®

RIDAA Universidad
Repositorio Institucional Nacional

de Quilmes

\ Digital de Acceso Abierto de la
\\\ Universidad Nacional de Quilmes

Cuello, Héctor Adrian

Participacion de la glicosilacion aberrante en
gliomay neuroblastoma

Esta obra esté bajo una Licencia Creative Commons Argentina.
Atribucion - No Comercial - Sin Obra Derivada 2.5
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.5/ar/

Documento descargado de RIDAA-UNQ Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto de la Universidad
Nacional de Quilmes de la Universidad Nacional de Quilmes

Cita recomendada:

Cuello, H. A. (2020). Participacioén de la glicosilacion aberrante en glioma y neuroblastoma. (Tesis de
doctorado). Bernal, Argentina: Universidad Nacional de Quilmes. Disponible en RIDAA-UNQ Repositorio
Institucional Digital de Acceso Abierto de la Universidad Nacional de Quilmes
http://ridaa.ung.edu.ar/handle/20.500.11807/2367

Puede encontrar éste y otros documentos en: https://ridaa.ung.edu.ar

Roque Séenz Pefia 352 // Bernal
Universidad Buenos Aires // Argentina
Nacional t: (+41 11) 4365 7100

de Quilmes f (+5411) 4365 7101
info@ung.edu.ar




Héctor Adrian Cuello, Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto,
Mayo de 2020, pp. 277,

http://ridaa.unq.edu.ar,

Universidad Nacional de Quilmes, Secretaria de Posgrado,

Doctorado de Ciencia y Tecnologia

Participacion de Ila glicosilacion aberrante en glioma vy

neuroblastoma
TESIS DOCTORAL

Héctor Adrian Cuello

hectorcuello@live.com.ar

Resumen

Los glicanos son considerados una de las cuatro macromoléculas esenciales para la vida
celular. La glicosilaciéon es un mecanismo enzimatico finamente regulado que afecta a una
gran cantidad de proteinas y lipidos, y que participa tanto estructural como funcionalmente
en la biologia celular. Dentro de los glicoconjugados, las glicoproteinas poseen
principalmente modificaciones postraduccionales con N- y O-glicanos, definidos por su
enlace covalente a la Asparragina o Serina/Treonina del polipéptido, respectivamente.

La investigacion en glicobiologia no deja de poner en evidencia la importancia de los
glicanos en la gran mayoria de los procesos celulares. En este sentido, en el fenédmeno de
transformacién maligna, la participacion de los glicanos ocupa un papel protagonico. En las
células tumorales se expresa un perfil de glicosilacion con caracteristicas particulares
conocido como glicosilacion aberrante que, en gran medida, modula la interacciéon de la
célula tumoral con su entorno. Las alteraciones que ocurren con mayor frecuencia estan
asociadas a los procesos de sialilacion, fucosilacién, aparicion de glicanos de la familia
Lewis, sintesis de glicanos truncados y alteraciones en las ramificaciones tanto en N- como
en O-glicanos. Si bien la glicosilacion aberrante es un actor importante en la biologia tumoral,
su conocimiento proviene principalmente del estudio de indicaciones como carcinomas de
adultos y poco se sabe sobre su papel en canceres de origen del sistema nervioso como el
neuroblastoma (NB) y el glioma. Por lo tanto, este trabajo trata sobre la caracterizacion de
la glicosilacion aberrante en estas indicaciones y su participacion en la biologia de la célula
tumoral. Principalmente se caracterizo la expresion de O-glicanos truncados y de la familia
Lewis, asi como la expresién de las glicosiltransferasas involucradas en su sintesis, sus
implicancias en diferentes capacidades celulares, y se estudio de manera preliminar la
regulacion de su expresion mediada por mecanismos epigenéticos. Ademas, se profundizo
el estudio en glioma haciendo foco en dos glicoproteinas estrechamente vinculadas con la
malignidad y que son blanco de diferentes estrategias terapéuticas en la actualidad, el

receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y la integrina av (lav).
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ElI NB es la neoplasia maligna pediatrica mas comun diagnosticada antes del primer afio, en
la que la amplificacién del oncogen MYCN se asocia con un mal pronostico y es el principal
criterio clinico para estratificacion en alto riesgo. En este trabajo se utilizaron lineas celulares
humanas y material histolégico de pacientes con diferente estatus de amplificacion de
MYCN. Los resultados muestran alta expresion de glicanos de la familia Lewis en lineas
celulares con amplificacion de MYCN. Los resultados indicaron que estos glicanos en NB se
asientan prioritariamente en anclajes de tipo O. Tanto las lineas celulares como las muestras
de pacientes con amplificacion de MYCN mostraron sobreexpresion de la glicosiltransferasa
iniciadora de las estructuras del core 2 de los O-glicanos, C2GNT1, asi como de sialil- y
fucosiltransferasas necesarias para la sintesis de los Lewis, en comparacion con sus
contrapartes sin amplificacion del oncogen. El tratamiento con el inhibidor de N-glicanos
tunicamicina (TNM) no produjo cambios en la expresién de los Lewis en las células de NB.
Por el contrario, el silenciamiento de C2GNT1 disminuyo la expresion de los Lewis, la unién
a E- y P-selectina, asi como también redujo la adhesion, la migracién y la proliferacion celular
in vitro. Por otro lado, el tratamiento de las células sin amplificacion de MYCN con el inhibidor
de amplio espectro de deacetilasas de histonas (HDAC) conocido como tricostatina A (TSA),
aumento la expresion de glicanos Lewis, la union a E-selectina y la expresion de
glicosiltransferasas de su via de sintesis. Estos resultados contribuyen a la hipétesis de que
las células de NB con amplificacién de MYCN sobreexpresan los glicanos de la familia Lewis,
anclados principalmente a estructuras del core 2 O-glicanos, y que su expresién juega un
papel clave en el comportamiento maligno de las células NB, que ademas esta modulada
por mecanismos epigenéticos.

Los gliomas son un grupo de tumores del sistema nervioso central derivados de la glia,
siendo los tumores primarios intracraneales mas comunes. Para este trabajo se utilizaron
diez lineas celulares de glioma humano de alto y bajo grado. Los resultados muestran alta
expresion de glicanos Lewis, principalmente SlLex, y sobreexpresion de sialil- y
fucosiltransferasas en las lineas de glioma de alto grado. Se caracterizaron estructuras de
ramificacion de glicanos, donde se observé una asociacion de N-glicanos complejos tri- y/o
tetra-antenarios con ramificaciones f1-6GIcNAc en las lineas de alto grado y sobreexpresion
de los niveles de transcripto del gen MGATS5, que codifica la enzima que sintetiza estas
ramificaciones. No se observaron diferencias en los niveles de expresion de los transcriptos
de C2GNT1 entre las lineas celulares, asi como tampoco cambios en la adhesion o
migracién tras su silenciamiento. La regulacion negativa de la N-glicosilacion mediante la
incubacién con los inhibidores TNM y swainsonina (SW), o el silenciamiento de MGAT5
produjeron una reduccion en la expresion de SlLex, asi como la disminucién en las
capacidades de adhesiéon y migracién en glioma de alto grado. Sin embargo, no se

observaron cambios significativos en estas capacidades celulares en células de bajo grado
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luego de estos tratamientos. La inhibicion de HDAC con TSA provoco un aumento en la
expresion de los Lewis en células de glioma de bajo grado.

Estos resultados contribuyen a la hipotesis de que las células de glioma de alto grado
presentan alta expresion de los glicanos de la familia Lewis, anclados principalmente a N-
glicanos complejos, que su expresion juega un papel clave en el comportamiento maligno
de las células tumorales, y que su expresion estaria parcialmente modulada por mecanismos
epigenéticos.

Se continud con el estudio de la glicosilacion de las proteinas asociadas al glioma, EGFR e
lav. Los resultados obtenidos de la caracterizacion indirecta sobre células de alto grado
mediante inmunoprecipitacion y Western Blot mostraron el reconocimiento de Lex y glicanos
complejos tri-/tetra-antenarios con ramificaciones 1-6 GIcNAc en EGFR, asi como glicanos
de tipo oligomanosa y /o complejos bi-antenarios en lav. Se estudio la respuesta a EGF en
glioma de alto y bajo grado tras la regulacion negativa de la Nglicosilacion.

En ambas lineas celulares se evidencio una inhibicién de la reorganizacion del citoesqueleto
de actina bajo el estimulo con EGF, sugiriendo un rol importante de los N-glicanos en la
interaccion de EGFR con su ligando y/o con su par dimerico. La caracterizacion de la
glicosilacion de lav mediante espectrometria de masas permitié describir seis sitios de
glicosilacion en células de alto grado (Asn74, Asn554, Asn615, Asn875 y Asn945) y dos en
las de bajo grado (Asn74 y Asn875). En glioma de alto grado se observaron eventos de
microheterogeneidad con glicanos pertenecientes a diferentes familias estructurales en
cuatro de los seis sitios estudiados. En general se observé una mayor abundancia de N-
glicanos de tipo complejo/hibrido, aunque también se detectaron N-glicanos del tipo
oligomanosa. En la lav de células de glioma de bajo grado solo se encontraron N-glicanos
de tipo oligomanosa.

La participacion de los glicanos en el contexto tumoral pone de manifiesto la importancia de
estas moléculas en la biologia tumoral. El estudio de la glicosilacién aberrante en cancer
emerge como un nicho de biomarcadores y blancos terapéuticos novedosos que pueden ser
de interés para el desarrollo de terapias dirigidas. Los resultados de este trabajo aportan
valiosa informacion al conocimiento de la glicobiologia sobre el glioma y el NB, explorando

la participacion de los glicanos en la biologia tumoral.
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Abreviaturas

aa: Aminoacido.

AAL: Aleuria aurantia.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNCc: ADN copia.

ANOVA: Analisis de varianza.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero.

Asn: Asparagina.

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool.
BSA: Sero-Albumina Bovina.

BVZ: Bevacizumab.

CDR: Carbohydrate Recognition Domain.
CF: Citometria de flujo.

C2GNT: Core 2 Betal,6 N-Acetilglucosaminil transferasa.
ConA: Concanavalina A.

DAPI: 4°, 6-diamino-2-fenilindol.

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium.
DMSO: Dimetilsulféxido.

Dol-P: Dolicol fosfato.

EGF: Factor de crecimiento epidérmico.
EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico.
EM: Espectrometria de masas.

FAK: Quinasa de Adhesion Focal.

FDA: Food and Drug Administration (USA).
FITC: Isotiocianato de Fluoresceina.

Fuc: Fucosa.

FUT: Fucosiltransferasa.

Gal: Galactosa.

GalNAc: N-Acetilgalactosamina.

GALNT: Polipéptido N-Acetil-galactosamintransferasa.



GBM: Glioblastoma.

Glc: Glucosa.

GIcNAc: N-Acetilglucosamina.
GPT: GIcNAc fosfotransferasa.
HAT: Histona acetiltransferasa.

HDAC: Histona deacetilasa.

HER2: Receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano.

HPRT1: Hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa 1.
lav: Integrina alfa v.

IL: Interleuquina.

IMFr: Intensidad Media de Fluorescencia Relativa.

Le?: Lewis A.

Le®: Lewis B.

Le*: Lewis X.

LeY: Lewis Y.

LOH: Loss of Heterozygosity events.

mAb: Anticuerpo monoclonal.

Man: Manosa.

MEM: Eagle’s Minimum Essential Medium.

MGAT: Manosil acetilglucosaminiltransferasa.

MYCN: V-myc myelocytomatosis viral-related oncogene.
NB: Neuroblastoma.

NCAM: Neural Cell Adhesion Molecule.

NeuAc: Acido sialico N-Acetil-Neuraminico.

NeuGc: Acido sidlico N-Glicolil-Neuraminico.

NCBI: National Center for Biotechnology Information (USA).

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
OST: Oligosacariltransferasa.

PBS: Buffer fosfato salino.

PE: R-Ficoeritrina.

PHA-E: Phaseolus vulgaris Erythroagglutinin.

PHA-L: Phaseolus vulgaris Leucoagglutinin.
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Pro: Prolina.

Poli-LacNAc: Poli-N-Acetil-Lactosamina.
PSGL-1: P-Selectin Glycoprotein Ligand 1.
gRT-PCR: PCR cuantitativa en Tiempo Real.
RE: Reticulo endoplasmatico.

Ser: Serina.

SFB: Suero Fetal Bovino.

SNC: Sistema nervioso central.

SiRNA: Small interfering RNA.

Sia: Acido sialico.

SLe?: Sialil Lewis A.

SLe*: Sialil Lewis X.

ST: SialilT.

STn: SialilTn.

ST3Gal: a2,3 Sialiltransferasa.

ST6Gal: a2,6 Sialiltransferasa.

SW: Swainsonina.

T: Antigeno Thomsen—Friedenreich.

TACA: Tumor Associated Carbohydrate Antigen.
Thr: Treonina.

TMZ: Temozolomida.

TNM: Tunicamicina.

TSA: Tricostatina A.

VEGF: Factor de crecimiento de endotelio vascular.

2AB: 2-Amino Bencidina.
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Cancer

Definicidn y estadisticas

El término cancer conjuga un grupo diverso de mas de cien enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo, desencadenado como consecuencia de
una suma de alteraciones moleculares en las células normales, que en conjunto
conforman un proceso denominado transformacion celular. Estas células transformadas
presentan como caracteristica principal una tasa proliferativa exacerbada,
independiente de las sefales regulatorias que impone el microambiente tisular, dando
lugar a la formacién de nuevos crecimientos tisulares denominados neoplasias o
tumores!. En esta definicién se hace referencia a los tumores sélidos, ya que existe un
grupo de indicaciones originadas a partir de precursores hematoldgicos que comparten
las caracteristicas que describen a la célula transformada, pero que no forman masas
tumorales, como es el caso de las leucemias.

Las neoplasias sdlidas benignas son aquellas que se circunscriben a su
localizacion original, presentando un limite definido en la arquitectura tisular que las
rodea, sin comprometer el estado vital del organismo. Las neoplasias malignas son
producto de la existencia de células agresivas con capacidad de invadir los tejidos
circundantes, diseminarse y formar focos metastdsicos en sitios distantes, por lo que
pueden afectar el normal funcionamiento del tejido en el que se encuentran. La
presencia de tumores malignos define el estado patologico denominado cancer. Las
neoplasias también pueden ser clasificadas en graduaciones segun su agresividad o
riesgo para el paciente y, dependiendo de la indicacidn, también se tienen en cuenta
factores con valor prondstico tanto moleculares como histoldgicos.

El cdncer es considerado un importante problema de salud publica en todo el
mundo. En el afio 2018, fue responsable de un estimado de 9.6 millones de muertes a
nivel mundial. Segun las ultimas estimaciones realizadas por la Agencia Internacional de
Investigacion sobre Cancer (IARC), en base a datos disponibles a nivel mundial para el
afio 2018, Argentina presenta una tasa de incidencia de 212 casos cada 100.000

habitantes (considerando ambos sexos y todos los tumores a excepcion de piel no
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melanoma), cifra que la posiciona dentro de los paises del mundo con incidencia de
cancer media-alta. Esta estimacién corresponde a mas de 125.000 casos nuevos de
cancer en ambos sexos por afio, con porcentajes similares tanto en hombres como en
mujeres. En incidencia sobre ambos sexos, lidera el cdncer de mama (16,7%), seguido
de colon (9,6%), prostata y pulmon (9%), entre otros. Por su parte, los tumores del
sistema nervioso central presentaron una incidencia del 2,3%?>.

En relacion con los canceres pediatricos, segun datos del Registro
Oncopedidtrico Hospitalario Argentino (ROHA) se han registrado 21.912 casos de nifios
menores de 15 afios con patologia oncoldgica en el periodo 2000-2016. Los tumores
mas frecuentes registrados son las leucemias (37%), seguidos de tumores del sistema
nervioso central (19%), linfomas (11,8%), partes blandas (6,3%), neuroblastoma (5,7%),
entre otros>.

Aunque el desarrollo de terapias antineopldsicas exitosas ha crecido de manera
sustancial en las ultimas décadas, sobre todo con el advenimiento de terapias
inmunoldgicas, la mortalidad ocasionada por esta enfermedad continda siendo
desmesurada. Por este motivo es imprescindible continuar con el estudio del cancer
desde multiples angulos, para mejorar su caracterizacién y asi arribar a nuevas
estrategias terapéuticas. En la presente tesis se abordaron dos indicaciones, una
pedidtrica y una de adultos, siendo las mismas neuroblastoma y glioma,

respectivamente. El abordaje sobre ellas se realizara en los capitulos | y II.

Transformacién maligna

El proceso por el cual las células normales se transforman en células cancerosas
se denomina carcinogénesis, oncogénesis o transformacion maligna. El desarrollo de un
tumor maligno en un tejido sano es el resultado de una serie compleja de multiples
pasos, que conlleva alteraciones genéticas y epigenéticas, que se trasladan a todos los
niveles celulares para producir el fenotipo de la célula maligna®.

El cancer se caracteriza por ser una enfermedad compleja donde intervienen
multiples factores tanto intrinsecos de la célula tumoral, como extrinsecos provenientes
del microambiente tumoral. Si bien los diferentes tipos de cancer pueden presentar

diferencias entre si, como la modulacion de distintas vias de sefializacidn, respuesta
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diferencial a las terapias o distinto “didlogo” con el sistema inmune y el microambiente,
todos comparten caracteristicas distintivas de la enfermedad. Las células cancerosas
presentan capacidad proliferativa sostenida, insensibilidad a sefiales inhibitorias de
crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa ilimitada,
capacidad de inducir angiogénesis, invadir tejidos circundantes con potencial desarrollo
de metastasis, reprogramar el metabolismo energético y evadir la inmunovigilancia.
Subyacentes a estas caracteristicas se encuentran la inestabilidad del genoma, motor de
la adaptacion del tejido a las diversas condiciones microambientales, y la interaccion
con elementos de este microambiente tumoral que, en conjunto, sostienen la
supervivencia del tejido transformado®.

La ganancia de las capacidades ventajosas de la célula tumoral esta asentada en
el fendmeno de inestabilidad gendmica, dada por la desregulacién de mecanismos de
control y de los sistemas de reparacion del ADN en etapas tempranas de este proceso
de transformacién. La alta frecuencia de mutaciones en las células tumorales genera
una diversidad genética entre las células que conforman la masa tumoral, dando lugar
a la seleccidn de los clones con un fenotipo adecuado para el ambiente tisular local. De
esta manera, las distintas etapas de la progresion tumoral se pueden entender como
una suma de expansiones clonales, donde cada una estd desencadenada por la
adquisicidon azarosa de un genotipo y, en consecuencia, un fenotipo mutante con
mayores capacidades que el anterior.

El cancer depende de la acumulacién de alteraciones en genes que intervienen
en la regulacién de la proliferacién, diferenciacién o supervivencia celular. Las
mutaciones que conducen a las células tumorales a su comportamiento patoldgico se
relacionan fundamentalmente con dos mecanismos moleculares: la activacidon de
oncogenes y la pérdida de la funcidon de genes supresores de tumor. El primero se
corresponde con la alteracidn del funcionamiento de un gen normal, del grupo de los
proto-oncogenes, que se modifica transformandose en un oncogén, confiriendo a la
célula caracteristicas neopldsicas. A su vez, los distintos oncogenes necesitarian de la
expresion de otros genes adicionales que cooperan con el establecimiento del fenotipo
neoplasico. En el segundo mecanismo, en cambio, sucede la inactivacion de genes que
presentan normalmente propiedades supresoras del malfuncionamiento celular (genes

supresores de tumores), provocando el fallo de los sistemas de control celular a
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diferentes niveles, como pueden ser la promocion de la diferenciacion celular y la
apoptosis’.

Un mecanismo adicional que acompafia el proceso de transformacién maligna
involucra la alteracidn de la regulacidén de la expresion de genes criticos para las vias de
transformaciéon mediada por mecanismos epigenéticos. Las principales modificaciones
epigenéticas en mamiferos, y particularmente en humanos, son la metilacion del ADN y
las modificaciones postraduccionales de histonas (acetilacién, metilacién, fosforilacidn,
etc). Mecanismos de este tipo son ejemplos de que algunas expansiones clonales
pueden ser desencadenadas por cambios no mutacionales que afectan la regulacion de
la expresién génica®’. Cambios sustanciales en la metilacién del ADN fueron de las
primeras alteraciones epigenéticas identificadas en cancer, donde la hipometilacion del
genoma en general es asociada al aumento de la inestabilidad gendmica y activacién de
los proto-oncogenes; y la hipermetilacién sitio especifica de promotores (islas CpG)
contribuye al silenciamiento de genes supresores de tumor. Otra alteracidn epigenética
vinculada al cancer es la presencia de patrones aberrantes de acetilacion de histonas.
Los niveles de acetilacion son el resultado del equilibrio de la actividad de histona
acetiltransferasas (HATs) e histona deacetilasas (HDACs). Las HDACs a menudo se
encuentran sobreexpresadas en varias indicaciones, mediando la pérdida de acetilacién
de histonas que conduce a la represion génica®. Ademas, las HDACs estan involucradas
en la desacetilacidon de otras proteinas no histonas, como factores de transcripcion,
involucradas en la regulacién de diferentes procesos celulares como progresién del ciclo
celular, diferenciacion y apoptosis®.

Teniendo en cuenta el proceso de progresiéon tumoral, la capacidad de
replicacion descontrolada, asi como la evasién de la senescencia y apoptosis, son los
motores que sustentan la formacidn de la masa tumoral. Durante este proceso, el
aumento de la masa celular demanda nutrientes y oxigeno por lo que se activa un
"interruptor angiogénico", causando que de la vasculatura normalmente inactiva broten
nuevos vasos que ayudan a mantener la expansion y el crecimiento de la neoplasia. A su
vez, la adquisicién de las capacidades de migracion, de adhesién a la matriz extracelular
y de degradacion de la misma para invadir tejidos circundantes, resumen los
comportamientos principales que hacen que la neoplasia pueda acceder a tejidos

vecinos!®!!, El proceso de invasién y metdstasis prevé una sucesién de pasos bioldgicos,
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comenzando con invasion local, luego intravasacion por células cancerosas en los vasos
sanguineos y linfaticos cercanos, transito de células cancerosas a través de los sistemas
linfatico y hematogeno, seguido por el escape de las células cancerosas de la luz de los
vasos en el parénquima de tejidos distantes (extravasacién). Finalmente, la formacién
de pequeios nédulos de células cancerosas (micrometastasis) y, posteriormente, su
crecimiento en tumores macroscépicos, proceso denominado "colonizacién"!2. Si bien
estas caracteristicas se toman como generales del cdncer, no son aplicables a todos los
tipos tumorales, un ejemplo son los originados del sistema nervioso central que rara vez

metastatizan®3.

Consideraciones sobre el cancer pediatrico

Los canceres que ocurren en nifios y adolescentes son un espectro de neoplasias
malignas biolégicamente distintas a las que se presentan en adultos. En muchos casos,
los tumores pediatricos son clasificados histolégicamente como tumores embrionarios,
porque parecen recapitular el desarrollo de érganos embrionarios o fetales. Sin
embargo, muchos tumores pediatricos que encuentran su génesis en el desarrollo
embrionario del individuo, no se asemejan estrictamente a érganos en desarrollo. La
caracterizacidon molecular de estos tumores, a través del estudio de perfiles gendmicos
y transcriptdmicos, ha demostrado que muchas de estas neoplasias (meduloblastoma,
tumor de Wilms, neuroblastoma) parecen ser el resultado de la proliferacion de células
primitivas que se asemejan al drgano en desarrollo, y se detienen en etapas inmaduras
por la activacion aberrante de vias de sefializacion, y no por el resultado de agentes
externos que forman parte de las causas de la mayoria de las neoplasias de adultos'*’.

