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RESUMEN

La sialidasa asociada a membranas Neu3 esta involucrada en el catabolismo de
glicoconjugados, especialmente de gangliésidos, e interviene en numerosos procesos
bioldgicos tales como diferenciacion, proliferacion, migracién y adhesién celular, regulando
principalmente vias de transduccion de sefiales. Dado que el mecanismo de asociacion de
Neu3 con membranas biolégicas no se conoce, uno de los objetivos de este trabajo fue
proveer mas informacion sobre ese aspecto. Se encontré que Neu3 localiza principalmente
en membrana plasmética, y también en endomembranas de compartimientos
endosomales. Utilizando diferentes metodologias se demostré que el extremo C-terminal
de la proteina esta expuesto hacia el lado citosélico, y que otra porcion de Neu3 esta
expuesta hacia el espacio extracelular, sugiriendo que la sialidasa posee las caracteristicas
de una proteina transmembrana. Sin embargo, analisis in silico y modelado molecular
predijeron que la sialidasa no contiene segmentos a-hélices transmembrana en su
secuencia, y que comparte la estructura de B-propeller, tipica de las sialidasas virales y
bacterianas. En la busqueda de modificaciones post-traduccionales de Neu3, se encontro
gue la misma esta S-acilada, y dado que la S-acilacién esta restringida al lado citosdlico de
las membranas, este descubrimiento apoya la idea de que la sialidasa contiene un dominio
expuesto al citosol. Aungque aun queda por determinar exactamente cOmo esta enzima
atraviesa la bicapa lipidica, la primera parte de este estudio provee una nueva vision sobre
la topologia de Neu3 y se discuten algunas posibles configuraciones.

Por otro lado, se estudiaron aspectos funcionales de la enzima no descriptos con
anterioridad, como ser su participacion en eventos endociticos. Se observé que células que
sobreexpresan Neu3 endocitan menos transferrina (Tf), un tipico ejemplo de molécula que
ingresa a la célula por endocitosis mediada por clatrina (CME). Dicha disminucién en la
endocitosis de Tf se observé también en células con reducido nivel de expresion de
glicoesfingolipidos, sugiriendo que el efecto observado es independiente de la accion de
Neu3 sobre gangliésidos. La disminucion en la internalizacion de Tf, como asi también de
otras moléculas que ingresan por CME, pudo ser explicada debido a una distribucion
subcelular alterada del adaptador de clatrina AP-2, el cual se observo formando agregados
en células que sobreexpresan Neu3. Por el contrario, clatrina, el fosfoinositido PIP2 y
caveolina mostraron una distribucion normal. En conjunto estos resultados sugieren un rol

especifico de Neu3 en CME.
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ABSTRACT

Membrane-bound sialidase Neu3 is involved in the catabolism of glycoconjugates,
especially gangliosides, and plays crucial roles in numerous biological processes, such as
differentiation, proliferation, migration and cell adhesion, regulating transmembrane
signaling. Since the mechanism of its association with membranes is still not completely
understood, the aim of this work was to provide further information regarding this aspect.
Human Neu3 was found to be associated with the plasma membrane and endomembranes
from endosomal compartments, and it was not released from the lipid bilayer under
conditions that typically release peripheral membrane proteins. By different experimental
approaches, it was demonstrated that its C-terminus is exposed to the cytosol while another
portion of the protein is exposed to the extracellular space, suggesting that Neu3 possesses
the features of a transmembrane protein. However, in silico analysis and homology modeling
predicted that the sialidase does not contain any a-helical transmembrane segment and
shares the same B-propeller fold typical of viral and bacterial sialidases. Additionally, it was
found that Neu3 is S-acylated, and since this post-translational modification is restricted to
the cytosolic side of membranes, this finding strongly supports the idea that Neu3 may
contain a cytosolic-exposed domain. Although it remains to be determined exactly how this
sialidase crosses the lipid bilayer, the first part of this study provides new insights about
membrane association and topology of Neu3.

On the other hand, some previously unknown functional aspects of the enzyme, such
as its involvement in endocytic events, were studied in this work. The ectopic expression of
Neu3 led to a drastic decrease in the internalization of transferrin (Tf), the archetypical cargo
for clathrin-mediated endocytosis (CME). This reduction was still observed in cells with
reduced expression of glycosphingolipids, suggesting that the observed effect is
independent of Neu3 activity toward gangliosides. This decrease in the internalization of Tf
and also of other molecules entering by CME could be explained by an altered subcellular
distribution of the clathrin adaptor AP-2, which was observed to be aggregated in cells
overexpressing Neu3. In contrast, clathrin, the phosphoinositide PIP2 and caveolin showed
a normal distribution. Together these results suggest a specific and novel role of Neu3 in
CME.
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GANGLIOSIDOS

Los gangliésidos son una amplia familia de glicoesfingolipidos (GSLs) acidicos, de
naturaleza anfipatica. Como en todos los GSLs, la parte lipidica de los gangliésidos esta
compuesta por la ceramida (Cer), una molécula formada por un &acido graso de largo
variable unido por un enlace amida a un amino alcohol llamado esfingosina [1].
Dependiendo del largo de la cadena hidrocarbonada, de la cantidad de grupos hidroxilo y
del grado de insaturacion, tanto de la esfingosina como del 4cido graso, se genera un amplio
espectro de ceramidas (Fig. 1). Con fines practicos y para simplificar la homenclatura, a
partir de ahora se referira a las ceramidas como si fueran una sola. En los GSLs, la ceramida
esta unida mediante un enlace B-glicosidico a un monosacarido o a un oligosacérido de
composicion variable, lo que origina las diferentes series de GSLs que existen (Fig. 1). La
mayor parte de los gangliésidos descriptos pertenecen a la serie-ganglio, y seran los que
se describirdn en esta tesis. La caracteristica principal que distingue a los gangliésidos de
otras familias de GSLs es que poseen en su oligosacarido una o mas moléculas de &cido
sidlico, un monosacarido de nueve atomos de carbono que presenta gran diversidad
estructural y se encuentra principalmente en las porciones terminales de los oligosacaridos
de glicoproteinas y glicolipidos. Se han descripto cerca de 50 tipos diferentes de acidos
sialicos, siendo el acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) el que mas frecuentemente se
encuentra formando parte de los oligosacéaridos en humanos [2] (Fig. 1). Otros mamiferos
poseen tanto Neu5Ac como asi también acido N-glicoliineuraminico (Neu5Gc), el ultimo de
los cuales no puede ser sintetizado por los humanos. A pesar de que no es estrictamente
correcto y a los fines de una mejor comprension, en este trabajo de tesis se utilizaran como
sinénimos los términos &cido sialico y Neu5Ac. El orden de los azlcares y el tipo de enlace
glicosidico da lugar a un gran repertorio de gangliésidos, de tal manera que estos
compuestos constituyen la familia de GSLs con mayor variabilidad estructural. No hay que
perder de vista que la heterogeneidad que presentan los gangliésidos no se halla restringida
sélo al oligosacarido, sino que también esta presente en el residuo ceramida, como se
menciond anteriormente. El gangliésido méas simple es el GM3, cuyo oligosacarido contiene

un residuo de glucosa (Glc), seguido por un residuo de galactosa (Gal) y uno de Neu5Ac
(Fig. 1).
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FIGURA 1. Estructuras representativas de los esfingolipidos. Esta familia de lipidos esta compuesta por
una base esfingoide como la esfingosina unida por un enlace amida a un acido graso (ejemplificado como un
acido palmitico), dando origen a ceramida (Cer). La ceramida puede ser derivatizada por la adicién de una o
varias moléculas en el grupo hidroxilo del carbono 1 para dar origen a dos grupos principales de esfingolipidos:
los fosfoesfingolipidos y los glicoesfingolipidos (GSLs). Los fosfoesfingolipidos contienen un grupo fosfato,
siendo los mas comunes en mamiferos, la ceramida-1-fosfato y la esfingomielina (cuadrante superior derecho).
Por otro lado, los GSLs contienen monosacaridos u oligosacéaridos unidos a la ceramida (cuadrante inferior). En
mamiferos, existen dos clases principales de GSLs dependiendo si poseen galactosa (Gal) o glucosa (Glc)
como el primer residuo azucar. Sin embargo, la mayoria de GSLs derivan de GlcCer, la cual puede ser
posteriormente convertida a lactosilceramida (LacCer). Los ganglidsidos son GSLs que poseen en su
oligosacarido una o mas unidades de acido sialico (ej: Neu5Ac). En la figura se incluyen las estructuras quimicas
completas de determinados esfingolipidos, como asi también la representacion esquematica de las distintas
series de GSLs (recuadro gris). GIcNAc, N-acetilglucosamina; GalNAc, N-acetilgalactosamina; Neu5Ac, &cido

N-acetilneuraminico.

Existen varios sistemas de nomenclatura para referirse a los gangliésidos, pero la

mas utilizada fue propuesta por Lars Svennerholm (Universidad de Gotebor, Suecia),
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basada en el orden en el que migraban los principales gangliésidos del cerebro humano en
una cromatografia [3], la cual fue posteriormente expandida a otras estructuras [4]. En esta
nomenclatura historica, los gangliésidos se designan con la letra G, seguido de una letra
gue indica el nimero de residuos de &cido siélico presente en la molécula (“M” =1, “D” = 2,
“T”=3,“Q” =4, “P” = 5) y por ultimo, un numero que hace referencia a su orden de migracion
obtenido experimentalmente en ensayos de cromatografia en capa delgada. Ademas, los
gangliésidos se clasifican en cuatro series (0-, a-, b- y c-) de acuerdo con el niumero de
residuos de &cido sialico (0, 1, 2 y 3, respectivamente) unido a la galactosa interna (Fig. 2).
Por lo general, en los gangliésidos el acido sidlico se une por enlace glicosidico a2-3 a un
residuo de galactosa, o por enlace a2-8 a otro &cido sidlico, mientras que el resto de los

azucares de la serie-ganglio se unen por enlace B-glicosidico.
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FIGURA 2. Esquema de biosintesis de ganglidsidos. Los gangliésidos se sintetizan por la adicién secuencial
de distintos monosacaridos a la ceramida. Cada reaccion es catalizada por una glicosiltransferasa especifica
(ver Tabla l). Se indica el tipo de enlace glicosidico entre cada residuo. Las series 0-, a-, b- y c- indican el nimero

de residuos de acido sialico (0, 1, 2 y 3, respectivamente) unido a la galactosa interna de los gangliésidos.
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Distribucion subcelular

Los gangliésidos se encuentran distribuidos de manera ubicua en distintos tejidos
de vertebrados, pero estan principalmente enriquecidos en el sistema nervioso, donde
constituyen alrededor de un 10% del contenido lipidico total [5]. A nivel subcelular, la mayor
parte de los mismos reside en la membrana plasmética (MP) de las células, donde
contribuyen entre un 20-25% de los lipidos en esta localizacion. Por su naturaleza anfipatica
estan localizados asimétricamente, unidos por medio de la ceramida que se inserta en la
hemicapa externa de la MP, dejando el oligosacarido expuesto al espacio extracelular [6].
Los tejidos extraneurales expresan cantidades inferiores de gangliésidos, y principalmente
gangliésidos simples, mientras que los gangliésidos mas complejos estan restringidos al
sistema nervioso diferenciado en el organismo adulto. En este sentido, GM1, GD1a, GD1b
y GT1b representan mas del 90% de los gangliésidos totales en el cerebro de mamiferos,
mientras que GM3 es el gangliésido mas abundante en la mayoria del resto de los tejidos.

El patrén de expresion de gangliésidos se encuentra finamente regulado a lo largo
del desarrollo [5]. Un ejemplo lo constituye el cambio en el patrén de expresion de
gangliésidos simples a gangliésidos mas complejos durante el desarrollo del sistema
nervioso central. La expresion de estas moléculas varia no solo en diferentes estadios
fisiologicos, sino que también lo hace durante la transformacién oncogénica. En varios tipos
de cancer se observa una marcada sobreexpresion de estos glicolipidos principalmente en
aquellos tumores que tienen origen neuroectodérmico (melanoma, neuroblastoma,
glioblastoma, etc.). Por ejemplo, en el 80% de los melanomas se encuentra sobreexpresado
el gangliésido GD3, mientras que dicho gangliésido es un componente minoritario de los
melanocitos. Ademas, algunos tumores comienzan a expresar gangliésidos que no se
sintetizan en tejidos normales, como Neu5Gc-GM3 y fucosil-GM1. Es por ello, que estas
especies se consideran antigenos asociados a tumores y son blanco de diversas

inmunoterapias contra el cancer [7].

Funciones

Ademas de ser componentes estructurales de la MP, los gangliésidos estan
involucrados en una gran variedad de procesos tanto fisiolégicos como patoldgicos. Estas
moléculas participan en el desarrollo de enfermedades infecciosas, ya que actian como
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receptores celulares o co-receptores de diversos virus, bacterias y toxinas. El ejemplo mas
conocido es el caso del gangliésido GM1 como receptor de la toxina colérica. Esta toxina
es producida por la bacteria Vibrio cholerae y esta compuesta por cinco subunidades 8 y
una subunidad a. Las subunidades B se unen especificamente a GM1 en la MP de las
células y permiten la entrada de la subunidad a al citosol. Este hecho conlleva a la activacion
de la enzima adenilato ciclasa, con el consiguiente aumento en la produccion de adenosin
monofosfato (AMP) ciclico principalmente en células gastrointestinales, causando
desbalance de electrolitos, diarrea severa y deshidratacion [6]. Otros ejemplos de toxinas
que utilizan a gangliésidos, en este caso no como receptores directos sino como co-
receptores, son las toxinas tetanica y botulinica producidas por Clostridium tetani y
Clostridium botulinum, respectivamente.

Los gangliésidos también estan involucrados en la patogénesis de diversas
neuropatias periféricas, como el sindrome de Guillain-Barré, una enfermedad causada por
una respuesta autoinmune a los gangliésidos, que genera debilidad muscular en las
extremidades, pérdida de reflejos y paralisis progresiva [8].

Por otro lado, la desregulacion del catabolismo de gangliésidos, y de GSLs en
general, origina un grupo de severas enfermedades hereditarias de acumulo lisosomal, las
cuales se caracterizan por un deterioro neurolégico muchas veces fatal durante la infancia
temprana. Estas enfermedades se describiran con mayor detalle en la seccion de
degradacion de ganglioésidos.

A nivel molecular, los gangliésidos actian como receptores de superficie regulando
diversas funciones celulares al menos a través de dos mecanismos: interaccionando
lateralmente con moléculas presentes en la misma membrana (cis) para desencadenar
cascadas de transduccion de sefiales, o bien interaccionando con moléculas que unen
glicanos presentes en una célula vecina o en el espacio extracelular (trans), modulando de
esta manera procesos de reconocimiento célula-célula y célula-matriz extracelular [9].

Una de las funciones de los gangliosidos méas descriptas en la literatura es su
capacidad de modular la actividad de receptores de factores de crecimiento en la superficie
celular. Estos receptores por lo general son proteinas con un Unico dominio
transmembrana, un gran dominio extracelular mediante el cual se unen a sus ligandos
(factores de crecimiento), y un dominio citosélico con actividad tirosina quinasa. Cuando se
unen al factor de crecimiento apropiado, estos receptores dimerizan, sufren

autofosforilacion cruzada y desencadenan una cascada de transduccion de sefales que
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regula la proliferacion, diferenciacion, migracion e invasion celular. La mayoria de los
receptores, incluyendo el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR, Epidermal
Growth Factor Receptor), el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFR, Platelet-Derived Growth factor Receptor) y el receptor del factor de crecimiento
de fibroblastos (FGFR, Fibroblast Growth Factor Receptor), estdn regulados por
gangliésidos [10]. Por lo general, aunque hay excepciones, los monosialogangliésidos como
GM3 inhiben la activacion de estos receptores, mientras que los disialogangliésidos como
GD2 y GDl1a, los activan [11, 12]. Por ejemplo, GM3 inhibe la proliferacion celular ya que
esta involucrado en la regulacion del EGFR, previniendo su dimerizacion e inhibiendo la
actividad tirosina quinasa endogena del receptor [13]. Recientemente, se ha demostrado
que GM3 interacciona directamente con EGFR a través de interacciones carbohidrato-
carbohidrato entre el glicolipido y los terminales GIcNAc de los N-glicanos de EGFR [14].

De manera similar, la activacién de PDGFR es inhibida por GM1 [15].

Biosintesis

La sintesis de novo de gangliésidos comienza con la produccion de ceramida en la
hemicapa citosoélica de la membrana del reticulo endoplasmico (RE), por acciéon de una
serie de enzimas que generan como resultado final la formacién de un enlace amida entre
una base esfingoide y un &cido graso [1]. Posteriormente, la ceramida es transportada
desde RE hacia el complejo de Golgi en vesiculas o mediante un transporte no vesicular
mediado por la proteina transferidora de ceramida CERT. En la membrana del complejo de
Golgi se encuentran todas las enzimas glicosiltransferasas que van a catalizar la
incorporacién de los distintos monosacaridos [6, 16]. Cada reaccion de glicosilacion
involucra la transferencia de un monosacarido desde un nucleétido azucar donor (UDP-Glc,
UDP-Gal, UDP-GalNAc o CMP-Neu5Ac) a un sustrato aceptor (Fig. 2). En la literatura, una
misma glicosiltransferasa se puede encontrar con varios nombres alternativos, por lo que
en este trabajo de tesis se utilizard una de las nomenclaturas més aceptada en la actualidad
(Tablal).

En membranas del cis-Golgi se localiza la enzima UGCG, la cual cataliza la
transferencia de glucosa desde UDP-GIc hacia Cer para producir GlcCer, el primer
intermediario glicosilado en la via de sintesis de gangliésidos (Fig. 2). Esta enzima presenta

una topologia diferente al resto de las glicosiltransferasas de gangliésidos ya que en
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principio seria una proteina con varios pasos transmembrana y con su dominio catalitico
orientado hacia el citosol [17, 18]. De esta manera la sintesis de GlcCer es llevada a cabo
en la hemicapa citosolica de las membranas del complejo de Golgi.

Tabla I. Nomenclatura de las glicosiltransferasas de gangliésidos.

Enzima Nombres alternativos Gen
UGCG Ceramida glucosiltransferasa UGCG
UDP-Glc:ceramida glucosiltransferasa
GCS
Glc-T1
B4GalT-VI B-1,4-galactosiltransferasa 6 B4GALT6

UDP-Gal:glucosilceramida galactosiltransferasa
LacCer sintasa
Gal-T1

ST3Gal-V Lactosilceramida a-2,3-sialiltransferasa ST3GAL5
CMP-Neu5Ac:lactosilceramida a-2,3-sialiltransferasa
GMS3 sintasa
Sial-T1

ST8Sia- a-2,8-sialiltransferasa 1 ST8SIAL
CMP-Neu5Ac:GM3 a-2,8-sialiltransferasa
GD3 sintasa
Sial-T2

B4GalNAcT-I B-1,4-N-acetilgalactosaminiltransferasa 1 B4GALNT1
UDP-GalNAc: LacCer/GM3/GD3/GT3 [-1,4-N-
acetilgalactosaminiltransferasa
GA2/GM2/GD2/GT2 sintasa
GalNAc-T

B3GalT-IV B-1,3-galactosiltransferasa 4 B3GALT4
UDP-Gal:GA2/GM2/GD2/GT2 3-1,3-galactosiltransferasa
GA1/GM1/GD1b/GT1c sintasa
Gal-T2

ST3Gal-ll a-2,3-sialiltransferasa 2 ST3GAL2
CMP-Neu5Ac: GA1/GM1/GD1b/GT1c a-2,3-sialiltransferasa
GM1b/GD1a/GT1b/GQlc sintasa
Sial-T4

ST8Sia-V a-2,8-sialiltransferasa 5 ST8SIAS
CMP-Neub5Ac: GM1b/GD1a/GT1b/GQ1c a-2,8- sialiltransferasa
GD1c/GT1a/GQ1b/GP1c sintasa
Sial-T5
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Las demas glicosiltransferasas de ganglidsidos son proteinas de membrana tipo Il,
que se caracterizan por poseer una regiéon N-terminal citosélica corta, un Unico dominio
transmembrana y un gran dominio C-terminal orientado hacia el lumen del complejo de
Golgi, que alberga el sitio catalitico y los sitios de union a los sustratos donor y aceptor (Fig.
3) [16, 19]. Por lo tanto, luego de su sintesis, GlcCer debe ser translocada hacia la hemicapa
lumenal del complejo de Golgi para ser utilizada como sustrato en la sintesis de glicolipidos
mas complejos, incluidos los gangliésidos [20].

Dominio catalitico

COOH

Lumen del
complejo de Golgi

Dominio transmembrana [

Citosol
Dominio citosolico

NH2

FIGURA 3. Topologia caracteristica de las glicosiltransferasas de gangliésidos. Las glicosiltransferasas
de gangliésidos son proteinas transmembrana tipo Il, con su corto extremo N-terminal orientado hacia el citosol,
un unico segmento transmembrana, y el extremo C-terminal que alberga el sitio catalitico, orientado hacia el
lumen del complejo de Golgi. Modificado de Paulson y Colley [19].

Una vez translocada, GlcCer es sustrato de la enzima 34GalT-VI, la cual transfiere
un residuo galactosa desde UDP-Gal a GlcCer para sintetizar LacCer. La subsiguiente
transferencia de &cido sialico por ST3Gal-V desde CMP-Neu5Ac a LacCer, produce GM3,
el primer gangliésido de la via a- y un punto de ramificacion clave en la sintesis de estos
GSLs. Residuos adicionales de éacido sialico pueden ser agregados por ST8Sia-l y por
ST8Sia-V, que sintetizan GD3 y GT3, respectivamente. ST8Sia-| utiliza preferentemente a
GMS3 como sustrato, pero también puede incorporar una molécula de acido sialico a GD3
para formar GT3, mientras que ST8Sia-V tiene menor especificidad, utilizando como

sustratos tanto a GD3 como a otros gangliésidos mas complejos.
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LacCer, GM3, GD3, y GT3 son los precursores de gangliésidos mas complejos de
las vias 0-, a-, b- y c-, respectivamente. Dichos precursores pueden ser modificados en
subsiguientes pasos de glicosilacion por las enzimas B4GalNAcT-I, B3GalT-1V, ST3Gal-1l y
ST8Sia-V [1, 6, 21]. Todos los pasos biosintéticos con sus respectivas enzimas se
encuentran esquematizados en la Figura 2.

Una vez sintetizados, los gangliésidos son incorporados en vesiculas y
transportados hacia la MP, donde residen y cumplen su funcién. En la Figura 4 se encuentra
esquematizada con flechas verdes y de manera simplificada la biosintesis de gangliésidos.

Es importante mencionar que hace mas de 45 afos se predijo que las
glicosiltransferasas pueden formar complejos multienziméticos entre ellas [22]. Esto fue
posteriormente demostrado experimentalmente y permitié concluir que algunos pares de
glicosiltransferasas que catalizan reacciones secuenciales en la misma via estan
organizadas formando oligémeros. Tal es el caso de las enzimas 4GalNAcT-I/B3GalT-1V
y de B4GalT-VI/ST3Gal-V/ST8Sia-l [23, 24]. Este sistema mejora la eficiencia de las
reacciones de glicosilacion secuenciales y es un mecanismo de regulacion de la sintesis de
gangliésidos.

Hasta la fecha, ninguna glicosiltransferasa de gangliésidos ha sido cristalizada,
mientras que si existen algunos reportes de estructuras cristalinas de glicosiltransferasas
que preferentemente tienen como sustratos a glicoproteinas y polisacaridos, como por
ejemplo ST3Gal-l, ST6Gal-1 y ST8Sia-lll [25-27].

