FluoroMax-P (HORIBA Jobin Yvon SAS, Longjumeau Cedex, Francia). La union inicial del anticuerpo
fue estimada restando a la sefial inicial de fluorescencia (input) la sefial obtenida para la fraccion de

anticuerpo no unido.
Otros procedimientos experimentales

El marcado metabdlico de ganglidsidos, extraccion de lipidos y la cromatografia fueron
realizados esencialmente como se describi6 anteriormente (Rodriguez-Walker et al. 2015).

Andlisis estadistico

Los datos experimentales fueron evaluados mediante analisis de la varianza (ANOVA) y prueba
de Dunnett para la comparacién de multiples grupos con un grupo control. En los experimentos donde se
comparan dos medias experimentales, se utiliz6 una prueba de t-Student. El nivel de significancia fue

establecido en 1% (p<0,01). Los resultados se expresan como la media +/- EEM.
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