La incidencia mundial y la distribucidon de tumores sdlidos pediatricos en nifos, y
el periodo de tiempo mucho mas corto para que se desarrollen, indican una alta
probabilidad de que sean el resultado de mutaciones espontaneas y que podrian
requerir menos eventos oncogénicos que los canceres de adultos. Esto se encuentra
apoyado por analisis citogenéticos que demuestran reordenamientos especificos de
tumor (translocaciones, amplificaciones genéticas) y cariotipos no complejos en algunos

de estos tumores?s.
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Como se comentd anteriormente, la transformacién maligna sucede como
resultado de alteraciones del material genético en un proceso multifactorial en eventos
sucesivos. En los canceres infantiles, tan solo dos mutaciones pueden ser suficientes
para el inicio del tumor, como lo describe el modelo de “dos golpes” de Knudson (two
hits) para tumores embrionarios. Aunque no se adapte a todas las neoplasias, esta teoria
desarrollada a partir del estudio del retinoblastoma ha formado un paradigma para
comprender las diferencias entre los procesos cancerigenos entre nifios y adultos?®.

El modelo de Knudson fue postulado mediante el estudio del retinoblastoma,
tumor pediatrico que se origina en la retina en desarrollo. Su origen esta atribuido a
mutaciones que inactivan el gen RB1, el primer gen supresor tumoral identificado. Este
modelo propone que dos eventos mutacionales son necesarios para el desarrollo
tumoral. El primer evento puede ser heredado y, por lo tanto, presente en todas las
células del cuerpo. En aproximadamente el 15% de los casos, este primer golpe es
heredado, pero en la mayoria de los casos, la primera mutacién surge de novo dentro
de uno de los gametos de los padres. El segundo evento ocurre en una célula retiniana
y da como resultado la pérdida de alelo restante, mas comunmente por pérdida del
cromosoma, deleciones grandes o conversion de genes. El resultado es un trastorno del
ciclo celular con entrada inapropiada en la fase S (sintesis)?%21.

Los canceres infantiles difieren en muchos aspectos de los que ocurren en
edades mayores, incluso cuando aparentemente son tumores similares. Sin embargo,
algunos de los factores causales sospechosos de cancer infantil también parecen influir
en el riesgo y desarrollo de los diferentes tipos de cancer en adultos. Las mutaciones de
la linea germinal en RB1 no solo confieren un riesgo de retinoblastoma, también afectan
el riesgo de que ocurran una amplia variedad de tumores desde la infancia hasta edad
adulta, como melanoma, vejiga, cdncer de pulmdn y otras neoplasias malignas.

Ademas, al igual que en tumores de adultos, se han identificado otras
anormalidades genéticas somaticas en tumores sdélidos pedidtricos como la pérdida de
genes supresores de tumor, amplificacién de oncogenes, metilacion anormal, impronta
gendmica, mecanismos defectuosos para reparar el ADN y anormalidades en la actividad

de la telomerasa??.
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Aspectos Generales en Glicobiologia

—

Glicobiologia y rol biolégico de los glicanos

La glicobiologia se define como el estudio de la estructura, biosintesis, biologia y
evolucién de los carbohidratos (también llamados sacaridos, azucares o glicanos) que se
encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, y en las proteinas que los
reconocen?3, Se utilizard el término glicanos para definir a las macromoléculas
conformadas por polimeros de carbohidratos.

En comparacion con las demas macromoléculas fundamentales para la vida
celular, acidos nucleicos, proteinas y lipidos, los glicanos presentan una mayor
complejidad estructural que deriva en una enorme diversidad de especies. Esta
complejidad es consecuencia del nUmero de monosacaridos que los conforman y de las
multiples opciones de unidén posible entre ellos. Los glicanos derivan inicialmente de 32
carbohidratos utilizados en el proceso enziméatico de la glicosilacion?*. Los glicanos
pueden unirse a diferentes macromoléculas como lipidos o proteinas, conformando los
glicoconjugados, o bien permanecer como entidades independientes. Las estructuras de
glicanos son el resultado de la expresion y actividad de un pequefio porcentaje de los
genes conocidos en el genoma humano, que incluye tanto enzimas como
transportadores involucrados en su biosintesis. A pesar del desafio que implica esta
complejidad estructural en su estudio, el campo de la glicobiologia ha crecido de manera
sustancial en las Ultimas décadas, expandiendo el horizonte tecnolégico para su
abordaje y profundizando asi los conocimientos sobre la diversidad, la estructura y el
papel de los glicanos en la biologia celular y la fisiologia de los organismos?>.

Los glicanos son de naturaleza universal y esenciales para la existencia de todos
los organismos vivos conocidos?®. En un comienzo, debido a su presencia en las
membranas celulares formando el glicocalix, a los glicanos se les han atribuido
fundamentalmente roles estructurales. Sin embargo, en la actualidad se conoce que
estan involucrados en una amplia gama de funciones esenciales en la biologia de la

célula. Una clasificacion simple divide las funciones de los glicanos en cuatro categorias:
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(1) rol estructural y modulador, (2) reconocimiento intra-especie, (3) reconocimiento
inter-especies y (4) mimetismo molecular de los glicanos del huésped?”.

El rol estructural y modulador hace referencia a efectos bioldgicos mediados por
las propiedades de su estructura primaria y/o que modulan funciones de las moléculas
a las que estan unidos. Los glicanos tienen funciones de proteccidn, estabilizacidn,
organizacién, de barrera y de reserva energética. Por ejemplo, los glicanos de la matriz
extracelular, son importantes para el mantenimiento de la estructura, la porosidad y la
integridad de los tejidos?®. Los glicanos también estan involucrados en el plegamiento
de polipéptidos recién sintetizados en el reticulo endoplasmatico (RE) y en el
mantenimiento posterior de la solubilidad y conformacién de proteinas?®3°, Estas
moléculas también pueden modular las interacciones de proteinas entre si, como
ligandos y receptores, asi como mediar un efecto de encendido y apagado, como es el
caso de factores de transcripcién. Se ha demostrado también que los glicanos pueden
tener implicancias en la sefalizacion celular, por ejemplo, estructuras especificas de
glicanos pueden afectar las propiedades de sefializacion de diferentes receptores de
membrana3l.

Los glicanos funcionan también como ligandos de diferentes proteinas que los
reconocen, mediando procesos de reconocimiento con una consecuencia biolégica
determinada. Este reconocimiento puede ocurrir intra-especie, donde las interacciones
ocurren dentro de un mismo sistema, o inter-especie, donde los glicanos median
interacciones con agentes externos, como los patégenos. Dentro del reconocimiento
intra-especie, el reconocimiento especifico de ciertos residuos de glicanos desempefian
un papel clave en la regulacidn del proceso de degradacién asociada al RE de proteinas,
también tienen roles en el trafico intracelular, induccién de la endocitosis o incluso
pueden actuar como moléculas tipo hormona3?33, Los glicanos tienen muchas funciones
bioldgicas especificas en el reconocimiento célula-célula y las interacciones célula-
matriz. Un ejemplo bien caracterizado es la familia de las selectinas, moléculas de
adhesion que reconocen glicanos en sus ligandos y median las interacciones criticas
entre las células sanguineas y las células vasculares en una variedad de situaciones
normales y patoldgicas3.

En relaciones de reconocimiento entre diferentes organismos, tanto la proteina

como el glicano pueden pertenecer a cualquiera de los dos sistemas. Distintos
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patégenos como virus, bacterias y parasitos, y ciertas toxinas, pueden reconocer
glicanos presentes en la célula diana®. Ademds, muchos patrones moleculares
asociados a patdgenos a menudo consisten en glicanos extrafios y/o patrones de
glicanos en microbios invasores reconocidos por las células del sistema inmune innato,
por medio de receptores especificos. Dentro de esta interaccion con patdgenos, los
glicanos pueden tener también funciones de mimetismo molecular, donde los
patégenos que invaden animales multicelulares se decoran con estructuras de glicanos
idénticas o casi idénticas a las de las superficies de las células huésped, bloqueando el
reconocimiento de los epitopes antigénicos subyacentes para evadir las respuestas

inmunes del huésped3°3®.

Clases principales de glicoconjugados

Las clases comunes de glicanos se definen principalmente de acuerdo con la
naturaleza del enlace del glicoconjugado, siendo éste una proteina o lipido. En la sintesis
de los glicoconjugados de mamiferos sélo se encuentran comunmente 17
monosacaridos y se listan en la tabla suplementaria 1 en el Anexo®’. La nomenclatura
de simbolos alli listada se utilizara para la representacion grafica de glicanos a lo largo
de este trabajo de tesis.

En la figura 1 se esquematizan las clases mas comunes de glicoconjugados en
células animales3®. Comenzando con las glicoproteinas, estas se conforman por una
proteina que presenta uno o mas glicanos unidos covalentemente a su esqueleto
polipeptidico, generalmente a través de enlaces con un nitrégeno (N) u oxigeno (O). Este
tipo de union define los dos grupos de glicanos mas representados en las glicoproteinas,
los N-y O-glicanos.

En los N-glicanos el oligosacarido se encuentra unido al nitrégeno de un residuo
de Asparagina (Asn). Comunmente involucra la unién del N a una N-Acetil-Glucosamina
(GIcNAc), siendo Asn-X-Serina/Treonina (Ser/Thr) la secuencia consenso para esta
glicosilacion, donde X puede ser cualquier aminodacido excepto Prolina (Pro).

Por otro lado, un O-glicano se une frecuentemente al polipéptido a través de una
N-acetilgalactosamina (GalNAc) a un grupo hidroxilo de un residuo de Ser/Thr y la

cadena puede extenderse a diferentes tipos estructurales denominados cores o nucleos.
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Existen otros tipos de O-glicanos en los cuales se une otro tipo de carbohidrato, como
fucosa, glucosa o manosa, en proteinas o dominios especificos, como las repeticiones
del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), las repeticiones de Trombospondina tipo |
(TSR) o distroglicano.

Otro tipo de glicoproteinas, con uniones de tipo O, corresponde al grupo de las
glicoproteinas 0O-GlcNac, un caso particular de glicoconjugados que no son de
membrana ni secretados. Este grupo estd compuesto por proteinas citoplasmaticas y
nucleares que poseen un solo residuo GIcNAc en uno o mas de sus residuos de Ser/Thr.

Un proteoglicano es un glicoconjugado que tiene una o mads cadenas de
glicosaminoglicano (GAG) (Heparan/Condroitin/Dermatan sulfato), unidas a una
proteina central a través de una regidn tipica que tiene en su extremo reductor un
residuo de xilosa unido al grupo hidroxilo de un residuo de serina. Algunos polipéptidos
de proteoglicanos pueden presentar GAGs y diferentes O- y N-glicanos. Otro tipo de
GAG, el hialuronano, se encuentra principalmente como un glicano libre.

Otro tipo de glicoconjugado es el grupo de las glicoproteinas unidas a un ancla
de glicosilfosfatidilinositol (GPI). En estas moléculas los glicanos forman un puente entre
fosfatidilinositol y una fosfoetanolamina unida al carboxilo terminal de una proteina.
Esta estructura generalmente constituye el Unico anclaje a la membrana de la bicapa
lipidica para estas proteinas.

Los lipidos son la otra clase de macromoléculas que pueden ser glicosiladas,
conformando el grupo de los glicolipidos (o glicoesfingolipidos). Los mismos consisten
en un glicano generalmente unido a través de una glucosa o galactosa al grupo hidroxilo
primario terminal generalmente de una ceramida. Esta ceramida se forma por un
aminoalcohol de cadena larga (esfingosina) y un acido graso. Los glicolipidos sialilados

conforman un grupo de moléculas denominado gangliésidos.
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Figura 1 | clases mas comunes de glicanos en animales. Representacion esquemdtica de los diferentes
grupos de glicanos en las células animales y su disposicién extra o intracelular. Modificado de “Essentials

of Glycobiology”, tercera edicidn.

Sintesis de glicoconjugados

La glicosilacion de proteinas y lipidos ocurre en el RE y aparato de Golgi, con la
mayor parte del procesamiento terminal en los compartimentos del cis-, medial y trans-
Golgi. En estas organelas, actuan las glicosiltransferasas y las glicosidasas, enzimas
encargadas de la transferencia o hidrélisis de los carbohidratos, respectivamente. Son
las responsables de formar estructuras de glicanos en una serie de pasos regulados por
la disponibilidad de sustrato, actividad enzimatica, niveles de transcripcién génica y
ubicacién de las enzimas dentro de las organelas. Por lo tanto, el glicoma de una célula
particular es el reflejo del patrén de expresion génica, que determina los niveles de las

enzimas responsables de la sintesis de glicanos®°.
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Las glicosiltransferasas son las responsables de ensamblar restos de
monosacaridos en cadenas de glicanos que pueden ser tanto lineales como ramificadas.
Las glicosiltransferasas mds comunes en animales incluyen aquellas que transfieren
residuos de glucosa (Glc), galactosa (Gal), manosa (Man), N-Acetilglucosamina (GIcNAc),
N-Acetilgalactosamina (GalNAc), fucosa (Fuc) y acido sidlico (Sia). En muchos casos, las
glicosiltransferasas transfieren formas activadas de monosacaridos (nucledtidos
azucar), hacia aceptores que incluyen proteinas, lipidos y cadenas de glicanos en
crecimiento?®*!, En la tabla suplementaria 2 del Anexo se listan las formas activadas de
donantes de monosacaridos en células animales. En otros casos, los sustratos donantes
contienen un resto lipidico, como dolicol-fosfato, ligado a manosa, glucosa o incluso un
oligosacarido. Los precursores de los monosacaridos se importan a la célula, se rescatan
de los glicanos degradados o se crean enzimaticamente a partir de otros azlucares dentro
de la célula. La activacion y las interconversiones de monosacaridos se producen
principalmente en el citoplasma, que luego son transportados a los compartimientos
requeridos por transportadores especificos.

La mayoria de las glicosiltransferasas muestran un alto grado de especificidad
tanto para sus sustratos donantes como aceptores, como es el caso de la formacidn del
grupo sanguineo humano B, donde una al-3 galactosiltransferasa agrega galactosa en
un enlace a al grupo hidroxilo C-3 de un residuo de galactosa en el sustrato aceptor. La
enzima sélo actua sobre la galactosa modificada por fucosa en el enlace al-2, por lo que
la modificacion previa por otros monosacaridos, como por acido siadlico unido en a2-6,
produce un glicano que no es un sustrato para dicha enzima®?. Sin embargo, para otras
actividades se encuentra reportada la redundancia enzimatica, casos en los que mas de
una glicosiltransferasa puede usar el mismo aceptor para catalizar el mismo enlace, por
ejemplo las fucosiltransferasas humanas 3-7 y 9-11, todas unen fucosa en un enlace al-
3 a restos N-acetilactosamina®®. En la tabla suplementaria 3 del Anexo se lista la
nomenclatura utilizada para las principales glicosiltransferasas. Por otro lado, las
glicosidasas catalizan la hidrdlisis de los enlaces glicosidicos y estan involucradas en
etapas de sintesis de N-glicanos (RE y Golgi), en la degradacién de carbohidratos en
lisosomas, citoplasma y nucleo (glicoproteinas O-GIcNAc), asi como también en la

biosintesis y degradacién de polimeros como el glucégeno**.
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Ademas de estas actividades enzimaticas, la estructura de los glicanos puede ser
complejizada aun mas por la accion de otras enzimas como las sulfotransferasas,
fosfotransferasas, O-acetil-transferasas, O-metiltransferasas, piruviltransferasas y
fosfoetanolaminas transferasas.

Finalmente, sumado a la diversidad de glicoconjugados y la complejidad de su
sintesis, la glicosilacion es un proceso sensible a las sefales del entorno celular, de
manera que, pequefias variaciones en las sefiales ambientales pueden causar cambios
dramaticos en la expresién de glicanos, variaciones dinamicas que ocurren en el curso
del desarrollo, la diferenciacidon, cambios metabdlicos, el envejecimiento, la inflamacién,

la infeccion o la malignidad.

N-glicosilacion

Todos los N-glicanos eucariotas comparten una secuencia central comun o core,
constituida por cinco monosacdridos, Manal-3(Manal-6)Manf1,4-GlcNAcB1,4-
GIcNAcB1-Asn. Los N-glicanos pueden estar extendidos por diferentes estructuras a
partir de este core, por lo que se clasifican en tres tipos: (1) oligomanosa (o alta manosa),
en la que sdlo residuos de manosa extienden el core; (2) complejos, en los que dicha
extension presenta "antenas" formadas por GIcNAcs; y (3) hibridos, en los que la manosa
extiende el brazo Mana1-6 del core y una o dos GIcNAcs extienden el brazo Manal-3.

En la figura 2 se esquematizan estas estructuras®.
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Figura 2 | Tipos de N-glicanos. Representacion esquematica de los diferentes
tipos de N-glicanos que surgen como extensién del core Manal-3(Manal-6)
ManB1-4GIcNAcB1-4GIlcNAcB1-Asn-X-Ser / Thr. Modificado de “Essentials of

Glycobiology”, tercera edicion.

La sintesis de N-glicanos comienza con un precursor lipidico sobre el que se
ensambla de forma secuencial una estructura oligosacarida conservada que constituye
el glicano que se transfiere en primer lugar al sitio de glicosilacion. En la figura 3 se
esquematiza la sintesis de los N-glicanos, dividida en cuatro etapas, que se describen a
continuacion:

(1) Formacidn del precursor lipidico y montaje del glicano al polipéptido. En la

formacién del precursor interviene un poli-isoprenoide (lipido), denominado dolicol-
fosfato (Dol-P) en eucariotas. La sintesis comienza con la transferencia, catalizada por
GlcNAc fosfotransferasa (GPT), de N-acetilglucosamina 1-Fosfato (GIcNAc-1-P) a una
molécula de Dol-P para generar Dol-P-P-GIcNAc, reaccién que ocurre en la cara
citoplasmatica de la membrana del RE. Luego el Dol-P-P-GIcNAc se extiende a una
estructura mayor (Dol-P-P-GIcNAc;Mans) y es volteado hacia el lado luminal del RE
(“flip”). Una vez en la luz del RE, esta estructura es elongada hasta formar el precursor
glicolipidico que contiene un oligosacdrido de 14 azucares (GlcsMansGIcNAC,).
Posteriormente este oligosacdrido se transfiere a la cadena lateral de Asn dentro de la

secuencia de aminodcidos Asn-X-Ser/Thr por la enzima oligosacariltransferasa (OST)%.

34



-Introduccion General-

(2) Procesamiento temprano. El complejo carbohidrato-proteina naciente se

somete a un procesamiento adicional en el RE, que implica la eliminacion secuencial de
residuos de glucosa por dos a-glucosidasas (a-Glc I —Il), y un residuo de manosa inicial
gue se elimina por una a-manosidasa (a-Man RE). Estos pasos iniciales tienen funciones
clave en la regulacién del plegamiento de glicoproteinas a través de interacciones con
chaperonas que reconocen caracteristicas especificas del N-glicano recortado. Después
de un control de calidad, la glicoproteina es transportada al aparato de Golgi (cis-Golgi)
para recorte adicional por a-manosidasas | y Il (a-Man | — Il) y otras modificaciones,
previo a su transporte hacia el medial-Golgi para su maduracion.

(3) Procesamiento tardio. Existe una distribucion diferencial de glicosidasas y

transferasas entre las cisternas del Golgi. Entre ellas, las GIcNAc-transferasa I-IV (GnT |-
IV), PB1,4 galactosiltransferasas (GalT), a2,3 sialiltransferasas (ST3Gal), a2,6
sialiltransferasas (ST6Gal), fucosiltransferasas (FucT) catalizan el procesamiento
adicional para crear una gran cantidad de glicoformas®’.

La biosintesis de N-glicanos hibridos y complejos se inicia en el medial-Golgi por
la accion de una N-acetilglucosaminiltransferasa GnT-I (codificada por el gen MGAT1)
gue agrega un residuo GIcNAc a la al-3Man en la estructura MansGIcNAc;.
Posteriormente, la mayoria de los N-glicanos se recortan mediante las enzimas a-
manosidasa || (MAN2A1 o MAN2A2) en el medial-Golgi, eliminando los residuos
terminales al-3Man y al-6Man. Una vez que se eliminan ambos residuos, se agrega una
segunda GIcNAc a la al-6Man en el core por la accion de GnT-Il (MGAT2), dando lugar
al precursor de todos los N-glicanos complejos bi-antenarios. Pueden ocurrir
ramificaciones adicionales por accidn de otras N-acetilglucosaminiltransferasas, como
GnT-IV (MGAT4A, MGAT4B) en la al-3Man y GnT-V (MGATS5) en la al-6Man del core,
para producir N-glicanos tri- y tetra-antenarios. GnT-lll (MGAT3) cataliza la produccion
de N-glicanos complejos bisectados. Por otro lado, los hibridos se forman si la a-

manosidasa Il no actua sobre el glicano producido por GnT-l.
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(4) Maduracion. Las modificaciones adicionales de los N-glicanos complejos e
hibridos maduros incluyen adiciones de carbohidratos al core, alargamiento de las
ramificaciones formadas por adicion de GIcNAc, y reacciones "capping" o terminacion
gue modifican estas ramas alargadas.

La modificacion principal del core en los N-glicanos de vertebrados es la adicion
de al1-6 Fuc a la GIcNAc unida a la Asn de la proteina (denominada fucosa del core). Esta
reaccion es catalizada por la a1-6 fucosiltransferasa (FucT8, gen FUT8), que requiere la
accion previa de GnT-l.

La mayoria de los N-glicanos complejos e hibridos tienen ramificaciones
extendidas que se construyen mediante la adicidon de galactosa a la GIcNAc que inicia la
ramificacion para producir el bloque de construccién GalB1-4GIcNAc, denominado
LacNAc. La adicion secuencial de disacaridos de LacNAc da repeticiones en tandem
denominadas poli-LacNAc. Estas extensiones se producen preferentemente en los
multi-antenarios, particularmente en ramificaciones B1-6GlcNAc sintetizadas por la
GnT-V (MGATS5). Las reacciones de terminacién que dan como resultado los glicanos
maduros pueden incluir la accion de glicosiltransferasas que transfieren azucares a una
galactosa terminal o GIcNAc subterminal, generando estructuras sialiladas, fucosiladas
o sulfatadas®®. Las cadenas de poli-LacNAc pueden servir como andamios lineales y
extendidos para la presentacion de glicanos terminales especificos, como los glicanos
de la familia Lewis. Las cadenas de poli-LacNAc también se reconocen con alta afinidad
por las galectinas que reconocen tanto las ramificaciones internas como las

terminales*™1.

Inhibicion de la sintesis de N-glicanos

El uso de herramientas quimicas para inhibir la glicosilacion proporciona un
enfoque poderoso para estudiar las funciones de los glicanos. La tunicamicina (TNM) y
la swainsonina (SW), son algunos de los inhibidores de la sintesis de N-glicanos, cuya
accion se ilustra en la via de sintesis de la figura 3.

TNM bloquea el primer paso de la via de sintesis de N-glicanos, la transferencia
de GIcNAc-1-P de UDP-GIcNAc a Dol-P para generar Dol-P-P-GIcNAc. La misma fue

identificada por primera vez en Streptomyces lysosuperificus. TNM es un antibiotico
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homodlogo de nucledsido que inhibe la familia de enzimas UDP-HexNAc: poliprenol-P
HexNAc-1-P, en la que se incluye la GIcNAc fosfotransferasa (GPT). Debido a la funcidn
de los N-glicanos en el correcto plegamiento de las proteinas, este inhibidor puede
causar estrés del RE por acumulacién de proteinas mal plegadas®2.