Como se mencionara mas adelante, esta bien documentado que defectos en el
catabolismo de gangliésidos estan implicados en una gran variedad de enfermedades
metabdlicas. Sin embargo, existen muy pocos reportes de enfermedades humanas
asociadas a una alteracion de la biosintesis de gangli6ésidos. En este sentido, mutaciones
en el gen que codifica ST3Gal-V han sido descriptas en pacientes con una forma de
epilepsia [28], y en pacientes con el sindrome de “sal y pimienta”, un severo desorden
caracterizado por déficits neurolégicos y cambios en la pigmentacion cutanea [29].
Recientemente, un segundo tipo de trastorno que involucra mutaciones en la
glicosiltransferasa B4GalNAcT-I ha sido descripto [30, 31]. Las principales manifestaciones
clinicas incluyen una pérdida parcial y progresiva de los movimientos de las extremidades

inferiores y dificultad variable en el aprendizaje, con un progreso lento de la enfermedad.
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FIGURA 4. Metabolismo y transporte intracelular de gangliésidos. Las flechas verdes indican el transporte

biosintético/exocitico. Las flechas rojas indican el transporte endocitico/de reciclado y catabdlico. Las flechas
azules indican el remodelado de GSLs mediado por glicohidrolasas y glicosiltransferasas asociadas a la
membrana plasméatica. Se esquematiza una situacién hipotética, donde GM3 es sintetizado de novo en el
complejo de Golgi y luego es transportado en vesiculas hacia la membrana plasmética. En la superficie celular,
GM3 puede ser catabolizado por distintas glicohidrolasas o puede ser usado para la sintesis de GD3. GD3
puede ser a su vez ser endocitado y reciclado a la membrana plasmatica, puede también ser transportado al
complejo de Golgi para ser reglicosilado, o ser transportado a los lisosomas para su degradacion total o parcial.
Las flechas entrecortadas indican transporte vesicular y/o transporte mediado por proteinas. Modificado de

Daniotti e Iglesias-Bartolomé [6].

Degradacién

En la MP, los gangliésidos pueden ser endocitados y ser transportados a distintas
regiones celulares. Por un lado, pueden ser dirigidos al complejo de Golgi, donde pueden
ser reglicosilados, o también pueden ser reciclados nuevamente a la MP via endosomas
tempranos (ET) o endosomas de reciclado (ER) [6]. Estas vias de reciclado se encuentran

esquematizadas en la Figura 4 con flechas rojas.
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La degradacién de gangliésidos también ocurre luego de su endocitosis y tiene lugar
principalmente en los lisosomas, mas especificamente en la superficie de membranas
intralisosomales [32] (Fig. 4). En los lisosomas se encuentran las glicohidrolasas acidas que
remueven secuencialmente cada uno de los azucares desde el extremo no reductor de la
cadena del oligosacarido. Todas las enzimas de este grupo son exo-glicohidrolasas, es
decir, cortan Unicamente la union glicosidica de los azucares terminales, por lo que deben
actuar de forma secuencial. Los productos catabdlicos resultantes pueden escapar de los
lisosomas y ser usados como precursores de la sintesis de nuevas moléculas.

En contraste con las enzimas de biosintesis de gangliésidos que son todas proteinas
de membrana, la mayoria de las hidrolasas lisosomales son glicoproteinas solubles que se
encuentran en el lumen de los lisosomas. Este es el caso de las enzimas [3-
glucosilceramidasa, (-galactocerebrosidasa, B-galactosidasa y las dos isoformas de B-
hexosaminidasas, HexA y HexB (Fig. 5). La enzima B-glucosilceramidasa, codificada por el
gen GBA en humanos, remueve el residuo de glucosa de GlcCer para generar Cer, razén
por la cual también se la conoce como B-glucocerebrosidasa. Existen dos enzimas que
remueven residuos de B-galactosa de GSLs, una es la B-galactocerebrosidasa, codificada
por el gen GALC y la otra es la B-galactosidasa, codificada por el gen GLB1. La primera
hidroliza los residuos de galactosa de LacCer y de otros GSLs que no pertenecen a la
familia de gangliésidos como GalCer, mientras que la segunda remueve galactosas
terminales presentes en glicoproteinas, glicosaminoglicanos y GSLs como GM1, GAl y
LacCer. Por su parte, las B-hexosaminidasas escinden residuos de GIcNAc o GalNAc de
oligosacaridos, glicoproteinas, glicosaminoglicanos y glicolipidos. Estas enzimas son
dimeros compuestos por subunidades a o B, codificadas por los genes HEXA y HEXB,
respectivamente. Las dos isoformas principales de B-hexosaminidasas son HexA (dimero
aB) y HexB (dimero BB). Dado que la subunidad B sélo puede hidrolizar sustratos neutros y
la subunidad a, sustratos cargados negativamente, el residuo GalNAc de GM2 sélo puede
ser removido por la isoforma HexA, mientras que ambas isoformas pueden actuar sobre
GA2.

Todas estas enzimas lisosomales poseen un péptido sefial para su ingreso a la via
secretora y cada una deriva de un precursor que es clivado proteoliticamente para dar lugar
a la proteina madura. Por el contrario, recientemente se demostré que Neul, la sialidasa
lisosomal que remueve residuos de acido sialico, es una proteina transmembrana, cuya

topologia se describird més adelante, ya que es relevante para esta tesis [33].
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Al igual que en el complejo de Golgi, en los lisosomas también existen complejos
multienzimaticos, siendo el caso mas conocido el que forman (-galactosidasa con Neul y
catepsina A, también llamada proteina protectora. La disociacion de este complejo conlleva
a la pérdida de la actividad enzimética de cada componente [32].

p-galactocerebrosidasa

B-glucosilceramidasa o B-galactosidasa Sialidasa
Sap-C 1 Sap-A, -B, -C 1_p4 1_p4
Cer Cerﬁ-. < Cerf.lio -— Cel"g ,
Q.
(GlcCer) {LacCer) (GM3)
HexA o HexB T T HexA
@ clc GM2-AP GM2-AP
O Gal B1_pa
B1_B4
0] GaiNAc col @I «---- col @
€ NeubAc (GA2) (GM2)
p-galactosidasa T T B-galactosidasa
GM2-AP, Sap-B GM2-AF, Sap-B
p1_p4_pa_ B3 B1_p4_p4_p3
Cor-@{H IO «---- Cer
(GA1) (GM1) &

Sialidasa T Sialidasa
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Figura 5. Reacciones representativas del catabolismo de gangliésidos a nivel lisosomal. Los
monosacaridos son clivados secuencialmente desde el extremo no reductor por la accidn de distintas enzimas
glicohidrolasas con la ayuda de proteinas activadoras o de saposinas. Las flechas entrecortadas indican que
las sialidasas no pueden remover el acido sialico unido a la galactosa interna cuando hay un residuo de GalNAc.
Sap-A, saposina A; Sap-B, saposina B; Sap-C, saposina C; HexA, B-hexosaminidasa A; HexB, B-

hexosaminidasa B; GM2-AP, proteina activadora de GM2.

Para la degradacion de glicolipidos con oligosacaridos cortos de menos de cuatro
azucares, las glicohidrolasas necesitan la asistencia de pequefas proteinas activadoras
(Fig. 5). En humanos, las mismas estan codificadas por dos genes distintos: uno de ellos
codifica para la proteina activadora de GM2 (GM2-AP) y el otro codifica para la prosaposina,
la cual es procesada post-traduccionalmente para luego dar origen a cuatro proteinas
maduras: las saposinas (Sap)-A, -B, -C y -D. Se han descripto dos mecanismos de accion
posibles para las proteinas activadoras. El primero propone que dichas proteinas extraen
los glicolipidos de las membranas, los solubilizan y se los presentan a las hidrolasas en el
lumen del lisosoma; este seria el caso de GM2-AP y de Sap-B. El otro mecanismo involucra
la unién de la proteina activadora a la membrana intralisosomal, produciendo una distorsion
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en la bicapa que facilita el acceso al sustrato por parte de la glicohidrolasa; esto se ha
propuesto para Sap-C [34]. Hasta la fecha, no se ha descripto ninguna proteina activadora
necesaria para que Neul hidrolice sus sustratos, probablemente porque debido a su
naturaleza transmembrana tiene facil acceso a los mismos.

Ademas de glicohidrolasas acidas y proteinas activadoras, la membrana
intralisosomal debe tener la composicion adecuada de lipidos para poder ser degradada.
Esto implica un bajo contenido de colesterol y la presencia de lipidos con carga negativa
como el bis(monoacilglicero)fosfato (BMP). Esta molécula es clave en la degradacion de
gangliésidos, ya que media la interaccion electrostatica entre las glicohidrolasas y las
proteinas activadoras, con las membranas que contienen a los gangliésidos [32, 34].

Si hay una deficiencia en alguna de las glicohidrolasas lisosomales (0 en las
proteinas activadoras), el resto de las enzimas, aun cuando estén presentes, no podran
seguir degradando un determinado oligosacarido. Es por ello que defectos en los genes
gue codifican para estas proteinas dan lugar a enfermedades de acumulo lisosomal, donde
se acumula excesivamente el sustrato cuya enzima es deficiente. Estas enfermedades,
resumidas en la Tabla Il, por lo general son autosémicas recesivas y afectan diferentes

sistemas y drganos, pero principalmente al sistema nervioso [35].

Tabla Il. Enfermedades de acamulo lisosomal causadas por defectos en la degradacion de GSLs.

Proteina deficiente Gen mutado Enfermedad ‘
B-glucosilceramidasa GBA Gaucher
B-galactocerebrosidasa GALC Krabbe
B-galactosidasa GLB1 GM1-gangliosidosis
B-hexosaminidasas
Subunidad a HEXA GM2-gangliosidosis (Tay-Sachs)
Subunidad HEXB GM2-gangliosidosis (Sandhoff)
GM2-AP GM2A GM2-gangliosidosis (Variante AB)
Sialidasa Neul NEU1 Sialidosis
Catepsina A CTSA Galactosialidosis

Deficiencia combinada de saposinas (deficiencia en

] todas las saposinas); Krabbe atipico (deficiencia en
Prosaposina PSAP . . . L

Sap-A); Leucodistrofia metacromatica (deficiencia en

Sap-B); Gaucher atipico (deficiencia en Sap-C)
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Remodelado a nivel de membrana plasmaética

Actualmente, numerosas pruebas dan cuenta de la existencia y actividad en MP de
enzimas involucradas en el metabolismo de ganglidsidos (sintesis y/o degradacion). La
atencion sobre este aspecto ha sido escasa en el pasado porque se consideraba que la
principal localizacion de las glicosiltransferasas y de las glicohidrolasas era el complejo de
Golgi y los lisosomas, respectivamente.

Diversos experimentos pioneros en los afios 70-80 sugerian la presencia de
glicosiltransferasas tanto de glicolipidos como de glicoproteinas asociadas a la MP, ya que
observaban que ocurria glicosilacién cuando células en cultivo eran incubadas con
nucleétidos azucares radiactivos, y los mismos no eran internalizados por las células [36-
39]. Por otra parte, en experimentos de fraccionamiento subcelular se podia medir actividad
glicosiltransferasa en la fraccion correspondiente a MP [40, 41]. Sin embargo, la posible
contaminacién cruzada con membranas del complejo de Golgi, sumada a la imposibilidad
de caracterizar a nivel molecular cual o cuales enzimas eran las responsables de la
actividad observada, limitaron el progreso en esta tematica. Mas recientemente, se sugirié
que ST3Gal-V estaria involucrada en la sintesis de GM3 a nivel de MP en el timo de ratones,
pero nuevamente, esta evidencia fue obtenida mediante experimentos indirectos de
fraccionamiento subcelular [42]. En el afio 2010, nuestro laboratorio proporciond la primera
evidencia directa de que una glicosiltransferasa de gangliésidos, en particular la
sialiltransferasa ST8Sia-|, esta presente y es activa en la MP de células epiteliales y de
melanoma [43, 44]. Mediante ensayos bioquimicos combinados con microscopia confocal
y citometria de flujo, se demostré que ST8Sia-| es capaz de transferir un residuo de acido
sidlico a GM3 presente en la superficie celular de la misma célula (actividad cis) o de una
célula vecina (actividad trans) para sintetizar GD3 (Fig. 6). Analizando el peso molecular y
el procesamiento de los N-glicanos presentes en ST8Sia-I de MP, se pudo concluir que, en
principio, tendria la misma identidad que la sialiltranferasa presente en el complejo Golgi y
que representaria un 5-10% del total. También se pudo detectar la presencia de la enzima
B4GalNAcT-I en la superficie celular, pero su actividad se puso de manifiesto solo al incubar
con sustratos exodgenos.

Por otro lado, se ha descripto que el catabolismo de GSLs, y en particular de
gangliésidos, no s6lo ocurre a nivel lisosomal, sino que también puede ocurrir en otras

localizaciones subcelulares, en especial en la MP. Las glicohidrolasas que han sido
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asociadas a la superficie celular en su forma activa son B-glucosidasas, $-galactosidasas,
B-hexosaminidasas y sialidasas (Fig. 6). Los estudios indican que algunas de estas enzimas
asociadas a la MP tienen la misma identidad que su equivalente lisosomal, lo que sugiere
que pueden producirse procesos de fusion entre los lisosomas y la superficie celular,
mientras que otras enzimas son totalmente diferentes a las lisosomales, siendo codificadas
por genes distintos. Al igual que con las glicosiltransferasas, las primeras evidencias de la
presencia de glicohidrolasas en la MP se limitaban a la demostracion de su actividad en la
fraccion subcelular enriquecida en MP de distintos tipos celulares.

@ Glc
GBA O Gal
0 GBA2 B-galact05|dasa Neu3 HexA B-galactomdasa? Neu3 D GalNAc
@ Neu5Ac
STaGa\ V? B4GaINAcT 1? STBSla |
I MEMBRANA
Cer GIcCer LacCer PLASMATICA

Figura 6. Representacién esquematica del remodelado de glicolipidos en la superficie celular. Se indican
las glicosiltransferasas y glicohidrolasas que han sido encontradas asociadas a la membrana plasmatica y las
reacciones que catalizan. Se ha sugerido la presencia de las enzimas con signo de pregunta, pero aun falta
confirmarlo. Neu3 es una sialidasa que se describira en la siguiente seccion.

Ademas de la B-glucosilceramidasa lisosomal (GBA), una enzima distinta que
también tiene actividad sobre GlcCer fue detectada en varios tejidos humanos y fue
identificada como la B-glucosidasa no-lisosomal GBA2 [45, 46]. Experimentos de
fraccionamiento subcelular revelaron que esta nueva glucosidasa no se encuentra en
compartimientos lisosomales y que difiere en varios aspectos con la bien caracterizada
GBA. En primer lugar, no es deficiente en la enfermedad de Gaucher, difiere en el pH 6ptimo
al cual actua, no es estimulada por Sap-C y es claramente diferente en su sensibilidad hacia
inhibidores [47]. En la actualidad existe discrepancia con respecto a la localizacion
subcelular exacta de GBA2, ya que ha sido reportado que esta presente en la MP o muy
cerca de ella [46] y que también se localiza en RE y en complejo de Golgi [48, 49]. Ademas,
hay resultados contradictorios con respecto a la naturaleza de la asociacion de GBA2 con
las membranas [45, 46, 48]. Por otro lado, mediante experimentos de biotinilacion de
superficie, se detectd que tanto GBA (o0 una isoforma con especificidad hacia sustratos y
sensibilidad hacia inhibidores similar a GBA) como GBA2 estan en parte asociadas a la MP

de fibroblastos humanos [50]. En esa localizacién, y junto con B-galactosidasas, pueden

23



INTRODUCCION

convertir LacCer a Cer, sin necesidad de detergentes ni proteinas activadoras, mostrando
actividad trans.

Con respecto a las B-galactosidasas, se ha detectado su actividad en la MP de
diferentes tipos celulares [51-53], pero la identidad de la proteina o proteinas responsables
de la actividad observada todavia no se conoce. En fibroblastos humanos la B-
galactosidasa presente en MP puede usar como sustrato a LacCer inmovilizada en soportes
artificiales, sugiriendo que en la superficie celular estd presente al menos una enzima de
tipo B-galactocerebrosidasa y que la misma es capaz de tener actividad trans [50]. Por otra
parte, la comunmente llamada proteina de unién a elastina (EBP) ubicada en la superficie
celular y responsable del ensamblaje de fibras elasticas, es idéntica a una variante inactiva
de la B-galactosidasa GLB1.

Mediante experimentos de biotinilacién de superficie e inmunocitoquimica, se pudo
demostrar la presencia de la B-hexosaminidasa HexA en MP de fibroblastos humanos [54].
Ademas, en experimentos in vitro, se observd que la enzima puede hidrolizar el sustrato
natural GM2, en presencia de GM2-AP. HexA de superficie representa un 3-5% de la
actividad hexosaminidasa total y tiene propiedades bioquimicas similares a su equivalente
lisosomal. En este sentido, se observé que tanto HexA de MP como lisosomal actdan a un
pH 6ptimo similar, y en las dos ocurre el mismo procesamiento proteolitico. Dado que hasta
la fecha se sabe que el clivado proteolitico de los precursores de glicohidrolasas y el
proceso final de maduracion ocurre sélo en lisosomas, los autores sugieren que la enzima
llega a MP luego de pasar por los lisosomas, por lo que podrian estar ocurriendo procesos
de fusion entre dichos compartimientos. La pregunta que aun queda por responder es cémo
la misma enzima puede ser a la vez una proteina lisosomal soluble y una proteina asociada
a la superficie celular, ya que no posee segmentos transmembrana y no se ha descripto
ninguna modificacion post-traduccional que pueda anclarla a la membrana. Para tratar de
responder en parte esa pregunta, en otro trabajo observaron que una porcién de HexA
lisosomal se comporta como una proteina periférica asociada a la membrana lisosomal, con
caracteristicas hidrofilicas, por lo que sugieren que el mismo comportamiento podria tener
HexA de MP [55].

Con respecto a las sialidasas, se ha descripto la presencia de Neul lisosomal en
MP, como asi también la existencia de una isoforma particular, llamada Neu3, que sera

objeto de estudio en esta tesis, por lo que se desarrollara en detalle en la siguiente seccion.
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La presencia de enzimas involucradas en el metabolismo de glicolipidos asociadas
a MP no descripto con anterioridad, abre un nuevo capitulo en el terreno de la glicobiologia
y pone en evidencia la existencia de mecanismos celulares alternativos y rapidos para el
remodelado local de la composicion de glicolipidos en respuesta a diferentes estimulos,

contribuyendo de esta manera a modular procesos de sefializacién intracelular.

SIALIDASAS

Caracteristicas generales

Las sialidasas (exo-a-sialidasas) son enzimas glicohidrolasas que catalizan la
remocion de residuos de acido sialico terminales unidos por enlace a a carbohidratos de
glicoproteinas, glicolipidos y oligosacéridos. Estdn ampliamente distribuidas en la
naturaleza, pero con un patrén poco comun, ya que se encuentran en algunos virus,
bacterias y protozoarios, en determinadas especies de aves y peces, y mayoritariamente
en mamiferos. Por lo general, las sialidasas virales se denominan neuraminidasas, aunque
es comun que ambos términos se usen como sindnimos. Quizas la neuraminidasa mas
conocida sea la del virus influenza, la cual es necesaria para la liberacion de los viriones
recién formados de la célula huésped, evitando la agregacion de los mismos, y es el blanco
mas comun de los antivirales para combatir la gripe. Por otro lado, casi todas las bacterias
que expresan sialidasas son patogénicas, por lo que estas enzimas en microorganismos
son consideradas factores de virulencia.

En mamiferos, han sido identificadas cuatro sialidasas, denominadas Neul, Neu2,
Neu3 y Neud4. Cada isoforma estd codificada por un gen distinto y tiene diferente
localizacién subcelular y especificidad hacia sustratos. En la Tabla Ill se resumen algunas
caracteristicas de las sialidasas humanas.

Estas enzimas son ubicuas, se expresan en casi todos los tejidos humanos, aunque
debido a sus bajos niveles de expresion, no es facil detectar sialidasas endégenas. Neul
por lo general es la que se expresa en mayor cantidad, mientras que los niveles de

expresion de Neu2 son extremadamente bajos.
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Tabla lll. Caracteristicas de las sialidasas humanas.
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Neul Neu2 Neu3 Neu4
Gen NEU1 NEU2 NEU3 NEU4
Cromosoma 6p21.33 2g37.1 11913.5 2937.3
Exones 6 2 3 4
Localizacion Lisosomas Citosol MP Mitocondrias (L)
subcelular MP Endosomas Endomembranas
S)
Aminoécidos 415 380 461 496 (L) 484 (S) *
totales
Sustratos Glicoproteinas Glicoproteinas Gangliésidos Glicoproteinas
Oligosacaridos Oligosacaridos Glicoproteinas? Oligosacaridos
Gangliésidos? Gangliésidos Gangliosidos
Cristalizada No Si No No
Asp boxes 5 3 3 3

* Existen dos isoformas de Neu4 (L, larga; S, corta), que difieren en 12 aminoacidos del extremo N-terminal.

Hay dos motivos altamente conservados en las sialidasas: el motivo YRIP (Y/F-R-
I/V-P) y el motivo Asp-box (S-X-D-X-G-X-X-W/F; donde X representa cualquier aminoacido).
El primero esta localizado cerca del extremo N-terminal de las sialidasas, mientras que el
motivo Asp-box se puede repetir hasta cinco veces a lo largo de la secuencia en todas las
sialidasas con excepcion de las virales, y pueden presentar algunas variaciones con
respecto a la secuencia consenso. Los aminoacidos que participan en la formacion del sitio
activo, también estdn muy conservados en la familia de sialidasas y comprenden tres
residuos de arginina que se unen al grupo carboxilato de todos los acidos sialicos, un par
tirosina/acido glutamico que actia como nucledfilo y un residuo de acido aspartico que
acttia como catalizador acido-base (Fig. 7).