Por otro lado, SW es un alcaloide que se descubrid por primera vez en plantas de
especies Swainsonacanescens. Al inhibir la a-manosidasa Il, la swainsonina causa la
acumulacién de oligosacaridos MansGIcNAc; y MansGIcNAc; y cadenas de tipo hibrido,

disminuyendo los oligosacaridos complejos2.
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Figura 3| sintesis N-glicanos. (1) Sintesis del precursor lipidico. (2) Procesamiento temprano. (3)

Procesamiento tardio. (4) Maduracion. Se sefialan dos puntos de inhibicion enzimatica mediados

por tunicamicina y swainsonina . Adaptado de Reily, C. et al. Nature Reviews Nephrology (2019).
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O-glicosilacién

Dentro del grupo de los O-glicanos, en este apartado se hard hincapié en los de
tipo O-GalNAc. Los glicanos unidos a GalNAc, también llamados O-glicanos de tipo
mucina, son abundantes en muchas glicoproteinas extracelulares y secretadas,
incluyendo las mucinas que forman una interfaz crucial entre las células epiteliales y las
superficies externas de las mucosas del cuerpo®*.

La sintesis de este grupo de glicanos comienza con la transferencia de un residuo
de GalNAc a Ser/Thr, dando lugar al O-glicano mas simple llamado antigeno Tn, cuya
presencia no es comun en mucinas normales. Esta reaccion es catalizada por una enzima
denominada polipéptido-N-acetil-galactosaminiltransferasa (GalNAcT, codificada por
GALNT) que actua después de que la proteina se haya plegado correctamente y
transportada al Golgi. Los humanos tienen 20 genes que codifican para estas enzimas.
Todas unen UDP-GalNAc como sustrato donante, pero pueden diferir en las
especificidades de los péptidos receptores®.

A diferencia de la N-glicosilacion, no se reconoce un motivo de secuencia
especifico de este tipo de glicosilacion, pero se ha observado cierta especificidad de
isoforma. En general, se transfiere GalNAc a las cadenas laterales de residuos de Ser/Thr
gue se encuentran en regiones relativamente no estructuradas de la proteina plegada.
Aungue no se conozca una secuencia, ciertos aminoacidos son preferidos. Los residuos
de Pro cerca del sitio de adicion de GalNAc suelen ser favorables para la O-glicosilacién,
mientras que los aminodacidos cargados pueden interferir con la actividad GalNACcT. Es
posible que el papel de la Pro sea exponer los residuos de Ser/Thr en una conformacién
de giro B, lo que lleva a una O-glicosilacion mas eficiente>®>7,

La GalNAc unida a la Ser o Thr generalmente se extiende para formar una de las
ocho estructuras centrales comunes (cada una denominada core). Cada core luego
puede extenderse para dar un glicano O-GalNAc maduro, lineal o ramificado. La
disposicion dentro del Golgi es similar a una "linea de ensamblaje" con reacciones
tempranas en el cis y reacciones tardias en el trans-Golgi, aunque muchas de las enzimas
se distribuyen de manera difusa en los compartimentos. En la figura 4 se representa

esquematicamente la sintesis de los cuatro principales cores estructurales®®>°,
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El core 1 se forma mediante la transferencia de una galactosa al antigeno Tn,
para dar lugar al antigeno Thomsen-Friedenreich (TF o T, GalB1-3GalNAc). Esta reaccion
es catalizada por una B1-3 GalT denominada T sintasa o C1GalT1. Tanto el antigeno Tn
como el T pueden modificarse mediante acido sialico para formar Sialil Tn o Sialil T (STn
0 ST), por la acciéon de las enzimas ST6GalNAc1 y ST3Gall, respectivamente.

Los glicanos del core 2 O-GalNAc son estructuras ramificadas del core 1, y su
expresion esta altamente regulada durante la activacion de linfocitos, la estimulacién
de citoquinas y el desarrollo embrionario. Si bien se expresan en muchos tejidos, como
la mucosa intestinal, se han reportado cantidades exacerbadas de estas estructuras en
situaciones patoldgicas como el cancer. La enzima responsable de la sintesis los glicanos
del core 2 en glicanos del tipo O-GalNAc es la B1-6 N-acetilglucosaminiltransferasa o
C2GnT (gen C2GNT)®°. Al menos tres genes codifican esta subfamilia de enzimas,
denominados C2GNT1, C2GNT2 y C2GNT3. C2GnT1 sintetiza solo la estructura del core
2, mientras que C2GnT2 y C2GnT3 participan en la sintesis del cores 2 y 4. C2GnT2
participa también en la sintesis de otras ramificaciones GIcNAcB1-6. C2GnT1l se
encuentra ampliamente expresada, C2GnT2 se expresa principalmente en los 6rganos
secretores de mucosa y C2GnT3 exhibe un patrén de expresion restringido en érganos
humanos normales con alta expresion en el timo.

Al igual que los N-glicanos, los nucleos estructurales pueden extenderse para
formar estructuras de poli-LacNAc, terminados por la unién de azucares adicionales o
grupos funcionales. Las extensiones de poli-LacNAc en los glicanos O-GalNAc ocurren
preferentemente en la B1-6GIlcNAc transferida por la C2GnT1. Las terminales de los
glicanos O-GalNAc pueden contener fucosa y dacido sidlico en enlaces a, galactosa,
GalNAc y GIcNAc en enlaces a y B, y sulfatos. Los glicanos O-GalNAc pueden incluir los
determinantes del grupo sanguineo ABO vy los Lewis, acido polisidlico, glicanos lineales

y ramificados®.
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Figura 4 | sintesis de glicanos O-GalNAc. Representacidn de la sintesis de glicanos de la familia O-GalNAc y
formacion de los diferentes cores estructurales. Las enzimas se mencionan con el nombre del gen codificante.
Se representa la extension de los core 2 O-GalNAc con la terminacidn del grupo SLe*. Modificado de Ho et al.

Journal of Hematology and Oncology (2016).

Proteinas de unidn a glicanos

Las proteinas que reconocen glicanos se encuentran en todos los organismos
vivos y se dividen en dos grupos generales: lectinas y proteinas de union a GAGs.
Particularmente, las lectinas se clasifican en familias relacionadas evolutivamente segun
sus dominios de reconocimiento de carbohidratos (CRD, del inglés carbohydrate-
recognition domains) basado en similitudes estructurales primarias y/o
tridimensionales. Los CRDs pueden existir como proteinas independientes o como
dominios dentro de proteinas multidominio mas grandes. Por lo general, reconocen
grupos terminales en glicanos.

Las lectinas fueron descriptas originalmente en plantas, por sus capacidades de
aglutinar glébulos rojos animales. Sus actividades especificas de unidn a glicano hacen
que las lectinas de las plantas sean herramientas cientificas extremadamente utiles para

estudiar el estado de glicosilacion de una célula. En la figura suplementaria 1 del Anexo
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se listan las lectinas mas relevantes para este trabajo, junto a las estructuras principales
gue reconocen.

Otros ejemplos que participan activamente en la biologia celular, tanto en
escenarios fisiolégicos como patoldgicos, incluyen representantes de las familias de las
galectinas y las selectinas. Las galectinas son una familia de proteinas solubles que se
unen a los glicanos que contienen B-galactdsidos y estan implicadas en diversos eventos
como la regulacién del sistema inmune y en la modulacién de procesos de la biologia
del cancer, como la apoptosis, la agregacion celular homotipica, la angiogénesis, la
migracion celular y el escape inmune del tumor. Las selectinas son una familia de
moléculas de adhesidn celular que median las interacciones entre los leucocitos y las
células endoteliales, también células cancerosas y plaquetas, facilitando la invasion y
metastasis de las células tumorales®?.

Existen tres miembros descriptos en esta ultima familia, denominadas P-, E- y L-
selectina. La P-selectina se expresa constitutivamente en megacariocitos, donde se
almacena en las membranas de los granulos a de las plaquetas circulantes. También se
encuentra en los cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales vasculares. La P-
selectina se expresa inmediatamente en la superficie celular, luego de la activacion de
las plaquetas o de las células endoteliales por moléculas como histamina, trombina o
componentes del complemento. La L-selectina se expresa constitutivamente en las
microvellosidades de la mayoria de los leucocitos, incluidas todas las células mieloides,
células T y B virgenes, y algunas células T de memoria y efectoras. La E-selectina no se
expresa constitutivamente en las células endoteliales de la mayoria de los tejidos
(médula dsea y piel son excepciones). Los procesos de transcripcion dependientes de
citoquinas proinflamatorias conducen a una expresion inducible de E-selectina en la
superficie del endotelio®3.

Las selectinas son moléculas de adhesién mediadoras de las primeras etapas del
trafico de leucocitos, migracién constitutiva de linfocitos a los ganglios linfaticos
periféricos y a la piel; y trafico de células madre hematopoyéticas a la médula®4®. Las
interacciones entre las selectinas y los ligandos glicoconjugados de la superficie celular
promueven el anclaje y el rolling de los leucocitos y las plaquetas en las vénulas
postcapilares, y son importantes para el reclutamiento de leucocitos en sitios de

inflamacién y lesion.
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El CRD de cada selectina interactia débilmente con pequeios oligosacaridos
sialilados, fucosilados, como sialil Lewis X o sialil Lewis A, y se unen con mayor afinidad
a estos glicanos en el contexto de un glicoconjugado®. Una caracteristica Unica de los
ligandos de L-selectina es el requerimiento de glicanos sulfatados, tales como 6-sulfo-
SLe*. Aunque hay varias proteinas glicosiladas que son capaces de unirse a un tipo
particular de selectina, sélo una proteina ha surgido como el ligando mejor
caracterizado para las tres, denominada PSGL-1 (del inglés P-Selectin Glycoprotein
ligand 1)®’. Esta glicoproteina demostrd ser el principal contrarreceptor para las tres
selectinas que unen las plaquetas, los leucocitos y las células endoteliales. PSGL-1 tiene
residuos de tirosina sulfatados adyacentes a SLe* expresados en glicanos O-GalNAc del
core 2. Ademas, es una molécula expresada constitutivamente en la superficie de la
mayoria de los leucocitos (incluidos neutréfilos, monocitos, eosinoéfilos, basdéfilos y

subconjuntos de células T), y también en células madre hematopoyéticas®®©°,
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Glicosilaciéon y Cancer

Glicosilacién aberrante

El perfil de glicosilacién anormal que sucede como parte del fendmeno de
transformacidn maligna es conocido como glicosilacidn aberrante. Esta modificacion del
glicoma celular es un factor clave para la seleccion positiva de las células transformadas,
confiriendo ventajas adaptativas frente a las células normales. La glicosilacion aberrante
participa en la interaccidn con el sistema inmune, la angiogénesis y los multiples pasos
de progresion tumoral, como el crecimiento y la proliferacién celular, la migracion, la
invasién y la metastasis’%’L.

Dentro de las primeras evidencias de cambios en el perfil de glicosilacion en
cancer se describen estudios con lectinas de plantas. Estudios que comparaban sueros
de pacientes oncoldgicos e individuos sanos mostraron que aquellos provenientes de
los pacientes presentaban una mayor union y aglutinacion de glicoproteinas mediada
por lectinas’?. Otra de las primeras evidencias proviene de ensayos in vitro con
fibroblastos de ratdon transformados con virus. La comparacién de componentes de
membrana entre células transformadas y normales demostré que la transformacién va
acompafada de un aumento en el tamafio de los glicopéptidos como resultado del
incremento de glucosaminas’3. Con el advenimiento de los anticuerpos monoclonales,
se encontraron muchos anticuerpos especificos de tumor dirigidos contra epitopes de
glicanos, especialmente contra glicolipidos. Luego de ser caracterizados, muchos de
estos epitopes representaron "antigenos onco-fetales", es decir, epitopes de glicanos
expresados en células tumorales y tejidos embrionarios’*7.

El hallazgo de una correlacion entre ciertos tipos de glicosilacién alterada vy el
prondstico de evolucion de la enfermedad en ciertas indicaciones oncoldgicas, tanto en
modelos animales como en pacientes, aumento el interés en el campo de la glicosilacion
aberrante del cancer’’. Actualmente, se considera que los cambios en la glicosilacion
son criticos para varios aspectos del comportamiento de las células tumorales.

Los cambios en los patrones de glicosilacion no ocurren al azar. Dado que el
cancer es considerado un proceso microevolutivo en el cual hay expansiones clonales

en multiples etapas, se entiende que estos cambios especificos en la expresion de
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glicanos prevalecen durante la progresion del tumor reflejando la seleccidon de clones
gue presentan ventajas adaptativas. Esto explicaria por qué sélo un subconjunto muy
limitado de cambios se correlaciona con frecuencia con la transformaciéon maligna y la
progresion tumoral. Los cambios mds comunes en la glicosilacién de las células
tumorales derivan en pérdida o expresidn excesiva de ciertos glicanos, aumento de la
expresion de glicanos incompletos o truncados, modificaciones en sus ramificaciones y,
con menos frecuencia, la aparicién de nuevas estructuras’?.

La maquinaria encargada de la sintesis de los glicanos de la célula se modifica
durante la transformacion maligna. Se observa una modificacion en la actividad de las
glicosiltransferasas, en buena medida a través de modificaciones en su expresion (por
multiples motivos como desregulacion transcripcional y de la funcién de chaperonas),
como asi en su localizacién espacial. Se describen ademas cambios en la expresién de
glicosidasas, alteraciones en la molécula que se conjuga al glicano (como ser cambios en
la conformacién terciaria de proteinas), asi como disponibilidad y abundancia de
donantes de nucleétidos azucar y cofactores’®.

Las alteraciones en el proceso de glicosilacién en cancer que ocurren con mayor
frecuencia estan asociadas a los procesos de sialilacién, fucosilacién, aparicidon de
glicanos de la familia Lewis, sintesis truncada de glicanos O-GalNAc y alteraciones en
ramificaciones tanto en N- como en O-glicanos. A continuacion, se describiran algunas

de las glicosilaciones aberrantes mas destacadas y sus implicancias en cancer.

Glicanos de la familia Lewis

Los glicanos de la familia Lewis (Le) pueden encontrarse en los diferentes
glicoconjugados, como terminales de estructuras de extensidén y también en estructuras
cortas. Son un conjunto relacionado de glicanos que contienen residuos de Fuc al-3/al-
4. Las mismas tres unidades de monosacdridos estan presentes en todos ellos, GIcNAc,
Gal y Fuc, que difieren sélo en sus enlaces glicosidicos correspondientes. La adicion de
acidos sialicos a estos epitopes puede dar lugar a estructuras de glicanos mas complejas,
como sialil Lewis a (SLe?) y sialil Lewis x (SLe*). Los Lewis se expresan moderadamente
en tejidos adultos sanos, como el epitelio de la mucosa del sistema digestivo, el cerebro

y ciertos subconjuntos de células inmunes. Sin embargo, la sobreexpresion de estos
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antigenos, junto con las glicosiltransferasas respectivas, se han reportado en muchos
tipos diferentes de cancer.

Los Lewis se dividen en dos grupos denominados de tipo 1 y de tipo 2, su
biosintesis se representa en la figura 5. Los de tipo 1 son los glicanos Le®, Le? y SLe?,
sintetizados por B1,3-galactosiltransferasas (B3GalT), al-2/al-4 fucosiltransferasas
(FucT) vy, para el caso de SLe?, a2-3 sialiltransferasas (ST3Gal). Los glicanos de tipo 2 son
LeY, Le* y SLe*, sintetizados por B1,4-galactosiltransferasas (B4GalT), al-2/al-3
fucosiltransferasas y, para el caso de SLe*, a2-3 sialiltransferasas’®.

En relacion con las actividades enzimaticas, FucT1 y FucT2 (genes FUT1 y FUT2)
son fucosiltransferasas al-2, mientras que las FucT 3-7 y las FucT 9-11 son
fucosiltransferasas a1-3 (genes FUT3/4/5/6/7/9/10/11). Llamativamente, sélo la enzima
FucT3 exhibe una actividad combinada de fucosiltransferasa a1-3 y al1-47°8, De las seis
ST3Gal descriptas hasta la fecha, ST3Gal4, ST3Gal6 y, en menor grado, ST3Gal3, se
encuentran reportadas en la sintesis de los glicanos de esta familia (genes
ST3GAL3/4/6)%. En cuanto a las galactosiltransferasas, siete B4GalT (B4GalT1-7) y

cuatro B3GalT (B3GalT1, 2, 4y 5) han sido reportadas en humanos’®81784,
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Familia Lewis

Figura 5 | Sintesis de los glicanos de la familia Lewis. Representacion de la sintesis de glicanos de la

familia Lewis de tipo 1 y tipo 2. Las enzimas se mencionan con el nombre del gen codificante.

Modificado de Pinho, S. et al. Nature Reviews Cancer (2015)%°.

La contribucidn real de las diferentes glicosiltransferasas en la biosintesis de los

glicanos de la familia Lewis no se encuentra en la actualidad certeramente establecida.
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Esto se debe a que su regulacion transcripcional depende de factores especificos del
tejido, ambientales y patoldgicos, asi como de otras variables como la localizacién
enzimatica, la competencia por el sustrato y su disponibilidad.

La presencia de estos glicanos en diferentes tumores estd asociada
principalmente a sobreexpresidon o sintesis de novo, aunque también han sido
reportados, algunos de ellos, como producto de sintesis incompleta®. Las causas
principales se asocian a modificaciones en la expresidn y/o regulacion de los diferentes
agentes involucrados en su sintesis, principalmente a los eventos de fucosilacion y
sialilacion. En tejidos tumorales, los glicanos de esta familia modulan la adhesidn, las
interacciones célula-matriz, la sefializacién celular, el metabolismo, la angiogénesis y el
sistema inmune, actuando como participes en los fendmenos de progresion tumoral y

diseminacién metastasica.

LeX LeY, Le® y LeP

Le* es también conocido como SSEA-1, del inglés Stage-Specific Embryonic
Antigen-1. Su expresidon comienza gradualmente durante la diferenciacion celular en el
conducto y tubulo nefritico, el saco vitelino y en la superficie de las células ectodérmicas
embrionarias de la epidermis, donde tiene un papel vital en los procesos de
reconocimiento y adhesidn célula-célula®. Le* es el antigeno fucosilado predominante
en el cerebro y facilita las interacciones célula-célula involucradas en el desarrollo
neuronal, siendo FucT9 la enzima responsable de su sintesis en el sistema nervioso®’. En
los tejidos epiteliales, la expresidn de Le* se encuentra principalmente en el estdmago,
el colon, las glandulas salivales, los rifiones, la vejiga, el epididimo, el Utero, el cuello
uterino y la médula®.

La sobreexpresién de Le* se ha reportado en diferentes tipos de cdncer de
pulmdén, donde se asocia con una menor sobrevida de los pacientes®. Su expresion es
un factor prondstico independiente para la sobrevida de pacientes jévenes (menores a
50 afios) con cancer de mama triple negativo (estadios I, Il y Ill) y se correlaciona con
una pobre sobrevida total y libre de recurrencia®®. Ademads, se ha reportado una
asociacion entre su expresion y el frente invasivo del tumor, sefialando un posible papel

de este antigeno en la metdstasis del cancer de mama®l. En céncer colorrectal, su
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expresion aumenta en la superficie de las células inflamatorias infiltrantes y las células
cancerosas durante la progresion de la enfermedad®?. Aunque Le* no se expresa en el
pancreas normal, su sobreexpresion se ha identificado en el 50-70% de los tejidos de
pacientes con céncer de pancreas®. En glioblastoma, se ha propuesto como marcador
de seleccién de células madre®. La sobreexpresién de este glicano se ha reportado en
otros tipos de cancer como carcinoma hepatocelular, de vejiga, renal y tumores no
s6lidos como leucemia mieloide, también asociado con malignidad®—>".

La expresion de LeY se encuentra principalmente en tejido embrionario, y en
adultos se ha detectado en células epiteliales de mama, pulmén, préstata, colon,
estdmago, pancreas, Utero, ovario, glandulas salivales y en las células de Panneth del
intestino delgado. Se sobreexpresa en pacientes con cancer de pulmén de células no
pequefias y se considera un marcador valioso de diferenciacion®®. Ademas, su
sobreexpresidn, en pacientes con cdncer de mama con ganglios linfaticos negativos, se
asocia con un pronéstico desfavorable y una disminucidn sustancial de la
supervivencia®. Se detecta en el 40-50% del total de casos con malignidad géstrica o
colorrectal, y su sobreexpresion se correlaciona con un aumento en la estratificacion del
tumor, especialmente en el estadio 1V1%. En céncer de préstata, se ha detectado alta

expresion en adenocarcinomas localizados y metastésicosoL.

En general, la alta
expresion de LeY se correlaciona con un estado de diferenciacion pobre y alto potencial
metastdsico. Ademas, se ha descripto una estrecha correlacion entre la expresidén de
este glicano en hepatocarcinoma y el grado de desdiferenciacién, asi como con el
aumento del potencial proliferativo y metastasicol®?.

Le® se expresa en todo el colon durante la vida fetal, pero después del nacimiento
desaparece gradualmente en el colon distal, existiendo una expresién limitada en el
colon proximal en adultos. Le? exhibe una distribucidn a lo largo del colon, incluso

después del nacimiento®3,

Formas solubles de ambos antigenos se liberan en
secreciones y fluidos corporales, donde pueden ser capturados y expresados por
eritrocitos!04,

La reaparicién del antigeno Le® se utiliza como marcador tumoral para distinguir
los tumores malignos de los benignos, lo cual también puede aplicarse al cancer de colon

distal. El prondstico de pacientes con carcinomas de pulmén y colon se correlaciona

negativamente con una mayor expresién de Le® 1%, Por su lado, Le? se sobreexpresa en
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adenocarcinoma pulmonar, encontrando una mayor presencia en los canceres en
estadio avanzado. La sobrevida a 5 afios de estos pacientes con expresion de Le? es
menor que para aquellos en los que estd ausente!®. Le? también ha sido detectado
sobreexpresado en tumores gastricos y pancreaticos®1%7,

Si bien se ha estudiado la expresidn de los diferentes glicanos en cédncer, poco se
sabe sobre sus implicancias funcionales. Existen algunos reportes que vinculan a estos
Lewis con algunas caracteristicas de las células tumorales como su papel en la cascada
metastdsica, induccion de angiogénesis o inmunosupresion. Por ejemplo, Le* expresado
por células de cancer de pulmoén de células no pequefias interactia con E-selectina
inducida por TNFa en las células endoteliales del cerebro, facilitando la adhesién entre
estos dos tipos de células y promoviendo metastasis en el sistema nervioso central, de
manera similar que SLe* %8, ICAM-3, es un receptor tipo lectina expresado en humanos
en la superficie de las células presentadoras de antigeno, como células dendriticas
inmaduras y macrofagos. Esta lectina reconoce especificamente todos los antigenos de
Lewis no sialilados (Le?, Le®, Le*y LeY), y sus funciones principales estén relacionadas con
la adhesién celular, la migracidon celular, la captacion de antigeno y la posterior

presentacion de antigeno®1%9

SLe*y SLe?