Entre las sialidasas humanas, el porcentaje de homologia entre Neul y las demas
es relativamente bajo (32-35%), mientras que Neu2, Neu3 y Neu4 tienen un 46-50% de

homologia entre ellas.
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Neul
Neu2
Neu3
NeudL
Neu4S
Neul 182
Neu2
Neu3 EPGSSAEVMEEVTTCSFNSPLFR - -QEDDRGI 82
NeudL --- - -~ ~LSMGVPR-TPSRTVLF - - ERERTGL SLLPVPPGPTLLAFVEQRL-SPD 59
NeudS —  -eee-oe- MGVPR- TPSRTVLF - -ERERTGL LLPVPPGPTLLAFVEQRL-SPD 47
. . . s kER K K .
(o]
Neul DEGAKFIALRRSMDQ- - - - GSTWSPTAF IVNDGDVPDGLNLGAVVSDVETGWFLFYSLC 158
Neu2 DEHAEL TVL RRGDYDAPTHQVQWQAQEVVAQARLDGHRSMNPCPLYDAQTGTLFLFFIAL 185
Neu3 DEDALHLVLRRGLRI - - GQLVQWGPLKPLMEATLPGHR TMNPCPVWEQKSGCVFLFFICY 148
NeudL DSHAHRLVLRRGTLA- - GGSVRWGAL HVLGTAALAEHRSMNPCPVHDAGTGTVFLFFIAV 117
Neu4s DSHAHRLVLRRGTLA- - GGSVRWGALHVLGTAALAEHRSMNPCPVHDAGTGTVFLFFIAV 185
Neul AH-==- === KAGCQVASTMLVISKDDGVSKE TPRNLSLDI-G- - - - -TEVFAPGPGSGL 204
Neu2 PGQVTEQQQLQTRANVTRLCQVTSTDHGRTHW5SPROL TDAAIGPAYREWS TFAVGPGHCL 165
Neu3 RGHVTERQQIVSGRNAARLCF IYSQDAGCSHSEVRDLTEEVIGSELKHWATFAVGPGHGL 200
NeudL LGHTPEAVQIATGRNAARLCCYASRDAGL SW3SARDLTEEATGGAVQDWATFAVGPGHGY 177
Neuds LGHTPEAVQIATGRNAARLCCVASRDAGL SWSARDLTEEATGGAVQDWATFAVGPGHGY 165
Neul QKQREPRKGRLIVC--=----=----~ GHGTLERDGVFCL LSDDHGASWRYGSGVSGIPY 251
Neu2 QLHDR- -ARSLVVPAYAYRKL- - - -~ - HPIQRPIPSAFCFLSHDHGRTWARGHFVAQ-DT 216
Neu3 QLQS- - - -GRLVIPAYTYYIPSWFFCFQLPCKTRPHSLMIYSDDLGYTWHHGRLIRPMVT 256
NeudL QLPS- - - -GRLLVPAYTYRVDR - RECFGK ICRTSPHSF AFYSDDHGRTWRCGGLVPNLRS 232
Neuds QLPS- - - -GRLLVPAYTYRVDR - RECFGK ICRTSPHSF AFYSDDHGRTWRCGGLVPNLRS 220
* * .. a e X K Ok oK * .
=] o
Neul GQPKQENDFNPDECQPYELPDGSY~ - - -VINARNQN-- === ===~ =~~~ === -~ 283
Neuz —  --mm---ee-- LECQVAEVETGEQ-RVVTLNARSHLRARVQASTNDGLDFRESQLVKKL 264
Neu3 VECEVAEVTGRAGHPVLYCSARTPNRCRAEALSTDHGEGFQRLALSRQL 385
NeudL - -GECQLAAVDGEQAGS FLYCNARSPLGSRVQALISTDEGTSFLPAERVASL 281
Neuds GECQLAAVDGGQAGSFLYCNARSPLGSRVQALS TDEGTSFLPAERVASL 269
**k . - * *
Neul == - -NYHCHCRTVLRSYDACDT - LRPRDVTF - - - - - - - - DPELVDPVV- - === - m - 318
Neu2 VEPPPQGCQGSVI--SFPSPRS- - - == - -~~~ GP- - mmm e ee 286
Neu3 CE-PPHGCQGSVV - - SFRPLEIPHRCQDSSSKDAP -~ - - === - === === === oo 337
NeudL PE-TAWGCQGSIV- - GF PAPAP -NRPRDDSHWSVGPGSPLQPPLLGPGVHEPPEEAAVDPR 337
Neuds PE-TAWGCQGSIV- - GF PAPAP -NRPRDDSHSVGPGSPLQPPLLGPGVHEPPEEAAVDPR 325
Mo
NEULl =~ mmemmemeemmme e AAGAVVTSSGIVFFSNPAH 337
NEUZ ~ mmeemmmme e e GSPAQWLLYTHPTH 368
Neud meeememeeeemeeoae TIQQSSPGS--------- SLRLEEEAGTPSESWLLYSHPTS 369
NeudL GGQVPGGPFSRLQPREDGPRQPGPRPGVSGDVGSWTLALPMPFAAPPQSPTWLLYSHPVG 397
Neuds GGQVPGGPFSRLQPRGDGPRQPGPRPGVSGDVGSWTLALPMPFAAPPQSPTWLLYSHPVG 385
..... .
o o
Neul PEFRVNLTLRWSFS- -NGTSWRKETVQLWPGPSGYSSLATLEGSMDGEEQAPQLYVLYEK 395
Neu2 SWQRADLGAYLNPRPPAPEANS - EPVLLAKGSCAYSDLQSMGTGPDGS - - -PLFGCLYEA 356
Neu3 RKQRVDLGIYLNQTPLEAACKS - RPHILHCGPCGYSDLAALE - - - -EE - - -GLFGCLFEC 421
NeudL RRARLHMGIRLSQSPLDPRSWT - EPHVIYEGPSGYSDLASIGPAPEGG- - -LVFACLYES 453
Neuds RRARLHMGIRLSQSPLDPRSWT - EPHVIYEGPSGYSDLASIGPAPEGG- - -LVFACLYES 441
* : * . * *k ok S . * .k
Neul GRNHYTESISVAKISVYGTL - - === === == s o mmm o 415
Neu2 N---DYEEIVFLMFTLKQAFPAEY-~-LPQ----=~----~-- 380
Neu3 GTKQECEQIAFRLFTHREILSHLQGDCTSPGRNPSQFKSN--- 461
NeudL GARTSYDEISFCTFSLREVLENVPASPKPPNLGDKPRGCCWPS 496
Neuds GARTSYDEISFCTFSLREVLENVPASPKPPNLGDKPRGCCWPS 484
-k .. -

Figura 7. Alineamiento de secuencias de sialidasas humanas. Las secuencias se alinearon utilizando el
programa Clustal Omega. El dominio YRIP y los Asp-boxes se encuentran marcados en recuadros rosa y
celestes, respectivamente. En el recuadro amarillo se indica la secuencia correspondiente al péptido sefial
presente Unicamente en Neul. * residuo exactamente igual, : residuo diferente pero con propiedades similares,

° residuos involucrados en la formacion del sitio activo basado en la estructura cristalina de Neu2.
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Dado que los glicoconjugados que contienen uno o mas residuos de acido sialico
estan involucrados en eventos de interaccion célula-célula, adhesion a la matriz extracelular
y en eventos de sefalizacion celular, la remocién de &cido sidlico mediado por las
sialidasas, modula variados procesos biolégicos incluyendo la regulacion de la
diferenciacién/proliferacion celular, el control de la adhesion/migracién celular y la
modulacion de receptores de superficie. Ademdas, en los Ultimos afos, evidencias
experimentales sefialaron la posible implicancia de sialidasas de mamiferos en la
ocurrencia de varios tipos de tumores. En este sentido, se han observado cambios en los
niveles de expresion de sialidasas en muestras de tumores primarios asi como en lineas
celulares tumorales. Tres de las sialidasas, Neul, Neu2 y Neu4 muestran una tendencia a
la regulacién negativa, mientras que Neu3 muestra marcada sobreexpresion durante la

carcinogénesis, promoviendo fenotipos malignos [56].

Neul

Como se menciond anteriormente, Neul es la sialidasa lisosomal y, para ser activa,
forma un complejo multienzimético con al menos otras dos proteinas: p-galactosidasa y
catepsina A. Neul actia a pH &acido e hidroliza preferentemente sialoglicoproteinas y
sialooligosacéridos. Es la Unica sialidasa que esta ligada directamente a dos trastornos
neurodegenerativos del metabolismo de glicoconjugados: sialidosis, causada por
mutaciones en el gen NEU1, y galactosialidosis, una deficiencia combinada de Neu1 y -
galactosidasa que es secundaria a la ausencia de catepsina A funcional (ver Tabla I).
Actualmente, no hay terapia eficaz para estos trastornos.

La secuencia primaria de aminoacidos de Neul comienza con un péptido sefial
convencional, que promueve su translocacion al RE, y ademds contiene tres sitios de N-
glicosilacién que son importantes para el plegado y la estabilidad de la proteina. Adn no se
sabe exactamente el mecanismo que la transporta a lisosomas, ya que se ha demostrado
gue dicho proceso es independiente del receptor de manosa 6-fosfato (M6PR), el modo
canonico de transporte para enzimas lisosomales solubles. En este sentido, se han
propuestos dos mecanismos alternativos. El primero propone que catepsina A, con su sefial
M6P tradicional, actia como una chaperona para Neul, y asiste en su transporte hacia
lisosomas [57]. El segundo modelo se basa en la suposicion que Neul no es una enzima

soluble, y por el contrario, se comporta como una proteina integral de membrana que es
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compartamentalizada en lisosomas a través de la interaccion de un tetrapéptido C-terminal
(**2YGTL) con proteinas adaptadoras de clatrina [58]. Este es un mecanismo comdn
mediante el cual proteinas transmembrana, como LAMP1, son transportadas a la
membrana del lisosoma. Sin embargo, este modelo no fue muy aceptado porque Neul no
posee segmentos hidrofobicos caracteristicos que puedan anclar la proteina a la bicapa
lipidica, y no quedaba claro como podia exponer su extremo C-terminal a la hemicapa
citosodlica de las membranas para interaccionar con las proteinas adaptadoras. Como se
menciond anteriormente, recientemente se demostr6 que Neul se comporta como una
proteina transmembrana, cuya topologia se describira mas adelante, ya que es relevante
para esta tesis [33]. Por otra parte, se ha demostrado que bajo ciertas condiciones, Neul
esta presente en la MP, aunque los mecanismos moleculares por lo cual esto ocurre aun
no se conocen. Neul no forma el tipico complejo lisosomal en la MP, dado que se asocia a
EBP (forma inactiva de B-galactosidasa), pero catepsina A no esta presente [33, 59].
Ademas de su rol catabdlico en lisosomas, Neul participa en varios fenbmenos
celulares como el ensamblado de fibras elasticas, la regulacién de la exocitosis lisosomal,
la modulacion de respuestas inmunes, y principalmente en la modulacion de receptores que
propagan sefiales mitogénicas como PDGFR, EGFR, el receptor del factor de crecimiento
insulinico tipo 1 (IGF-1R, Insulin-like Growth Factor-1 Receptor) y el receptor tipo Toll 4
(TLR4, Toll-like Receptor 4) [60-63]. En este sentido, se ha propuesto que la remocion de
acido sialico de receptores de superficie mediada por Neul, controla la activacion/inhibicion
de cascadas de transduccién de sefiales, y tiene gran influencia en la proliferacion celular.
Ademas, se ha descripto que fibroblastos derivados de pacientes con sialidosis tienen
mayores tasas de proliferacion que los fibroblastos normales, y responden mas a la adicion
de factores de crecimiento [61]. Estos resultados, sumados a que en distintos tumores la
expresion de Neul esta disminuida [64], permitieron establecer que Neul es un modulador

negativo de la proliferacién celular.

Neu2

Neu2 es una enzima soluble, citosélica capaz de hidrolizar glicoproteinas,
oligosacéridos y gangliésidos a pH neutro in vitro. Su rol in vivo ain no se conoce con

certeza, ya que por lo general, la ocurrencia de sialoglicoconjugados en el citosol es inusual.
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Hasta la fecha, es la Unica sialidasa de mamiferos que ha sido cristalizada [65] y su
estructura muestra el tipico plegamiento llamado B-propeller o superbarril-B, que ya habia
sido descripto para las sialidasas virales y bacterianas, indicando que a pesar de existir
poca homologia de secuencia entre especies, las mismas tienen alta homologia estructural.
La estructura de B-propeller de la familia de sialidasas tiene seis caras, cada una de las
cuales esta formada por cuatro hojas- antiparalelas unidas por segmentos conectores (Fig.
8). En esta distribucién, los extremos N- y C- terminal de la proteina quedan cercanos uno
de otro. A modo de comparacion, algunas sialidasas bacterianas pueden tener dominios
lectina u otros dominios adicionales que se originan en los segmentos conectores del -

propeller [66].

a
A_B_ CD_A _B_C_D_ _A_B_ E o 7\_B_C_D_ A E cD_ 7\‘3‘6
Sialidasa bacteriana |
(Salmonella typhimurium)
c

Sialidasa Neu2
(Homo sapiens)

Figura 8. Estructura de B-propeller caracteristica de la familia de sialidasas. (a) El plegamiento consiste
en seis caras (I-VI), cada una de las cuales esta formada por cuatro hojas-f3 antiparalelas (A-D). Se indican los
extremos N- y C- terminal de la proteina. (b) Estructura cristalina de una sialidasa bacteriana (PDB 1dim). (c)
Estructura cristalina de Neu2 humana (PDB 1snt). Las hojas-f3 de cada cara del 3-propeller se colorearon con
un color diferente con el programa RasMol. Las a-hélices se muestran en gris claro y los segmentos conectores

en gris oscuro.
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Neu3

Neu3 es una sialidasa con actividad preferencial sobre gangliésidos, que modifica
la composicion de estos glicolipidos presentes en la MP al convertir especies polisialiladas
en monosialoderivados y al convertir al monosialo gangliésido GM3 en LacCer, siendo
ineficiente para remover aquellos residuos de acido sialico unidos a la galactosa interna de
GM1 y GM2 [67, 68]. Ademas, Neu3 puede hidrolizar gangliésidos presentes en células
vecinas, poniendo en evidencia su actividad trans [69]. La principal localizacién subcelular
de esta sialidasa es la MP, pero también esta presente en endomembranas, como se
demostrard mas adelante en esta tesis. También hay un solo reporte en el que detectan a
Neu3 en la membrana nuclear [70].

Esta enzima se expresa en distintos niveles en casi todos los tejidos humanos,
principalmente en masculo esquelético, testiculos, timo, corazoén, cerebro, higado y prostata
[71, 72]. Particularmente, Neu3 se encuentra sobreexpresada en varios tipos de neoplasias,
incluyendo cancer de colon, de rifién, de ovario, de prostata, de cabeza y cuello, y
melanoma [73-78]. Su desregulacién en cancer se asocia con la supresion de apoptosis y
el aumento en la proliferacion, invasion y migracion de las células tumorales, contribuyendo
de esta manera al desarrollo de fenotipos malignos. En este sentido, recientemente se
describié que en el suero de pacientes con cancer de préstata, la actividad sialidasa se
encuentra incrementada con respecto a la de individuos sanos, y que dicha actividad se
asocia a la presencia de Neu3 en suero [79]. También se detect6 Neu3 en plasma de
ratones y humanos sanos [80].

Los ratones deficientes en Neu3 son menos susceptibles a desarrollar tumores de
colon [81], mientras que ratones transgénicos que sobreexpresan Neu3 muestran la
formacion de focos de cripta aberrantes en la mucosa del intestino [82].

Debido a su localizacién y a su actividad especifica sobre gangliésidos, Neu3
participa en la regulacion de numerosos procesos tales como adhesién, migracion,
proliferacion, diferenciacion y apoptosis. Por ejemplo, la conversion de GDlay GT1lb a GM1
mediada por Neu3 es necesaria para la regeneracion axonal en el sistema nervioso
periférico [83]. Por otro lado, dado que los gangliésidos actian como receptores de virus,
se ha demostrado que la disminucién del contenido de GD1a luego de la sobreexpresion

de Neu3, reduce la entrada del virus Newcastle y su propagacién en células COS-7,
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indicando que la alteracion del patrén de gangliésidos en la superficie celular causada por
Neug3, interfiere en las interacciones virus-célula huésped [84].

Uno de los mecanismos moleculares mas aceptados que explica la relacion entre
Neu3 y la modulacion de determinados procesos biolégicos es que la sialidasa estimula la
activacion de receptores de factores de crecimiento, principalmente de EGFR, con la
consiguiente activacion de la sefializacion intracelular mediada por ERK y AKT [85, 86].
Como se menciond anteriormente, la activacion de EGFR es inhibida por el gangliésido
GM3 mediante interacciones carbohidrato-carbohidrato entre el glicolipido y los N-glicanos
presentes en el dominio extracelular de EGFR. El analisis del contenido de glicolipidos en
células que sobreexpresan Neu3, indican una disminucién significativa del contenido de
GMa3, sugiriendo que la modulacién de gangliésidos por parte de Neu3 puede remover el
efecto inhibitorio ejercido por GM3 sobre EGFR, promoviendo como resultado final, la
proliferacién celular. Ademas, Neu3 co-inmunoprecipita con EGFR [87] y en el afio 2015 se
propuso que Neu3 puede activarlo a través de la desialilacién directa del receptor [88],
sugiriendo que las glicoproteinas también pueden estar entre los sustratos de Neu3 y
ampliando mucho mas las implicancias bioldgicas de la enzima. La estimulacion del EGFR
mediada por Neu3, no deseada en tumores, puede tener efectos benéficos, como por
ejemplo en situaciones de hipoxia. En estas condiciones, Neu3 se activa en células de
musculo esquelético y en auriculas de corazén de pacientes con cardiopatias congénitas
[89, 90], estimulando la sefializacion intracelular mediada por EGFR, que a su vez activa el
factor inducible por hipoxia, dando como resultado un aumento en la supervivencia y
protegiendo a las células de la apoptosis. Por otro lado, ademas de regular receptores de
factores de crecimiento, esta sialidasa podria contribuir al mantenimiento de un estado
indiferenciado y tumorigénico de células cancerosas, al regular la sefializacion mediada por
la proteina Wnt [91].

Los efectos de la actividad de Neu3 en procesos celulares, no se limitan sélo a su
capacidad de modular el contenido de &cido sialico, sino que también pueden ser el
resultado de una interaccion directa de la enzima con moléculas de sefializacion tales como
integrina B4 [92], Rac-1 [93], caveolina-1[94], Src [85] y Grb-2 [95]. Por lo tanto, Neu3 regula
diferentes procesos bioldgicos de dos maneras: indirectamente a través de su actividad
catabolica sobre gangliésidos, o directamente a través de la interaccion (y posible

desialilacion) con proteinas de sefializacion.
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Neu4

Neu4 fue la dltima sialidasa de mamiferos en ser identificada. Es una enzima
asociada a membranas, que en humanos esta presente en dos isoformas, Neu4L (larga) y
Neu4S (corta), generadas por corte y empalme (splicing) alternativo de un mismo
transcripto, y que difieren en 12 aminoacidos del extremo N-terminal. Las dos isoformas
tienen actividad sobre glicoproteinas, oligosacaridos y gangliésidos, y particularmente
actlian sobre mucinas, por lo que se propone que podrian tener un rol en la modulacion de
O-glicanos [96].

Se ha reportado que los 12 aminoacidos extra en Neu4L actian como sefial de
localizacién mitocondrial, por lo que la isoforma larga se encuentra en mitocondrias, y
especificamente en la membrana externa de dichas organelas [96, 97]. Neu4L tendria un
rol en procesos apoptoticos regulando los niveles de GD3, el cual es un gangliésido que
ante estimulos apopt6ticos es translocado desde MP a mitocondrias [98]. Por otra parte,
NeudS se localiza en membranas intracelulares que parcialmente co-localizan con

marcadores de RE.
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OBJETIVOS

El presente trabajo de tesis se enmarca dentro de la linea de investigacion del
laboratorio que tiene como objetivo indagar sobre los mecanismos celulares que intervienen
en el metabolismo y transporte intracelular de gangliésidos. Durante muchos afios, en el
laboratorio se estudiaron y caracterizaron varias enzimas que participan en la biosintesis
de gangliésidos, poniendo especial interés en las sialiltransferasas, es decir en las enzimas
que transfieren moléculas de acido sialico desde un nucleétido azlcar donor a un sustrato
aceptor. Sin embargo nunca se habia investigado el proceso contrario, es decir la remocién
de acido sialico de gangliésidos llevada a cabo por enzimas sialidasas. Dado que de todas
las sialidasas humanas, Neu3 tiene actividad preferencial sobre gangliésidos y se localiza
en MP al igual gue sus sustratos, el objetivo general de este trabajo fue caracterizar algunos
aspectos moleculares, celulares y funcionales de Neu3.

Como objetivos especificos se propuso:

1) Analizar la expresion, localizaciébn subcelular y modificaciones post-
traduccionales de Neu3 humana, utilizando como modelo células CHO-K1 que expresan de
manera ectdpica la sialidasa.

2) Analizar la topologia y el mecanismo de asociacion de Neu3 a membranas
celulares.

3) Analizar las consecuencias de cambios en la expresion de Neu3 sobre procesos

endociticos.

Para facilitar su lectura, este trabajo de tesis esta separado en dos capitulos: el
Capitulo | abarca los dos primeros objetivos especificos, mientras que el Capitulo Il se

focaliza en desarrollar el tercer objetivo.
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CAPITULO I: ANTECEDENTES

ANTECEDENTES

Si bien Neu3 es una proteina ampliamente estudiada por sus implicancias en la
modulacion de vias de transduccién de sefiales y su rol en tumorigénesis, en la actualidad
no existe informacion acerca de algo tan basico como es el mecanismo de asociacion de
Neu3 con membranas biolégicas. Es por ello que en esta tesis se decidié abordar ese
aspecto, y resulta necesario hacer una breve introducciéon de cémo se pueden asociar las

proteinas a la bicapa lipidica.

Integrales Periféricas

Bicapa

Transmembrana @ - W
5 ?
lipidica %

[cmosol] A
o ©

Figura 9. Formas en que las proteinas de membrana se asocian a la bicapa lipidica. Las proteinas de
membrana se dividen principalmente en dos clases: integrales y periféricas. Dentro del primer grupo se
encuentran las proteinas que atraviesan la membrana con una sola a-hélice (1), con multiples a-hélices (2),
como un barril de hojas-B (3), aquellas que solo atraviesan una hemicapa de la membrana (4) y aquellas que
estan ancladas a la membrana gracias a la unién covalente de &cidos grasos o grupos prenilo en la hemicapa
citosolica (5) o de glicosilfosfatidilinositol en la hemicapa no citosélica (6). Por el contrario, otras proteinas se
asocian a las membranas debido a interacciones no covalentes con otras proteinas o con la misma bicapa
lipidica (7 y 8). Modificado de Molecular Biology of the Cell (6ta edicion) [99].

Diferentes proteinas de membrana se asocian con la bicapa lipidica de diversas
maneras, tal como se ilustra en la Figura 9. Muchas son proteinas integrales, es decir que
estan embebidas en la membrana. Dentro de éstas se pueden encontrar proteinas
transmembrana, con regiones hidrofébicas que atraviesan la totalidad de la bicapa lipidica,
y regiones hidrofilicas expuestas al ambiente acuoso a cada lado de la membrana. La
hidrofobicidad de algunas de estas proteinas transmembrana se puede incrementar por la

union covalente de una cadena de acido graso que se inserta en la hemicapa citosélica de
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la bicapa lipidica. En la mayoria de las proteinas transmembrana, la cadena polipeptidica
cruza la bicapa lipidica en una conformacion a-helicoidal. Una forma alternativa es que las
multiples hebras transmembrana de la cadena polipeptidica se dispongan como hojas-8 en
forma de un cilindro cerrado, denominado barril-B. Aunque los barriles-B pueden tener
muchas funciones, como transportadores, receptores e incluso pueden ser enzimas, estan
restringidos a membranas externas de bacterias Gram negativas, mitocondriales y de
cloroplastos. La gran mayoria de las proteinas transmembrana en células eucariotas
contienen segmentos de aminoacidos que atraviesan la bicapa lipidica en una conformacion
de a-hélice.

Otras proteinas integrales no son transmembrana y estdn asociadas con la
hemicapa citosdélica de la bicapa lipidica ya sea por una a-hélice anfipatica expuesta en la
superficie de la proteina o por uno o mas lipidos unidos covalentemente, que pueden ser
cadenas de acidos grasos o grupos prenilo. Sin embargo, otras proteinas integrales estan
totalmente expuestas al espacio extracitosélico (espacio extracelular o lumen de
organelas), unidas a la bicapa lipidica por un enlace covalente al glicosilfosfatidilinositol
(GPI).

Por ultimo, las proteinas periféricas no estdn embebidas en la membrana y se unen
a cualquiera de las caras de la membrana mediante interacciones no covalentes (como
puentes hidrégeno e interacciones electrostaticas) con otras proteinas de membrana
(interacciones proteina-proteina) o con la misma bicapa lipidica (interacciones proteina-
lipidos). Pueden liberarse de la membrana mediante procedimientos de extraccion
relativamente suaves, tales como exposicion a soluciones de fuerza ibnica muy alta o pH
extremo, que interfieren con las interacciones proteina-proteina o proteina-lipidos pero que
dejan la bicapa lipidica intacta.

En algunos trabajos se consideran proteinas integrales Unicamente a las
transmembrana, y el resto se considera que son proteinas periféricas ancladas a lipidos.
Sin embargo, a lo largo de esta tesis se utilizaran los términos como se describieron en esta
seccion.