Dentro de los principales antigenos sialilados asociados al cdncer se encuentran
los glicanos SLe* y SLe?. Ambos glicanos han sido identificados como esenciales para la
union de los leucocitos al endotelio vascular, por el reconocimiento de estas estructuras
por medio de selectinas!?. Su expresion correlaciona con un mal prondstico en cancer,
asociado al fenotipo metastasico en diferentes tipos de neoplasias como el cancer de
colon, gdstrico, préstata, renal, pancredtico y de pulmén. Esta caracterizacion,
proveniente principalmente de analisis histopatoldgicos, concluye que la expresion de
SLe*/2 correlaciona con grados de diferenciacién en el tumor primario y metastasis. En
carcinoma renal se sugiere a SLe* como indicador de prognosis!'*13, La expresidn de
SLe*2 en las células tumorales ha correlacionado con una mayor capacidad de adhesién
a las células endoteliales activadas y a células del estroma in vitro'**!1>, En ensayos in

vivo de metastasis experimental con células de carcinoma humano, los altos niveles SLe*
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en la superficie celular se vinculan con una mayor actividad metastasical!®. En cancer de
mama, el aumento en la deteccion de SLe* en suero de pacientes se asocid con cancer
invasivo, por lo que tendria valor prondstico en esta indicaciéontt’.

SLe? es el epitope de glicoconjugados detectados por el andlisis serolégico
CA19-9 y se lo considera un marcador asociado al cancer, ampliamente utilizado en la
practica clinica. El ensayo CA19-9 se ha aplicado principalmente en pacientes con un
establecido diagndstico de cancer pancreatico, colorrectal, gastrico o biliar, y se utiliza
para controlar la respuesta clinica a la terapia. Ademads, concentraciones preoperatorias
elevadas estan asociadas con prondstico pobre en carcinoma de colon y gastricol®119,

Estas estructuras han sido reportadas en algunos casos como productos de
sintesis incompleta de glicanos que se encuentran en tejidos normales. La variante con
un acido sidlico adicional unido a la posicion C6 del penultimo GIcNAc en SLe?, disialil-
Le?, se expresa preferentemente en células epiteliales de colon no malignas, y su
expresion disminuye significativamente en la transformacion maligna. Se ha
demostrado que la transcripcidon reducida de la sialiltransferasa responsable de la
sialilacion en esta posicion disminuye significativamente en cancer debido a una
regulacion epigenétical?. En analogia, SLe* se utiliza como marcador tumoral, y su
derivado 6-sulfatado, 6-sulfo-SLe*, se expresa preferentemente en células no
transformadas®?!. En cancer, se ha observado una reduccién en la expresion de
moléculas responsables de la sulfatacion de SLe* como la 6-sulfotransferasa y el
transportador de sulfato. Particularmente, se encontrd una transcripcion reducida del
transportador de sulfato de la displasia diastréfica (DTDST) en pacientes con cancer de
colon, lo que asocia a un papel dominante en la reduccién de 6-sulfo-SLe* y ganancia de
SLe*. Ademads, se ha demostrado que el silenciamiento de DTDST en tumores se
encuentra regulado epigenéticamente por la modificacién de histonas!?2.

De todas maneras, la mayor expresion de SLe* y SLe? en células tumorales se ha
atribuido mayoritariamente a niveles elevados de diferentes glicosiltransferasas. Por
ejemplo, estudios sobre muestras de pacientes con cdncer de pulmén, por
inmunohistoquimica y PCR, determinaron que la expresion de FUT7 correlaciona con la
expresion de SLe* y con el aumento de la malignidad tumoral®?3. En células de cancer de
prostata metastasico, los altos niveles de SLe* y del numero de metastasis se

correlaciond con la sobreexpresion de los genes FUT3 y FUT624, Por otro lado, en cédncer
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de mama, FUT3, FUT4 y ST3GAL6 se vieron significativamente aumentados y se
correlacionaron con metastasis en hueso!?.

La conexién entre la expresién de SLe¥/?y el fenotipo metastasico se atribuye a
la interaccion de las selectinas con sus ligandos y a la funcionalidad de la interaccidn en
el endotelio vasculart?®1?’_En el proceso de metdstasis, después de ingresar al torrente
sanguineo, las células tumorales circulan y se unen a plaquetas, leucocitos y células
endoteliales. En la figura 6 se resume esquematicamente este proceso. Primero, se unen
a plaquetas activadas a través de P-selectina. Las plaquetas apoyan su extravasacién y
las protegen del sistema inmune innato y del estrés mecanico mediante la formacion de
un micro-émbolo tumoral (1). Luego las células tumorales ruedan sobre las células
endoteliales por interacciones mediadas por E- y P- selectina del endotelio activado (ll),
para finalmente detenerse en la microvasculatura de drganos distantes (lll). Las células
tumorales también interaccionan con leucocitos que pueden apoyar su adhesién a la
pared de los vasos, esto ocurre por union a L-selectina. El reclutamiento de neutroéfilos
y monocitos también se regula a través de interacciones mediadas por el endotelio.
Finalmente, luego de detenerse y establecer una unidn firme, las células tumorales
extravasan hacia un nuevo nicho metastésico (IV)'?8. Diversos ligandos naturales de
selectinas que se encuentran en estados no patolégicos se han reportado expresados
en células tumorales, por ejemplo, PSGL-1 en melanoma, prdstata, colon y diferentes

lineas celulares de cancer de pulmén??9-133,
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Figura 6 | Representacion esquematica de las interacciones mediadas por selectinas y sus ligandos
durante la metastasis. Las células tumorales circulan en el torrente sanguineo donde se unen a
plaguetas formando un microémbolo (l). Las células tumorales se unen y ruedan en el endotelio (ll),
luego son detenidas (lll), forman uniones fuertes y finalmente migran desde la vasculatura (IV). La
interaccion con selectinas ocurre con ligandos expresados en las células tumorales. Adaptado de

Kappelmayer & Nagy, B. BioMed Research International (2017).

Alteraciones en ramificaciones y fucosilacién de N-glicanos

Una aberracion comun de la glicosilacion en neoplasias malignas constituye la
sobreexpresion de N-glicanos complejos con ramificaciones de GlcNac en enlace 3-1,6
en la superficie celular. Esta modificaciéon resulta de la sobreexpresiéon GnT-V (codificada
por MGATS), la cual cataliza la transferencia de residuos de GIcNAc a N-glicanos en
crecimiento, conduciendo a la formacién de cadenas multi-antenarias. El aumento de la
transcripcién del gen MGAT5 es inducido por varios factores de transcripcidon

oncogénicos, particularmente se encuentra reportado que la expresion de MGAT5S
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puede estar regulada por la via de sefializacién que involucra RAS-RAF—-MAPK, la cual se
encuentra activada en diversas indicaciones oncoldgicas.

Se encuentra reportado para distintos tipos de cancer que el aumento de la
expresion de N-glicanos GIcNAc B-1,6 ramificados y de MGAT5S esta criticamente
involucrado en el crecimiento tumoral y la metastasis. Uno de los mas concluyentes
informa la supresion del crecimiento y metastasis de tumores mamarios inducidos por
el virus oncogénico Polyomavirus middle T antigen (PyMT), en un modelo murino
knockout para MGATS5. Otros ensayos in vivo han demostrado también que células con
mayor expresion de MGATS5 presentan una mayor frecuencia de metdstasis en
ratones!3*, Ademds, estudios histopatoldgicos con la lectina fitohemaglutinina o
leucoaglutinina (PHA-L) han reportado que diferentes tipos de tumores humanos, como
mama, colon y melanomas, expresan niveles elevados de N-glicanos ramificados GIcNAc
B-1,6 1%. Dicha lectina se une a estructuras de N-glicanos tri- y tetra-antenarios sélo
formados después de la accion de MGAT5®, La reactividad de la lectina se encuentra
aumentada en casos de hiperplasia atipica y en los carcinomas de mama y colon,
comparada con lesiones normales y benignas. Se ha observado también una reactividad
mayor de la lectina en el frente invasivo del carcinoma esofégico3/138,

Las ramificaciones producidas por GnT-V son los intermediarios preferidos para
la extensidon con estructuras de poli-LacNAc. A su vez las estructuras poli-LacNAc son
reconocidas por galectinas, proteinas con una funciéon relevante en diferentes
indicaciones oncoldgicas'®®. Las poli-LacNAc también pueden estar terminadas con
acido sialico y fucosa, constituyendo glicanos de la familia Lewis como SLe*. Este glicano
puede ser reconocido por selectinas y mediar pasos clave en la metdstasis de las células
tumorales.

La presencia de otras ramificaciones como GIcNAc B1-4 en N-Glicanos,
sintetizadas por GnT-IV (MGAT4), también se encuentran asociadas a la progresién
tumoral de diferentes tipos de cédncer, como el cancer de mama?4®,

En contraste, GnT-lll (codificada por MGAT3) cataliza la adicién de N-glicanos
bisectados por el agregado de GIcNAc en un enlace B1,4, lo cual impide el procesamiento
adicional y alargamiento de N-glicanos tales como las estructuras de ramificacién
GlcNAc B1,6. Por estas razones, al tener una actividad de competencia con MGATS5, se

la asocia a un buen prondstico. Por ejemplo, ratones que carecen de MGAT3 muestran
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un aumento de tumores mamarios y metastasis pulmonares. En un modelo celular de
melanoma transfectado para expresar el producto de MGAT3, se observd diminucion
de estructuras de ramificacion GIcNAc 1,6 y supresion de la capacidad de realizar
metadstasis pulmonares. Ademas, la alta expresién de MGAT3 se correlaciona con una
mejor supervivencia libre de recaida en cancer de mama humano. Sin embargo, existen
algunas excepciones a su actividad supresora de tumor, es el caso de ensayos in vivo en
los cuales se ha observado reduccidn de tumores hepaticos en ratones que carecen de
MGAT3. Por lo cual se propone que la participacién de MGAT3 en la progresion tumoral
depende de la presencia de otros factores4%:142,

Otro punto de sintesis en el que los N-glicanos pueden presentar alteraciones es
en la expresidon y actividad de la glicosiltransferasa codificada por el gen FUT8. La
sobreexpresion de FUT8 y presencia la fucosa del core en N-glicanos es una caracteristica
importante en varios tipos de cancer, como el cancer de mama y pulmadn. Este aumento
de la fucosilacion del core se refleja en el aumento de fucosiltransferasas plasmaticas en
el pacientes con carcinoma hepatocelular'®3. En sintonia, la fucosilacién del core en N-
glicanos de la a-fetoproteina es un biomarcador aprobado para la deteccion temprana
del carcinoma hepatocelular, distinguiéndolo de otras patologias como la hepatitis
crénica. En cancer de mama, esta fucosilacién en el receptor EGFR se ha asociado con
un aumento en su dimerizacion y fosforilacidn, por lo que se vincula con la proliferacion
de las células tumorales y su malignidad'#*. Recientemente, también se ha demostrado
que en células MCF-7 deficientes de FUT8 se suprime la migracién al afectar la
fucosilacion del core de N-glicanos de E-cadherina y la via de sefalizacion

FAK/integrinal®.
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En la figura 7 se representan las reacciones catalizadas por las
glicosiltransferasas mencionadas en este apartado y la unién de dos tipos diferentes de

lectinas que reconocen sus productos.

Inhibicién de la
Progresion Tumoral

Selectinas

Galectinas
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MGAT5 | FUTs
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Progresion Tumoral

Figura 7| Alteraciones en la ramificacién de N-glicanos. La ilustracidn representa la via de sintesis de
N-glicanos y las diferentes modificaciones que asocian con la progresion tumoral, asi como su

reconocimiento por galectinas y selectinas. Adaptado de “Essentials of Glycobiology”, tercera edicidn.

Truncamiento en la sintesis de glicanos O-GalNAc

Otra caracteristica comun hallada en varios tipos de tumores es la
sobreexpresién de O-glicanos truncados. Los glicanos O-GalNAc, O-glicanos de tipo
mucina, se encuentran con frecuencia en la mayoria de las glicoproteinas
transmembrana y secretadas. Como resultado de la transformacion maligna, la
glicosilacion aberrante despliega sobre estas glicoproteinas la expresion anormal de

glicanos acortados o truncados, iniciadores de la via de los glicanos O-GalNAc. Entre ellos
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se encuentran el disacdrido Thomsen Friedenreich (antigeno T, core 1) y el
monosacarido GalNAc (también conocido como Tn), asi como sus versiones sialiladas ST
y STn (figura 4)%4®,

Diversos mecanismos se han reportado como desencadenantes de la
sobreexpresidn de los antigenos T, ST, Tny STn en cancer. La alta expresidén de O-GalNAc
truncados ha sido asociada a mecanismos que interfieren con la falta de extension hacia
el core 1. La enzima iniciadora del core 1 en los glicanos O-GalNAC, T sintasa (gen
C1GALT1), requiere una chaperona molecular especifica lamada Cosmc (codificada por
el gen C1GALT1C1) que es responsable de su plegamiento y la estabilidad®®*°. La
ausencia de Cosmc conduce a la degradacion de esta glicosiltransferasa. El gen para esta
chaperona se encuentra ubicado en el cromosoma X, por lo que una sola mutacién
puede ser suficiente para eliminar la expresién. Mutaciones en el gen codificante para
Cosmc se han asociado la expresion de Tn y STn y con la pérdida de su funcién en
diversas neoplasias, como cancer de colon y melanoma. En consonancia, el
silenciamiento de la T-sintasa resulté en un marcado aumento de Tn y particularmente
de STn en las células de carcinoma de colon?,

De manera similar, la disminucion de la actividad de la enzima C2GnT1 (C2GNT1),
formadora del core 2 O-GalNAc, impide una mayor extensién del antigeno T (core 1), lo
que resulta en la acumulacién de antigenos T o ST en los tejidos malignos. La sialilacién
de Tn o T previene su extensidn, y en diversas indicaciones esta asociado a una
sobreexpresién de sialiltransferasas, como de ST6GalNAc1 y ST6GalNAc2 en el caso de
STn48, Células de céncer géstrico humano con sobreexpresion de ST6GalNAcl
mostraron metastasis intraperitoneales mas altas en comparacion con las células
tumorales negativas para este antigeno. Del mismo modo, la sobreexpresion de
ST6GalNAc1 en células de cancer de mama humano condujo a un mayor crecimiento
tumoral en el desafio de ratones inmunodeficientes 4°. En el caso del antigeno ST, su
expresion en cancer de mama se encuentra relacionada a sobreexpresién en los niveles
de ST3Gall. Su sobreexpresién fue vinculada al aumento de la tumorigénesis en
modelos murinos, lo cual indica que esta enzima per se actuaria como un promotor
tumoralt°9151,

Otros mecanismos pueden contribuir a la formacion de estos antigenos, incluida

una mayor disponibilidad del sustrato UDP-galactosa o transportador de UDP-galactosa.
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Se encuentra reportado para cancer de colon, niveles aumentados del transportador
UDP-galactosa, que estaria vinculado con una mayor disponibilidad del donante de
azucar en el aparato de Golgi, en comparacién con la mucosa no malignal®2.

Otros defectos en la biosintesis de los glicanos O-GIcNAc reportados en cancer,
se vinculan con la expresion alterada de GALNTSs, cuyos productos inician este tipo
glicosilacion. Estas enzimas controlan los sitios y densidad de ocupacidn de O-glicanos,
por lo que cambios en su expresién conducen a alteraciones en la O-glicosilacion®®. Se
ha reportado, por ejemplo, que la relocalizacién del Golgi hacia el RE de algunas GALNTs
conduce a altos niveles de Tn en lineas celulares y en el 70% de los cdnceres
mamarios!3. Ademads, las enzimas que compiten por el mismo sustrato también pueden
inducir la expresion de glicanos truncados. Se ha demostrado que las actividades
relativas de C2GnT1y ST3Gall, que compiten por el mismo sustrato (core 1), determinan
la estructura de O-glicano sobre MUC1 en células de cdncer mamario®*,

Si bien en tejidos sanos Ty Tn estan casi ausentes, en aproximadamente el 90%
de todos los carcinomas humanos se detectan estas estructuras precursoras. Tn se ha
reportado en canceres humanos de colon, mama, vejiga, prostata, higado, ovario y
estdmago; y su presencia se correlaciona con la progresion tumoral y la metastasis. Del
mismo modo, los antigenos ST y STn se correlacionan con la progresién del cancer
epitelial y un mal prondstico clinico de muchos carcinomas!>%1>>156,

Las mucinas secretadas que expresan T, Tn o STn a menudo aparecen en el
torrente sanguineo de pacientes con cancer. Debido a que estos glicanos ocurren con
poca frecuencia en los tejidos normales, provocan respuestas inmunitarias en el
paciente, que pueden ser Utiles tanto a nivel prondstico como terapéutico.

Se sabe que solo unas pocas glicoproteinas presentan estos antigenos en tejidos
malignos, un ejemplo claro es la mucina MUC1. La sobreexpresion de los antigenos Tn,
STny T en MUCL se asocia con un alto potencial metastasico y un mal prondstico. Sin
embargo, se conoce poco sobre la consecuencia funcional de esta glicosilacién
aberrante durante la progresiéon del cancer. En células de cdncer de mama humano, la
expresion de STn en MUC1 se asocidé con una disminucion en la adhesién y una mayor
migracién celular®’.

Los O-glicanos truncados, como parte de glicoproteinas no mucinas, también han

sido asociados con una participacion en diferentes indicaciones oncolégicas. Por
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ejemplo, formas aberrantes de O-glicanos en integrinas B1 han sido asociadas con
metdstasis. Se ha reportado que la sobreexpresion de ST6GalNAcl en células de
carcinoma murino condujo a un aumento en la expresién de STn en la subunidad de
integrina B1, lo cual se vincula con cambios morfolégicos que incluyen pérdida de
apariencia epitelial, desorganizacion de las fibras de estrés de actina y capacidad
reducida para migrar sobre fibronectina®>.

La glicosilacion aberrante no sdlo afecta el comportamiento de las células
tumorales en procesos como proliferacién, diferenciacién y adhesion; sino que también
contribuye al control del microambiente local, las respuestas inmunes y la metdstasis.
En el caso de los O-glicanos truncados, existe evidencia de que las estructuras T, Tn y
STn promueven la metastasis a través de la unién a Galectina-3, cuya expresion también
se ve aumentada en sueros de pacientes de varios tipos de cancer y se asocia con un

mayor riesgo de metdstasis'>>1,

Alteraciones en la ramificacion de glicanos O-GalNAc

Otra alteracion reportada en cancer en el grupo de los glicanos O-GalNAc es el
aumento o disminucién de los diferentes cores estructurales, asi como de las
glicosiltransferasas que los sintetizan®®.

Durante la transformacién maligna, las mucinas del intestino, el colon, el higado
y el pancreas reducen las estructuras del core 3, que correlaciona con aumento en
sialilacion de los antigenos Tny T. Los glicanos derivados del core 3 son un tipo principal
expresado por las células epiteliales normales del tracto gastrointestinal, que estan
regulados negativamente en las neoplasias malignas debido a la pérdida de la expresion
funcional de la B3-N-acetilglucosaminiltransferasa-6 (core 3 sintasa)®%13, Al igual que
el 3, el core 4 se encuentra regulado negativamente en cdncer, debido al requerimiento
de la estructura del core 3 para ser sintetizado. Como otra caracteristica compartida, el
core 4 se encuentra restringido a mucinas y glicoproteinas en los tejidos
gastrointestinales y bronquiales, en condiciones fisioldgicast®4165.

El core 2 se encuentra en glicoproteinas y mucinas producidas en muchos tipos
de células diferentes, pero en cancer, el core 2 se encuentra regulado positivamente en
varios tipos tumorales, incluidos los colorrectales, pulmonares, de prdéstata y de
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vejigal®®179 Aunque existen excepciones, como el cancer de mama en el cual su
expresion se encuentra reducida, pero acompafiada con un aumento del antigeno T71.

Los glicanos O-GalNAc del core 2 suelen extenderse en cadenas de poli-LacNAc,
que en sus formas sialilada y/o fucosilada participan en varios pasos de la formacion de
tumores. Esto se encuentra vinculado a que las estructuras basadas en el core 2 son las
principales portadoras del motivo de glicano SLe¥/?, que se sobreexpresa también en
algunos tipos tumorales’”’. El core 2 se sintetiza por la actividad 1,6-N-
acetilglucosaminiltransferasa (genes C2GNT1, 2 y 3). Como se menciond en la seccion
de sintesis, s6lo C2GnT1 es exclusivo del core 2, C2GnT2 y C2GnT3 pueden sintetizar
ademas el core 4.

Se encuentra descripto en la bibliografia el rol imprescindible de C2GNT1 en la
sintesis de los glicanos O-GalNAc y SLe* en el contexto de ligandos de selectinas, tanto
en condiciones fisioldgicas como en cancer!’?, El control de la relacién core 2/core 1
ocurre mediante el cambio de la expresion de C2GNT1, que regula la expresion de SLe*
en células dendriticas maduras, células T, y células linfociticas pre-B’3-17>, La pérdida de
oligosacaridos del core 2 reduce el rolling de neutréfilos en sustratos que contienen
selectinas E, Ly P y el reclutamiento de los mismos a los sitios de inflamacion. Esto se
debe a un defecto grave en la biosintesis de ligandos de selectinas en las células
mieloides, lo que lleva a una disminucion del reclutamiento de neutrofilos. Los ratones
con deficiencia de C2GNT1 también exhiben una reduccién parcial en la biosintesis de
ligando de L-selectina en vénulas endoteliales altas, lo que resulta en una reduccién de
la localizacion de células B y de la colonizacién de los ganglios linfaticos periféricos.
Ademas, los progenitores timicos de ratones con deficiencia de C2GNT1 tienen una
capacidad reducida para albergar el timo debido a la pérdida de ligandos de P-selectina
en estas célulast’¢-179,

La enzima codificada por C2GNT1 tiene un rol clave en diferentes tipos
tumorales. En cancer colorrectal, un estudio sobre la expresion de ARNm demostré que
su sobreexpresion esta ligada a la expresion de glicanos O-GalNAc ramificados en el core
2, y esta estrechamente relacionada con el potencial maligno de este tipo de tumor,
En adenocarcinoma pulmonar, la expresiéon de ARNm de C2GNT1 y las variables clinico-
patoldgicas se correlacionan con la invasion de los vasos y metdstasis a los ganglios

linfaticos'’?. También se ha demostrado, por anélisis histopatolégico, que la expresién
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de la enzima esta estrechamente relacionada con el potencial agresivo de cancer
testicular, de vejiga y prostatal®®!81182 En este Ultimo, la sobreexpresion de esta
glicosiltransferasa se asocia con niveles mas altos de glicanos del core 2 con
terminaciones de SLe* en las proteinas PSA, PAP y MUC1. Asimismo, se reportd una
asociacién con la progresion en esta indicacidn, vinculada a un aumento del crecimiento
del tumor in vivol8184,

Si bien las enzimas codificadas por C2GNT2 y C3GNT3 también pueden sinterizar
el core 2, estudios realizados en ratones knockout para estos genes demostraron que no
estarian involucrados en la sintesis del core 2 de los glicanos O-GalNAc en el contexto
de SLe* y ligandos de selectinas. Se informd que los ligandos de P- y E-selectina en
neutréfilos de ratones deficientes para estas dos glicosiltransferasas se expresan
normalmente!®. En los ratones deficientes de C2GNT2 se detectaron disminuciones en
ramificaciones de poli-LacNAc, cambios menores en las estructuras del core 2, junto con
aumento en varias estructuras del core 1. Mientras que para los deficientes de C2GNT3,
la pérdida de la glicosiltransferasa no condujo a cambios marcados en las estructuras de
glicanos O-GalNAc?®>,

C2GNT2 se encuentra vinculado a estructuras ramificadas de poli-LacNAc. Su
expresion se encuentra regulada negativamente en melanomas y se vincula con una
disminucion de estructuras ramificadas de poli-LacNAc en N-glicanos. Funcionalmente,
se encontré que la transfeccion de C2GNT2 disminuyd significativamente el crecimiento
in vivo de tumores xenograft de melanoma e inhibié la formacién y supervivencia de

colonias tridimensionales in vitro'®®.