A pesar de que estd completamente aceptado de que Neu3 es una proteina
asociada a membranas, aun no se conoce con certeza de qué manera lo hace, y su
topologia es un misterio. En el afio 1999 se propuso que Neu3 era una proteina
transmembrana tipo I, con su extremo C-terminal orientado hacia el citosol, y con un tnico

segmento transmembrana en el medio del polipéptido [67]. Cuando se cristalizé la sialidasa
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Neu2 y se comprobd que poseia la misma estructura que las sialidasas virales y bacterianas
se supuso que las otras sialidasas de mamiferos debian poseer un plegamiento similar [65],
por lo que el modelo de proteina tipo | para Neu3 se descarté rapidamente ya que no
permitiria la formacion del B-propeller, y algunos amino&cidos del sitio activo quedarian en
lados opuestos de la membrana. En la basqueda de modelos alternativos, en el afio 2007
se sugirié que Neu3 es una proteina periférica asociada con la hemicapa externa de la MP
[100]. Por lo tanto, con tan pocos y contradictorios antecedentes, se decidié estudiar en
profundidad este aspecto desconocido de Neu3.
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RESULTADOS

Expresion de la sialidasa Neu3 humana en células epiteliales CHO-K1

Con el objetivo de caracterizar a nivel molecular y celular a la enzima Neu3, en
primer lugar se traté de detectar con anticuerpos a la proteina endégena en una amplia
variedad de lineas celulares. Luego de varios intentos fallidos debido a los bajos niveles de
expresion de la sialidasa, se decidio transfectar y expresar la proteina de manera transiente
en células de ovario de hdmster chino (CHO-K1) con un plasmido que contiene la secuencia
de Neu3 humana fusionada en su extremo C-terminal a un epitope c-Myc. La sialidasa
utilizada en este trabajo es una proteina de 461 aminoacidos y ademas contiene el epitope
c-Myc de 10 aminoécidos. Esta construccién, se denominard a lo largo de esta tesis Neu3-

Myc.
a W R b c
’ > Mock Neu3-Myc )
N\°°\;\ e @od% e e Yy 5 Anti-Neu3
k::_ | -_— —[ Neu3-Myc
s2—|  — = | ~56 kDa
| —— a—a— | cav-1
34—
26— |~_. ’ — e | Tub

anti-c-Myc anti-Neu3
Figura 10. Expresion de Neu3 humana en células CHO-K1. (a) Western blot de homogenato total de células
CHO-K1 transfectadas con el vector de expresion vacio (Mock) o con el constructo para la expresion de Neu3-
Myc. El blot se revel6 con anticuerpos anti-c-Myc o anti-Neu3. Los pesos moleculares (kDa) de las proteinas
usadas como estandares se muestran a la izquierda. (b) Los homogenatos (H) obtenidos en el punto anterior
se ultracentrifugaron a 400.000 g, y la distribucién de Neu3 en el sobrenadante (S) y en el precipitado (P) se
analizé mediante Western blot. Caveolina-1 (Cav-1) y a-tubulina (Tub) se utilizaron como controles endégenos
del fraccionamiento. (c) Imagen obtenida mediante microscopia confocal de células transfectadas con el vector
para la expresion de Neu3-Myc, fijadas, permeabilizadas y procesadas para la inmunodeteccién de Neu3. El

nucleo de las células se tifié con el colorante Hoechst y se muestra en azul.

La expresion de Neu3-Myc en homogenatos totales de células CHO-K1 se confirmé
mediante experimentos de Western blot, utilizando tanto un anticuerpo que reconoce el
epitope c-Myc, como un anticuerpo monoclonal (anti-Neu3) que reconoce un epitope
interno de la proteina, al que denominaremos epitope N. En ambos casos, se pudo detectar

la expresion de Neu3 con un peso molecular de ~56 kDa (Fig. 10a), mientras que no se
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observé ninguna banda en homogenatos de células transfectadas con el vector vacio. Estos
resultados demuestran que la marca de ambos anticuerpos es especifica para Neu3-Myc,
e indican ademas, que anti-Neu3 no reconoce ninguna sialidasa enddgena de las células
CHO-K1. Debido a la similitud en las marcas obtenidas con los dos anticuerpos, en la
mayoria de los experimentos que siguen a continuacion se utilizo principalmente anti-Neu3,
salvo en determinadas ocasiones en que el uso del anticuerpo anti-c-Myc se mencionara
explicitamente.

Posteriormente, la ultracentrifugacion de los homogenatos, llevada a cabo para
separar las proteinas solubles de aquellas asociadas a membranas celulares, permitié
recuperar a Neu3 completamente en el precipitado, demostrando claramente su fuerte
interaccion con membranas (Fig. 10b). Los marcadores enddgenos caveolina-1 (Cav-1) y
a-tubulina (Tub) fueron corridos simultaneamente y utilizados como controles de una
proteina asociada a membranas y de una soluble, respectivamente.

Mediante microscopia confocal, se analiz6 la distribucion subcelular de Neu3 en
células CHO-K1. Acorde con lo reportado en la bibliografia, se observé que Neu3 esta
presente principalmente en la MP, pero también se detecté marca intracelular, indicando
que existe una fraccion de la sialidasa en endomembranas (Fig. 10c). Para realizar un
estudio mas detallado de la distribucion intracelular de Neu3, se llevaron a cabo
experimentos de co-transfeccién, utilizando marcadores establecidos de distintas organelas
(Fig. 11). Los resultados obtenidos mostraron que Neu3 no co-localiza con B4GalNACT-I ni
con lip33, marcadores de complejo de Golgi y de RE, respectivamente. Por el contrario, se
observo cierto grado de co-localizacién con marcadores de endosomas tempranos (Rab5)
y de endosomas de reciclado (Rabl1la), y en menor medida con LAMP1, proteina residente
de lisosomas. Estos resultados indican que, en principio, existen dos poblaciones de Neu3
humana, una en MP y otra en membranas de compartimientos endosomales, como ya

habia sido reportado para Neu3 de ratén [100].
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Anti-Neu3 B4GalNACT-I Superposicion Figura 11. Distribucién subcelular de
: ¥ s Neu3. Células CHO-K1 co-transfectadas
‘_. : [ ’_‘ ~ con el vector para la expresion de Neu3-Myc
R i P N e y con diferentes marcadores de organelas
se fijaron, permeabilizaron y se sometieron
lip33 a experimentos de inmunofluorescencia
. iy indirecta utilizando el anticuerpo anti-Neu3.
» La deteccion de las proteinas utilizadas
A ; como marcadores se realiz6 observando la
fluorescencia intrinseca de GFP o de sus
LAMP1 Superposicion variantes  espectrales fusionadas al
marcador (B4GalNAcT-I-YFP, [ip33-YFP,
figaa.. LAMP1-GFP, Rab5-GFP y Rablla-GFP).
- Las células transfectadas se analizaron
4 ; mediante  microscopia  confocal. Se
Roh5 Cy— : muestran cortes confocales representativos
de 0,8 um. Los recuadros muestran detalles

. - con mayor magnificacion.

Anti-Neu3

A continuacién se evalu6 si la sialidasa expresada era activa. Para ello se utiliz6 un

sustrato exdgeno, el acido 4-metilumbeliferil-a-D-N-acetilneuraminico (4MU-Neu5Ac), y se
determind la fluorescencia de la 4-metilumbeliferona (4MU) hidrolizada cuando el mismo se
incubd con homogenatos celulares. Los resultados mostraron un aumento significativo de
la actividad sialidasa total en las células transfectadas con el constructo para la expresion
de Neu3-Myc, con respecto a las transfectadas con el vector vacio (Fig. 12a). 4AMU-Neu5Ac
permite medir actividad sialidasa total, ya que es sustrato de las cuatro sialidasas humanas,
por lo que estas determinaciones no son una medida directa de la actividad de Neu3. Para
tener una medida mas directa, y dado que Neu3 actla principalmente removiendo acido
sidlico de gangliésidos, se analizé si la expresion de la hidrolasa resulta en un cambio en

los niveles de expresion de GD3, GDl1lay GM1 a nivel celular. La células CHO-K1 salvajes
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expresan Unicamente el gangliésido GM3, pero se dispone en el laboratorio de una linea
celular derivada de CHO-K1 que expresa de manera estable la sialiltransferasa ST8Sia-I, y
por lo tanto estas células pueden sintetizar GD3 y en menor medida GT3 (CHO-K16P%")
[101]. Por otro lado, otra linea celular también derivada de CHO-K1 expresa principalmente
los gangliésidos GM1 y GD1a (CHO-K1¢MV6b1at) como resultado de la expresion estable de
las enzimas B4GalNAcT-1 y B3GalT-IV (ver Fig. 2) [102].

150 [l Mock Anti-Neu3 Superposicion
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=

4MU liberada (%)
o

0
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Anti-Neu3 Superposicion

200
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Figura 12. Actividad de Neu3. (a) Actividad sialidasa total en homogenato de células CHO-K1 transfectadas
con el vector de expresion vacio (Mock) o con el vector para la expresion de Neu3-Myc, usando el sustrato
artificial 4MU-Neu5Ac. (b) Células CHO-K1GMYGD1a+ (primera y segunda fila) y CHO-K16P3* (tercera fila) se
transfectaron para la expresién de Neu3-Myc y se incubaron con anticuerpo anti-GD1a, con CTxB (que une
GM1) o con anticuerpo anti-GD3 durante 1h a 4°C para marcar los gangliésidos asociados a la MP. Luego, las
células se fijaron, permeabilizaron y se procesaron para la inmunodeteccion de Neu3. Finalmente, se
visualizaron mediante microscopia confocal. (c) Cuantificacion del contenido de gangliésidos de acuerdo a la
intensidad de fluorescencia obtenida en (b). Los valores estan relativizados al porcentaje de cada gangliésido

en células no transfectadas (salvajes). *, p < 0.05; **, p < 0,01; *** p < 0,001.

La inmunodeteccion de GD3 y GD1a se realiz6 con anticuerpos monoclonales anti-
GD3 y anti-GD1a, respectivamente, mientras que los niveles de GM1 se analizaron
mediante la unién de dicho gangliésido a la subunidad B de la toxina colérica (CTxB)

fusionada a un fluorescente (Fig. 12b). Mediante experimentos de doble
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inmunofluorescencia, se observd una clara disminucion de los niveles relativos de GD3 y
GD1a en células que expresan Neu3-Myc comparadas con las no transfectadas, indicando
que la enzima en estudio puede modificar los niveles de gangliésidos presentes en la MP.
Paralelamente, los niveles de GM1, cuyo &cido sialico interno no es accesible a la enzima,
se vieron incrementados (Fig. 12c) debido a la transformacion de GD1a a GM1 (ver Fig. 2).

En conjunto, los resultados obtenidos hasta el momento, indican que Neu3 humana
se expresa correctamente en células CHO-K1, tiene la distribucion subcelular esperada y

es activa tanto in vitro como in vivo.

Caracterizacion de la asociacién de Neu3 a membranas

Como se menciond anteriormente, en el afio 2007 se propuso que Neu3 es una
proteina periférica asociada con la hemicapa externa de la MP [100]. Dado que las proteinas
periféricas se encuentran unidas a la bicapa lipidica mediante uniones no covalentes como
puentes hidrégeno o interacciones electrostaticas, es relativamente facil separarlas de la
membrana mediante solubilizacién, al tratarlas con soluciones de alto pH o de alta
concentracion de sales. Las proteinas periféricas asi extraidas, pueden luego ser
separadas de las proteinas integrales de membrana mediante ultracentrifugacion. Para
determinar si este es el caso de Neu3, se realizd una extraccion con carbonato de sodio a
pH 11.5. La exposicién de las membranas a condiciones alcalinas resulté en la completa
solubilizaciobn de K-Ras, una proteina cuya unibn a membranas estd mediada
principalmente por interacciones electrostaticas entre una regién polibasica de aminoacidos
presente en la region C-terminal, y los lipidos cargados negativamente [103]. Por el
contrario, Neu3-Myc no se solubilizé bajo las mismas condiciones, y de hecho permanecio
completamente en el precipitado luego del proceso de ultracentrifugacion (Fig. 13a). Se
observé el mismo comportamiento para Neu3 conteniendo un epitope HA en el extremo C-
terminal, excluyendo la posibilidad de que la adicion de un epitope particular pudiese
modificar la asociacion a membranas de la sialidasa. Como era de esperar, la proteina
integral de membrana Cav-1 no se solubilizé luego del tratamiento, y la incubacién de
membranas con buffer control no tuvo efecto en la asociacion de las proteinas analizadas
con las membranas (Fig. 13a). No se encontré ninguna condicion que permitiera la
extraccion de Neu3 de membranas, ni siquiera la exposicion a altas concentraciones de sal

(hasta 1,5 M de NaCl) (resultados no mostrados). Al contrario de lo que se habia propuesto,
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estos resultados sugieren que Neu3 tiene las caracteristicas de una proteina integral de
membrana.

Con el propdsito de determinar la orientacion del extremo C-terminal de la sialidasa,
se realizaron ensayos de proteccion a proteasas en células intactas utilizando proteinasa K
(PK), una proteasa que en la secuencia de Neu3 tiene més de 200 sitios de clivaje. Células
intactas crecidas en placas se incubaron con PK durante 30 min a 37°C. Luego las células
se lavaron, se cosecharon y los productos resistentes a PK se analizaron por Western blot.
En estas condiciones, el receptor de transferrina (TfR), una proteina transmembrana cuyo
dominio de mayor tamafio esta expuesto al espacio extracelular fue completamente
degradado por PK, mientras que la sialiltransferasa residente de complejo de Golgi ST3Gal-
II'y Cav-1 no fueron accesibles a la proteasa (Fig. 13b). En este punto cabe mencionar que
Cav-1 es una proteina presente en la MP, gue no atraviesa completamente la bicapa lipidica
y por el contrario se inserta s6lo en la hemicapa interna de la misma, por lo tanto ninguna
region de esta proteina queda expuesta al espacio extracelular [104], como en el ejemplo
namero 4 de la Figura 9. Por otro lado, dado que TfR ademas de su localizacién en MP,
también esta presente en compartimientos endosomales, podria haberse esperado que un
porcentaje de dicha proteina sea insensible a PK. Sin embargo, el reciclado del receptor es
rapido (~2 min desde ET a MP y ~12 min desde ER a MP) [105], por lo que en el transcurso
del experimento (30 min) todo el TfR alcanzé la MP y fue degradado por PK. Estos controles
permitieron confirmar que en las condiciones experimentales de trabajo, PK sélo puede
degradar fragmentos extracelulares de proteinas presentes en la MP.

En el caso de Neu3-Myc, el tratamiento con la proteasa genero la aparicion de dos
fragmentos protegidos, utilizando un anticuerpo anti-c-Myc (Fig. 13b). Uno de los
fragmentos corresponde a la proteina completa (~56 kDa) y el otro se observé a ~48 kDa.
Exactamente el mismo resultado se obtuvo utilizando el anticuerpo anti-Neu3 (Fig. 13b).
Lamentablemente no existe informacion acerca del epitope exacto reconocido por este
anticuerpo comercial (epitope N). En conjunto, estos experimentos permiten concluir lo
siguiente: 1) Como ya se habia observado mediante microscopia, una fraccion de Neu3
(~56 kDa) se encuentra en compartimientos intracelulares ya que es insensible al
tratamiento con la proteasa; 2) durante los 30 min del experimento esta fraccion no recicla
a la superficie celular; 3) la fraccién de Neu3 presente en MP tiene una parte expuesta hacia
el espacio extracelular que luego del tratamiento lleva a la generacion de un fragmento de

~48 kDa; 4) el extremo C-terminal de Neu3 se encuentra protegido del exterior celular, lo
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cual permite especular que dicho extremo podria estar expuesto hacia el lado citosdlico de

la membrana, y lo mismo ocurriria con el epitope N.
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Figura 13. Caracterizacion de la asociacién de Neu3 a
membranas (Parte 1). (a) Las fracciones Sy P (primer y
segundo carril, respectivamente) se obtuvieron como en la
Figura 10b. Esta ultima se incub6 con buffer control (-
Na2C0Os) o con Na2COs a pH 11.5 (+Na2COs). Luego del
tratamiento, las proteinas solubilizadas (S) se separaron de
las que siguieron unidas a membranas (P) mediante
ultracentrifugacion a 400.000 g, y se analizaron por
Western blot. (b) Células intactas se incubaron en
presencia (+) o ausencia (-) de proteinasa K (PK) y las
proteinas resistentes al tratamiento se analizaron por
Western blot. Los pesos moleculares (kDa) de las proteinas
usadas como estandares se muestran a la izquierda. (c)
Células transfectadas para la expresién de Neu3-Myc,
Neu3-HA o GPI-YFP. La sefial de los anticuerpos indicados

se analiz6 mediante microscopia confocal, luego de fijar las
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células y tratarlas con saponina al 0.1% en PBS-BSA (permeabilizadas) o sélo con PBS-BSA (no

permeabilizadas). El nucleo de las células se tifid con el colorante Hoechst y se muestra en azul. Los

recuadros de la Ultima figura muestran la sefial de la fluorescencia intrinseca de GPI-YFP (verde) y del

anticuerpo anti-GFP (rojo).
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A continuacion se realizaron experimentos de accesibilidad de anticuerpos en
células permeabilizadas y no permeabilizadas mediante inmunofluorescencia indirecta. La
marca del anticuerpo anti-c-Myc fue muy similar a la obtenida con el anti-Neu3 en células
permeabilizadas con saponina al 0.1%. Sin embargo, no se observo sefial con ninguno de
los anticuerpos en células no permeabilizadas (Fig. 13c, primera y segunda fila). Por lo
tanto, si bien la proteina se encuentra en MP, el epitope c-Myc y el epitope N no son
accesibles a los anticuerpos desde el exterior celular. Exactamente los mismos resultados
se obtuvieron con anticuerpos anti-HA y anti-Neu3 cuando las células se transfectaron con
el vector para la expresion de Neu3-HA (Fig. 13c, terceray cuarta fila). De la misma manera,
Cav-1 endbgena solo se detectd en células permeabilizadas (Fig. 13c, quinta fila). Como
control de una proteina expuesta al espacio extracelular, se utiliz6 GPI-YFP, una proteina
de fusion conteniendo la secuencia de la proteina fluorescente YFP fusionada a una sefial
de anclaje a GPI. La distribucion de GPI-YFP en células CHO-K1 incluye una fraccién en la
MP vy otra en el complejo de Golgi, como ya habia sido reportado por nuestro grupo [106].
Cuando células permeabilizadas se incubaron con el anticuerpo anti-GFP, se observé una
perfecta co-localizacibn en MP y complejo de Golgi entre la sefial del anticuerpo con la
fluorescencia intrinseca de la YFP. En células no permeabilizadas, se observé sefial de
anti-GFP sd6lo en MP y no en complejo de Golgi (Fig. 13c, sexta fila), indicando que la
permeabilizacién es necesaria para detectar epitopes intracelulares.

En su conjunto, los resultados obtenidos en los experimentos de proteccion a
proteasas y de accesibilidad a anticuerpos indican que el extremo C-terminal de Neu3 de
alguna manera esté protegido del exterior celular, muy probablemente orientado hacia el
citosol, protegido por la bicapa lipidica. El mismo concepto se podria aplicar para el epitope
N.

Para confirmar que realmente existe una porcién polipeptidica de Neu3 expuesta al
espacio extracelular, se realizaron experimentos de biotinilacion de superficie en células
intactas, utilizando un reactivo biotinilante impermeable a membranas. Luego de la
incubacién, las proteinas biotiniladas (B) se separaron de las no biotiniladas (NB) haciendo
un ensayo de pull-down con estreptavidina-agarosa. En concordancia con resultados
anteriores, aproximadamente un 60% de la sialidasa fue recuperado en la fraccion NB. El
40% restante si fue accesible a biotina, sugiriendo que efectivamente existe una fraccion
de Neu3 en MP expuesta al espacio extracelular (Fig. 14a). Para descartar que las

fracciones B estuvieran contaminadas con proteinas que proceden del interior celular, se

47



CAPITULO I: RESULTADOS

analizo la distribucion de Cav-1. Como era de esperar para una proteina que no esta
expuesta al espacio extracelular, Cav-1 se detecto solo en fracciones NB (Fig. 14a). Aunque
estos resultados parecieran indicar que la poblacion mayoritaria de Neu3 se encuentra en
endomembranas (60%), vale mencionar que debido al disefio experimental, no se puede
sacar esa conclusion. El experimento de biotinilacion, al igual que el de proteccion a PK, se
llevé a cabo en células intactas crecidas en monocapas en capsulas, por lo que es probable
que la porcién de MP adherida a las cdpsulas no esté accesible a los reactivos.
Posteriormente, se analizd la distribucibn de Neu3 entre las fases acuosa y
detergente obtenidas después de la extraccion de proteinas en presencia de Triton X-114,
seguido de separacion de fases inducida por temperatura. Estas condiciones
experimentales permiten la separacion de proteinas hidrofilicas (que particionan a la fase
acuosa) de aquellas proteinas con caracter hidrofébico (que particionan a la fase
detergente). Estas dltimas, por lo general son proteinas transmembrana o poseen anclas
de GPI, &cidos grasos o grupos prenilo que contribuyen a la hidrofobicidad. En el caso de
Neu3 mas del 90% de la enzima se recuperd en la fase detergente de la fraccién asociada
a membranas, al igual que Cav-1. Por el contrario, una proteina soluble como Tub,
particiona a la fase acuosa (Fig. 14b). La naturaleza hidrofébica de Neu3 podria explicar la

dificultad en obtener una estructura cristalina para esta proteina.

NB B A SD A F)D
E Neu3-Myc ’ - ——| Neu3-Myc
[~ ]

Cav-1 ‘ -— ‘ Cav-1

’.._ | Tub

Figura 14. Caracterizacion de la asociacion de Neu3 a membranas (Parte 2). (a) Células intactas se
sometieron a biotinilacion de superficie y posterior pull-down con estreptavidina-agarosa. Las fracciones
biotiniladas (B) y las no biotiniladas (NB) se analizaron por Western blot, utilizando anticuerpos anti-Neu3 y anti-
Cav-1. (b) Las fracciones S y P obtenidas como en la Figura 10b, se sometieron a la particion en fase acuosa
(A) o detergente (D) al incubarlas con Tritdn X-114 y se analizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos

anti-Neu3, anti-Cav-1 y anti-Tub.
En conjunto, los resultados mostrados en las Figuras 13 y 14 claramente indican

gue Neu3 se comporta como una proteina transmembrana, con caracter hidrofébico, que
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tiene una porcidon expuesta hacia el espacio extracelular y una porcién conteniendo al

menos el extremo C-terminal y el epitope N, expuestos hacia el interior celular.

Analisis de la presencia de segmentos transmembrana en la secuencia de
Neu3

Como se menciond en antecedentes, la gran mayoria de las proteinas
transmembrana en células eucariotas atraviesan la bicapa lipidica por medio de segmentos
de aminoécidos hidrofébicos que adoptan una conformacion a-helicoidal. La prediccién de
tales caracteristicas en la secuencia de Neu3 utilizando diferentes programas, no revelé la
presencia de ningln segmento de aminoacidos suficientemente hidrofébico y del largo
suficiente para atravesar la membrana (Tabla 1V). Un solo programa (TMPred) arrojé
resultados positivos, al encontrar dos regiones con dichas caracteristicas, pero ese mismo
programa arrojé resultados erroneos para las proteinas controles que se utilizaron: Tub
como proteina soluble y TfR como proteina con un Unico paso transmembrana, por lo que

el resultado fue desestimado.

Tabla IV. Prediccion de segmentos transmembrana a-hélices.

Prediccion
Programa * Neu3 Tub TfR
PHOBIUS 0 0 1 (66-88)
TMHMM 0 0 1 (64-86)
HMMTOP 0 0 1(92-113)
PSORT 0 0 1(101-117)
TOPCONS 0 0 1 (65-85)
PHILIUS 0 0 1 (66-87)
OCTOPUS 0 0 1 (65-85)
TMPred 2 (125-145, 208-227) 1 (172-192) 5 (99-121, 445-467, 481-500, 573-591,

768-784)

Entre paréntesis se indica el segmento de aminoéacidos predicho.
* En Materiales y Métodos se indica el URL de cada programa.

Por otra parte, una conclusion similar se obtuvo al realizar gréaficos de hidrofobicidad
basandose en la escala de Kyte y Doolittle [107]. En estos graficos se representa en el gje
Y el valor de hidrofobicidad ponderado de cada residuo aminoacidico, y en el eje X el
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namero de residuo. La ponderacion de la hidrofobicidad de un residuo es muy importante,
ya que le asigna como valor de hidrofobicidad, el promedio de las hidrofobicidades de los
residuos colindantes encontrados en el interior de una ventana. Mediante el uso de un
tamafio de ventana adecuado se puede llevar a cabo la prediccion de diversas propiedades.
Por ejemplo, dado que por lo general una a-hélice de aproximadamente 20 residuos es lo
suficientemente larga como para atravesar el grosor de la bicapa lipidica, el tamafio de
ventana recomendado para predecir segmentos transmembrana es de 19 (siempre es
impar). Como se observa en la Figura 15, Neu3 pareciera no tener ningln segmento
transmembrana ya que su puntaje de hidrofobicidad se mantiene debajo de la linea roja en
la totalidad de la secuencia. La linea roja corresponde a un puntaje de 1.6 y es un valor de

corte empirico para segmentos a-hélices transmembrana de ~19 aminoacidos de largo
[107].
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Figura 15. Graficos de hidrofobicidad de Kyte y Doolittle. Los graficos se generaron utilizando un tamafio
de ventana de 19 aminoacidos para la secuencia de Neu3 (a), de Tub (b) y de TfR (c). El dominio
transmembrana de TfR se indica con una flecha en (c).

Estos resultados sugieren que Neu3 es una proteina que no presenta segmentos
transmembrana a-hélice convencionales, y que por el contrario, debe atravesar la bicapa
lipidica mediante un mecanismo diferente.

Andlisis de posibles modificaciones lipidicas en Neu3

Debido al caracter hidrofobico de Neu3 (Fig. 14b) y a la aparente ausencia de
segmentos transmembrana convencionales (Tabla IV y Fig. 15), se decidi6 analizar si la
proteina estd modificada por la adicién de algun tipo de lipido.

La lipidaciébn de proteinas de células eucariotas puede ser dividida en dos
categorias: aquellas que ocurren en el citosol o en la cara citosélica de membranas
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celulares, y las que ocurren en el lumen de organelas que forman parte de la via secretora
[108]. Dentro de estas ultimas, la unién de GPI en el lumen del RE es la mejor caracterizada
(ver Fig. 9). Una vez modificada, la proteina transita la via exocitica hasta llegar a la
superficie celular, en donde permanece anclada a la cara extracelular de la MP [109]. Esta
opcion se descarté rapidamente en el caso de Neu3 por dos motivos. En primer lugar
predicciones bioinforméticas indicaron que la sialidasa no contiene la secuencia necesaria
en el extremo C-terminal para ser reconocida por la maquinaria de sintesis de GPI
(resultados no mostrados), y en segundo lugar, si Neu3 fuera una proteina anclada a GPI,
la fracciobn presente en MP tendria que haber sido completamente degradada en los
experimentos con PK.

Por otra parte se pueden distinguir tres tipos de modificaciones lipidicas citosdlicas:
prenilacion, N-miristoilacion y S-acilacién. Las dos primeras involucran la adiciéon de un
grupo isoprenilo a una cisteina por enlace tioéter y de un grupo miristoilo a una glicina por
enlace amida, respectivamente. Ambas modificaciones poseen secuencias consenso que
no estan presentes en la secuencia de Neu3 (resultados no mostrados), por lo cual también
se descartaron como posibles modificaciones lipidicas de la sialidasa. Por el contrario, la
S-acilacion (también llamada palmitoilacion) es la unién post-traduccional de un acido graso
de cadena larga a una cisteina mediante un enlace tioéster. Es la nica modificacion lipidica
gue es reversible y la Gnica que no posee una secuencia consenso, por lo que no es facil
predecir cisteinas S-acilables [110].

Para analizar si Neu3 esta S-acilada, se llevo a cabo el experimento de intercambio
de acilo por biotina (ABE, Acyl-Biotin Exchange), el cual permite intercambiar el acilo unido
a una cisteina, por un grupo biotina, que posteriormente sera detectado. Este ensayo,
consiste en una secuencia de reacciones quimicas (Fig. 16a): el bloqueo de los tioles libres
de las proteinas con N-etilmaleimida (NEM), el tratamiento con hidroxilamina (HAM) para
liberar los acilos unidos a través del enlace tioéster, y la biotinilacion de los tioles de las
cisteinas antes palmitoiladas. Posteriormente se realiza un ensayo de pull-down con
estreptavidina-agarosa para purificar las proteinas palmitoiladas, y las mismas se analizan
por Western blot. Luego de este procedimiento, una banda correspondiente a Neu3-Myc se
recuperé en la muestra tratada con HAM, indicando que al menos un grupo acilo esta unido
a la sialidasa por enlace tioéster (Fig. 16b). En este experimento, Cav-1 se utiliz6 como
control de una proteina S-acilada conocida [111]. Posteriormente se realizé el mismo

ensayo de ABE utilizando una proteina Neu3 comercial purificada de células HEK-293
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humanas, observandose el mismo resultado (Fig. 16b). Teniendo en cuenta que no existe
una secuencia consenso para la S-acilacion, y que Neu3 posee 21 cisteinas en su

secuencia, queda aun por determinar cudl o cuéles de ellas estan siendo S-aciladas.
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Figura 16. Ensayos de intercambio de acilo por biotina (ABE). (a) Representacion esquematica de la
metodologia de ABE. Homogenatos celulares se incuban con N-etilmaleimida (NEM) para bloquear los grupos
tioles de las cisteinas libres (1). Posteriormente se incuban con hidroxilamina (HAM), la cual produce la ruptura
de los enlaces tioéster entre el acido graso y la cisteina (2). Los tioles libres pueden ahora reaccionar con HPDP-
Biotina (3) y luego se produce el pull-down de las proteinas biotiniladas por incubacién con estreptavidina-
agarosa (EA) (4). La omision de HAM en este procedimiento sirve como un control negativo. (b) Células CHO-
K1 transfectadas con el vector para la expresion de Neu3-Myc, y Neu3 recombinante purificada de células HEK-
293 se sometieron al ensayo de ABE y se analizaron por Western blot. Los blots muestran las alicuotas
analizadas antes (Input) y después de la purificacion con EA (pull-down), en presencia (+) o ausencia (-) de
HAM. Se utilizaron anticuerpos anti-Neu3 y anti-Cav-1. (c) Las fracciones S y P (primer y segundo carril,
respectivamente) se obtuvieron como en la Figura 10b y estas Ultimas se incubaron en presencia (+) o ausencia
(-) de HAM. Luego del tratamiento se separaron las proteinas solubilizadas (S) de las que siguieron unidas a
membranas (P) mediante ultracentrifugacion a 400.000 g y se analizaron por Western blot.

Hay muchos antecedentes en la bibliografia que dan cuenta de que la S-acilacién
de proteinas periféricas permite la asociacion de dichas proteinas con membranas
biol6gicas, y que la remocion del acido graso causa una disminucion en la afinidad por las
mismas. Debido a ello, se evalud si la deacilacién mediada por HAM causa algun efecto en
la asociacion de Neu3 con las membranas. Para ello, fracciones de membrana obtenidas

mediante ultracentrifugacion de los homogenatos, se trataron con buffer control o
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conteniendo HAM. Luego de una nueva ultracentrifugacion, la distribuciéon de Neu3-Myc y
proteinas control en las fracciones solubles o precipitadas, se analizO mediante Western
blot. La Figura 16c muestra que Cav-1 permanece asociada a membranas luego de tratar
con HAM, ya que si bien estd S-acilada, es una proteina integral de membrana. La
efectividad del tratamiento con HAM se evalu6 analizando el comportamiento de GAP43,
una proteina que se une a membranas por medio de la S-acilacién en dos residuos cisteina
(C3y C4) presentes en el extremo N-terminal. Como era de esperar, una fracciéon de GAP43
se solubilizé luego del tratamiento con HAM, indicando que el mismo es efectivo para
remover los acidos grasos unidos por enlace tioéster. En el caso de Neu3, el tratamiento
con HAM no modificé la fuerte asociacion de la sialidasa con las membranas (Fig. 16c),
indicando que el/los acidos grasos no son la Unica forma de unién que tiene Neu3 a la
bicapa lipidica.

Por otro lado, debido a que la S-acilacién ocurre en el lado citosélico de las
membranas, el descubrimiento de esta modificacién post-traduccional apoya fuertemente

la hipbtesis de que Neu3 tiene parte de su estructura expuesta al citosol.

Capacidad de Neu3 para dimerizar y oligomerizar

A continuacion se investigo si Neu3 posee la habilidad de dimerizar o de asociarse
a otras proteinas. Hasta el momento, todos los Western blots realizados en esta tesis fueron
hechos en condiciones reductoras, mediante el agregado de B-mercaptoetanol (Bm), lo cual
permitié distinguir una banda de ~56 kDa, como se mostré anteriormente. Al analizar la
distribucion de Neu3 en condiciones no reductoras, se observé la aparicién de una banda
mayoritaria de ~115 kDa, y dos minoritarias de ~56 y ~230 kDa (Fig. 17a). Estos resultados
sugieren que las bandas de ~115 y ~230 kDa probablemente se forman por la asociacion
via puentes disulfuro de dos y cuatro mondémeros de ~56 kDa, respectivamente. Este es el
primer reporte de que Neu3 tiene la habilidad de dimerizar y formar tetrameros unidos por
puentes disulfuro. En linea con estos resultados, la formacién de multimeros también se
observé en homogenatos de higado y rifion de ratdn que expresan de manera endégena la

sialidasa (resultados no mostrados).
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Figura 17. Dimerizacion y oligomerizacion de Neu3. (a) Homogenatos totales de células transfectadas para
la expresion de Neu3-Myc, se analizaron por Western blot en condiciones no reductoras (-fm) y reductoras
(+Bm), utilizando un anticuerpo anti-Neu3. (b) Células transfectadas para la expresion de Neu3-Myc se
sometieron a biotinilacion de superficie y posterior pull-down con estreptavidina-agarosa. Las fracciones
biotiniladas (B) y las no biotiniladas (NB) se analizaron por Western blot en condiciones no reductoras (-fm) y
reductoras (+fm). El input (10% del total) corresponde al homogenato antes de hacer el pull-down. Se utilizaron
anticuerpos anti-Neu3, anti-Cav-1 y anti-TfR. (c) Células transfectadas para la expresién de Neu3-Myc se
sometieron a experimentos de entrecruzamiento quimico utilizando el reactivo permeable a membranas DSP.
Luego, las proteinas resultantes se analizaron por Western blot, utilizando anticuerpos anti-Neu3 y anti-Cav-1.
Debido a la presencia de un puente disulfuro en la molécula DSP, el entrecruzamiento puede ser revertido
mediante la adicion de Bm. A la izquierda de los blots se indican los pesos moleculares (kDa) de las proteinas
estandar.

Luego se analizé si las formas multiméricas de Neu3 residen en la MP o en
compartimientos intracelulares. Para ello se realizaron experimentos de biotinilacién de
superficie en células intactas, utilizando un reactivo biotinilante impermeable a membranas,
al igual que en la Figura 14a. Luego de la incubacion, las proteinas biotiniladas (B) se
separaron de las no biotiniladas (NB) mediante pull-down con estreptavidina-agarosa y se
analizaron mediante Western blot. Los multimeros de Neu3-Myc se recuperaron tanto en la
fraccion B como en la NB en condiciones no reductoras, indicando que existen dimeros y
tetrdmeros tanto en la superficie celular como en membranas intracelulares. Lo mismo se
observo para el TfR, una proteina de ~95 kDa que forma dimeros unidos por puente
disulfuro. Por el contrario Cav-1 se recuperé solo en la fraccion NB, asegurando que la
biotinilacion solo ocurrié en proteinas expuestas al espacio extracelular (Fig. 17b).

Posteriormente se realizaron experimentos de entrecruzamiento quimico con el
reactivo permeable a membranas DSP, el cual posee un brazo espaciador de 1.2 nm y
contiene un puente disulfuro que puede ser clivado en condiciones reductoras para revertir

el entrecruzamiento. Luego del tratamiento con DSP en células intactas y el subsiguiente
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analisis mediante Western blot, Neu3-Myc se detectd Unicamente como un complejo de alto
peso molecular (mayor a 250 kDa) que casi no entr6 en el gel. La reversion del
entrecruzamiento, mediante el agregado de Bm, permitio la reaparicion del monémero de
Neu3 y de una banda difusa entre 100 y 150 kDa (Fig. 17c). Cuando los mismos
experimentos se realizaron para analizar el comportamiento de Cav-1 (~22 kDa,
monodmero), se observé que luego del tratamiento con DSP aparece una banda a ~45 kDa
que corresponde a un dimero, y, ademas, se observan varias bandas a mayores pesos
moleculares. La reversion del entrecruzamiento permitié recuperar el monémero Cav-1.
En conjunto, estos resultados sugieren que Neu3 puede interaccionar consigo
misma mediante enlaces disulfuro para formar dimeros y tetrdmeros, y a su vez tiene la
capacidad de interaccionar con otras proteinas, probablemente con mas de una, ya que la
adicion de un reactivo entrecruzador no permite identificar entidades moleculares

separadas.

Modelado molecular de Neu3 basado en la estructura cristalina de Neu?2

Como se menciond en la introduccién de este trabajo, todos los miembros de la
familia de sialidasas que han sido cristalizados tienen una estructura conservada de seis
caras que se denomina B-propeller o superbarril-B (el cual no se debe confundir con los
barriles-B). En este plegamiento, cada cara del superbarril estd compuesta por cuatro hojas-
B antiparalelas unidas por segmentos conectores, con el extremo N- y C- terminal cercanos
uno de otro (ver Fig. 8). Como era de esperar, la prediccion de elementos de estructura
secundaria en la secuencia de Neu3 usando distintos programas reveld la presencia de
numerosas regiones con hojas-f y un escaso contenido de a-hélices (Fig. 18a). Dado que
la Unica sialidasa de mamiferos cristalizada hasta la fecha es Neu2 citosélica, se decidio
crear un modelo de homologia para Neu3 basado en la estructura cristalina de Neu2.
Ambas secuencias comparten un 37% de aminoacidos exactamente iguales (identidades),
y la homologia aumenta a un 49% si se consideran también a aquellos aminoacidos con
caracteristicas fisicoquimicas similares. El modelo fue creado de manera automatica por el
programa Swiss-Model disponible online y se observa en la Figura 18b. Si bien el modelo
de Neu3 es una herramienta muy util, probablemente esté incompleto, ya que el programa
modela desde el residuo S41 de Neu3 hasta Q445 (recordemos que Neu3 tiene 461

aminocidos). Por otro lado, existe una region en la secuencia de Neu3 (de P325 a A354)
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que no se superpone con el templado (ver Fig. 7), por lo que esa regidén se eliminé del
alineamiento, ya que seguramente adopta un plegamiento diferente, imposible de ser
modelado. En este sentido, ya ha sido reportado que dicha regién corresponde a un
segmento conector ubicado entre la primera y la segunda hojas-f3 de la quinta cara del B-
propeller (Fig. 18a). Este segmento es altamente variable en largo y secuencia en Neu3 de
otros vertebrados, y la eliminacion de dicha regién en Neu3 de Gallus gallus aparentemente
no altera las propiedades de la enzima, ni modifica su union a membranas [112, 113].
Cabe mencionar, que en la literatura ya se habian reportado modelos de homologia
para Neu3 [114, 115], pero en ninguno de esos trabajos intentaron asociar dicha estructura
al mecanismo de insercion en las membranas biolégicas. Por el contrario, dichos autores
hicieron un excelente trabajo en tratar de identificar los residuos de Neu3 que forman parte
del sitio activo. En la estructura tridimensional plegada, el sitio activo se encuentra en el
centro del B-propeller, orientado hacia un lado de la molécula, en una cavidad poco
profunda. De todos los residuos que participan en el sitio activo, existen seis aminoacidos
gque estan totalmente conservados en sialidasas tanto virales, bacterianas y de mamifero:
un residuo de tirosina y uno de acido glutamico que acttan en conjunto como nucledfilo,
una triada de argininas gque interactian con el grupo carboxilato caracteristico de todos los
acidos sidlicos, y un residuo de acido aspartico que es esencial para la catalisis acido/base
durante la hidrélisis (Figs. 7 y 18a). En el caso de Neu3, esos residuos corresponden a
Y403, E258, R58, R278, R373 y D83, respectivamente [114, 115], y se encuentran
representados en la Figura 19a. Por otro lado, el extremo N- y C-terminal de Neu2 se ubican
en el lado opuesto del sitio catalitico y en contacto uno de otro, por lo cual se podria esperar

gue lo mismo ocurra en la estructura de Neu3 (Fig. 19a).
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Figura 18. Prediccion de estructura secundaria y modelado de Neu3. (a) Prediccion de elementos de
estructura secundaria en la secuencia de Neu3 utilizando cuatro programas diferentes. Las hojas-8 y las a-
hélice predichas se muestran en recuadros azul y magenta, respectivamente. Los dominios YRIP y Asp-boxes
se indican en recuadros con borde negro. Los seis residuos altamente conservados que participan en la
formacion del sitio activo se indican con el simbolo °. La orientacion de las hojas-f predichas se indica con
flechas de distintos colores para cada cara del B-propeller. (b) Modelado de Neu3 basado en la estructura
cristalina de Neu2. Las hojas- se muestran con el mismo color que en el punto (a), las a-hélice en gris claro y

los segmentos conectores en gris oscuro. (i) vista lateral, (ii) vista de arriba.
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Si bien todas las sialidasas comparten un plegamiento muy similar, existen
considerables variaciones, principalmente en la torsion que adoptan las hojas-f y en el largo
de los segmentos conectores, que explican las diferencias de especificidad de cada enzima,
y promueven el disefio de inhibidores selectivos. En la actualidad existen inhibidores
especificos para las neuraminidasas del virus influenza, que no tienen efecto en las
sialidasas humanas [116], pero aun no se han podido desarrollar inhibidores selectivos para
Neul, Neu2, Neu3 o Neu4 [117-119].

Figura 19. Aspectos
estructurales del modelado de
Neu3. (a) Representacion
esquemdtica de la estructura de
Neu3 indicando los aminoéacidos
que forman parte del sitio activo
como bastones negros. Las
hojas-B estan representadas con
los mismos colores que en figuras
anteriores. Se indica también la
posicion de los extremos N- y C-
terminal. (i) vista lateral, (ii) vista
de arriba. (b) Otra vista lateral de
Neu3 destacando como bastones
negros los aminoacidos que
forman parte de los dominios
Asp-boxes. (c) Vista lateral de
Neu3 indicando como bastones

negros las regiones con mayor

hidrofilicidad de acuerdo a la

escala de Kyte y Doolittle.

En la Figura 18a, al igual que en la Figura 7, se encuentran marcados con
rectangulos los dominios YRIP y Asp-boxes de Neu3. El primero esta ubicado cerca del
extremo N-terminal y contiene una de las argininas involucradas en la formacioén de la triada
de argininas en el sitio activo, que en el caso de Neu3 es R58. Por otra parte, los dominios
Asp-boxes pueden repetirse de una a cinco veces a lo largo de la secuencia aminoacidica
de todas las sialidasas a excepcion de las virales. Estos motivos siempre se encuentran en
posiciones topolégicas equivalentes: en el giro entre la tercera y la cuarta hoja-p de ciertas
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caras del B-propeller, y lejos del sitio activo. En el caso de Neu3 se encuentran tres Asp-
boxes localizados en la segunda, tercera y cuarta cara del superbarril-B (Figs. 18ay 19b).
Con el objetivo de evaluar las regiones mas hidrofilicas de este modelo que podrian
estar en contacto con el medio acuoso, se realizaron gréficos de hidrofobicidad utilizando
la escala de Kyte y Doolittle con un tamafio de ventana de 9 amino&cidos. A continuacién
se ubicaron los picos mas hidrofilicos en la estructura modelada. Como se muestra en la
Figura 19c, dichas regiones se localizan en extremos opuestos de la molécula, llamese
“arriba” y en alguna areas de “abajo”. Esta es so6lo una prediccion in silico, pero permite
especular que quizds esas regiones estén en contacto con el ambiente acuoso. La
busqueda de las regiones méas hidrofébicas de Neu3 no brindé resultaros tan claros,

observandose regiones distribuidas en varios segmentos a lo largo de la estructura proteica.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el Capitulo | del presente trabajo de tesis proveen un
analisis comprensivo de la topologia de Neu3 y brindan nueva informacion acerca de su
mecanismo de asociacidbn a membranas biolégicas. En primer lugar, se confirmé en el
sistema celular elegido lo que ya estaba ampliamente descripto en la literatura: que Neu3
es una proteina que se asocia completamente a membranas, ya que mediante
experimentos de fraccionamiento subcelular, el 100% de la sialidasa se recupera en el
precipitado luego de ultracentrifugacién (Fig. 10b). Por inmunofluerescencia indirecta y
analisis mediante microscopia confocal confirmamos también que Neu3 se localiza en MP
y en una serie de compartimientos intracelulares que co-localizan parcialmente con
membranas de endosomas tempranos y endosoma de reciclado (Fig. 11). No se logro
extraer de las membranas a la sialidasa bajo condiciones en que normalmente se
solubilizan proteinas periféricas (Fig. 13a). Experimentos de proteccién a proteasas y de
accesibilidad de anticuerpos en células no permeabilizadas, sugirieron que el extremo C-
terminal de Neu3 esta expuesto hacia el citosol (Fig. 13b y c). En este sentido, y dado que
todas las sialidasas tienen el extremo N- y C-terminal cercanos uno de otro, es probable
que el amino terminal de Neu3 también esté expuesto hacia el interior celular, aunque
habria que confirmarlo experimentalmente. Ademas, una porcion de Neu3 unida a MP es
degradada por PK y accesible a la biotinilacion de superficie, y por lo tanto, expuesta al
espacio extracelular (Figs. 13b y 14a). El analisis del comportamiento hidrofilico/hidrofébico
de Neu3 mediante particién en fase acuosa o detergente después del tratamiento con Tritén
X-114, revel6 la segregacion casi completa de la sialidasa en la fase detergente, poniendo
de manifiesto el caracter hidrofébico de la misma (Fig. 14b). El mismo resultado fue
reportado para Neu3 de Gallus gallus [112]. Curiosamente, este comportamiento difiere del
de Neu3 de Mus musculus, gue ha sido reportado que segrega a la fase acuosa [100].

En conjunto estos resultados indican que Neu3 se comporta como una proteina
integral de membrana que atraviesa de alguna manera la totalidad de la bicapa lipidica. Sin
embargo, andlisis in silico de la secuencia de Neu3 indicaron que la sialidasa no contiene
ningun segmento a-hélice lo suficientemente hidrofébico y del largo necesario para
atravesar la membrana, sugiriendo que la sialidasa debe atravesar la bicapa lipidica por un

mecanismo diferente (Fig. 15y Tabla IV).
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El modelado de Neu3 utilizando a la estructura cristalina de Neu2 como templado,
predijo que Neu3 es un tipico B-propeller de seis caras, caracteristico de todas las
sialidasas, con un altisimo contenido de hojas-f y un escaso contenido de a-hélices (Fig.
18).

Por otro lado, se demostr6 que Neu3 estd S-acilada (Fig. 16). Sin embargo se
necesitardn mas estudios para determinar cuél o cuales de las 21 cisteinas presentes en
Neu3 estan siendo modificadas, y mas importante aun, para determinar la implicancia
biol6gica de esta modificacion. Debido a que la S-acilacion es diferente a todas las otras
modificaciones lipidicas por su reversibilidad y regulacion dinamica, se especula que podria
ser importante para determinar la localizacion subcelular de la sialidasa y para regular su
trafico y su vida media. Si bien no existe una secuencia consenso para la S-acilacion, se
conoce que suele suceder en cisteinas que tienen caracteristicas en comun, ya que se
encuentran cercanas a un entorno hidrofébico o basico, adyacentes a otras modificaciones
lipidicas como miristoilacion o prenilacién, o cerca de dominios transmembrana. Esto
permitié la creacion de softwares que utilizan algoritmos de prediccién de potenciales sitios
de palmitoilacion, generando una importante herramienta para la investigacion in silico de
distintas proteinas candidatas. El andlisis de la secuencia de Neu3 en dichos programas
(Tabla V) revel6 la presencia de varias cisteinas candidatas, pero no fueron muy
reproducibles entre los distintos programas, por lo que con las herramientas actuales aun

queda por determinar qué cisteinas son las que se S-acilan.