C2GNT2 también se encuentra regulado
negativamente en cancer colorrectal en comparacién con la mucosa normal, y esta
disminucidn esta vinculada a una metilaciéon en su promotor®’. Sin embargo, estudios
funcionales demostraron que la expresion de C2GNT2 incrementa la migracién e
invasion celular in vitro y las metastasis pulmonares de las células de cancer de mama?®,

Finalmente, la expresién del gen C2GNT3 se ha encontrado regulada
negativamente en muestras de cancer colorrectal en comparacion con el tejido de colon
no patoldgico. La transfeccion de C2GNT3 en células de cancer de colon reduce la
proliferacién celular, la adhesion, la invasidn y la muerte celular in vitro, asi como inhibe

el crecimiento tumoral in vivo. C2GNT3 se propone como marcador potencial de buen

prondstico en cancer de colon y también podria ser un biomarcador para monitorear la
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respuesta tumoral a la quimioterapia®®. También se lo ha considerado como
biomarcador en el cancer epitelial de ovario. En consecuencia, la re-expresién de
C2GNT3 conduce a la ganancia de propiedades celulares anticancerigenas al reducir el
crecimiento celular, la invasién y al cambiar las capacidades metabdlicas®.

En la tabla 1 se resumen de manera general los cambios en la expresion de las

diferentes extensiones de los glicanos O-GalNAc vy las glicosiltransferasas con actividad

c2GnT.

-Glicanos- -Estatus en cancer-

Tn )
STn T
Core 1 (T) 0
ST T

Core 2 N
Core 3 \2
Core 4 \2

-Glicosiltransferasas-

C2GNT1 T

C2GNT2 N
C2GNT3 2

Tabla 1| Resumen de los cambios en expresion de los cores estructurales en glicanos O-GalNAc y
glicosiltrasferasas involucradas en su ramificacion. Las enzimas se mencionan con los nombres de los

genes codificantes.

Glicanos como blancos terapéuticos

Los glicanos que se expresan excesivamente en los tejidos tumorales son
denominados antigenos de carbohidratos asociados a tumores (TACA, del inglés Tumor-
Associated Carbohydrate Antigens). Esta identificacion hizo que sean considerados
marcadores para diagndstico y seguimiento de algunas indicaciones, y mas tarde
posibles objetivos para el desarrollo de estrategias terapéuticas!®. La relevancia de
estos patrones diferenciales fue destacada cuando se comenzé a comprender el papel

funcional de los mismos en el desarrollo y progresién del cancer, develando que la
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mayoria de los TACAs constituyen una maquinaria esencial para esta enfermedad. Hasta
el momento se han identificado numerosos TACAs para diferentes tipos tumorales,
muchos de los cuales ya se han mencionado. Estos incluyen (1) los glicanos truncados:
Tn, TF y STn; (2) glicanos Lewis: Le*, LeY, SLe* y Sle?; (3) glicolipidos de la clase Globo:
Globo-H, Gb3, Gb4, Gb5; (4) gangliésidos: GD2, GD3, GM2, GM3, GT1b, RM2, A2BS5,
fucosil-GM1, entre otros®®.

Dentro de las estrategias terapéuticas desarrolladas contra glicanos se destacan
las terapias inmunoldgicas. La inmunoterapia contra el cancer puede clasificarse en tipo
pasiva y tipo activa, en funcidn de su capacidad para involucrar al sistema inmunitario
del paciente contra el tumor. La inmunoterapia pasiva fortalece las respuestas
antitumorales existentes, como la administracién de anticuerpos. En cambio, la
inmunoterapia activa capacita al sistema inmunitario para que elimine las células
tumorales a través de los antigenos asociados al tumor, como las vacunas!®2.

Dentro de las inmunoterapias pasivas dirigidas a epitopes de glicanos se destaca
Dinutuximab, un monoclonal quimérico dirigido contra el gangliésido GD2. Fue
aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) en 2015, para uso en pacientes
pediatricos de neuroblastoma de alto riesgo, en combinacidn con factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), interleuquina-2 (IL-2) y acido 13-cis-
retinoico. Otro ejemplo es LeY, varios anticuerpos contra este glicano han sido evaluados
en la clinica. Uno de ellos es BR96, que conjugado con doxorrubicina y docetaxel
(conocido como SGN-15) fue evaluado en pacientes avanzados con cancer de pulmén
de células no pequefias en un ensayo aleatorizado de fase Il, generando un aumento en
la sobrevida de los pacientes en comparacién con los pacientes que recibieron las
monoterapias!®3.

En contraste con la inmunoterapia pasiva, el campo de vacunacion dirigida a
TACAs como inmunoterapia activa ha sido explorado con mayor profundidad. Si bien la
mayoria de las vacunas basadas en TACAs han demostrado ser eficaces en la vacunacion
de ratones, cuando se probaron en entornos clinicos, las respuestas inmunes humorales
especificas no se correlacionaron con una buena respuesta clinica. Como ejemplo, la
vacuna Theratope esta dirigida contra el glicano STn y utiliza la hemocianina de lapa

californiana como carrier antigénico (STn-KLH) y QS-21 como adyuvante. La misma fue
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evaluada en pacientes con cancer de mama y mostro seguridad pero no beneficio en la
sobrevida®®,

Por otro lado, existe otro enfoque terapéutico de inmunoterapia activa, los
miméticos de TACAs. Pueden ser péptidos o hasta proteinas (como anticuerpos anti-
idiotipo) y su acciéon es imitar la estructura del antigeno en cuestién. El ejemplo mas
relevante es el anticuerpo Racotumomab, una terapia en la que nuestro grupo de
investigacion ha estado trabajando por mas de quince afios. Racotumomab-alum
(Vaxira®) es un anticuerpo monoclonal anti-idiotipo que produce respuesta inmune
dirigida a ganglidsidos que contienen NeuGc (acido sidlico incapaz de ser sintetizado en
humanos) como NeuGcGM3, un xenoantigeno especifico de tumor ampliamente
reportado en muchos tipos de cancer. Este monoclonal ha sido aprobado en paises de
Ameérica Latina como una inmunoterapia activa para el tratamiento avanzado del cancer
de pulmodn de células no pequefias. Este ejemplo es la Unica terapia activa dirigida contra
un epitope de carbohidrato, en el contexto de un glicoconjugado, que se encuentra
aprobado para su uso en humanos en la actualidad?9>71%7,

El campo de la glicobiologia ha aportado desde biomarcadores hasta novedosos
blancos terapéuticas en diferentes tipos de cancer. Por lo que la investigacion en este
campo puede considerarse un nicho clave a explorar para comprender la patologia y
desarrollar terapias que la combatan. Notablemente, el conocimiento general de la
glicobiologia de los tumores proviene principalmente del estudio de indicaciones de
adultos y en su mayoria, de carcinomas. Por lo que, debido a las implicancias de la
glicosilacion aberrante, es necesario su estudio en indicaciones menos abordadas como
los canceres pediatricos y canceres cerebrales de adultos, siendo ejemplos de éstas el

neuroblastomay el glioma.
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Hipotesis General

Los glicanos participan activamente en la promociéon y sostén del
comportamiento maligno de la célula transformada. Por lo cual, patrones diferenciales
de glicanos estdn asociados a fenotipos mas agresivos, basados en diferencias en sus
vias de sintesis y mecanismos que regulan su expresion. El estudio del arreglo de
glicanos, sus biosintesis y mecanismos de regulacion, brindaran informacion relevante

para comprender su participacién en la biologia tumoral del glioma y el neuroblastoma.

Objetivo General

El objetivo general de este trabajo se centra en caracterizar la glicosilacion
aberrante en glioma y neuroblastoma, evaluar su impacto en procesos asociados a la
biologia tumoral y estudiar su regulacion por mecanismos epigenéticos. Dicha
caracterizacion se centra en N- y O-glicanos, sus ramificaciones, y las estructuras de

glicanos O-GalNAc truncados y de la familia Lewis.
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Lineas celulares y condiciones de cultivo

Se utilizaron lineas de neuroblastoma humano con amplificacion del oncogén
MYCN (CHP-212, IMR-32, SK-N-BE(2)) y sin amplificacion (SK-N-AS y SK-N-SH)198-200,
CHP-212 y SK-N-BE(2) fueron crecidas en una mezcla 1:1 de Eagle’s Minimum Essential
Medium (MEM) (Sigma Aldrich, Alemania) y Ham’'s F-12 Nutrient Mix (Gibco, Estados
Unidos). SK-N-AS fue crecida en Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco,
Estados Unidos) y 0.1 mM de aminodcidos no esenciales (Gibco, Estados Unidos). IMR-
32 y SK-N-SH fueron crecidas en MEM. Todas las lineas de neuroblastoma humano
fueron suplementadas con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco, Estados Unidos).

Ademas, se utilizé un panel de lineas celulares de glioma humano de alto y bajo
grado?012%8 En el grupo de alto se incluyeron las lineas de glioblastoma (grado 1V)
LN229, LN18, U87MG, U251, U373, T98G, U118 y A172. En el grupo de bajo grado se
incluyeron las lineas derivadas de un astrocitoma difuso y un oligodendroglioma (grado
I1), SW1088 y HS683, respectivamente. LN229, LN18, U87MG, U251, U373, T98G y U118
fueron crecidas en DMEM, mientras que SW1088, HS683 y A172 fueron crecidas en
medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich, Alemania). Las lineas de glioma fueron suplementadas
con 10% de SFB, a excepcion de LN18 que fue suplementada con 5% SFB.

Todas las lineas celulares fueron mantenidas a 37°C en atmodsfera humeda
gaseada con 5% de CO;. Las monocapas fueron rutinariamente subcultivadas mediante
el uso de solucion de Tripsina-EDTA (Gibco, Estados Unidos), utilizando procedimientos
estandares. Las mismas fueron testeadas para Mycoplasma mensualmente mediante
tincién con 4°, 6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Vector, Estados Unidos) y visualizacién al
microscopio de fluorescencia. Repiques menores a 20 fueron usados en los
experimentos de este trabajo. Todos los medios fueron suplementados con 80 pg/ml de
gentamicina (Northia, Argentina).

Las lineas CHP-212, IMR-32, SK-N-BE(2), SK-N-AS, SK-N-SH, T98G y LN229 fueron
compradas a la empresa American Type Culture Collection (ATCC, Estados Unidos). Las
lineas LN18, U118, A172, SW1088 y HS683 fueron cedidas gentilmente por la empresa
GlaxoSmithKline, Estados Unidos. Las lineas U87MG, U251 y U373 fueron cedidas
gentilmente por la Dra. Marianela Candolfi, Instituto de Investigaciones Biomédicas

(CONICET).
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En las tablas 2 y 3 se encuentran descriptas algunas de las caracteristicas clinicas

y moleculares de las lineas utilizadas en este trabajo.

Lineas celulares de neuroblastoma humano

Edad
Catdlogo Nombre Sexo Estatus MYCN
(afios.meses)
ATCC® CRL-2137 SK-N-AS 6 F NA
ATCC® CRL-2271 SK-N-BE(2) 2.2 M
ATCC® CCL-127 IMR-32 1.1 M
ATCC® CRL-2273 CHP-212 1.8 M A

Tabla 2| Lineas celulares de neuroblastoma humano. F: Femenino. M: Masculino. A: Amplificado. NA:
No Amplificado.

Lineas celulares de glioma humano

Catdlogo Nombre Edad (afios) Sexo Grado
ATCC® CRL-1620 A-172 53 M \Y)
ATCC® CRL-2611 LN-229 60 F \Y)
ATCC® CRL-2610 LN-18 65 M \Y)
ATCC® CRL-1690 T98G 61 M \Y)

ATCC® HTB-14 uU87MG No conocido M \Y
ATCC® HTB-15 U118MG 50 M \Y)
RRID:CVCL_0021 U251MG 75 M \Y)
RRID:CVCL_2818 U373MG 61 M \Y)
ATCC® HTB-12 SW1088 72 M Il
ATCC® HTB-138 HS683 76 M Il

Tabla 3| Lineas celulares de glioma humano. Lineas celulares de glioma humano. F: Femenino. M:
Masculino.
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Material histolégico de pacientes

Se utilizaron cuatro muestras histolégicas de pacientes con diagndstico de
neuroblastoma provenientes del Hospital Pediatrico Argentino “Prof. Dr. Juan P.
Garrahan". Se utilizaron secciones histoldgicas fijadas en formalina y embebidas en
parafina para la determinacion de la amplificacion de MYCN y tejido congelado (2 mg)
de los mismos pacientes para extraccion de ARNm. El uso del material fue aprobado por
el Comité de Etica en Investigacién y el Comité de Revisién de Investigacién del Hospital.

Los pacientes dieron su consentimiento para realizar los procedimientos.

Hibridacion in situ fluorescente

El estado de amplificacion del oncogén MYCN en las muestras de pacientes fue
determinado por el servicio de Patologia del Hospital Garrahan bajo la técnica de
Hibridacién in situ fluorescente (FISH). La misma fue llevada a cabo con el kit Vysis
Paraffin Il Pretreatment Reagent Kit (Abbott Laboratories, Estados Unidos). Se utilizaron
las secciones histoldgicas fijadas en formalina y embebidas en parafina de 3 um de
espesor, y se siguieron las instrucciones del fabricante. Brevemente, se realizd
desparafinizacion de la seccidn histoldgica con xileno, luego un pretratamiento con una
solucion de tiocianato de guanidinio durante 10 minutos a 80 ° C, seguido de digestidn
enzimatica a 37 ° C durante 10 minutos. Después de eso, las secciones de tejido se
incubaron con la sonda LSI MYCN (2p24.1) en el hibridizador HYBrite (Abbott
Laboratories, Estados Unidos) para los procesos de desnaturalizacion (73 ° C durante 5
min) e hibridacién (37 °C durante 20 h). Los lavados posteriores a la hibridacién se
realizaron usando buffer SSC con NP40. Las secciones de tejido se tifileron con DAPI y se

observaron con un microscopio de fluorescencia (Eclipse 80i, Nikon, Japdn).

Citometria de flujo

Las células fueron crecidas durante 24 h en medio de cultivo sin SFB. Las mismas
fueron colectadas mediante solucidon de disociacién no enzimdtica (Gibco, Estados

Unidos) y resuspendidas en buffer fosfato salino (PBS).
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Para citometrias de flujo (CF) con anticuerpos, 1x10° células por muestra fueron
incubadas en 50 ul de PBS con la dilucidn correspondiente del anticuerpo primario o su
control de isotipo, durante 30 minutos a 4°C. Las células fueron lavadas con PBS,
centrifugadas e incubadas con una dilucién 1/100 del anticuerpo secundario
correspondiente en un volumen final de 50 pl con PBS por 30 minutos a 4°C. Se utilizaron
los anticuerpos secundarios policlonales de cabra anti-inmunoglobulinas de ratén
conjugado a R-Ficoeritrina (PE) (Dako, Estados Unidos) o anti-inmunoglobulinas de
conejo conjugado a Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)
segun corresponda.

Para CF con lectinas, se incubaron 0,5 ug de las lectinas biotiniladas (Vector ,
Estados Unidos) con 0,5 pg del complejo estreptavidina-FITC (Vector , Estados Unidos)
en 50 pl de PBS durante 30 minutos a 4°C. Seguidamente, 5x10° células fueron
incubadas con la mezcla antes descripta, por 45 minutos a 4°C.

Finalmente, las células fueron analizadas en citometro de flujo FACSCalibur
(Becton Dickinson, Estados Unidos), adquiriendo 1x10° eventos por muestra. Los datos
fueron analizados mediante el software FlowJo®. Los valores obtenidos para cada
anticuerpo fueron analizados como intensidad media de fluorescencia, y la misma fue
relativizada como cociente de su control de isotipo (IMFr). Para los anticuerpos contra
los glicanos O-GalNAc truncados y los de la familia Lewis fue considerada alta expresion

mayor a 1,5 IMFr, media entre 1,5y 1,25 IMFr, y baja menor a 1,25 IMFr.

Anticuerpos

En la tabla 4 se listan los anticuerpos utilizados en este trabajo, justo con sus

caracteristicas principales.
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Anticuerpo Catalogo CF WB Marca Isotipo Clon Especie
Le® ab3967 1/50 1/50 Abcam IgG 7LE Ratdn
Le® ab3968 1/100| 1/50 Abcam IgG 2-25LE Ratdn
LeX NBP2-22179 |1/100| 1/50 Novus biologicals IgG 4E10 Ratdn
LeY ab3359 1/50 | 1/50 Abcam IgM F3 Raton
Sle* 551344 1/50 | 1/100 BD Pharmingen™ IgM CSLEX1 Ratdn
Sle? MAB2095 1/25 1/50 Millipore IgG KM231 Ratdn
STn sc-20042 1/25 1/50 Santa Cruz IgG B72.3 Ratdn
T NBP2-45282 | 1/25 1/50 Novus Biologicals IgM SPM320 Ratdn
Tn ab115949 1/25 1/50 Abcam IgM Tn 218 Ratdn
PSGL-1 BMS164 1/50 - Thermo Scientific lgG PL-1 Raton
B-Tubulina 556321 - 1/10000 BD Bioscience IgM 5-H1 Ratdn
Integrina lav ab179475 |1/200| 1/5000 Abcam IgG EPR16800 | Conejo
EGFR MA5-13048 |1/100| 1/100 Invitrogen IgG EGFR.1 Ratdn
EGFR ab52894 - 1/1000 Abcam lgG EP38Y Conejo
Isotipo IgG X0931 1/100 - Dako IgG - Raton
Isotipo IgM X0942 1/100 - Dako IgM - Raton

Tabla 4| Lista de anticuerpos utilizados. CF: Citometria de flujo. WB: Western Blot.

Lectinas

Las lectinas son glicoproteinas con dominio de unién a carbohidratos. Poseen

una capacidad de unidn reversible a restos de azucar especificos en glicoproteinas o

glicolipidos, asi como a estructuras de monosacaridos y glicanos libres. Las lectinas

biotiniladas utilizadas en este trabajo fueron ConA y PHA-L (Vector, Estados Unidos). En

la figura suplementaria 1 del Anexo se muestran las lectinas mencionadas como

herramienta para la deteccion de estructuras de glicanos y sus afinidades.
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Unidn a selectinas

Las células CHP-212 y SK-N-AS fueron crecidas durante 24 h en medio de cultivo
sin SFB. Las mismas fueron colectadas mediante solucion de disociacién no enzimatica
(Gibco, Estados Unidos), resuspendidas PBS e incubadas con los complejos de selectinas
por 30 minutos a 4°C, lavadas con PBS y analizadas mediante citdmetro de flujo
FACSCalibur. Se adquirieron 1x10° eventos por muestra. Los datos fueron analizados
mediante el programa FlowJo®. La formacién de los complejos de selectinas fue llevada
a cabo en PBS + 1 mM Ca?* + 1 mM Mg?** con 1 mg/ml de las selectinas humanas (E-, L-
o P-) recombinantes (quimeras con la regién Fc de IgG1) (R&D systems, Estados unidos)
y 0.5 mg/ml de anticuerpo secundario de cabra anti-inmunoglobulinas humanas
conjugado a FITC (Abcam, Reino Unido). Se utilizé6 como control de isotipo el control Fc,

recomendado por el fabricante (R&D systems, Estados Unidos).

Extraccion de ARN

La extraccion de ARN fue llevada a cabo mediante EasyPure® RNA Purification Kit
(TransGen Biotech Co., China), segun las indicaciones provistas por el fabricante. El
material de partida consistié en 1x10° células provenientes de lineas celulares o tejido
tumoral proveniente de muestras de pacientes. La concentracién de ARN se midio
mediante la absorbancia a 260 nm y la pureza fue analizada mediante las relaciones 260
nm/280 nm y 260 nm/230 nm, utilizando el espectometro Nanodrop 1000 (Thermo

Fisher Scientific, Estados Unidos).

Sintesis de ADN copia

Para sintesis de ADN copia (ADNc), se realizé la de retrotranscripcion con 2 ug de
ARN molde, 500 ng de oligodT (12-18 pb de longitud) y 10 mM de dNTPs, incubados
durante 5 minutos a 65°C. Dicha mezcla fue incubada 1 minuto en hielo y luego se le
adicionaron 1 pl de ditiotreitol (DTT) (0,1M), 4 ul de Buffer First Strand, 1 pl de RNAseout

(Invitrogen, USA) y 1 ul de SuperScript Il (Invitrogen, Estados Unidos). Finalmente la
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mezcla se incubd durante 50 minutos a 50°C. Las incubaciones fueron realizadas en el

termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient.

PCR en tiempo real

Todos los primers de esta tesis fueron disenados sobre los ARNm de los genes de

interés (tabla 5), utilizando el software Primer3 plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi), corroborando su especificidad mediante el Basic

Local Alignment Search Tool (BLAST). Los mismos fueron puestos a punto mediante
calculo de la eficiencia y obtencion de pico Unico mediante analisis de curva de melting.
Los primers fueron producidos por la empresa Invitrogen (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos).

Los ensayos de PCR en tiempo Real (QRT-PCR) fueron llevados a cabo utilizando
el termociclador StepOne® (Applied Biosystems, Estados Unidos). La mezcla de reaccién
se realiz6 en un volumen final de 10 pl, conteniendo 2 pl (0,01 ug ADNc) de molde,
Power SYBR™ Green PCR Master Mix 1X (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) y
agua bidestilada. Se utilizé el siguiente perfil de ciclado: 30 minutos a 48°C, 10 minutos
a 95°C y 40 ciclos de 15 segundos a 95°C seguidos de 60 segundos a 60°C. Una vez
definidos todos los parametros de la reaccidn, los resultados fueron analizados
mediante el método de AACT con el StepOne® Software versidon v2.3, utilizando los
genes HPRT1 (hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa 1) o f-Actina como controles

endogenos para las muestras de neuroblastoma o glioma, respectivamente.
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Nombre Secuencia Forward (52 3") Secuencia Reverse (5" > 3")
B-Actina CAAGATCATTGCTCCTCCTG AGCACTTGCGGTGCACGATG
HPRT1 AACGTCTTGCTCGAGATGTG GCTTTGATGTAATCCAGCAGG
C2GNT1 AAGCAGTTGCCAGGTTTG ACACTGAGCGCACATGGAC
FUT3 GGGTTAAGAGCTCAGAGTTCAGAC AGCAGCAATTTCCCTCAACCC
FUT4 TTGCACAGCTAGCAATTGGG ATTCAGGAAACCGCCTCAAC
FUT5 AAGCCACATCGCATTGAAGC TGGAGCCCGGACATCCTTTG
FUT6 CACCTCCGAGGCATCTTCAACTG CGTTGGTATCGGCTCTCATTCATG
FUT7 CACCTCCGAGGCATCTTCAACTG CGTTGGTATCGGCTCTCATTCATG
FUT8 GGTCGAGCTTCCCATTGTAG GCGAGGTCTTCTGGTACAGC
FUT9 CTTACCGCCGTGATTCAGAT AATGCTTGCCCGTAGGTATG
FUT11 CTCTTGGCTTTCTTGTCC ATGACGGAGTGATTGTTC
ST3GAL3 TCTCCGCTGTGGTCATTTAGG AGTACCAGAAAGAGGCAGAGG
ST3GAL4 AGTAGAAAACAACCCAGACAC AGAGGTTGAGAATCCGAA
ST3GAL6 AGAGTCCTTTGCACTACTATGG CACTGTTAGCATCATCTTCTGAG
MGAT5 AGCCTGAAAGCAGCTCCAT GCCAGTGCCTTGATGTACCT

Tabla 5| Secuencias de primers utilizados en qRT-PCR.