Tabla V. Prediccién de sitios de S-acilacion en la secuencia de Neu3.

Programa * Prediccién

WAP-Palm C132, C139, C222, C227, C306, C401, C421
MDD-Palm C160, C306, C417, C427

CSS-Palm 4.0 Ninguna C candidata

GPS-Lipid €160, C328, C389

SwissPalm Ninguna C candidata

NBA-Palm C227,C421

En gris oscuro se encuentran resaltadas las cisteinas con mayor puntaje de cada programa.
* En Materiales y Métodos se indica el URL de cada programa.

Ademas de la S-acilacion estudiada en este trabajo de tesis, previamente habia sido
descripto que Neu3 se tirosina-fosforila en respuesta a insulina [95]. En linea con este Gltimo

resultado, al hacer un analisis filogenético de Neu3 en metazoa, se identificaron dos sitios
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fosforilables putativos, altamente conservados (S170 y S289) [113], aunque aun queda por
demostrar si dichos sitios se fosforilan realmente. Dado que estas modificaciones post-
traduccionales estan restringidas al lado citosélico de las membranas, estas observaciones
claramente sugieren que Neu3 contiene un dominio citosolico.

Recientemente se describi6 que Neu3 posee la habilidad de interaccionar con
proteinas especificas en la MP y en endosomas, y mediante espectrometria de masas se
pudo armar el interactoma de Neu3 [120]. Entre las proteinas que se identificaron se
encuentran flotilina-1, flotilina-2, la cadena pesada de clatrina (CHC), sortin nexin-9 (SNX9)
y Sec23A/Sec23B. Las flotilinas son proteinas asociadas a la hemicapa citosélica de la MP
de una manera similar a Cav-1 [121]. CHC y SNX9 se encuentran en la cara citosoélica de
vesiculas y estan involucrados en endocitosis y trafico intracelular [122], mientras que
Sec23A/Sec23B son componentes de la maquinaria de cubierta COPII, y ciclan entre una
poblacion citosdlica y una unida a la cara citosoélica de vesiculas [123]. Ademas, también se
reporté que Neu3 interacciona con moléculas como Cav-1 y Grb2 [94, 95]. Considerando
todos estos resultados, cdmo es posible que una proteina periférica asociada con la
hemicapa externa de la MP como habia sido reportado pueda interaccionar con todas estas
proteinas citosélicas o unidas a la hemicapa citosélica? Mas adn, existen evidencias de que
Neu3 interacciona con &cido fosfatidico, un fosfolipido que se encuentra mayoritariamente
en la hemicapa citosélica de las membranas [124]. Los hallazgos obtenidos en este trabajo,
que indican que Neu3 es una proteina transmembrana, permiten que estas interacciones
sean favorables topolégicamente.

Los experimentos de entrecruzamiento también mostraron que Neu3 es capaz de
interaccionar con otras proteinas (Fig. 17). Algo importante que se demostré en esta tesis
es que Neu3 puede formar dimeros y tetrdmeros unidos por puente disulfuro, tanto en la
MP como en endosomas (Fig. 17), siendo ésta la primera descripcion de la habilidad de
multimerizacion de Neu3. Este comportamiento habia sido descripto para las
neuraminidasas virales como la del virus influenza [125], pero nunca para sialidasas de
mamiferos.

Teniendo en cuenta todos los resultados de este primer capitulo, es posible plantear
un modelo en el que el B-propeller de Neu3 esta inserto en la bicapa lipidica de una manera
similar a la insercion de los barriles-p de proteinas mitocondriales y de cloroplastos. En esta
configuracion, la regién de Neu3 que contiene el sitio catalitico quedaria expuesta al

espacio extracelular, permitiendo la interaccibn con los gangliésidos insertos en la
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hemicapa externa de la MP, o con &cido sialico asociado a glicoproteinas. Esto también
seria consistente con el hecho de que Neu3 posee actividad trans y puede remover acido
sidlico de gangliésidos presentes en células vecinas [69]. Por el contrario, el lado opuesto
al sitio catalitico del B-propeller estaria orientado hacia el citosol y contendria las cisteinas
S-aciladas y el extremo C-terminal de la proteina.

Sin embargo, esta configuracion topoldgica de Neu3 no parece ser compatible con
varios aspectos. En primer lugar seria la primer proteina que presenta esta topologia, ya
que la mayoria de las proteinas que se conocen que tienen estructura de 3-propeller son o
bien solubles o estan embebidas en la membrana mediante segmentos a-hélice tanto en el
extremo C- como en el N- terminal, de manera que todo el superbarril-B queda orientado
hacia un solo lado de la membrana. Por ejemplo, las neuraminidasas del virus influenza son
glicoproteinas integrales de membrana, ensambladas como un tetrAmero de monémeros
idénticos. Una region a-hélice hidrofobica cercana al extremo N-terminal sirve para anclar
la neuraminidasa a la membrana viral [126]. Una regién hidrofébica similar no estaria
presente en la secuencia de Neu3, ni en ninguna de las sialidasas de mamifero asociadas
a membranas.

Por otro lado, la insercion completa del B-propeller que se propone para Neu3,
dejaria expuestos muchos aminoacidos cargados en el interior de la bicapa lipidica, lo cual
seria energéticamente desfavorable. Esta inconsistencia podria compensarse gracias a la
formacion de multimeros y/o a la asociacion de la sialidasa con otras proteinas que
enmascaren los aminoacidos cargados que estén expuestos a los lipidos. Las regiones mas
hidrofilicas de Neu3 se distribuyen mayoritariamente arriba y debajo de la molécula (Fig.
19¢), lo que podria justificar la hipotesis planteada.

Es muy importante mencionar que muchos de los resultados de este trabajo son
compatibles con aquellos obtenidos por Miyagi y colaboradores [67] cuando clonaron por
primera vez a Neu3 de origen bovino. En ese trabajo hicieron una caracterizacion muy
superficial de la topologia de Neu3 y propusieron que la misma era una proteina integral de
membrana tipo |, con un Unico paso transmembrana y con su extremo C-terminal expuesto
al citosol. Llegaron a esa conclusion realizando experimentos de accesibilidad de
anticuerpos en células no permeabilizadas. Por otro lado, la prediccion del segmento
transmembrana putativo fue hecha con el programa TMPred, el mismo que arrojé
resultados erréneos para las proteinas utilizadas como control en este trabajo (ver Tabla

IV). El modelo tipo | fue descartado rapidamente ya que la secuencia de Neu3 no contiene
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segmentos transmembrana convencionales, y porque la topologia propuesta no permitiria
la formacion del B-propeller. Es por ello que en la busqueda de modelos alternativos se
propuso que Neu3 es una proteina periférica asociada con la hemicapa externa de la MP
[100]. Esta conclusion fue basada en el hecho que Neu3 se biotinila con un agente
impermeable a membranas, y puede ser extraida de las mismas con carbonato de sodio a
pH 11.5. El primer resultado es similar al obtenido en esta tesis, mientras que el segundo
no lo es. Actualmente desconocemos el motivo de tal discrepancia, pero cabe mencionar
que en dicho trabajo utilizan Neu3 de ratén.

Sorprendentemente, un estudio publicado hace pocos meses, demostré que la
sialidasa lisosomal Neul también se comporta como una proteina transmembrana con sus
extremos N- y C- terminal orientados hacia el citosol y con capacidad de dimerizar [33].
Estos autores hicieron experimentos similares a los realizados en este trabajo de tesis, y
tampoco pueden explicar exactamente como un B-propeller puede atravesar la bicapa
lipidica. Lo que proponen es que dicha estructura tiene cierta plasticidad para deformarse
y que podria formar dos regiones a-hélices que actuarian como transmembrana. Sin
embargo, los autores comprenden que esta organizacién daria como resultado que los
residuos cataliticos estén separados por la bicapa lipidica. Ademas, un estudio previo habia
propuesto que Neul contiene un dominio C-terminal YXX¢ (donde ¢ es un aminoacido
voluminoso e hidrofébico), similar a aquellos encontrados en otras proteinas lisosomales
integrales de membrana como LAMP1 [58], ademas de demostrar que Neul se encuentra
fosforilada.

Otro aspecto que queda aun por resolver es cudl es el mecanismo que regula el
plegamiento y la insercién de Neu3 en las membranas y como se transporta hasta la MP.
La mayoria de las sialidasas bacterianas son proteinas de secrecién que tienen un péptido
sefial para su ingreso a la via secretora [127]. En la secuencia de Neu3 humana, sin
embargo, ningun péptido sefial fue predicho utilizando SignalP 4.1 [128]. Ademas,
observamos que la presencia de tunicamicina, un inhibidor de la N-glicosilacién, no cambi6
la movilidad electroforética de Neu3 (resultados no mostrados), indicando una escasa
probabilidad de que Neu3 tenga N-glicanos en su estructura. Estos resultados podrian
sugerir que Neu3 no ingresa a la via secretora clasica y que llega a la MP por un mecanismo

no convencional.
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CONCLUSION

En conclusidn, este estudio provee muchas evidencias experimentales que prueban
gue Neu3 posee las caracteristicas de una proteina transmembrana, aunque aln queda
por determinar exactamente como una proteina con una estructura de B-propeller puede
atravesar la totalidad de una membrana en ausencia de segmentos transmembrana
convencionales. Ademas, esta parte del trabajo plantea cuestiones importantes sobre
nuestro actual conocimiento de las proteinas de membrana, ya que en principio, Neu3
presentaria una topologia nunca antes descripta para ninguna proteina.

Para poder aclarar este panorama, en el futuro se necesitara utilizar otras técnicas
como la cristalografia, microscopia electrénica y microscopia de super-resolucién. Por
ultimo, conocer exactamente la topologia de Neu3 es critico para comprender a nivel

molecular su participacion en numerosos procesos bioldgicos.

Los resultados que integran el Capitulo | de esta tesis forman parte de la publicacién:
Human sialidase Neu3is S-acylated and behaves like an integral membrane protein.
Rodriguez-Walker M. and Daniotti JL.

Scientific Reports (2017) | 7: 4167 | doi:10.1038/s41598-017-04488-w
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MATERIALES Y METODOS

Plasmidos. La construccion Neu3-Myc se obtuvo clonando entre los sitios de
restriccion EcoRI y Notl del vector de expresion constitutivo pClneo (Promega, Madison,
WI, USA), la secuencia codificante de Neu3 humana fusionada en su extremo C-terminal a
un epitope c-Myc, obtenido mediante el servicio de sintesis de GenScript (Piscataway, NJ,
USA). La construccion Neu3-HA se obtuvo usando como templado Neu3-Myc, amplificando
mediante PCR con primers especificos para introducir el epitope HA y subclonando
nuevamente en el vector pClneo.

Alguno de los plasmidos utilizados como controles se describieron con anterioridad
en otros trabajos: B4GalNAcT-I-YFP [23], ¢*K-Ras-YFP [103], GPI-YFP [106], ST3Gal-II-
HA [129], M3GAP43-YFP [130], Rab5-GFP [130] y Rablla-GFP [130]. LAMP1-GFP fue
recibido de J.A. Martina (NIH, Bethesda, MD, USA) e |ip33-YFP fue recibido de H.J.F.
Maccioni (CIQUIBIC-UNC-CONICET, Cérdoba, Argentina).

Cultivos celulares. Células CHO-K1 (ATCC, Manassas, VA, USA) se cultivaron a
37°C en una atmésfera conteniendo 5% CO,, en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino y antibiéticos (100 pg/ml de
penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina). En determinados experimentos se utilizaron dos
lineas celulares adicionales, derivadas de CHO-K1: un clon que expresa establemente la
enzima ST8Sia-1 y otro clon que expresa establemente las enzimas B4GalNAcT-l y B3GalT-
IV. Como consecuencia de expresar diferentes glicosiltransferasas, pueden sintetizar
diferentes gangliésidos (GD3 el primer clon, y GM1 y GD1a el segundo). Ambos clones ya
se habian obtenido en el laboratorio y han sido ampliamente utilizados con anterioridad
[101, 102, 106].

Transfecciones. Las transfecciones para la expresion transiente de las proteinas se
realizaron con polietilenimina (PEI) (Polysciences, Inc., Warrington, PA, USA) en DMEM
libre de suero y libre de antibiéticos, con 0.5-1 ug/ placa de 35 mm del plasmido que
corresponda, segun las instrucciones del fabricante. Las células se analizaron luego de 24

h de transfeccion.
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Anticuerpos. Los anticuerpos primarios utilizados se detallan a continuacion:
anticuerpo monoclonal anti-Neu3 humana producido en raton (MBL International
Corporation, Woburn, MA, USA), anticuerpo monoclonal anti-c-Myc producido en ratén
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), anticuerpo policlonal anti-c-Myc producido en conejo
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), anticuerpo monoclonal anti-HA producido en ratén
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), anticuerpo policlonal anti-HA producido en conejo
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), anticuerpo policlonal anti-Cav-1 producido en conejo
(Abcam, Cambridge, UK), anticuerpo monoclonal anti-a-Tub producido en raton (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA), anticuerpo monoclonal anti-GFP producido en raton (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland), anticuerpo monoclonal anti-TfR producido en raton
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), anticuerpo monoclonal anti-GD3 producido en ratén (clon
R24; AT.C.C., Manassas, VA, USA) y anticuerpo monoclonal anti-GD1a producido en ratén
(suministrado por P.H. Lopez, INIMEC-CONICET, Cérdoba, Argentina). Los anticuerpos
secundarios utilizados se detallan a continuacién: anticuerpo policlonal anti-lgG de ratén
acoplado a Alexa Fluor“®® producido en cabra (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), anticuerpo
policlonal anti-lgG de ratéon acoplado a Alexa Fluor®*® producido en cabra (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), anticuerpo policlonal anti-lgG de conejo acoplado a Alexa Fluor4®
producido en cabra (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), anticuerpo policlonal anti-lgG de
conejo acoplado a Alexa Fluor®*® producido en cabra (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
anticuerpo policlonal anti-lgG de raton acoplado a IRDye 800CW producido en cabra (LI-
COR Biosciences, Lincoln, NE, USA), anticuerpo policlonal anti-lgG de ratén acoplado a
IRDye 680RD producido en cabra (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA), anticuerpo
policlonal anti-lgG de conejo acoplado a IRDye 800CW producido en cabra (LI-COR
Biosciences, Lincoln, NE, USA) y anticuerpo policlonal anti-lgG de conejo acoplado a IRDye
680RD producido en cabra (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA).

Electroforesis en geles de poliacrilamida y Western blot. Las proteinas se resolvieron
por SDS-PAGE en presencia o ausencia de 5% (v/v) B-mercaptoetanol y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Las bandas de proteinas
transferidas se visualizaron por tincién con 0.2 % (p/v) Ponceau S en 1% (v/v) acido acético.
Posteriormente, las membranas se bloquearon durante 1 h a temperatura ambiente con 5%
(p/v) de leche en polvo descremada en buffer TBS (200 mM NaCl y 50 mM Tris-HCI pH 7.5).

Luego se incubaron 16 h a 4°C con el anticuerpo primario diluido en TBS conteniendo 0.05%
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Tween 20 (TTBS), se lavaron tres veces con TTBS y se incubaron 2 h a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario diluido en TTBS. Las bandas de proteinas se
revelaron con un sistema de deteccion de fluorescencia de alta resolucién en el infrarojo
cercano (Odyssey Infrared Imaging System, LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA). El
peso molecular de las proteinas de interés se calculé basandose en marcadores de peso

molecular conocido corridos en simultdneo en cada gel.

Inmunofluorescencia y microscopia confocal. Las células crecidas en cubreobjetos
se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con 1% (p/v) de paraformaldehido en PBS
durante 10 min a temperatura ambiente. Luego de tres lavados con PBS, las células se
permeabilizaron con 0.1% (p/v) de saponina en PBS conteniendo 1% (p/v) de BSA (PBS-
BSA) durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente las células se lavaron tres
veces con PBS y se incubaron 16 h a 4°C con el anticuerpo primario diluido en PBS-BSA.
En este periodo de incubacién, el ndcleo de las células se tifié con una dilucion 1/10.000 de
Hoechst 33258 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Luego de tres lavados con PBS, las
células se incubaron durante 2 h a 37°C con el anticuerpo secundario diluido en PBS-BSA.
Para la inmunofluorescencia de células no permeabilizadas se siguié el mismo protocolo,
pero sustituyendo la saponina por PBS-BSA. Después de dos lavados con PBS y un lavado
final con agua milli-Q, los cubreobjetos se montaron en portaobjetos con FluorSave
(Calbiochem/EMD Biosciences, San Diego, CA, USA). Para la marcacion de los
gangliésidos GD3, GD1a y GM1 presentes en membrana plasmatica, las células vivas se
incubaron con anticuerpo anti-GD3, anticuerpo anti-GD1a o CTxB acoplada a Alexa Fluor®®
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA), respectivamente, a 4°C durante 1 h antes de ser
fijadas y permeabilizadas para la inmunodeteccion de Neu3. Las imagenes confocales se
adquirieron con los microscopios confocales Olympus FluoView (Tokyo, Japan) FV1000 y
FV1200, utilizando un objetivo 60x de inmersion en aceite. Se tomaron secciones de 0,8
um paralelas al cubreobjetos (secciones xy). Las imagenes se adquirieron con un tamafio
de 1024x1024 pixeles y se procesaron con el software FV10-ASW del microscopio y con el

software ImageJ. Las imagenes finales se compilaron con Adobe Photoshop CC.

Andlisis cuantitativo de imagenes confocales. La cuantificacion de las imagenes de
microscopia se realiz6 con el software ImageJ. Los pixeles con fluorescencia significativa

se seleccionaron aplicando un umbral para discriminarlos de aquellos correspondientes al
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ruido, y se generaron mascaras binarias (con valores de 1 en la sefial y O en los pixeles del
ruido). Dichas mascaras se multiplicaron por las imagenes crudas correspondientes,
utilizando la herramienta de célculo de imagenes. Distintos ROIs (regions of interest) se
generaron en las imagenes resultantes, segun el area a cuantificar. La cantidad de GD3,
GDla y GM1 en las células (unidades arbitrarias por &rea celular), se determiné
cuantificando la fluorescencia total de la sefial del anticuerpo anti-GD3, anticuerpo anti-
GD1a y de CTxp, respectivamente. No menos de 15 células se analizaron para cada

condicion.

Ensayos de actividad sialidasa. La actividad enzimatica de sialidasas totales en
homogenatos celulares se determin6 usando como sustrato el acido 4-metilumbeliferil-a-D-
N-acetilneuraminico (4MU-Neu5Ac) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Las reacciones se
realizaron por triplicado en un volumen final de 200 pl, con 30 ug de proteinas, 0.2 mM
4MU-Neub5Ac y 0.5 mM BSA en buffer citrato a pH 3.5. Las mezclas de reaccién se
incubaron durante 1 h a 37°C y se frenaron con la adicion de 0.25 M glicina a pH 10. La
fluorescencia emitida por la 4MU hidrolizada se detecté en un espectrofluorémetro
FluoroMax-P (Horiba Jobin Yvon, Edison, NJ, USA), a una longitud de onda de excitacion

y emision de 365 y 445 nm, respectivamente.

Fraccionamiento subcelular. Las células crecidas en placas de Petri se lavaron dos
veces con PBS y se cosecharon por scraping en buffer T (5 mM Tris-HCI pH 7.0)
suplementado con un coctel inhibidor de proteasas (PIC) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA). Los extractos asi obtenidos se centrifugaron a 10.000 g durante 5 min para
posteriormente resuspender las células en buffer T-PIC y dispersarlas con vortex cada 10
min. Luego de 30 min, los extractos se lisaron mecanicamente pasandolos 60 veces por
agujay jeringa de tuberculina, y se continuaron los vortex cada 10 min durante 30 min mas.
La fraccion nuclear y las células enteras se removieron por centrifugacion a 500 g durante
5 minutos a 4°C. Los homogenatos totales asi obtenidos se ultracentrifugaron a 400.000 g
durante 1 h a 4°C utilizando un rotor TLA 120.1 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Las
fracciones sobrenadante (S) y precipitado (P) se separaron, y P se resuspendié en buffer
T-PIC. Las proteinas de cada fraccidn se precipitaron con cloroformo:metanol (1:4 v/v) y se

analizaron por Western blot, o bien se usaron para experimentos posteriores.
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Extraccion de proteinas de membrana. La fraccibn P obtenida luego del
fraccionamiento subcelular se repartié en alicuotas iguales. La extraccion de proteinas
periféricas de membrana se llevo a cabo exponiendo la fraccion P a 0.1 M Na.COs (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA) a pH 11.5 durante 40 min a 4°C, mientras que la deacilacion
de proteinas de membrana se logré incubando la fracciéon P con 1 M de hidroxilamina
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) a pH 7.4 durante 1 h a temperatura ambiente. Como
control, las fracciones P se incubaron en presencia de buffer T-PIC sélo. Finalmente, las
proteinas extraidas se separaron de las que siguieron asociadas a P mediante
ultracentrifugacion a 400.000 g durante 1 h a 4°C. Las fracciones resultantes se precipitaron
con cloroformo:metanol (1:4 v/v) y se analizaron por Western blot.

Tratamiento con Proteinasa K. Células intactas crecidas en placas de Petri se
incubaron durante 30 min a 37°C con 100 pug/ml Proteinasa K (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) en PBS. Posteriormente, se lavaron dos veces con PBS, se cosecharon por scraping
y se incubaron con buffer de lisis (20 mM Tris-HCI pH 7.0, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100,
150 mM NacCl, 10 mM glicina, suplementado con PIC) durante 1 h a 4°C. La fraccién nuclear
y las células enteras se removieron por centrifugacién a 500 g durante 5 minutos a 4°C. Los
homogenatos asi obtenidos se precipitaron con cloroformo:metanol (1:4 v/v) y se analizaron

por Western blot.

Biotinilacion de superficie. Células intactas crecidas en placas de Petri se incubaron
durante 1 h a 4°C con 0.5 pg/pl del reactivo impermeable a membranas EZ-Link Sulfo-NHS-
SS-biotina (Pierce Biotechnology, Waltham, MA, USA) en PBS. Luego de tres lavados con
PBS, la biotina libre se quenche6 por la adicién de 50 mM glicina durante 15 min a 4°C.
Posteriormente, las células se cosecharon por scraping y se incubaron con buffer de lisis
durante 1 h a 4°C. La fraccidon nuclear y las células enteras se removieron por
centrifugacion a 500 g durante 5 minutos a 4°C. Las proteinas biotiniladas (B) se separaron
de las no biotiniladas (NB) mediante pull-down con estreptavidina-agarosa (Pierce
Biotechnology, Waltham, MA, USA), segun las instrucciones del fabricante. Las fracciones
B y NB se ajustaron al mismo volumen final, se precipitaron con cloroformo:metanol (1:4

v/v) y se analizaron por Western blot.
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Particién en Triton X-114. A las fracciones S y P obtenidas luego del fraccionamiento
subcelular se les agregd 100 pl de 5% (v/v) Triton X-114 en buffer T-PIC. Las muestras se
incubaron durante 1 h a 4°C y luego se indujo la separacion de fases a 37°C durante 3 min.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 13.000 g durante 1 min. La fase superior
acuosa (A) y la inferior rica en detergente (D) se separaron y se sometieron a una nueva
ronda de particion. Las fracciones resultantes se ajustaron al mismo volumen final y
contenido de detergente, se precipitaron con cloroformo:metanol (1:4 v/v) y se analizaron
por Western blot.