Tratamiento con tricostatina A

La tricostatina A (TSA) fue generosamente provista por el Dr. Norberto W.

Zwirner, Laboratorio de Patofisiologia de la inmunidad innata, Instituto de Biologia

Experimental y Medicina (IBYME), Argentina. Las células fueron cultivadas en presencia

de 1 mM de TSA por 24 h, los controles fueron cultivados en igual volumen de

Dimetilsulféxido (DMSQ)?%°.

Tratamiento con tunicamicina

Monocapas celulares, con un 80% de confluencia, fueron tratadas con 150 nm

de tunicamicina (TNM) proveniente Streptomyces sp. (Merck KGaA, Alemania) o su
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correspondiente volumen de DMSO. Las células fueron colectadas luego de 24 horas de

tratamiento para realizar los respectivos ensayos?10-211,

Tratamiento con swainsonina

Las monocapas celulares, con un 80% de confluencia, fueron tratadas con de
swainsonina (SW) de origen sintético (Sigma, Estados Unidos) o su correspondiente
volumen de PBS. Las células fueron colectadas luego de 24 h de tratamiento para realizar

los respectivos ensayos?®.

Silenciamiento mediado por siRNA

Las expresiones de los genes C2GNT1 y MGATS5 fueron moduladas
negativamente mediante el uso de siRNA (small interfering RNA). Tanto los siRNA
especificos de secuencia como el control siRNA (scramble) fueron obtenidos de la
empresa Origene (Estados Unidos). Los mismos estan compuestos por 3 duplex Unicos
de siRNA 27mer (Locus ID 2650 para C2GNT1 y Locus ID 4249 para MGAT5).

Monocapas celulares con un 80% de confluencia fueron transfectadas mediante
el uso de Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) siguiendo las
indicaciones del proveedor. Las células fueron colectadas luego de 24 0 48 h y utilizadas

para los ensayos correspondientes.

Adhesioén celular

Para todas las lineas utilizadas, 4x10* células fueron sembradas por well en
placas de 96 wells, en un volumen final de 100 ul en el medio correspondiente
suplementado con 10% de SFB y 80 pug/ml de gentamicina. Luego de 1-3 h de incubacién
a 37°C, las células no adheridas fueron removidas cuidadosamente con PBS.
Posteriormente, las células adheridas fueron fijadas y tefiidas con una solucion de cristal
violeta 0,5% y metanol 20%. Finalmente, la placa fue lavada con agua destilada. El

colorante se solubilizé con una soluciéon de metanol 10% y dcido acético 5%, en agitacién
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por 5 min. Posteriormente se leyd la absorbancia a 595 nm con un lector de microplacas

Asys UVM3400Z.

Proliferacion celular

Se evaluo el efecto en la proliferacién celular del silenciamiento del gen C2GNT1
sobre las lineas de neuroblastoma, mediante el ensayo de MTS (3-(4, 5-dimethylthiazol-
2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium; Promega, Estados
Unidos). Las células fueron sembradas en placa de 96 wells en una densidad de 5x103
células/well en 200 pl del medio correspondiente suplementado con 10% SFB. 20 pl de
MTS fueron agregados a cada well y se incubd a 37° C por 2-4 h. Se registrd la
absorbancia en lector de microplacas Asys UVM3400Z a 490 nm, a los tiempos 24 h, 48
hy72h.

Se evalué el efecto en la proliferacion celular de los inhibidores TNM y SW a 24

h por método colorimétrico utilizando cristal violeta. Las células fueron sembradas en

placa de 96 wells en una densidad de 5x103 células/well en 200 ul del medio
correspondiente suplementado con 10% SFB. Las placas fueron lavadas con PBS, fijadas
y tefiidas con una solucion de cristal violeta 0,5% y metanol 20%. Seguidamente las
placas fueron lavadas con agua destilada y el colorante se solubilizé con una solucién de
metanol 10% y acido acético 5%, en agitacion por 5 min. Se registro la absorbancia a 595

nm con un lector de microplacas Asys UVM3400Z.

Migracién en Transwell

Luego de una incubacidon de 24 h sin SFB, las células fueron sembradas en la
camara superior de los insertos Transwell de 8 um de poro (Corning, Estados Unidos),
en un volumen de 100 pl de medio sin SFB. Se sembraron en la cdmara superior de los
insertos Transwell 3x10° células CHP-212 o SK-N-AS, y 1x10° células LN229 o SW1088.
En el caso de células silenciadas, luego de 48 h de silenciamiento (con 24 h sin SFB) las
mismas fueron sembradas en los insertos. Se colocd en la camara inferior de los insertos

el medio correspondiente conteniendo 10% de SFB como quimioatractante. Luego de
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24 h de incubacién en los insertos, en condiciones estandar de cultivo, las células que
migraron fueron fijadas y tefiidas con solucidn de cristal violeta 0,5% y metanol 20%. Las
células que no migraron fueron removidas con cotonete. Las células que migraron
fueron capturadas mediante microscopio invertido (Leica Dmil). Se adquirieron cinco

campos en aumento 40X, los cuales fueron cuantificados y normalizados al control.

Cromatografia de Intercambio anidnico de alto rendimiento con deteccidn
de fluorescencia

El analisis de la composicidn de N-glicanos, por cromatografia de intercambio
anidnico de alto rendimiento con deteccion de fluorescencia (HPAEC-FL), fue realizado
en el GlycoAnalytics Core de la Universidad de San Diego, California. Se utilizaron 50 pg
de proteina total proveniente de lisados de las lineas LN229, U87MG, U251 y U373,
realizados con buffer Ripa (TrisHCl 1M, NaCl 5M, Triton X100 0,1% v/v). La cuantificacién
de proteina total fue realizada por método colorimétrico con acido bicinconinico
mediante el kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos)
segun instrucciones del fabricante. Los N-glicanos fueron liberados mediante el kit
PNGasa F recombinante (New England Biolabs, Estados Unidos). Los N-glicanos
liberados fueron pasados por cartuchos Sep-Pak C18 y carbono grafito poroso (PGC)
conectados en tandem, equilibrados en agua. Los glicanos unidos a PGC se eluyeron con
acetonitrilo al 30%, TFA 0,1% en agua, y se liofilizaron en vacufuge plus, 30 V-AQ. Para
la marcacidn fluorescente los glicanos se resuspendieron con 2-amino bencidina (2-AB)
disuelto en una mezcla de reaccién de cianoborohidruro a 65 ° C durante 2,5 h. El exceso
de reactivo se elimind con cartucho de Glycoclean S. Los glicanos marcados con 2-AB se
separaron por HPAEC y se detectaron mediante fluorescencia usando una columna
Dionex Carbo-Pak PA-1 o PA-100 utilizando hidréxido de sodio y gradiente de acetato
de sodio. Se utilizaron como patrones los N-glicanos de RNAsa b y Fetuina A, requeridos
para las asignaciones de glicanos, cuyas sefiales cromatograficas se encuentran
validadas por espectrometria de masas. Estos patrones permiten identificar estructuras
de 1) N-glicanos complejos cortos nos sialilados como GOF1, G1F1, G2F1 (donde Gy F
indican el numero de galactosas y fucosas, respectivamente); 2) N-glicanos de

oligomanosa como Man5/6/7/8/9; y 3) estructuras complejas tri-antenarias con
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diferente nimero de acidos sialicos (3ant 1/2/3/4 Sia). Los cromatogramas fueron
analizados mediante el software Chromeleon™ 6.8 Chromatography Data System
(ThermoFisher Scientific, Estados Unidos). Las areas de los picos de los cromatogramas

proporcionaron la abundancia de cada especie.

Inmunoprecipitacidon de proteinas

Para una reaccién de inmunoprecipitacion (IP), 4x10° células LN229 fueron
lavadas con PBS, lisadas con 600 pl de buffer RIPA suplementado inhibidor de proteasas
y centrifugadas por 30 minutos a 12000 g y 4°C. El sobrenadante fue incubado con 15 pl
de beads de proteina A-sefarosa (Invitrogen, Estados Unidos) (previamente lavadas con
PBS), durante 60 minutos a 4°C en agitador orbital. Seguidamente, el lisado fue
centrifugado a 3000 rpm por 2 minutos. El sobrenadante fue recuperado e incubado con
el anticuerpo monoclonal contra EGFR o Integrina lav (concentraciones 1/100) en
agitacion a 4°C, overnight. Luego, se adicionaron 30 pl de beads de proteina A-sefarosa
(previamente lavadas con PBS) y se agitd durante 2 horas a 4°C. Finalmente, las beads
unidas a los complejos anticuerpo-proteina se lavaron tres veces con PBS mediante
centrifugacién a 3000 rpm durante 2 minutos. Finalmente, se resuspendié en un
volumen final de 50 ul de PBS. Las proteinas fueron eluidas del complejo mediante

incubacién por 10 minutos a 95°C.

SDS PAGE y Western Blot

Monocapas celulares de 5x10° células, fueron lisadas con buffer RIPA
suplementado con inhibidor de proteasas y de fosfatasas (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos). Los lisados fueron clarificados y la concentracion de proteinas normalizada
mediante cuantificacién por método colorimétrico con acido bicinconinico mediante el
kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) segun
instrucciones del fabricante. Se adiciond buffer de siembra a los lisados celulares totales
o proteinas inmunoprecipitadas y las mismas fueron incubadas a 100°C durante 5 min.
150 pg de los lisados celulares totales, 15 ug (EGFR) o 10 ug (Integrina lav) de las IPs,

fueron sembrados en gel de poliacrilamida de 1,5 mm de espesor. Para lisados totales o
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IP de Integrina lav se utilizé gel de poliacrilamida 10%, y 8% para EGFR. Se utilizo el
marcador de peso molecular Full Range Rainbow (GE Healthcare, Estados Unidos). La
corrida electroforética se realizé a 100 v durante 2 h. Posteriormente las proteinas
fueron transferidas mediante transferencia semiseca a membrana de polyvinylidene
difluoride (PDVF, GE Healthcare, Estados Unidos) de 0,45um.

Las membranas fueron bloqueadas durante 1 h mediante una suspension de
leche en polvo baja en grasas en TBS-Tween 0,1% y luego incubadas overnight con
anticuerpo primario, siguiendo las instrucciones provistas por el fabricante. Luego de
tres lavados de 5 min con TBS-Tween 0,1%, las membranas se incubaron 1 h con el
anticuerpo secundario correspondiente, anti-inmunoglobulinas de conejo (Santa Cruz
Biotechnology, Estados Unidos) o de ratéon (Vector, Estados Unidos) conjugados a HRP
(Horseradish Peroxidase). Luego de tres lavados de 5 min con TBS-Tween 0,1%, las
membranas fueron incubadas con un kit de bioluminiscencia (Bio-Lumina, PBL,
Argentina) por 1 min.

Para los Western Blots con lectinas, las membranas luego de ser transferidas
fueron bloqueadas overnight con una solucién de sero-albimina bovina (BSA) (Bio-Rad,
Estados Unidos) 1% en TBS-Tween 0,1%. Seguidamente, fueron incubadas durante 1 h
con una solucion de la lectina biotinilada y el complejo estreptavidina-HRP.

En ambos casos, la imagen de la membrana fue capturada usando el C-DiGit®

Blot Scanner (Li-Cor, Estados Unidos).

Concentracion de proteinas

Para los ensayos de espectrometria de masas, las inmunoprecipitaciones fueron
concentradas mediante el uso de centricones Vivaspin® 500 (Sartorius AG, Alemania),
segun las instrucciones del fabricante. 450 ul (150 pg aproximadamente) del producto
de IP fueron centrifugadas a 15000 rpm durante 2,30 h, hasta alcanzar un volumen final
entre 50 y 75 ul. Dicho volumen fue sometido a corrida electroforética y tincién con

Coomassie coloidal.
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Tinciéon de proteinas por Coomassie coloidal

Luego de la corrida electroforética, los geles de las muestras utilizadas para el
servicio de espectrometria de masas (nanoLC-MS/MS) fueron fijados durante 3 h en una
solucién de 50% Metanol, 2% dacido fosfdrico. Seguidamente se realizaron 3 lavados de
10 minutos con agua bidestilada y luego los geles se incubaron durante 1 h en solucion
de equilibrado (33% metanol, 17% sulfato aménico, 3% acido fosfdérico). Luego de este
tiempo, se adiciond Coomassie Brilliant Blue G 250 (Coomassie coloidal, Sigma Aldrich,
Estados Unidos), en una concentracién final 0.06% Coomassie y se incubd overnight.
Finalmente, los geles fueron lavados 3 veces con agua bidestilada en agitacion y se

cortaron las bandas de las proteinas de interés.

Espectrometria de masas

Para la identificacién de proteinas de los picos principales en el cromatograma
RP, se recortaron las bandas diana de los geles SDS PAGE tefidos con Coomassie Brilliant
Blue G 250 (Sigma Aldrich, Estados Unidos). La digestién de proteinas y el analisis por
espectrometria de masas (EM) se realizaron en el Servicio de Proteédmica del CEQUIBIEM
de la Universidad de Buenos Aires/CONICET. Brevemente, las bandas cortadas se
lavaron secuencialmente con 50 mM de bicarbonato de amonio (AB), 25 mM AB, 50%
ACN y 100% ACN; se redujeron y alquilaron con 10 mM de ditiotreitol (DTT) y 20 mM de
yodoacetamida (IAA), y se digirieron en gel con 100 ng de tripsina (Promega, Estados
Unidos) en 25 mM AB overnight a 37°C. Los péptidos se recuperaron por elucién con un
50% de ACN / 0,5% de TFA, incluyendo una breve sonicacion, y luego se concentraron
por secado rdpido al vacio. Las muestras se resuspendieron en 15 plL de agua
conteniendo 0,1% de acido férmico (AF). Los productos de digestion se analizaron por
nanoLC-MS/MS en un nanoHPLC EASY-nLC 1000 (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos) acoplado a un espectrometro de masas QExactive. Para la desalinizacion de los
péptidos se utilizd una precolumna C18 (Acclaim PepMap 3 um, 100a, 75 um x 20mm),
y posteriormente se utilizé un gradiente de 75 minutos de H,O: ACN a un flujo de 33
nL/min con una columna Easy Spray C18 de 2 mm x 150 mm. Se utilizé el método MS2,

dependiente de los datos, para fragmentar los picos de mayor intensidad de cada ciclo.
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Los datos crudos del andlisis de espectrometria de masas se procesaron utilizando el
software Proteome Discoverer, version 2.1.1.21 (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos) para la busqueda en bases de datos con el algoritmo de busqueda SEQUEST. La
busqueda se realizé contra una base de datos de Uniprot Homo sapiens y
seleccionandose tripsina como la enzima utilizada. La tolerancia de masa del precursor
se establecid en 10 ppm vy la tolerancia de iones del producto en 0,05 Da. Se establecid
como modificacion fija la carbamidometilacidon de Cys, y como modificacion dindmica a
la oxidacion de Met. Las coincidencias de proteinas se filtraron para obtener
coincidencias de péptidos de alta confianza con una tasa maxima de falsos positivos del
1% calculada mediante el empleo de una estrategia de base de datos inversa.

Para los andlisis de espectrometria de masas de glicopéptidos se realizd
previamente un paso de enriquecimiento. La mezcla resultante de la digestidn triptica
se enriquecid en glicopéptidos utilizando la técnica de Cotton-HILIC. La mezcla se
solubilizé en 50 pL de ACN 85% - H,0 15%, y se sembré en un cartucho de SPE-HILIC
equilibrado en la misma solucién. Se lavé con 25 pL de ACN 85% - H.0 14% - 1% TFA y la
fraccién enriquecida en glicopéptidos se eluyd con 25 uL H;0. Esta ultima fraccién se
liofilizo y previo al andlisis por espectrometria de masa se solubilizé en 5 uL ACN 50% -
49% H,0 - 1% TFA. Los péptidos identificados con identidad de la proteina de interés se
segregaron en glicopéptidos en funcion de la presencia de Oxonium ions [M+H]* en sus
espectros (como Hex y HexNAc, de sefiales en el espectro m/z de aproximadamente
163,06 y 204,08, respectivamente). En la figura suplementaria 2 del Anexo se muestra
la identificacidn de glicanos en uno de los glicopéptidos encontrados. Las estructuras de
glicanos encontradas fueron corroboradas mediante la plataforma GlyConnect

(https://glyconnect.expasy.org/).

Inmunofluorescencia

5x10° células (LN229, T98G, SW1088, HS683) fueron sembradas sobre coverslips
(Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) en placas de 6 wells. Una vez alcanzada la
confluencia deseada los vidrios fueron lavados con PBS y fijados durante 10 min con
formalina 4% en PBS. Luego de la fijacion los vidrios fueron lavados en PBS y bloqueados
durante una hora con BSA 1% en PBS.
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Para marcaciones de membrana, los vidrios fueron incubados con 0,5 ug de la
lectina biotinilada PHA-L overnight a 4°C. Seguidamente fueron lavados tres veces en
PBS e incubados con 0,5 pg del complejo estreptavidina-FITC en 50 ul de PBS durante 1
h a temperatura ambiente. Finalmente, los vidrios fueron lavados tres veces con PBS y
montados utilizando medio de montaje con DAPI (Vector Laboratories, Estados Unidos).

Para marcaciones intracelulares, antes del bloqueo, las células fueron
permeabilizadas mediante incubacién con Tween 0,1% en PBS durante 5 min. Posterior
al bloqueo las células fueron incubadas con faloidina conjugada a Alexa Fluor-555
(Invitrogen, Estados Unidos) durante 25 min. Los vidrios fueron lavados tres veces en

PBS y montados. Las imagenes fueron adquiridas en microscopio confocal TCS SP8.

Estudio del citoesqueleto de actina

5x10° células fueron sembradas en coverslips. Luego, las células fueron
incubadas por 24 h con TNM, SW o silenciadas con siRNA (MGATS5) segun los protocolos
anteriormente detallados (en medio sin SFB). Para el silenciamiento, luego de 24 h de
transfeccion las células fueron desprovistas de suero por 24 h antes de la estimulacion.
Luego de los tratamientos, las células fueron lavadas y estimuladas con 100 ng/ml de
EGF (Sigma, Estados Unidos) durante 15 min. Luego de la estimulacion, las células se
fijaron y tifieron con faloidina segun indica el protocolo de inmunofluorescencia. Las

imagenes fueron adquiridas en microscopio confocal TCS SP8.

Microscopia confocal

Se utilizé un Microscopio Confocal invertido de escaneo espectral, marca Leica,
modelo TCS SP8 (Leica laser-scanning spectral confocal microscope TCS SP8; Leica
Microsystem) equipado con una linea de laser de diodo, laser Helio-Nedn y un laser
argén multilinea. Los fluorocromos empleados fueron: DAPI (exc: 405 nm), Alexa Fluor-
555y 594 (exc: 561nm) y FITC (exc: 488 nm). La observacion se realizé con los objetivos
20X y 40X (zoom in 1-2). Las imagenes fueron capturadas mediante escaneo secuencial
(sequential scans) configurando diferentes canales de deteccidn para cada fluorocromo,

cada canal de deteccidn posee un fotomultiplicador independiente. Ademas, el software
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LasX que provee el fabricante y que opera el microscopio permitio digitalizar imagenes

en el formato JPG con una resolucién de 1024 x 1024 pixeles.

Analisis estadisticos

La significancia estadistica fue evaluada mediante el programa GraphPad Prism
(GraphPad, Inc., Estados Unidos). Los resultados presentes en este trabajo estan
expresados como la media y su desvio estdndar. Se realizé el analisis de la normalidad
de los datos previo a la prueba estadistica. Para comparaciones entre dos muestras
independientes se utilizé el T. Test o el test Mann—Whitney, segun corresponda. Para
comparaciones multiples entre grupos experimentales se realiz6 ANOVA, seguido de
Tukey como post test. La significancia fue definida como *p<0,05, ** p<0.01 y p***

<0.001.
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Neuroblastoma .

e

Caracteristicas clinicas y bioldgicas del neuroblastoma

El neuroblastoma (NB) es el tumor sélido extracraneal mas comun en la infancia,
representa aproximadamente entre el 7% y 10% de los canceres pediatricos y el 15% de
todas las muertes por cdncer pediatrico en pacientes menores de 15 afios a nivel
mundial. Se caracteriza por ser una enfermedad biolégicamente heterogénea, con un
comportamiento clinico variado en donde se observan pacientes con una rdpida
progresion de la enfermedad y casos de regresién espontanea. Como resultado, tanto
el prondstico como la respuesta al tratamiento pueden variar sustancialmente?!2,

El NB es un tumor embrionario que deriva de precursores de células del sistema
nervioso periférico (simpatico)?!3. La mayoria de los NBs se estima que surgen de células
derivadas de la cresta neural, principalmente de precursores simpaticoadrenales. La
localizacion del tumor primario generalmente es la médula suprarrenal, sin embargo,
los ganglios simpaticos paraespinales en el cuello, el pecho, el abdomen o la pelvis
también pueden ser sitios primarios. Aproximadamente la mitad de los pacientes
presentan formas diseminadas de la enfermedad en el momento del diagndstico, la cual
puede ocurrir a través de la via linfaticas y/o hematdgena. Aproximadamente el 35%
tiene diseminacion en ganglios linfaticos regionales en el momento del diagndstico.
Ademads, los huesos, la médula désea y el higado son los sitios mds comunes de

diseminacién hematdégena?#21>,

Lesiones genéticas

La aberracidn cromosdmica mas frecuente asociada con un mal prondstico es la
amplificacién somdtica del oncogén MYCN (del inglés V-myc myelocytomatosis viral-
related oncogene). También se incluyen otras alteraciones cromosdmicas como las
deleciones homozigotas de 1p y 11q (LOH, del inglés Loss of Heterozygosity events) y la
ganancia desbalanceada de 17g?'#?!6, En relacion a mutaciones, estudios de

secuenciacion del exoma y genoma completo sobre muestras de tejido de NB mostraron
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un recuento bajo de mutaciones somaticas y han concluido que no existe un evento de
mutacién genética Unico que sea comun a todos los casos de NB2!. La quinasa de
linfoma anapldsico (ALK) es el gen mutado mas frecuente detectado en el 7% al 10% de
los NB primarios, el cual tiene un supuesto rol en la regulacion de la diferenciacion
neuronal. Las mutaciones ALK también estan presentes en casi todos los casos de NB
familiares, los cuales representan sélo del 1% al 2% de los casos de NB. Esta quinasa de
superficie celular es un objetivo terapéutico promisorio para el NB de alto riesgo?12218,

De la multitud de factores prondsticos conocidos, muchos de ellos no tienen un
valor independiente y se presentan asociados con otros de mayor peso. La edad, el
estadio y la amplificacién MYCN son los factores admitidos como marcadores con valor
pronodstico independiente, siendo la amplificacion de MYCN el principal indicador de
prondstico adverso para el NB2, Desde el 2009 se ha implementado un sistema de
clasificacién guiado por el Sistema de Estadificacion del Grupo de Riesgo de
Neuroblastoma (INRGSS, del inglés, International Neuroblastoma Risk Group Staging
System), a fin de desarrollar un enfoque consensuado para la estratificacion del riesgo
previo al tratamiento?!®. Dicho sistema clasifica los diagndsticos en grupos de riesgo muy
bajo, bajo, intermedio o alto, segln edad, histologia, grado de diferenciacion, estatus
de MYCN, alteraciones en el cromosoma 11qg y la ploidia. Como una caracteristica
general de esta clasificacion, la amplificacidon del oncogén MYCN categoriza de manera
directa al tumor como de alto riesgo??%221,

La amplificacion MYCN ocurre aproximadamente en el 25-33% de los pacientes
considerandose una caracteristica del NB agresivo?'#?22, El proto-oncogén MYCN
codifica para la proteina N-MYC, y es considerado un regulador maestro de transcripcién
gue puede activar genes que afectan caracteristicas distintivas del cdncer, como el
crecimiento sostenido y la represién de genes que impulsan la diferenciaciéon?12214,

La amplificacién de MYCN se correlaciona con el comportamiento invasivo y

metastdsico??3

. MYCN contribuye a todas las facetas de la metastasis: adhesion,
motilidad, invasion y degradacién de las matrices circundantes. Se ha observado que
células de NB con amplificacion de MYCN presentan una regulacidon negativa de las
integrinas al y B1 y una mayor transcripcién de la quinasa de adhesion focal (FAK),
favoreciendo el desprendimiento de la matriz extracelular y la motilidad celular??422>,

Lineas celulares con amplificacion de MYCN mostraron mayor migracion e invasion que
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lineas sin dicha alteracion??®. Ademds, MYCN se encuentra vinculado a un aumento de
la expresion, secrecién y activacién de metaloproteasas, lo que probablemente conduce
a un fenotipo mas tumorigénico debido a una mayor invasion mediada por las
metaloproteasas que degradan la matriz??’. Sumado a los eventos en el proceso de
metastasis, la amplificacion de MYCN correlaciona con una alta vascularizacién, lo cual

también favorece la diseminacién y es caracteristica de un fenotipo mas agresivo??.