Ensayos de intercambio de acilo por biotina (ABE, Acyl-Biotin Exchange). El ensayo
de ABE se realiz6 siguiendo el protocolo descripto en [131], con algunas modificaciones.
Brevemente, las proteinas provenientes de homogenatos totales de células se precipitaron
con cloroformo:metanol (1:4 v/v) y se incubaron 16 h a 4°C con 3 mM de N-etilmaleimida
(NEM) (ICN Biomedicals Inc., Aurora, OH, USA). La NEM libre se removi6 realizando tres
precipitaciones secuenciales con cloroformo:metanol (1:4 v/v). Cada muestra se dividid en
dos fracciones: una de ellas se incubé con 1 M hidroxilamina (HAM) (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA) a pH 7.4 y 1 mM EZ-Link HPDP-Biotina (Pierce Biotechnology, Waltham,
MA, USA) por 1 h a temperatura ambiente para intercambiar los grupos S-acilo por biotina;
mientras que en la otra fraccién, se omitié el agregado de HAM. Luego, las proteinas se
precipitaron con cloroformo:metanol (1:4 v/v) para remover la biotina que no reaccioné, y
las muestras se incubaron con estreptavidina-agarosa (Pierce Biotechnology, Waltham,
MA, USA), durante 1 h a temperatura ambiente. Todas las incubaciones se realizaron en
un buffer conteniendo 50 mM Tris-HCI pH 7.0, 5 mM EDTA, 0.2% Triton X-100, 150 mM
NaCl y PIC. Por ultimo, las muestras se centrifugaron a 13.000 g durante 1 min, las
proteinas unidas a estreptavidina-agarosa se eluyeron con DTT y las mismas se analizaron
por Western blot. Una proteina Neu3 humana recombinante purificada de células HEK-293
y adquirida de la compafiila Origene (Rockville, MD, USA) también se sometié al

experimento de ABE.

Ensayos de entrecruzamiento. Células intactas crecidas en placas de Petri se
incubaron durante 45 min a temperatura ambiente con 0.5 mM del reactivo permeable a
membranas ditiobis(succinimidil propionato) (DSP) (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

en PBS. Las moléculas libres de DSP se quenchearon por la adicion de 50 mM glicina

71



CAPITULO I: MATERIALES Y METODOS

durante 15 min a 4°C. Posteriormente, las células se lavaron dos veces con PBS, se
cosecharon por scraping y se incubaron con buffer de lisis durante 1 h a 4°C. La fraccion
nuclear y las células enteras se removieron por centrifugacién a 500 g durante 5 min a 4°C.
Los homogenatos asi obtenidos se precipitaron con cloroformo:metanol (1:4 v/v) y se
analizaron por Western blot. La reversion del cross-linking se llevé a cabo agregando 5%

(v/v) B-mercaptoetanol a las muestras.

Predicciones con herramientas bioinforméaticas y modelado de Neu3. Para la
prediccion de segmentos transmembrana se utilizaron diferentes servidores disponibles
online: PHOBIUS (http://phobius.sbc.su.se/), TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/),  HMMTOP  (http://www.enzim.hu/hmmtop/),
PSORT (https://www.genscript.com/tools/psort), TOPCONS (http://topcons.cbr.su.se/),
PHILIUS (http://www.yeastrc.org/philius), OCTOPUS (http://octopus.cbr.su.se/index.php) y
TMPRED (http://www.ch.embnet.org). Para la prediccion de elementos de estructura
secundaria en la secuencia de Neu3 se utilizaron los siguientes servidores: PSIPRED
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), PORTER (http://distill.ucd.ie/porter/), YASPIN
(http://ibi.vu.nl/programs/yaspinwww/) y JPred (http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/).
Para la prediccion de cisteinas S-aciladas se utilizaron los siguientes servidores: WAP-Palm
(http://bioinfo.ncu.edu.cn/WAP-Palm.aspx), MDD-Palm
(http://csb.cse.yzu.edu.tw/MDDPalm/), CSS-Palm 4.0 (http://csspalm.biocuckoo.org), GPS-
Lipid (http://lipid.biocuckoo.org/webserver.php), SwissPalm (http://swisspalm.epfl.ch/) vy
NBA-Palm (http://nbapalm.biocuckoo.org/prediction.php). EI modelado de Neu3 se realiz6
con el servidor Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org) [132] en modo automético,
utilizando la estructura cristalina de Neu2 (PDB ID: 1SNT) como templado. El modelo se

visualiz6 y analiz6 con el programa RasMol (Version 2.7.5.2).

Andlisis estadistico. Los resultados de las cuantificaciones se presentan como la
media + SEM. En los experimentos donde se comparan dos medias experimentales, se
utilizé la prueba de t-Student para determinar si existen diferencias significativas entre ellas.
En los experimentos donde se comparan mas de dos medias experimentales, se utilizo el
andlisis de la varianza (ANOVA) con posterior prueba post-hoc de Tukey. En todos los

casos, los gréficos y su andlisis estadistico se realizaron con el programa GraphPad Prism.
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ANTECEDENTES

Es conocido que las moléculas son incorporadas al interior celular mediante
procesos dependientes o independientes de vesiculas recubiertas de clatrina [133, 134].
Existen evidencias que involucran a los esfingolipidos, y en particular a los GSLs, en la
modulacion de dichos eventos endociticos. En este sentido, se ha descripto que una
disminucion en el contenido total de esfingolipidos inhibe la endocitosis independiente de
clatrina; en tanto que la reduccién en el contenido de GSLs inhibe selectivamente la
endocitosis dependiente de caveolina en células epiteliales [135]. Por otro lado, se ha
reportado que la sintesis de novo de esfingolipidos es necesaria para que ocurra
endocitosis dependiente de clatrina en fibroblastos de ratén [136].

Durante la endocitosis, el material extracelular y parte de la MP de las células, se
internalizan en vesiculas que luego se fusionan con los endosomas. Existen varios
mecanismos para internalizar moléculas desde la superficie celular, siendo el mas conocido
y caracterizado aquel que implica la internalizacion de receptores y sus ligandos mediante
vesiculas recubiertas con clatrina. Este proceso, en el cual participan un gran nimero de
proteinas y lipidos claves, se denomina endocitosis mediada por clatrina (CME, Clathrin-
Mediated Endocytosis). Durante la CME, ocurre una serie de eventos muy organizados que
pueden resumirse de la siguiente manera: ensamblado de la cubierta de clatrina e
invaginacion de la MP, maduracion, fisibn, desensamblado de la cubierta y fusion de la
vesicula desnuda con endosomas (Fig. 20).

Las cubiertas proteicas se ensamblan en la MP a partir de componentes solubles en
el citosol. Cada subunidad de clatrina esta compuesta por tres cadenas pesadas (CHC,
Clathrin Heavy Chain) y tres cadenas livianas (CLC, Clathrin Light Chain), que juntas forman
una estructura de tres patas llamada triskelion. Los triskeliones multimerizan y se
ensamblan para formar un enrejado poligonal en la cara citosélica de la MP [137]. Aunque
clatrina puede auto-ensamblarse en solucion, su reclutamiento a membranas y montaje in
vivo es mediado por proteinas adaptadoras, las cuales son otro componente mayoritario de
las cubiertas [138].

El adaptador clasico de clatrina en MP es AP-2, un heterotetrametro compuesto por
dos subunidades grandes de ~100 kDa (a y B2), una subunidad media de ~50 kDa (u2) y
una subunidad pequefia de ~20 kDa (c2) [137]. Las subunidades a y 2 se unen a la MP,

a clatrina y a mdltiples proteinas accesorias. La subunidad p2 tiene los sitios de union a los
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cargos, que por lo general son receptores transmembrana que contienen alguna sefial de
internalizacién en su dominio citosélico, como el motivo basado en tirosina YXX¢ (donde ¢
es un aminoacido voluminoso e hidrofébico) o el motivo dileucina D/EXXXLL/I [138]. Por su
parte, la subunidad o2 estabiliza el heterotetramero y participa también en el
reconocimiento del cargo. En esencia, AP-2 “adapta” los dominios citosélicos de los cargos
con la cubierta de clatrina (Fig. 20).
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Figura 20. Esquema de la endocitosis mediada por clatrina de transferrina. Es un esquema simplificado
donde se omiten varias proteinas accesorias importantes. En el texto se explica cada uno de los pasos
indicados. Los primeros 5 pasos son comunes para todos los cargos que se internalizan por CME, aunque

pueden intervenir otros adaptadores, ademas de AP-2.

El primer paso en CME es la asociacion de AP-2 con la MP, mediada por
fosfatidilinositol-4,5- bis-fosfato (Ptdins(4,5)P. o cominmente llamado PIP2), el cual recluta
a la proteina adaptadora. La interaccion es entre PIP2 y regiones basicas presentes en las
subunidades a y p2 [139]. Dado que la distribucion de fosfoinositidos varia de una organela
a otra, y que PIP2 esta altamente enriquecido en MP, la interaccién entre AP-2 y este lipido
asegura que el ensamblado de la cubierta de clatrina ocurra en MP. En este sentido, clatrina
también participa en el transporte desde el complejo de Golgi a endosomas, pero en este
caso la proteina adaptadora es AP-1, la cual es reclutada a las membranas por Ptdins(4)P,

principal fosfoinositido de la red del trans-Golgi. Una vez que AP-2 es reclutado en MP,
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interacciona con los cargos a ser internalizados, y con los triskeliones de clatrina que
comienzan a ensamblarse. La cubierta provoca la formacion de estructuras invaginadas en
la MP, denominados pits (CCPs, Clathrin-Coated Pits), que posteriormente se liberan
como vesiculas recubiertas. El evento de fision de CCPs a vesiculas se lleva a cabo gracias
a la accion de la proteina dinamina, la cual se auto-ensambla en el cuello de las
invaginaciones y forma un collar que estrangula y permite la fision (Fig. 20). Una vez
liberada de la membrana, la vesicula rapidamente pierde su cubierta, ya que una proteina
con actividad fosfatasa hidroliza PIP2, lo cual hace que disminuya la afinidad de union entre
AP-2 y la membrana. Ademas, la chaperona Hsc70 actlia como una GTPasa que ayuda a
desensamblar la cubierta, junto con la proteina auxilina [137]. De esta manera, la vesicula
ahora sin revestimiento se fusiona con ET (Fig. 20).

Ademas de AP-2, hay muchos otros adaptadores que interaccionan directa o
indirectamente con clatrina en MP y seleccionan cargos especificos para su incorporacion
en vesiculas. Entre ellos se incluyen las proteinas ARH y Dab2 que unen dominios FXNPXY
presentes en algunos receptores, y a su vez se unen a AP-2 [138].

El receptor de transferrina (TfR), responsable del transporte al interior celular de
hierro, pertenece al grupo de receptores que transportan su ligando dentro de la célula via
CME. El sistema de captacion de hierro por parte de las células tiene dos componentes: la
transferrina (Tf), una proteina soluble que transporta hierro en la sangre, y el TfR, una
proteina transmembrana que se endocita y se recicla continuamente a la MP. La afinidad
de Tf por su receptor a pH neutro extracelular aumenta luego de que se unan dos atomos
de hierro (Fe®*') a la Tf. El complejo Tf(Fe®')-TfR se acumula en regiones de la MP
recubiertas de clatrina gracias a que AP-2 reconoce la sefial basada en tirosina 2°YTRF
presente en el dominio citosdlico del TfR. Luego de la fisibn de la vesicula y el
desensamblado de su cubierta, las vesiculas desnudas se fusionan con ET. En este
ambiente ligeramente acidico, la Tf libera los &tomos de hierro, los cuales son transportados
al citosol, mientras que el complejo apoTf-TfR es reciclado a la MP desde ET (t1> de 2 min)
o através de ER (t1> de 10-15 min). Al pH neutro extracelular, la apoTf se libera del receptor
para iniciar un nuevo ciclo [105]. Por lo tanto, Tf cicla entre el espacio extracelular y
compartimientos endosomales, evitando ingresar a la via lisosomal y aportando hierro al
interior de la célula, segun sea necesario (Fig. 20).

Si bien existen evidencias que involucran a los gangliésidos en la modulacién de

eventos endociticos, el rol de los mismos en estos procesos aln no se conoce en detalle.
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A su vez, como se menciond anteriormente, Neu3 estad estrechamente asociada con
muchas moléculas involucradas en el trafico intracelular, como Cav-1 [94], flotilina-1,
flotilina-2, subunidad 3 de coatdomero, Sec23A/Sec23B, clatrina y sortin nexin-9 [120]. Dado
que Neu3 modula el patron de expresion de dichos glicolipidos acidicos en la superficie
celular, en este trabajo de tesis se propuso investigar las consecuencias de la expresion de
la sialidasa en procesos endociticos, principalmente en CME. Para ello, se utiliz6 como
modelo la internalizacion de Tf en células CHO-K1 salvajes o que sobreexpresan Neu3
humana.
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RESULTADOS

Andlisis del efecto de la expresion de Neu3 sobre la endocitosis de

transferrina

A fin de investigar los efectos de la expresion de Neu3 en determinados procesos
endociticos, se comenzé estudiando la endocitosis de Tf, un marcador establecido de
endocitosis mediada por vesiculas recubiertas con clatrina. Para ello, células CHO-K1 (que
expresan unicamente el gangliésido GM3) transfectadas con un vector para la expresion
transiente de Neu3-Myc, se incubaron durante 45 min a 37°C en presencia de Tf acoplada
a Alexa Fluor®¥’. Posteriormente, las células se fijaron, permeabilizaron, se procesaron para
la inmunodeteccion de Neu3 y se analizaron mediante microscopia confocal. En
condiciones normales, a esa temperatura ocurre la endocitosis y la Tf se acumula
principalmente en ER. Las células transfectadas con Neu3-Myc mostraron una drastica
disminucion en la cantidad de Tf internalizada con respecto a las células salvajes (Fig. 21a)
correspondiendo aproximadamente a un 60% de inhibicion (Fig. 21b). La misma
disminucion se observd en células CHO-K1 modificadas genéticamente para expresar
diferentes tipos de gangliésidos y en células COS-7 (resultados no mostrados).

Dado que Neu3 convierte gangliésidos polisialilados en especies monosialiladas, y
convierte al monosialo gangliésido GM3 en LacCer, podria estar ocurriendo que los
gangliésidos sean necesarios para la internalizacioén de Tf, y la desialilacién de los mismos
causada por Neu3, esté impidiendo que dicho proceso se lleve a cabo con normalidad. Para
probar esa hipétesis, células CHO-K1 se incubaron con P4, un potente inhibidor de la
enzima UGCG (ver Fig. 2), y por lo tanto de la sintesis de GSLs, el cual es ampliamente
utilizado en nuestro laboratorio [43, 106]. La disminucion del contenido de GSLs no afect6
la endocitosis de Tf en células CHO-K1 (Fig. 21b), indicando que al menos la presencia de
GM3 no es necesaria para que ocurra endocitosis de Tf, como ya habia sido descripto con
anterioridad [135]. Por el contrario, la drastica reduccion en la internalizacién de Tf causada
por Neu3 se continud observando en células tratadas con P4 (Fig. 21b). Estos resultados
indican que incluso en ausencia de gangliésidos, la sobreexpresion de Neu3 produce una
marcada disminuciébn de la endocitosis de Tf, sugiriendo que la inhibicion de la

internalizacion no es atribuible a la actividad de la sialidasa sobre estos glicolipidos.
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Figura 21. Endocitosis de Tf a 37°C en células que sobreexpresan Neu3. (a) Células CHO-K1 transfectadas
para la expresion transiente de Neu3-Myc se incubaron durante 45 min a 37°C con Tf-Alexa®’. Luego las células
se fijaron, permeabilizaron y se sometieron a ensayos de inmunofluorescencia para la deteccion de Neu3
mediante microscopia confocal. Los recuadros muestran detalles con mayor magnificacion. (b) Cuantificacion
de la fluorescencia de Tf total en células salvajes y en aquellas que expresan Neu3-Myc, en ausencia (-) 0
presencia (+) del inhibidor de la sintesis de gangliosidos (P4). **, p < 0,01; ***, p < 0,001; n.s., no significativo.

En principio, los resultados obtenidos hasta aca pueden ser explicados por una
disminucion en la unién de Tf a su receptor en la superficie celular, por una alteracién en la
distribucién subcelular del TfR, por una disminuciéon en el proceso endocitico propiamente
dicho, o por un aumento en el reciclado de Tf, en células que sobreexpresan Neu3.

Como el primer paso de este proceso es la formacién del complejo Tf-TfR en la MP,
se analizé la posibilidad de que Neu3 pudiera estar interfiriendo de alguna manera con la
unién de Tf a su receptor. Para ello, células CHO-K1 transfectadas con la sialidasa, se
incubaron durante 30 min a 4°C con Tf-Alexa®’. A esa temperatura, se bloquea la
endocitosis y es posible analizar la union de Tf a su receptor en la MP. Se observé que la
union de Tf a 4°C es solo ligeramente menor en células que expresan Neu3-Myc (Fig. 22a),
sugiriendo que la enzima no esta interfiriendo en la unién del ligando a su receptor. Luego
se realizaron estudios endociticos de Tf a 16°C, condicion establecida para bloquear el
transporte a nivel de ET. Los resultados mostraron una marcada disminucién de Tf en ET

de células que expresan Neu3-Myc (Fig. 22b), sugiriendo que la sialidasa afecta eventos
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tempranos de la endocitosis. Por otra parte, la distribucion del TfR enddégeno en los
diferentes compartimientos subcelulares (MP, ET y ER) no se vio afectada por la expresion
de Neu3-Myc (Fig. 22c), sugiriendo que la disminucion en la cantidad de Tf endocitada
puede deberse a una alteracion cinética del proceso endocitico, mediada por Neu3.

Anti-Neu3 Superposicién

Tf(16°C)

Anti-Neu3 Anti-TfR Superposicién

Figura 22. Efecto de Neu3 en la incorporacion de Tf a diferentes temperaturas. (a) Células CHO-K1
transfectadas para la expresion de Neu3-Myc se incubaron durante 30 min a 4°C con Tf-Alexa®’. Luego las
células se fijaron, permeabilizaron y se sometieron a ensayos de inmunofluorescencia para la deteccién de
Neu3 mediante microscopia confocal. (b) Mismo procedimiento descripto en (a), pero incubando durante 30 min
a 16°C con Tf-Alexa®4’. (c) Células CHO-K1 transfectadas para la expresion de Neu3-Myc se fijaron,
permeabilizaron, y se sometieron a ensayos de doble inmunofluorescencia indirecta para la deteccién de Neu3

y de TfR mediante microscopia confocal.
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Cinética de incorporacién de transferrina

Posteriormente se decidi6 estudiar la relacion entre Neu3 y el proceso endocitico de
Tf en células vivas. Para ello, células CHO-K1 se transfectaron con el vector de expresion
pTracerNeu3, el cual expresa Neu3-Myc y GFP bajo promotores independientes,
permitiendo la deteccion de células que expresan Neu3-Myc como aquellas que expresan
la proteina fluorescente GFP (Fig. 23a). Estas células se incubaron durante 45 min a 37°C
en presencia de Tf-Alexa®’ y se analizaron in vivo mediante microscopia confocal. Las
células que sobreexpresan Neu3-Myc mostraron una drastica disminucién en la cantidad
de Tf internalizada con respecto a las células salvajes (Fig. 23b), al igual que se observé
en experimentos con células fijadas, correspondiendo aproximadamente a un 50% de
inhibicién (Fig. 23c).

GFP(Neu3) Anti-Neu3 Superposicién

GFP(Neu3) Superposicion Eg?:l;?ﬁs )
eu

Tf endocitada (%)

Salvaje GFP(Neu3)
Figura 23. Efecto de Neu3 en la endocitosis de Tf a 37°C en células vivas (Parte 1). (a) Células
transfectadas con pTracerNeu3 [GFP(Neu3)] se fijaron, permeabilizaron y se sometieron a ensayos de
inmunofluorescencia para la deteccion de Neu3 mediante microscopia confocal. (b) Células transfectadas con
pTracerNeu3 se incubaron durante 45 min a 37°C con Tf-Alexa®*’ y se visualizaron in vivo mediante microscopia
confocal. Los recuadros muestran detalles con mayor magnificacion. (c) Cuantificacion de la fluorescencia de

Tf endocitada obtenida en (b) en células salvajes y transfectadas. ***, p < 0,001.
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A continuacién se realizaron experimentos para monitorear la internalizacion de Tf
in vivo. A células transfectadas con pTracerNeu3 o con pTracer vacio, se les agrego Tf-
Alexa®’ a 37°C y se tomaron fotografias cada 30 seg durante 20 min. Posteriormente se
continué incubando las células con Tf y se tomaron fotografias a tiempo final (45 min).
Aproximadamente a los 10 min luego del agregado de Tf, y tanto en células no transfectadas
como en células transfectadas con el vector vacio, se comenz6 a observar una mayor
concentracion de la proteina fluorescente en una regién perinuclear correspondiente a ER.
En tanto que en las células transfectadas con pTracerNeu3, recién a los 45 min se pudo
empezar a apreciar un boton perinuclear de Tf, pero con una intensidad de fluorescencia
significativamente menor que la observada en células que no sobreexpresan Neu3 (Figura
24a). Por lo tanto, estos resultados sugieren que Neu3 afecta de alguna manera la cinética
de internalizacion de Tf, y por ende su acumulacién en ER. La cuantificacion de dicho

fendmeno se muestra en la Figura 24b.
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Figura 24. Efecto de Neu3 en la endocitosis de Tf a 37°C en células vivas (Parte 2). (a) Células vivas
transfectadas con pTracer [GFP(Mock)] o con pTracerNeu3 [GFP(Neu3)] se incubaron a 37°C con Tf-Alexa®’
y se tomaron fotografias a distintos tiempos para registrar la internalizacion de Tf. (b) Cuantificacion de la

fluorescencia de Tf total a distintos tiempos en células salvajes y transfectadas.
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Andlisis del efecto de la expresion de Neu3 sobre la maquinaria de endocitosis

mediada por clatrina

Para analizar si Neu3 interfiere en la correcta organizacion de los componentes de
la maquinaria de CME, se decidié analizar el efecto de la expresion de la sialidasa en la
localizacién subcelular y en el contenido de clatrina, AP-2 y PIP2.

En primer lugar se generaron clones de células CHO-K1 que expresan de manera
estable CLC fusionada a YFP o la subunidad 2 de AP-2 fusionada a GFP. Estos clones se
transfectaron para la expresién transiente de Neu3-Myc, antes de ser fijados,
permeabilizados e inmunomarcados con anti-Neu3. Las imégenes obtenidas mediante
microscopia confocal mostraron el patrén puntillado esperado para CLC y AP-2 2 en
células salvajes, que corresponden a CCPs y a vesiculas recubiertas de clatrina. AP-2 2
localiza principalmente en MP, mientras que CLC tiene una distribucién mas amplia, que
comprende MP, endosomas y complejo de Golgi (Fig. 25). Como se muestra en la Figura
25a, se observo que AP-2 ¢2 tiende a acumularse en células que sobreexpresan Neu3 con
una estructuracion que aun queda por identificar, mientras que no se observé esa
deslocalizacion cuando se analiz6 la distribucion de CLC (Fig. 25b). El nimero de particulas
(CCPs y vesiculas) conteniendo AP-2 ¢2 de tamafio normal en células que expresan Neu3-
Myc fue notoriamente menor comparado al nUmero presente en células salvajes (Fig. 25a).
Esto se puede atribuir a la redistribucion de AP-2 o2 en clisteres de mayor tamafio,
mientras que el nimero de particulas conteniendo clatrina no se vio modificado por la
sobreexpresion de Neu3 (Fig. 25b). En linea con los resultados anteriores, la disminucién
en la endocitosis de Tf también se observo en los clones que expresan AP-2 ¢2 o CLC
transfectados para la expresion transiente de Neu3-Myc (resultados no mostrados).

Debido a que AP-2 se une a PIP2, se analiz6 si Neu3 puede de alguna manera
regular los niveles de dicho fosfoinositido en la MP. Para ello, células CHO-K1 se co-
transfectaron con pTracerNeu3 y con un plasmido que codifica para el dominio PH de la
fosfolipasa C &1 (PH-PLC&1) fusionado a la proteina fluorescente roja. Esta construccion
es una sonda que reconoce PIP2 [140]. Como se observa en la Figura 25c, la expresion de
la sialidasa no modificé la distribucién subcelular ni la cantidad de sonda unida a PIP2,

descartando la hipétesis planteada.
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Figura 25. Distribucidon subcelular de componentes de la maquinaria de endocitosis mediada por
clatrina. Efecto de la expresién de Neu3. (a) Células CHO-K1 que expresan establemente la subunidad c2
de AP-2 fusionada a GFP se transfectaron para la expresion transiente de Neu3-Myc. Posteriormente se
procesaron para la inmunodeteccion de Neu3 y se analizaron mediante microscopia confocal. A la derecha de
las fotografias se muestra la cuantificacion del nimero de particulas conteniendo AP-2 2 por area celular en
células salvajes y transfectadas. (b) Mismo procedimiento descripto en (a) pero en células que expresan
establemente la cadena liviana de clatrina (CLC). (c) Células CHO-K1 se co-transfectaron con pTracerNeu3 y
con la sonda fluorescente para deteccion de PIP2, PH-PLCd1. Posteriormente se analizaron in vivo mediante
microscopia confocal. A la derecha de las fotografias se muestra la cuantificacién de la fluorescencia de la

sonda (como una medida indirecta del contenido de PIP2) en células salvajes y transfectadas.

Estos resultados sugieren que el efecto de Neu3 en la endocitosis de Tf ocurriria
probablemente afectando la organizacion estructural de las proteinas de la cubierta de
clatrina y estaria asociado a una distribucion aberrante de AP-2 o..

Posteriormente, se investigo si la expresion de Neu3 afectaba la internalizacion de
otras moléculas. En este sentido, al igual que lo observado para Tf, la expresion de Neu3-
Myc resulté en una dréstica disminucion en la internalizacion de a;-macroglobulina (azM),
correspondiendo aproximadamente a un 50% de disminucién (Fig. 26). a.M es una proteina

plasmatica que actia como inhibidor de proteasas. Al unirse a la proteasa blanco, a;M se
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activa y se une al receptor LRP (LDL Receptor-related Protein) en MP. ElI complejo
proteasa-a:M-LRP es internalizado por vesiculas recubiertas de clatrina y de esta manera
a;M es finalmente degradada en lisosomas, junto con las proteasas a las que se une,
eliminandolas de la circulacion [141, 142]. Una disminucién similar del 50% se observo al
analizar la internalizaciéon de la lipoproteina de baja densidad (LDL, Low-Density
Lipoprotein), la cual luego de unirse a su receptor LDLR se endocita via CME (resultados
no mostrados).

150.

Anti-Neu3 ¥ ... | superp@sicion

.

i M Salvajes
ENeu3-Myc

a,M endocitada (%)

L 2" N . s
Salvaje Neu3-Myc

FIGURA 26. Endocitosis de a:M en células que sobreexpresan Neu3. Células CHO-K1 transfectadas para
la expresion transiente de Neu3-Myc se incubaron durante 45 min a 37°C con a2M-Alexa®®*. Luego las células
se fijaron, permeabilizaron, se procesaron para la inmunodeteccion de Neu3 y se analizaron mediante
microscopia confocal. Los recuadros muestran detalles con mayor magnificacion. A la derecha se muestra la

cuantificacion de la fluorescencia total de azM en células salvajes y transfectadas.

Andlisis del efecto de la expresion de Neu3 sobre la endocitosis independiente
de clatrina

Si bien CME constituye la principal ruta y la mas caracterizada para la internalizacion
de receptores en células eucariotas, se han reportado varias vias de endocitosis
independiente de clatrina (CIE, Clathrin-Independent Endocytosis). Dentro de estas Ultimas,
uno de los mecanismos mas estudiados, es aquel que involucra la formacion de caveolas,
pequefias invaginaciones en la MP, enriquecidas en esfingolipidos, colesterol y en la
proteina Cav-1. Se ha demostrado que esta via endocitica estd implicada en la
internalizacién de ciertos virus, bacterias y toxinas como la toxina colérica [134].

Teniendo en cuenta que Neu3 interacciona con Cav-1 [94], y que se ha descripto
gue los GSLs son necesarios para que ocurra endocitosis mediada por caveolas [135], se
analizé si la expresion de la sialidasa produce algtin cambio en la distribucion intracelular o

en el grado de organizacion de Cav-1. Como se muestra en la Figura 27a, la expresion de
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Neu3-Myc no madificé ninguno de estos aspectos. En linea con este resultado, se observo
que la endocitosis de CTx, ocurre con normalidad en células CHO-K1 que expresan GM1
y Neu3-Myc (Fig. 27b), ya que se observa la acumulacion de la toxina en un compartimiento
perinuclear correspondiente a ER, tanto en células transfectadas como salvajes.
Desafortunadamente, no existen otros marcadores establecidos de endocitosis mediada
por caveolas en células CHO-K1. Por ejemplo, a pesar de que la albumina se internaliza
por esta via en varios tipos celulares, no lo hace en células CHO-K1 [135], por lo que este
aspecto deberd ser investigado en més detalle en el futuro. En conjunto, estos resultados
sugieren que, en principio, Neu3 no participaria en eventos de CIE dependientes de

caveolina.
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Figura 27. Distribucién subcelular de Cav-1 y endocitosis de CTxB en células que sobreexpresan Neu3.
(a) Células CHO-K1 se transfectaron para la expresion transiente de Neu3-Myc. Posteriormente se procesaron
para la inmunodeteccion de Neu3 y de Cav-1 enddgena, y se analizaron mediante microscopia confocal. A la
derecha de las fotografias, se muestra la cuantificacion del nimero de particulas conteniendo Cav-1 por area
celular en células salvajes y transfectadas. (b) Células CHO-K1GMVGD1a+ transfectadas para la expresion de
Neu3-Myc se incubaron durante 45 min a 37°C con CTxB-Alexa®®. Luego las células se fijaron, permeabilizaron,
se procesaron para la inmunodeteccién de Neu3 y se analizaron mediante microscopia confocal. Los recuadros
muestran detalles con mayor magnificacion. A la derecha de las fotografias se muestra la cuantificacion de la

fluorescencia de CTxf endocitada en células salvajes y transfectadas.

86



CAPITULO II: DISCUSION

DISCUSION

En el Capitulo Il del presente trabajo de tesis, se presenta una serie de evidencias
que permiten establecer que Neu3 regula de alguna manera la endocitosis mediada por
clatrina. Encontramos que la expresion ectépica de Neu3 en células CHO-K1 afecta
drasticamente la cinética de endocitosis de Tf, impidiendo su acumulacién en ER (Figs. 21
a 24). Esta reduccion de la internalizacion de Tf se continué observando en células con
reducida o nula expresién de gangliésidos, indicando que la participacién de Neu3 en este
fendmeno es independiente de su actividad catalitica sobre los mismos (Fig. 21b). La
expresion de Neu3 también redujo la endocitosis de a-M y de LDL, ambas moléculas
internalizadas via CME, mientras que no afectd la endocitosis de CTxB, la cual puede
ingresar a la célula tanto por CME como por CIE (Fig. 27b) [143, 144]. En este sentido, una
de las rutas principales por las que ingresa la toxina colérica es via caveolas, y dado que
no se encontrd alteracion alguna en la distribucion subcelular ni en el contenido de Cav-1
en las células que expresan Neu3-Myc (Fig. 27a), esto podria explicar por qué la endocitosis
de la toxina no se ve afectada.

La formacion de vesiculas recubiertas con clatrina es un proceso complejo que
involucra una serie de pasos altamente regulados. Las moléculas a ser endocitadas se unen
a su receptor en la MP, el cual contiene secuencias especificas de reconocimiento en su
dominio citosélico mediante las cuales interaccionan con proteinas adaptadoras como AP-
2. Tanto clatrina como AP-2 son los principales componentes de las vesiculas que se
originan en la MP, y un desbalance en sus funciones conlleva a la alteracién del proceso
endocitico normal. En este contexto, estudios previos demostraron claramente que AP-2 es
requerido para la internalizacion eficiente de Tf, y que la deplecién de AP-2 por siRNA,
inhibe completamente la endocitosis de Tf [145]. Los resultados obtenidos en este capitulo
mostraron que la expresion de Neu3 resulta en una redistribucién subcelular de AP-2 en
comparacion con la distribucién puntillada normal que se observa en células salvajes (Fig.
25a). Ademas, se ha reportado que la ausencia de una Unica subunidad de AP-2 conlleva
a la degradacion de las otras subunidades [145], por lo que se podria asumir que la
agregacion de la subunidad o2 observada en este trabajo podria tener una repercusion en
la estabilidad y localizacion de las otras tres subunidades, volviendo el complejo
heterotetramérico poco funcional. Por el contrario, el reclutamiento de la cadena liviana de

clatrina a las vesiculas no parecio estar afectado por la sobreexpresion de Neu3 (Fig. 25b),
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ya que no se observaron cambios en su distribucién subcelular ni en la cantidad de
particulas recubiertas por célula. Este resultado podria estar indicando que en células que
sobreexpresan Neu3, otras proteinas adaptadoras diferentes a AP-2 pueden mantener el
reclutamiento de clatrina a las vesiculas, pero que cada vesicula que se forma tiene menos
moléculas de AP-2 funcional, por lo tanto la internalizacion de los receptores (por ejemplo
el TfR) se ve dificultada. Algo que resultaria de utilidad y pendiente de realizar seria la
visualizacién de la distribucion endoégena de las dos subunidades de clatrina y de las cuatro
subunidades de AP-2 utilizando anticuerpos especificos, para confirmar estos resultados.

Por otra parte, los fosfoinositidos juegan un rol importante en el trafico de
membranas, y en particular PIP2 permite la union de AP-2 a MP para iniciar la formacion
de las vesiculas recubiertas. Ademas, un estudio anterior demostrd que la sobreexpresiéon
de una epsina mutante con baja afinidad por PIP2 causa que AP-2 se agregue en el citosol
[146]. Sin embargo, la expresién de Neu3 no modificé ni la localizacién subcelular ni el
contenido de PIP2 (Fig. 25c), indicando que la agregacion de AP-2 ocurre por un
mecanismo que es independiente de dicho fosfoinositido.

En la Figura 28 se resumen de manera gréfica los resultados obtenidos en este

capitulo.

¢ Proteinas accesorias?

Endosomas Endosomas

= Neu3 endoégena
= Neu3 sobreexpresada
@ CME cargo

@ CIE cargo

Figura 28. Representacion esquematica del efecto de Neu3 sobre procesos endociticos. La
sobreexpresion de Neu3 inhibe la endocitosis mediada por clatrina (CME), al influir en la organizacion subcelular
de la proteina adaptadora de clatrina AP-2. Por su parte, la endocitosis independiente de clatrina (CIE), en
principio, no estaria afectada.
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En linea con los resultados obtenidos en este trabajo, recientemente se ha publicado
gue Neu3 interacciona con la cadena pesada de clatrina y con SNX9 [120]. SNX9 es una
proteina que remodela la membrana durante el proceso de CME y estimula la actividad
GTPasa de dinamina para facilitar la fision de la vesicula de la MP [122]. Esta observacion
indica que la sialidasa realmente interacciona con moléculas que participan en CME.

Por otro lado, la secuencia de Neu3 contiene una secuencia basada en tirosina
(*°*YSDL) que podria ser reconocida por AP-2. Sin embargo, Y403 es la tirosina conservada
que actuaria como nucledfilo en el sitio activo expuesto al espacio extracelular, por lo que
es poco probable que interaccione con AP-2 en el lado citosélico de la membrana. Como
se menciond anteriormente, Neul si contiene la sefial de reconocimiento de proteinas
adaptadoras (*2YGTL) y la mutacién de Y412 causa la acumulacién de Neul en MP [58].
Los autores concluyen que la tirosina en cuestion es la responsable de interaccionar con
los adaptadores de clatrina y que la mutacién de la misma, impide la correcta endocitosis

de la sialidasa, y por eso se acumula en MP.
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CONCLUSION

En conclusién, este estudio provee la primera observacion de que existe una
estrecha relacién entre Neu3 y eventos endociticos mediados por clatrina. Sera necesario
profundizar estos estudios para determinar exactamente cual es el mecanismo molecular
gue involucra a Neu3 con este proceso. Aun queda por demostrar si Neu3 afecta
directamente la asociacion de AP-2 a las vesiculas recubiertas con clatrina, o si es una
consecuencia indirecta que involucra otras proteinas accesorias. En un futuro, cuando se
disponga de buenos anticuerpos para detectar Neu3 enddgena, se podria analizar si el
efecto observado en la endocitosis mediante expresion transiente de la sialidasa se puede
reproducir en células tumorales en las cuales Neu3 se encuentra sobreexpresada. Ademas
resultaria muy interesante estudiar si la sialidasa también afecta la endocitosis inducida por
EGF del EGFR. Se conoce que EGFR luego de unirse a su ligando y transmitir las sefiales
mitogénicas, es internalizado mediante CME y degradado en lisosomas [147]. De esta
manera se disminuye la cantidad de receptores en la superficie celular, lo cual reduce la
sensibilidad subsiguiente de la célula a EGF y se reprime rapidamente la transmision de
sefales. Se podria especular que si el mismo efecto observado para TfR ocurre para EGFR,
el proceso de internalizacion de este Ultimo en células que sobreexpresan Neu3, seria mas
lento, por lo que las sefiales mitogénicas se generarian de una forma continua,

contribuyendo a la proliferacion celular y a la supresion de apoptosis.

Los resultados que integran el Capitulo Il de esta tesis forman parte de la publicacion:
Role of plasma-membrane-bound sialidase Neu3 in clathrin-mediated endocytosis.
Rodriguez-Walker M., Vilcaes AA., Garbarino-Pico E. and Daniotti JL.
Biochem. J. (2015) 470, 131-144 doi:10.1042/BJ20141550
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MATERIALES Y METODOS

Plasmidos. La construccion Neu3-Myc se obtuvo clonando entre los sitios de
restriccion EcoRI y Notl del vector de expresion constitutivo pClneo (Promega, Madison,
WI, USA), la secuencia codificante de Neu3 humana fusionada en su extremo C-terminal a
un epitope c-Myc, obtenido mediante el servicio de sintesis de GenScript (Piscataway, NJ,
USA). A fin de poder realizar experimentos in vivo, se subcloné entre los sitios de
restriccion EcoRIl y Notl, la secuencia de nucledtidos de Neu3-Myc en el vector de
expresion constitutivo pTracer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), el cual posee diferentes
promotores para expresar el gen de interés y el gen de la GFP. Esta ultima construccion
se denomina pTracerNeu3.

Los plasmidos AP-2 62-GFP y CLC-YFP, los cuales codifican para la subunidad 2
de AP-2 fusionada a GFP y para la cadena liviana de clatrina humana fusionada a YFP,
respectivamente, fueron recibidos de J. Bonifacino (NIH, Bethesda, MD, USA). El plasmido
PH-PLC61-RFP que codifica para el dominio PH (Pleckstrin Homology) de la fosfolipasa
Cd1 (PLCd1), fusionado a la proteina fluorescente roja (RFP) fue recibido de S. Grinstein
(The Hospital for Sick Children, Toronto, ON, Canada).

Cultivos celulares. Células CHO-K1 (ATCC, Manassas, VA, USA) se cultivaron a
37°C en una atmadsfera conteniendo 5% CO2, en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino y antibiéticos (100 pg/ml de
penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina). En determinados experimentos se utilizd una
linea celular adicional, derivada de CHO-K1: un clon que expresa establemente las enzimas
B4GaINAcT-I y B3GalT-IV, y como consecuencia de ello, puede sintetizar los gangliosidos
GM1y GD1la[101, 106]. Para generar clones de células CHO-K1 que expresen de manera
estable AP-2 62-GFP o CLC-YFP, los constructos correspondientes se transfectaron por
separado en células salvajes. Luego de 48 h de expresion, las células se cultivaron en el
medio descripto anteriormente suplementado con 1 pg/pl de geneticina (G418) para
seleccionar clones positivos. Tres colonias de células transfectadas estables se aislaron de

cada condicion y se mantuvieron con 0.5 pg/ul del antibiético de seleccién.
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Transfecciones. Las transfecciones para la expresion transiente de las proteinas se
realizaron con polietilenimina (PEI, Polysciences, Inc., Warrington, PA, USA) en DMEM libre
de sueroy libre de antibiéticos, con 0.5-1 pg/ placa de 35 mm del plasmido que corresponda,
segun las instrucciones del fabricante. Las células se analizaron luego de 24 h de

transfeccion.

Anticuerpos. Los anticuerpos primarios utilizados se detallan a continuacion:
anticuerpo monoclonal anti-Neu3 humana producido en raton (MBL International
Corporation, Woburn, MA, USA), anticuerpo policlonal anti-c-Myc producido en conejo
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), anticuerpo policlonal anti-Cav-1 producido en conejo
(Abcam, Cambridge, UK) y anticuerpo monoclonal anti-TfR producido en ratén (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Los anticuerpos secundarios utilizados se detallan a continuacion:
anticuerpo policlonal anti-lgG de ratén acoplado a Alexa Fluor*®® producido en cabra
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), anticuerpo policlonal anti-IgG de raton acoplado a Alexa
Fluor®*é producido en cabra (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), anticuerpo policlonal anti-IgG
de conejo acoplado a Alexa Fluor“®® producido en cabra (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y
anticuerpo policlonal anti-lgG de conejo acoplado a Alexa Fluor®*® producido en cabra
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Inmunofluorescencia y microscopia confocal. Las células crecidas en cubreobjetos
se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con 1% (p/v) de paraformaldehido en PBS
durante 10 min a temperatura ambiente. Luego de tres lavados con PBS, las células se
permeabilizaron con 0.1% (p/v) de saponina en PBS conteniendo 1% (p/v) de BSA (PBS-
BSA) durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente las células se lavaron tres
veces con PBS y se incubaron 16 h a 4°C con el anticuerpo primario diluido en PBS-BSA.
Luego de tres lavados con PBS, las células se incubaron durante 2 h a 37°C con el
anticuerpo secundario diluido en PBS-BSA. Después de dos lavados con PBS y un lavado
final con agua milli-Q, los cubreobjetos se montaron en portaobjetos con FluorSave
(Calbiochem/EMD Biosciences, San Diego, CA, USA). Las imagenes confocales se
adquirieron con un microscopio confocal Olympus FluoView FV1000 (Tokyo, Japan),
utilizando un objetivo 60x de inmersion en aceite. Se tomaron secciones de 0,8 um paralelas

al cubreobjetos (secciones xy). Las imagenes se adquirieron con un tamafio de 1024x1024
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pixeles y se procesaron con el software FV10-ASW del microscopio y con el software

ImageJ. Las imagenes finales se compilaron con Adobe Photoshop CC.

Estudios endociticos con marcadores fluorescentes. Se utilizaron los siguientes
marcadores: Tf humana conjugada a Alexa Fluor®’ (Molecular Probes, Eugene, OR, USA),
CTxB conjugada a Alexa Fluor®® (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) y a:M conjugada
a Alexa Fluor®* (proporcionada por G. Chiabrando, CIBICI, UNC-CONICET, Cérdoba,
Argentina). Antes de cualquier incubacion con las moléculas fluorescentes, las células
crecidas en cubreobjetos, se incubaron en DMEM libre de suero, durante 60 min a 37°C.
Posteriormente, se incubaron con DMEM suplementado con Tf-Alexa®’ (4 ug/ml), CTxB-
Alexa®® (0.2 ug/ml) o axM-Alexa®%* (60 nM) a diferentes temperaturas. Las incubaciones a
37°C se realizaron durante 45 min, mientras que las incubaciones a 16°C y a 4°C fueron de
30 min. Posteriormente las células se lavaron y se procesaron para inmunofluorescencia o

para andlisis in vivo mediante microscopia confocal.

Microscopia confocal in vivo (Live cell imaging). Imadgenes de células vivas se
adquirieron con un microscopio confocal Olympus FluoView FV1000, usando un objetivo de
inmersién en aceite 60x. En estos experimentos, se aumentd la apertura confocal con
respecto a los estudios en células fijadas, a fin de minimizar la deteccién de cambios de
fluorescencia debidos a movimientos en el eje z (Z-drift) ocurridos en el lapso de tiempo en
gue se toman las fotografias. Células CHO-K1 se transfectaron con pTracerNeu3 o con
pTracer vacio. Una hora antes de empezar los experimentos se incubaron a 37°C con
DMEM sin rojo fenol libre de suero y antibioticos, y al momento de empezar, se les agregé
Tf-Alexa®’ (4 ug/ml). Se sigui6 el proceso de internalizaciéon de Tf tomando fotos cada 30
seg durante 20 min. Las células se mantuvieron a 37°C durante el tiempo de adquisicion de
las imagenes, utilizando un incubador con control de temperatura y CO- (Tokai hit, Japdn).
El tamafio de las imagenes fue de 512x512 pixeles, y se utilizé una velocidad de escaneo

de 10 ps/pixel.

Andlisis cuantitativo de imagenes confocales. La cuantificacion de las imagenes de
microscopia se realizoé con el software ImageJ. Los pixeles con fluorescencia significativa
se seleccionaron aplicando un umbral para discriminarlos de aquellos correspondientes al

ruido, y se generaron mascaras binarias (con valores de 1 en la sefial y 0 en los pixeles del
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ruido). Dichas mascaras se multiplicaron por las imagenes crudas correspondientes,
utilizando la herramienta de célculo de imagenes. Distintos ROIs (regions of interest) se
generaron en las imagenes resultantes, segun el area a cuantificar. La cantidad de Tf, a.M
y CTxB endocitada (unidades arbitrarias por area celular), se determiné cuantificando la
fluorescencia total de las células para cada marcador. Lo mismo se realizé para medir
indirectamente el contenido de PIP2 de las células, cuantificando la fluorescencia total
(unidades arbitrarias por area celular) de la sonda PH-PLC®1. La cuantificacion de las
particulas (CCPs y vesiculas) conteniendo AP-2 2, CLC o Cav-1 se realiz6 usando el
plugin de andlisis de particulas del programa ImageJ. No menos de 15 células se analizaron

para cada condicion.

Deplecién de glicoesfingolipidos. Para reducir el contenido de gangliésidos y de
glicoesfingolipidos neutros, se siguié el procedimiento descripto en [106, 148]. Brevemente,
células CHO-K1 se trataron durante 4 dias con D,L-threo-1-fenil-2-hexadecanoilamino-3-
pirrolidino-1-propanol-HCI (P4) (Matreya LLC, State College, PA, USA) agregado en el
medio de cultivo. Posteriormente, las células se sometieron al mismo procedimiento

indicado para células no tratadas.

Andlisis estadistico. Los resultados de las cuantificaciones se presentan como la
media + SEM. En los experimentos donde se comparan dos medias experimentales, se
utilizé la prueba de t-Student para determinar si existen diferencias significativas entre ellas.
En los experimentos donde se comparan mas de dos medias experimentales, se utilizé el
andlisis de la varianza (ANOVA) con posterior prueba post-hoc de Tukey. En todos los

casos, los gréficos y su andlisis estadistico se realizaron con el programa GraphPad Prism.
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Como consecuencia directa o indirecta de los resultados obtenidos en esta tesis, se
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# Gangliosides in cancer cell signaling.
Groux-Degroote S., Rodriguez-Walker M., Dewald JH., Daniotti JL., Delannoy P.

Libro: Gangliosides in health and disease. Series: Progress in Molecular Biology and
Translational Science.

En prensa. Publicacion prevista para 2/2018.

#* Human sialidase Neu3is S-acylated and behaves like an integral membrane protein.
Rodriguez-Walker M., Daniotti JL.
Sci Rep. 2017 Jun 23;7(1):4167. doi: 10.1038/s41598-017-04488-w.

% Role of plasma-membrane-bound sialidase Neu3 in clathrin-mediated endocytosis.
Rodriguez-Walker M., Vilcaes AA., Garbarino-Pico E., Daniotti JL.
Biochem J. 2015 Aug 15;470(1):131-44. doi: 10.1042/BJ20141550. Epub 2015 Jun 24.

#* Metabolism of glycolipids at the cell surface.
Daniotti JL., Vilcaes AA., Rodriguez-Walker M., Ruggiero FM.
Libro: Sphingolipids: Biology, Synthesis and Functions. Series: Biochemistry Research
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2015 p 67-90. ISBN: 978-1-63483-708-8. Ebook.

* Glycosylation of glycolipids in cancer: basis for development of novel therapeutic
approaches.
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