Tratamiento

La terapéutica actual para el grupo de alto riesgo incorpora quimioterapia de
induccién (para reducir la carga de tumor primario y metastasis) usando un régimen de
qguimioterapia combinada con cuatro a seis agentes, con eliminacién de células madre
de sangre periférica. Se continla con una cirugia retrasada para eliminar el tumor
primario y subsecuente quimioterapia mieloablativa apoyada con el trasplante de
células madre hematopoyéticas autodlogas. Luego se indica terapia de mantenimiento
para tratar la enfermedad minima residual con inmunoterapias basada en el monoclonal
anti-GD2 y citoquinas, ademds de terapia de diferenciacidn con isotretinoina (acido 13-
cis-retinoico). Durante la terapia de induccion puede ocurrir resistencia al farmaco y
evolucidn clonal, lo que puede conducir a una recaida si los tumores no se eliminan
mediante terapia mieloablativa y la terapia de mantenimiento??322%-231 | 3 sobrevida a
5 afos de los pacientes con NB de alto riesgo ha crecido de 29% a 50% en los ultimos 30
anos, mejora atribuida a la terapia mieloablativa e inmunoterapia. A pesar de que la

perspectiva ha mejorado, nuevos avances en el tratamiento son imprescindibles??°,

Glicosilacién aberrante en neuroblastoma

A pesar de que el conocimiento sobre la participacién de los glicanos en la
biologia de los tumores estd en continuo crecimiento, poco se explora sobre la
glicobiologia de los canceres pediatricos y el papel que desempefian los glicanos en el
fenotipo maligno de tumores como el NB®:. Muchos informes se centran en el estudio
de las glicosiltransferasas, pero muy pocos describen la expresion de glicanos en esta

indicacion.
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En cuanto a estudios histopatoldgicos de glicoconjugados en esta indicacidn, sin
duda, el estudio mas profundo ha sido realizado sobre los gangliésidos. Uno de los
ejemplos mas relevantes es el ganglidsido GD2. Su expresién es un indicador de la
presencia de NB, y los altos niveles de GD2 circulante se han correlacionado con una
progresion mas rapida de la enfermedad entre pacientes en etapas avanzadas?3?. El
beneficio clinico de la terapia anti-GD2 (Dinituximab), para esta indicacién, subraya el
importante papel que este glicolipido tiene en la biologia de estas células tumorales?®,

También existen algunos reportes sobre la glicosilacion aberrante en el campo
de los N-glicanos. Se ha reportado una comparacion de la variacién glicomica entre dos
lineas celulares de NB con y sin amplificacion de MYCN, a través de una combinacion de
cromatografia liquida-espectrometria de masas y analisis bioinformatico. En este
reporte se identificaron estructuras de glicanos mas grandes y mas sialiladas en las
células con amplificacion de MYCN?**, En relacién con la glicosilacion especifica de
proteinas, se ha demostrado que la expresion de la molécula de adhesion intercelular-2
(ICAM-2) limita la motilidad de un panel de lineas celulares de NB in vitro, y suprime el
desarrollo de tumores diseminados en un modelo de NB metastdsico in vivo. Sin
embargo, la mutagénesis dirigida sobre sitios de N-glicosilacion de ICAM-2 resulta en
una capacidad atenuada de la supresién tumoral, exponiendo el rol de los N-glicanos en
la funcién antimetastasica de esta proteina?3°236.237,

Si bien la glicosilacion alterada de glicoconjugados es un sello distintivo de los
carcinomas, que expresan versiones truncadas o sialiladas de las contrapartes normales
como los O-glicanos truncados o la familia Lewis, existe poca evidencia sobre su
presencia en NB. La primera publicacion en NB analiza solo 5 muestras de tumores
fijados en parafina, describiendo la ausencia de expresién de los antigenos T, Tn, STn,
Le?, SLe?, Le®, LeX, SLe*, polifucosil-Le* y LeY 8. No se han encontrado otros informes que
caractericen la expresion de estos glicanos asociados a tumor sobre NB en los ultimos
anos.

Sin embargo, la descripcion de estructuras de glicanos O-GalNAc de tipo mucina
(como Tn) en ciertas proteinas de neuronas, como sindecan-3 y la a-sinucleina humana
relacionada con la enfermedad de Parkinson, condujo el interés hacia la busqueda del
rol de glicosiltransferasas vinculadas a la sintesis de esta familia de O-glicanos en NB?3%~

240 Estudios sobre las glicosiltransferasas relacionadas a la sintesis de mucinas sugieren

96



Capitulo I: Participacion de la glicosilacion aberrante en la agresividad del neuroblastoma

que estas estructuras tienen un papel importante en la biologia del NB. Entre ellas se
destaca la familia de las iniciadoras de la glicosilacién O-GalNAc (genes GALNT). El grupo
de Berois y colaboradores reportd que GALNT13 puede servir como un marcador para
el diagndstico molecular de la afectacién de la médula dsea y seguimiento de
enfermedad minima residual en pacientes con NB2?*!. El andlisis de expresién de
transcriptos de GALNT13 en varias lineas celulares de NB, asi como en tumores
neuroblasticos favorables y de alto riesgo, mostraron que GALNT13 es sobreexpresado
en neuroblastos mads agresivos. El mismo grupo, propone a GALNT9 como marcador de
buen prondstico en pacientes con NB. Mediante el andlisis de perfiles de expresién de
GALNTs se demostré que GALNT9 tiene una expresion opuesta a GALNT13, y en un
modelo experimental in vivo se encontré expresada en neuroblastos derivados del
tumor primario, pero no en neuroblastos derivados de metastasis de médula 6sea?32242,
En relacion con un buen prondstico, Ho y colaboradores han informado que la
sobreexpresiéon de GALNT2 en tumores primarios se correlacionan con el grado de
diferenciacién histoldgica y estadios clinicos tempranos?43.

La expresion de glicosiltransferasas encargadas de la extensién también se
encuentran asociadas a un valor prondstico en NB. En contraste con otros tipos de
cancer, la expresion de GnT-V (MGAT5) en NB se encuentra asociada a un prondstico
favorable y respuesta al tratamiento?**. Por otro lado, Ho y colaboradores describieron
que la expresién de B3GNT3 (cuyo producto cataliza la extensién del core 1 de los
glicanos O-GalNAc) modula el fenotipo maligno en una linea de NB y predice una tasa
de supervivencia favorable de 5 afios para los pacientes?**. El mismo grupo reportd que
la expresion de BAGALNT3 (asociado a la sintesis de estructuras LacdiNAc) en tumores
de NB, se correlaciona positivamente con el estado de diferenciacién y estadios clinicos
tempranos?4®. Por otro lado, la sobreexpresion de B4GALT3, involucrada en la sintesis
de estructuras de poli-LacNAc, se correlaciona negativamente con el histologia de los
tumores y se propone como un factor prondstico desfavorable independiente para
pacientes con NB®1247,

Mediante la incorporacién de nuevos conocimientos sobre la biologia molecular
del NB y la busqueda de nuevos blancos terapéuticos, se podra aumentar la precisiéon
del tratamiento para mejorar la supervivencia y la calidad de vida del paciente. En este

sentido la investigacion en glicobiologia del cancer ha demostrado ser un nicho de
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nuevos biomarcadores y posibles dianas terapéuticas en diferentes indicaciones. Es por
ello que este capitulo se basa en la caracterizacion del fenotipo de glicanos y la expresién
de glicosiltransferasas en NB en funcidon de la amplificacion de MYCN como criterio de

agresividad.
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Objetivo General Capitulo |

Caracterizar la glicosilacion aberrante en lineas celulares y material histoldgico

de pacientes con NB humano con y sin amplificacién del oncogén MYCN, evaluar su

participacién en la biologia tumoral y la contribucién de la acetilacién de la cromatina

como mecanismo de modulacién. Esta caracterizacion se centra en N- y O-glicanos, sus

ramificaciones, y las estructuras terminales de glicanos O-GalNAc truncados y de la

familia Lewis.

Objetivos Especificos Capitulo |

Caracterizar la expresion de glicanos de la familia Lewis y O-glicanos truncados
(O-GalNAc) en un panel de lineas celulares con y sin amplificacién del oncogén
MYCN como marcador de agresividad tumoral, mediante anticuerpos
monoclonales (mAbs) y citometria de flujo (CF).

Comparar los niveles de expresion de los transcriptos codificantes para las
glicosiltransferasas involucradas en la sintesis de los glicanos de la familia Lewis,
en el panel de lineas celulares y muestras de pacientes de NB humano, mediante
gRT-PCR.

Estudiar la estructura a la que se encuentran anclados los glicanos expresados,
mediante la utilizacion del inhibidor de la N-glicosilacion (TNM) vy el
silenciamiento del gen codificante para la glicosiltransferasa troncal en la sintesis
de los glicanos O-GalNAc del core 2, C2GNT1.

Estudiar la expresidn de ligandos de selectinas y evaluar la participacién de los
glicanos O-GalNAc del core 2 en la unidn a las mismas, sobre lineas celulares con
y sin amplificacion de MYCN, mediante selectinas recombinantes, silenciamiento
de C2GNT1y CF.

Estudiar la participacion de los glicanos O-GalNAc del core 2 en eventos clave de
la biologia celular del NB, como la proliferacion, adhesion y migracién, mediante

silenciamiento de C2GNT1.
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VI.  Estudiar la regulaciéon epigenética de la expresion de los glicanos y
glicosiltransferasas caracterizadas, mediante la utilizacion del inhibidor de

deacetilasas de histonas, tricostatina A (TSA).
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Caracterizacion del perfil de glicanos

Se estudid la expresién de glicanos O-GalNAc truncados y de la familia Lewis
sobre cinco lineas celulares de NB humano. Las mismas se clasificaron en dos grupos
segun el estatus de amplificacion del oncogén MYCN. Se utilizaron las lineas celulares
de NB humano CHP-212, IMR-32 y SK-N-BE(2), con amplificacién de MYCN, y las lineas
SK-N-AS y SK-N-SH, sin amplificacion del mismo.

En la Tabla I.1 se presentan las intensidades medias de fluorescencia relativas al
control de isotipo (IMFr), obtenidas mediante CF para cada anticuerpo. Se considerd
como alta expresion niveles mayores a 1,5 IMFr, media entre 1,5y 1,25 y baja menor a
1,25. En la figura I.1 se pueden observar los histogramas para la expresion de SLe* y LeY
en las cinco lineas celulares utilizadas, con las intensidades de fluorescencia (IF)
correspondientes a un ensayo representativo.

En términos generales, el grupo con amplificacién de MYCN presentd mayor
expresion de los glicanos de la familia Lewis en comparacién con el grupo sin
amplificacién del oncogén. No se encontraron diferencias entre grupos en cuanto a la
expresion de O-glicanos truncados. Las lineas que amplifican MYCN (SK-N-BE(2), IMR-32
y CHP-212) presentaron alta y media expresion de SLe, Le*, Le¥ and Le®. La expresidn de
los glicanos Le? y SLe? fue media y alta en CHP-212 y SK-N-BE(2), respectivamente. En
relacion a los O-GalNAc truncados, baja o nula presencia fue observada en la mayoria
de las lineas celulares, a excepcién del antigeno T (core 1) que presentd alta y media
expresion en SK-N-BE(2) (MYCN amplificado) y SK-N-SH (MYCN no amplificado),

respectivamente.
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-Lineas celulares de Neuroblastoma Humano-

MYCN amplificado MYCN no amplificado
Familia Lewis SK-N-BE(2) IMR-32 CHP-212 SK-N-AS SK-N-SH
Le® _ 1,08+0,05  1,01+0,08 | 1,17+0,05  1,03+0,12
SLe® 1,10+0,18  1,03+0,01 | 1,32+031 | 1,09+0,08  1,11+0,05
Le® 1,32+0,20 | 1,37+0,06  1,05+0,02
Le* 1,16+0,16  1,05+0,10
SLe® 1,23+0,13  1,15+0,09
Le¥ 1,04+0,11  1,15+0,13

O-Glicanos truncados

T _ 1,21+0,14  1,09+0,03 | 1,11+0,05 = 1,38+0,06

n 1,06 +0,02  1,07+0,02  1,07+0,05 | 1,06+0,04  1,15+0,06

STn 1,02 +0,06 1,06 + 0,04 1,05+ 0,06 1,10+ 0,06 1,06 +0,03

Tabla 1.1 | Expresion de glicanos de la familia Lewis y O-Glicanos truncados (O-GalNAc) en las lineas
celulares de NB con y sin amplificacion de MYCN. Los valores expresados representan el promedio de las
IMFr, de tres ensayos independientes con su desvio estandar. Fue considerada baja expresién por debajo

de 1,25 IMFr, media entre 1,25y 1,5, y alta mayor a 1,5 IMFr.
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Figura 1.1 | Expresion de los glicanos SLe* y LeY en las lineas celulares de NB con y sin amplificacion

de MYCN. Los valores expresados representan las IMF, correspondientes a cada anticuerpo, de un
ensayo representativo.

Caracterizacion del perfil de expresion de glicosiltransferasas

Debido a que los glicanos Lewis presentaron una expresién diferencial entre los
grupos de estudio, se continud con el estudio de esta familia en mayor profundidad.
Luego de estudiar la presencia de estas familias de glicanos, se comparé la expresién de

ARNm de las glicosiltransferasas involucradas en la sintesis de los glicanos Lewis

mediante qRT-PCR. Particularmente se evaluaron genes codificantes para

fucosiltransferasas a1-3/a1-4 (FUT3, 4,5, 6, 7,9y 11) y sialiltransferasas a.2-3 (ST3GAL3,
4y6).
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En la figura 1.2 se presenta la expresion comparada de la transcripcidén de las
glicosiltransferasas antes mencionadas, sobre las cinco lineas celulares de NB agrupadas
segun la amplificacion de MYCN. En general, el grupo con amplificacion del oncogén
presentd sobreexpresion de los niveles de ARNm de al menos una sialiltransferasa y mas
de una fucosiltransferasa. CHP-212 mostré sobreexpresién de ST3GAL4, FUT4/7/9, y por
su lado, IMR-32 de ST3GAL6 y FUT7/9. SK-N-BE(2) mostré sobreexpresion de ST3GAL6 y

FUT3/6/7/9.
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Figura I.2|Comparaci6n relativa de los niveles de transcripto para las glicosiltransferasas
involucradas en la sintesis de los glicanos de la familia Lewis en las lineas de NB con y sin
amplificacion de MYCN. (a) Sialiltransferasas (b) Fucosiltransferasas. Los niveles de ARNm fueron
analizados mediante gRT-PCR, mediante el disefio AACT. SK-N-AS se utiliz6 como muestra de
referencia. Los valores representan la media y desvio estdndar de tres ensayos independientes.

***p<0.001, ANOVA, seguido de post test Tukey.
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De la misma manera en que se estudié sobre lineas celulares, se evaluaron los
niveles de la expresion de ARNm de las glicosiltransferasas sobre muestras tumorales
de pacientes diagnosticados con NB. Se extrajo ARN de tejido tumoral proveniente de
dos pacientes con amplificacién de MYCN (muestras NB1 y NB2) y dos sin amplificacion
(muestras NB3 y NB4). El estatus de amplificacion de MYCN fue evaluado mediante
hibridacion fluorescente in situ (FISH), sobre piezas pareadas a las que se utilizaron para
los analisis de qRT-PCR. En la figura .3 se puede observar la sefial producida por la unién

de la sonda sobre las cuatro muestras utilizadas.

Figural.3 | Determinacién del estado de amplificaciéon de MYCN en
muestras de pacientes, mediante Hibridacion in situ fluorescente
(FISH). MYCN amplificado NB1 y NB2: MYCN no amplificado NB3 y
NB4. Se utilizé la sonda LSI MYCN (2p24.1) y las imagenes fueron
adquiridas con microscopio de fluorescencia (Eclipse 80i, Nikon,

Japén), en aumento 40X.

En la figura 1.4 se presenta la expresion comparada de los niveles de transcriptos
de las glicosiltransferasas para los tumores de pacientes. NB1 mostré sobreexpresion de
ST3GAL3/6, y de FUT3/4/6/7/11. La muestra NB2 presentd niveles significativamente
mayores de expresion de ARNm de ST3GAL4 y de todas las fucosiltransferasas

evaluadas, frente a las muestras que no amplifican MYCN. Las muestras sin amplificacién
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de MYCN presentaron niveles significativamente menores de transcripcion de todas las

glicosiltransferasas evaluadas.
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Figura I.4|Comparaci6n relativa de los niveles de transcripto codificantes para las glicosiltransferasas
involucradas en la sintesis de los glicanos de la familia Lewis en las muestras de pacientes de NB con y sin
amplificacién de MYCN. (a) Sialiltransferasas (b) Fucosiltransferasas. Los niveles de ARNm fueron analizados
mediante gRT-PCR, mediante el disefio AACT. NB3 se utiliz6 como muestra de referencia. Los valores
representan la media y desvio estandar de tres ensayos independientes. **p<0.01, ***p<0.001, ANOVA,

seguido de post test Tukey.

110



Capitulo I: Participacion de la glicosilacion aberrante en la agresividad del neuroblastoma

Estructuras de N-y core 2 O-glicanos (O-GalNAc)

Debido a que los glicanos Lewis pueden encontrarse en estructuras de N-y O-
glicanos en glicoproteinas, se evalud su presencia en dichas estructuras mediante dos
estrategias: el tratamiento con TNM (inhibidor de la sintesis de N-glicanos) y el
silenciamiento del gen C2GNT1 (codifica para la principal iniciadora de la sintesis de los
glicanos O-GalNAc del core 2) mediante siRNA (del inglés small interfering RNA). Se
utilizaron como marcadores los glicanos SLe* y LeY, cuya presencia fue evaluada por CF
luego de los diferentes tratamientos.

En cuanto a los N-glicanos, luego del tratamiento con TNM, ninguna de las lineas
evaluadas mostro disminucion significativa en la presencia de SLe* y LeY. En contraparte,
luego de este tratamiento se observd una disminucion de las estructuras de N-glicanos
evidenciada por una disminucién en la unién de la lectina ConA (figura 1.5). No se
observaron diferencias significativas en la proliferacion de CHP-212 y SK-N-AS luego del
tratamiento con TNM (figura 1.6).

En relacidn con los glicanos O-GalNAc del core 2, en primer lugar, se evalué la
expresion de transcriptos de C2GNT1 (figura 1.7). En cuanto a las lineas celulares, dos de
las tres lineas con amplificacion de MYCN (IMR-32 y CHP-212) presentaron
sobreexpresidn en su transcripcién con un incremento de mdas de 3 veces en
comparacion con las lineas sin amplificacion de oncogén. En cuanto a las muestras de
pacientes, la muestra NB1 presentd sobreexpresion de los niveles de ARNm de C2GNT1

en comparacion con las muestras que no amplifican MYCN (NB3 y NB4).

111



Capitulo I: Participacion de la glicosilacion aberrante en la agresividad del neuroblastoma

ConA
150 =8 Control
8 Tunicamicina 150nM

. T = =2

£
% k%%
*

% Control {IMFr)
5
(=]

o + +
SK-N-BE(2) CHP-212 IMR-32 SK-N-AS SK-N-SH
SLe*
300
E
E,zoo
5 err
Eool 4 T % =s = = =
g1l W A k-
ES
0 T T T T T T T T T T
SK-N-BE(2) CHP-212 IMR-32 SK-N-AS SK-N-SH
C
LeY
300
£
Ezoo
§
8100 % R — E
X
0 T T T T T T T T
SK-N-BE(2) CHP-212 IMR-32 SK-N-AS SK-N-SH

Figura .5 | Expresion de glicanos en el panel de lineas de NB en funcion del tratamiento con TNM.
(a) Unidn a ConA. (b) Expresion de SLe*. (c) Expresidn de Le'. Las células fueron incubadas durante 24
h con 150 nM de TNM vy consecuentemente sometidas a CF con los anticuerpos y lectinas
mencionados. Los valores representan el promedio de las IMFr de tres ensayos independientes y su

desvio estandar, relativizados a la media del control sin tratar. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, T.Test.
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Figura 1.6 | Proliferacion a 24 h en funcién del tratamiento con TNM. (a) CHP-212 (b) SK-N-AS. Luego
de 24 h de ser sembradas, las células fueron tratadas con TNM 150 nM durante 24 h. La proliferacion
fue cuantificada por método colorimétrico con cristal violeta, midiendo absorbancia a 595 nm. Los

valores representan las medias y desvio estandar de dos ensayos independientes. p>0.05 T.Test.

Lineas celulares Muestras de pacientes

6 kg ElMYCN A.
B MYCN NA.

Expresion Relativa ARNm
C2GNT1
IS
f
Expresion Relativa ARNm
C2GNT1
»
f

‘ “_32\1\((“?_7‘&1 \N\“_?,‘I. S\“N,pﬁsv\'“ v et we? We3 sk
o%-

Figural.7 | Comparacion relativa de los niveles de transcripto de C2GNT1 en (a) lineas celulares y (b)
muestras de pacientes de NB con y sin amplificacion de MYCN. Los niveles de ARNm fueron
analizados mediante gRT-PCR, mediante el disefio AACT. SK-N-AS y NB3 se utilizaron como muestra
de referencia Los valores representan la media y desvio estdndar de tres ensayos independientes.

***p<0.001, ANOVA, seguido de post test Tukey.

113



Capitulo I: Participacion de la glicosilacion aberrante en la agresividad del neuroblastoma

Se seleccionaron las lineas CHP-212 y SK-N-AS como representantes de los
grupos con y sin amplificacion de MYCN, respectivamente. Continuando con la
estrategia para evaluar la presencia de los Lewis en estructuras de glicanos O-GalNAc
del core 2, se silencié C2GNT1 en las lineas SK-N-AS y CHP-212. La disminucién en los
niveles de transcripto luego del silenciamiento fue corroborada mediante qRT-PCR
(figura 1.8a). La disminucién de los niveles de transcripcion de C2GNT1 en las células
CHP-212 causé una disminucion significativa en la presencia de SLe* y LeY. De la misma
manera, aun cuando la expresidén de estos glicanos es baja en SK-N-AS, también se
observd una disminucion de los mismos luego del silenciamiento de este gen (figuras

1.8byc).
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Figura 1.8 | silenciamiento del gen C2GNT1 mediante transfeccion con siRNA especifico o control,

durante 48h .(a) Determinacién de los niveles de transcripto de C2GNT1 en CHP-212 y SK-N-AS

mediante gRT-PCR (***p < 0.001, T. Test). Los valores representan la media y desvio estandar de dos

ensayos independientes. (b) y (c) Expresion de SLe*y LeY, respectivamente, evaluado mediante CF. Los

histogramas ilustran un ensayo representativo.
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Participacion de los glicanos O-GalNAc del core 2 en la biologia celular del
neuroblastoma

Debido a la expresidon diferencial de SLe* encontrada en los grupos, vy
considerando a este glicano como determinante para la unidn de selectinas con sus
ligandos, se estudid la capacidad de las lineas celulares de unirse a selectinas
recombinantes mediante CF. Dicha capacidad de unién fue evaluada, a su vez, en
funcion del silenciamiento de C2GNT1. CHP-212 (MYCN amplificado) presentd una
mayor capacidad de unidn a E- y P- selectinas comparada con su contraparte sin
amplificacién de MYCN, SK-N-AS. Ademas, la expresién del ligando de selectinas PSGL-1
fue significativamente superior en CHP-212 comparado con SK-N-AS. CHP-212 presento
una reduccion en su capacidad de unién tanto a E- como a P-selectina luego del
silenciamiento de C2GNT1. La linea SK-N-AS no mostré diferencias significativas en la
union a selectinas luego de dicho silenciamiento. No se observaron diferencias
significativas en la unién a L-selectina entre las lineas, como tampoco para cada una de
ellas luego del silenciamiento de C2GNT1 (Figuras 1.9 a-d).

En funcidén de estudiar el impacto de los glicanos en la biologia celular, se
realizaron ensayos de cuantificacion de la adhesidn, proliferacion y migracion in vitro
con las lineas CHP-212 y SK-N-AS, con y sin el silenciamiento de la expresién de la enzima
codificada por el gen C2GNT1. La disminucién en la expresidon del gen produjo una
reduccion de la medicidn de los tres comportamientos celulares en ambas lineas en
comparacion con las lineas transfectadas con siRNA control. El silenciamiento de
C2GNT1 provocé una reduccidn en la adhesion del 30% para CHP-212 y del 35% para SK-
N-AS, comparado con los controles. En ambas lineas celulares el tratamiento causé una
reduccion significativa en la proliferacion celular. De la misma manera, la migracion

tanto de CHP-212 como de SK-N-AS se redujo significativamente (figura 1.10).
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Figura 1.9 | Expresion de ligandos de selectinas y silenciamiento de C2GNT1 sobre CHP-212 y SK-N-
AS. (a) Unién a E-selectina. (b) Unidn a P-selectina. (c) Unidn a L-selectina. Para cada gréfico,
comparacion de la unidn a la selectina recombinante por CF entre CHP-212 y SK-N-AS sin transfeccidn,
y comparacion de la unién a la selectina correspondiente a cada linea celular luego de 48 h de
tranfeccién con siRNA C2GNT1 o siRNA control. (d) Expresiéon comparada de PSGL-1 entre CHP-212 y
SK-N-AS, determinada por CF. Los valores representan la media y desvio estandar de tres

experimentos independientes.ns, no significativo; * p<0,05, T.Test.
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Figura 1.10 | silenciamiento del gen C2GNT1 mediante transfeccién con siRNA especifico o control,
durante 48h. (a) Adhesidn celular a 1-3 h evaluada mediante método colorimétrico de cristal violeta
(*p<0,05, T. Test). (b) Proliferacidn celular a 24-72 h, mediante el ensayo de MTS (*p < 0.05, T. Test).

(c) Migracién en Transwell (*p<0,05, T. Test). Los valores representan la media y desvio estandar de

tres ensayos independientes.

Evaluacién de la regulacién epigenética de los Lewis en neuroblastoma

Finalmente, se estudid la regulacion de la expresion de los glicanos en funcion
de mecanismos epigenéticos que modulan la acetilacién de la cromatina. Para ello se
utilizé el inhibidor de amplio espectro de HDAC, TSA. Como se ilustra en la figura 1.11,

se evidencié un incremento en la expresion de SLe* y LeY en la linea SK-N-AS luego del
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tratamiento con TSA. De la misma manera, en esta linea celular se observé un
incremento en la capacidad de unién a E- pero no a P-selectina. En cuanto a la
transcripcidn de glicosiltransferasas, luego de este tratamiento los niveles de C2GNT1,
FUT3/7 incrementaron significativamente en comparacion al control no tratado. La linea
CHP-212 no presentd cambios en la expresion de los glicanos estudiados ni en la

capacidad de unién a E- y P-selectina.
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Figura l.11 | Evaluacién de la regulacion epigenética. Las lineas CHP-212 y SK-N-AS fueron tratadas con TSA
1 uM o igual volumen de DMSO durante 24 h. (a) Determinacién de la expresidon por CF de los glicanos SLe*
y LeY (*p < 0.05, T-Test). (b) Comparacidon relativa de los niveles de transcripto codificantes para las
glicosiltransferasas involucradas en la sintesis de los glicanos de la familia Lewis, mediante qRT-PCR ( AACT)
(***p < 0.001, T. Test). (c) Unidn a E- y P-selectina (*p < 0.05, Mann—Whitney para E-selectina y T. Test para

P-selectina). Los valores representan la media y desvio estandar de tres ensayos independientes.
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En la figura 1.12 se esquematizan, a modo de resumen, los resultados principales

de este capitulo para los modelos de estudio de NB

de glicanos y glicosiltransferasas, capacidades celu

i
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Figura 1.12 | Representacién esquematica de los resultados obtenidos para los glicanos de la familia Lewis y

las glicosiltransferasas en las células de NB con y sin amplificacion del oncogén MYCN, sin tratamiento y

sometidas al silenciamiento de C2GNT1 y tratamiento con TSA.
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Si bien diferentes glicosiltransferasas y glicoconjugados han sido vinculados con
el prondstico pobre de pacientes con NB, pocos reportes establecen una relacién entre
glicanos, glicosiltransferasas y MYCN, como se presenta en este trabajo. En este capitulo
se realizd la caracterizaciéon de los perfiles de expresion de las familias de glicanos
truncados y de la familia Lewis en cinco lineas celulares de NB, segregadas segun la
amplificacién de MYCN como criterio de agresividad. Esta caracterizacion reveld una alta
expresion de los glicanos de la familia Lewis (Le*, SLe*, LeY y LeP) en aquellas células con
amplificacién del oncogén MYCN. Por el contrario, no se observaron diferencias entre
los modelos, en la expresion de los glicanos O-GalNAc truncados. Los resultados
muestran que la alta expresion de los antigenos de Lewis en lineas celulares con MYCN
amplificado podria ser una consecuencia de la sobreexpresion de las sialiltransferasas
codificadas por ST3GAL4 y ST3GAL6, y mas de una fucosiltransferasa. Particularmente,
FUT7/9 presentaron sobreexpresidn en todas las lineas celulares que amplifican MYCN,
con niveles de transcriptos superiores a las demas fucosiltransferasas. Curiosamente, no
se observd sobreexpresion de ST3GAL3 y FUT11 en ninguna de las lineas celulares
evaluadas. Notablemente, no se encontrd sobreexpresion de ARNm de ninguna
glicosiltransferasa en lineas celulares que no amplifican MYCN, lo cual se relaciona con
la baja expresion de los glicanos Lewis.

Resultados similares se obtuvieron con muestras de tumor primario derivadas
de pacientes. En las muestras que amplifican MYCN, la sobreexpresion de niveles de
ARNm de ST3GAL3 y ST3GAL6 se detectaron en NB1, mientras que la sobreexpresion de
ST3GAL4 se encontré en NB2. En estas muestras también se encontraron niveles
significativamente superiores de transcriptos para la mayoria de las fucosiltransferasas.
En contraste con las lineas celulares, FUT4/6/7/11 se sobreexpresaron en las dos
muestras que amplifican MYCN en comparacién con las dos que no lo amplifican. Los
resultados obtenidos sugieren que, en la biosintesis de los glicanos de Lewis en NB
existen actividades enzimaticas redundantes que conducen a la presencia de estas
estructuras en las células malignas.

En glicoproteinas, los Lewis pueden estar asentados sobre N- y O-glicanos. Para
estudiar su presencia en N-glicanos, las lineas celulares se incubaron con el inhibidor de

la N-glicosilacion, TNM. Curiosamente, luego del tratamiento no se observo disminucion
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en la presencia los glicanos SLe* y LeY en ninguna de las lineas de NB utilizadas. Esto
sugiere que dichos glicanos no se encontrarian asentados en estructuras de N-glicanos.

Por otro lado, como en glicanos O-GalNAc la familia Lewis se encuentra
principalmente sobre el core 2, se comenzo el estudio de estas estructuras comparando
los niveles de transcripcion de C2GNT1. La sobreexpresion de ARNm en IMR-32 y CHP-
212, frente a SK-N-SH y SK-N-AS, sugiere una mayor presencia de glicanos de este core
en las células con amplificacion de MYCN. En este sentido, si bien SK-N-BE(2) (MYCN
amplificado) no mostrd sobreexpresién C2GNT1, evidencid niveles sobreexpresados de
diferentes glicosiltransferasas involucradas en la biosintesis de los Lewis. La
sobreexpresidn en los niveles de ARNm de C2GNT1 también se observd en la muestra
de paciente NB1, con amplificacién de MYCN. NB2, presenta una situacion comparable
a SK-N-BE(2), aunque no mostro niveles significativamente superiores de C2GNT1 frente
a las muestras sin amplificacion de MYCN, mostré sobreexpresion de diferentes
glicosiltransferasas involucradas en la sintesis de los Lewis. Aunque los resultados en
muestras de pacientes sugieren una expresion elevada de glicanos de esta familia en
indicaciones con amplificacion de MYCN, es necesaria la evaluacién de la expresién de
estos glicanos sobre material histolégico de pacientes para establecer la asociacion con
la amplificacién de este oncogén.

Con el fin de evaluar la presencia de los Lewis sobre estructuras del core 2, se
continud con el silenciamiento de C2GNT1. Esta regulacion negativa del gen produjo una
reduccion en la expresion de los glicanos de la familia Lewis en las lineas de NB CHP-212
y SK-N-AS. Estos resultados sugieren que la familia Lewis se encontraria principalmente
asentada sobre estructuras del core 2 en glicanos O-GalNAc.

Las implicancias de los glicanos Lewis en las células tumorales fueron evaluadas
mediante el silenciamiento de C2GNT1. Dicho tratamiento provocd la disminucién de
diferentes capacidades bioldgicas de las células tumorales vinculadas con la agresividad.
La disminucidn de la transcripcion de C2GNT1 redujo la adhesion, proliferacién y
migracion celular in vitro de las células de NB con y sin amplificacion de MYCN. La
sumatoria de los efectos en el silenciamiento de C2GNT1 sugieren una disminucion del
fenotipo agresivo, manifestando la participacién de los glicanos O-GalNAC del core 2 en

la biologia del NB.
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En linea con los resultados obtenidos que asocian a los glicanos Lewis a
estructuras de O-glicanos, diversas glicosiltransferasas relacionadas a este tipo
estructural han sido propuestas como biomarcadores de NB. Por ejemplo, Ho y
colaboradores han informado que la sobreexpresién de GALNT2, que codifica para una
de las glicosiltransferasas iniciadoras de la sintesis de glicanos O-GalNAc, suprime el
fenotipo maligno de células de NB al modular la glicosilaciéon del receptor IGF-1 (del
inglés Insulin-like growth factor receptor 1). Particularmente, IGF-1R esta involucrado en
el potencial metastasico del NB y su expresidn potenciada por MYCN se asocia con una
enfermedad altamente maligna y un prondstico pobre. Este grupo reportd que la
sobreexpresidon de GALNT2 disminuye la proliferacion y la migracion dependiente de IGF
de células de NB e incrementa los niveles del glicano truncado Tn en IGF-1R?%3,

Por otro lado, la expresién de B3GNT3, conduce a la extensién del core 1 de los
glicanos O-GalNAc, y también se ha correlacionado con un prondstico clinico favorable.
Experimentos sobre una linea celular de NB demostraron que la expresién de B3GNT3
inhibe el fenotipo maligno al suprimir la migracién y la invasion?*®. Teniendo en cuenta
la ruta de sintesis de los glicanos O-GalNAc, se destaca que las glicosiltransferasas
codificadas por B3GNT3 y C2GNT1 utilizan el mismo sustrato para conducir a una
ramificacion de glicanos diferentes, la extension del core 1 o la formacion del core 2. Es
posible que estos resultados que asocian una expresion de glicanos del core 1 extendido
a un mejor prondstico, sean complementarios a los resultados obtenidos en este trabajo
donde los glicanos del core 2 promoverian un fenotipo mas agresivo.

La capacidad metastdsica y la expresidén de los glicanos de la familia Lewis en
células tumorales se encuentra vinculada por selectinas. Estas moléculas se han
vinculado en diferentes indicaciones oncolégicas como mediadoras del rolling y
adhesién de células tumorales al endotelio vascular. SLe* y Sle® son determinantes
esenciales que deben estar presente en los ligandos para producir uniéon con las
selectinas?*®. En este sentido, Hill colaboradores reportaron que el silenciamiento de
C2GNT1 en células de carcinomas hepatico y de colon resulté en una disminucion de la
expresion de SLe*, menor capacidad de unién a E-selectina y reduccidn de la invasion in
vitro, demostrando que SLe*, en el contexto de los glicanos O-GalNAc del core 2, regula
la invasion mediada por ligandos de E-selectina’®®. En comparacidn, los resultados de

este capitulo han demostrado que la linea de NB con amplificacion de MYCN CHP212,
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ademas de presentar altos niveles de SLe* y sobreexpresidn de los niveles de ARNm de
diferentes glicosiltransferasas, mostré una mayor capacidad de unién a E- y P-selectina
en comparacion con SK-N-AS (sin amplificacion de MYCN). En linea con esto, CHP-212
presentd mayor expresion del ligando de selectinas PSGL-1. Estos resultados sugieren
que la linea que amplifica MYCN presenta mayor expresién de ligandos para estas
moléculas de adhesion. Mads aun, el silenciamiento de C2GNT1 redujo la unién a E-y P-
selectina de esta linea celular, vinculando la presencia de glicanos del core 2 en los
ligandos de selectinas de CHP-212. Si bien ensayos in vitro han demostrado que células
de NB presentan unidn a P-selectina mediada por ligandos glicosilados con estructuras
de glicanos O-GalNAc, su asociacion con C2GNT1 no se encuentra reportada?*°. Por otro
lado, el silenciamiento de C2GNT1 no provocé disminucion en la unién de las células de
NB a L-selectina, lo cual podria estar relacionado con reportes que informan la presencia
de ligandos de esta selectina en estructuras del core 1 en linfocitos?>%2°2,

Evidencias recientes en glicobiologia han identificado fenotipos de glicanos
especificos en cancer que se encuentran regulados por mecanismos epigenéticos. Por
ejemplo, Anugraham y colaboradores reportaron por primera vez la regulaciéon de la
expresion de MGAT3 por la hipometilacion del ADN, lo que conduce a N-glicanos
bisectados en las proteinas de membrana de células de cancer de ovario?*2. Otro de los
mecanismos de regulacion epigenética involucra los niveles de acetilacidon de histonas.
En particular, las histona deacetilasas (HDACs) son una familia de 18 enzimas que
mantienen histonas en un estado cargado positivamente que a su vez impiden la
transcripcion de genes?>3. Las HDACs se encuentran involucradas en la progresién del
cancer vinculadas a la regulacién del ciclo celular, apoptosis, respuesta al dafio del ADN,
metadstasis y angiogénesis. La participacidn de esta familia de enzimas ha sido reportada
en NB. En un analisis de expresidn génica sobre 17 lineas celulares, Keshelava y
colaboradores demostraron una asociacion de la expresién del gen HDAC1 con
resistencia a multiples farmacos?**. Ademdas, Oehme y colaboradores reportaron la
correlacién entre la expresion de HDACS, estadio avanzado y un resultado clinico
desfavorable, en un analisis con 118 muestras de pacientes con NB. En este trabajo, los
autores mostraron una correlacion entre la expresion HDACS8 y el Sistema Internacional

de Estadificacion del Neuroblastoma (INSS), pero no demostraron una asociacion con el
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estado de amplificacion MYCN?>>. Muy pocos informes establecen una relacién entre las
HDACs, el fenotipo de glicanos y la regulacion de las glicosiltransferasas.

Si bien el tratamiento con inhibidores de HDAC ralentiza la tasa de crecimiento
en muchos tipos de células tumorales, en otros casos también aumentan las
propiedades oncogénicas, como el aumento de la movilidad y la capacidad invasiva®>®.
Ademads, sus efectos de amplio espectro y a menudo pleiotrépicos hacen que sea
dificultoso prever un mecanismo de accién. Recientemente, Montgomeryy
colaboradores demostraron la relacion entre la actividad HDAC y la expresion de genes
relacionados a la glicosilacidn en un modelo celular de carcinoma adrenocortical. En este
trabajo, los autores trataron células SW13 con FK228, un inhibidor de HDAC con alta
afinidad por HDAC1. El tratamiento con FK228 alterd la expresion de enzimas de todas
las principales rutas de glicosilacion y de varias proteinas de unién a glicanos.
Paralelamente, el tratamiento aumenté el potencial metastdasico y redujo la sensibilidad

al paclitaxel de estas células®’.

Por otro lado, en NB se ha demostrado que el
tratamiento con el inhibidor de amplio espectro Vorinostat en células de NB humanasy
murinas, tanto in vivo como in vitro, aumenta la expresidn del gangliésido GD2 asociada
a la sobreexpresion de ST3GALS y ST8SIAL. En este escenario, los inhibidores de HDAC
se proponen como potenciadores de terapias inmunoldgicas al sobreexpresar estos
blancos terapéuticos. En relacién con estos reportes, en el presente trabajo la
incubacion de células SK-N-AS con el inhibidor TSA produjo una notable sobreexpresién
de C2GNT1 y FUT3/7, que resulta en una alta expresion de SLe* y LeY. En concordancia,
este tratamiento también induce un aumento en la unidn a selectinas en las células que
no amplifican MYCN. Estos resultados describen que células sin amplificacion de MYCN
con un fenotipo menos agresivo, comienzan a expresar glicanos Lewis en ausencia de la
represion transcripcional ocasionada por HDAC, en niveles comparables a las células con
fenotipo mas agresivo y amplificacion de MYCN.

Existe una vinculacidon entre MYCN y mecanismos de regulacion epigenética.
Ademas de su papel como factor de transcripcién clasico, MYCN también actua para
regular la estructura global de la cromatina modificando la acetilacidon de histonas. En
los progenitores neurales, la pérdida de MYCN produce una cromatina represiva, una
disminucion de H3 y H4 acetiladas y una condensacién general de cromatina. Una mayor

expresion de MYCN se ha correlacionado con un mayor tamafio nuclear?®®, Asociado a
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los resultados descriptos en este capitulo para SK-N-AS, se ha demostrado que la
sobreexpresién de MYCN en esta linea celular induce un aumento al doble en tamafio
relativo de los nucleos, sugiriendo un estado mayor de cromatina activa en condiciones
que imitan la amplificacion de MYCN?>9,

Los resultados presentados en este trabajo aportan informacién relevante sobre
la sintesis y la regulacién epigenética involucrada en la expresion de antigenos de la
familia Lewis como parte de glicanos O-GalNAc del core 2 en NB. En resumen, estos
resultados y la evidencia proporcionada por otros grupos apoyan la hipétesis que los
glicanos de la familia Lewis como parte de los glicanos O-GalNAc del core 2 tienen un
papel relevante en el comportamiento de las células malignas de NB con amplificacion

de MYCN.
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Conclusiones Capitulo |

VI.

VII.

Los glicanos de la familia Lewis se sobreexpresan en las lineas celulares
de NB mas agresivas, con amplificacion de MYCN, en comparacion con
las lineas sin amplificacion de este oncogén.

Los glicanos O-GalNAc truncados no presentan diferencias entre las
lineas celulares en relacién con la amplificacion de MYCN.

Las lineas celulares y las muestras de pacientes de NB utilizadas como
modelos de estudio sobreexpresan glicosiltransferasas involucradas en la
sintesis de los glicanos de la familia Lewis, tanto sialil- como
fucosiltransferasas. Diferentes enzimas de estas familias se encuentran
sobreexpresadas, reforzando la teoria de la redundancia en la actividad
enzimatica para la sintesis de estos glicanos.

Los glicanos de la familia Lewis se encuentran asentados principalmente
sobre estructuras del core 2 de glicanos O-GalNAc, en los modelos de NB
utilizados.

Las lineas celulares de NB con amplificacion de MYCN sobreexpresan
ligandos de E- y P-selectina. La capacidad de unién de estas células a E-y
P-selectina depende de estructuras de glicanos O-GalNAc del core 2.

Los Lewis, en estructuras de glicanos O-GalNAc del core 2, tienen
implicancias en eventos celulares de la biologia tumoral tales como la
proliferacién, adhesion, y migracion.

Los glicanos de la familia Lewis y las glicosiltransferasas involucradas en
su sintesis se encuentran regulados por mecanismos epigenéticos, que
involucran deacetilasas de histonas en células de NB sin amplificacion de

MYCN.
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Glioma

Caracteristicas clinicas y bioldgicas del glioma

Los gliomas representan un grupo de tumores del sistema nervioso central (SNC)
gue se originan en la glia. Representan los tumores primarios intracraneales mas
comunes que, excluyendo las metdstasis de otros canceres que llegan al SNC,
constituyen el 81% de todos los tumores cerebrales malignos?°°.

Una de las grandes incdgnitas del glioma es su origen celular. Una de las teorias
mas aceptadas establece que células madre neurales o células progenitoras
relacionadas pueden ser transformadas a células madre cancerosas dando lugar a los
gliomas malignos. Otra teoria sefiala la desdiferenciacion inducida por mutacién de las
células cerebrales maduras, como astrocitos y oligodendrocitos. Sin embargo, se
requieren mas evidencias para clarificar su origen y poder explicar la gran
heterogeneidad histoldgica encontrada en los gliomas?®L.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a los gliomas de acuerdo con
el tipo celular a partir del cual se hipotetiza que dio lugar a la diferenciacion, debido a
sus caracteristicas astrociticas, oligodendrogliales o de células ependimarias. Los
astrocitomas, se localizan frecuentemente en el cerebro y cerebelo, los
olidodendrogliomas en los hemisferios cerebrales, y los ependimomas se encuentran
generalmente en la medula espinal, revestimiento de ventriculos o regiones cercanas al
cerebelo. Segun la OMS, estos tumores se categorizan en grados de | a IV, de acuerdo al
nivel de malignidad tumoral basado en caracteristicas histopatoldgicas tales como atipia
citoldgica, anaplasia (desdiferenciacidn), actividad mitética, proliferacién microvascular
y necrosis?®2, Se consideran de bajo grado los categorizados como | y II, y alto grado Il y
IV. Los tumores de grado | se asocian a pacientes pediatricos, mientras que los grados Il
a IV ocurren en adultos. Como caracteristica general, en contraste a otros tumores
sélidos, los gliomas no suelen metastatizar fuera del sistema nervioso central, por lo que
el grado del tumor es determinante del resultado clinico®3.

Los gliomas grado | (astrocitomas pilociticos) no contienen ninguna de las

caracteristicas histolégicas mencionadas anteriormente, y los tumores de grado Il, se
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caracterizan por poseer solo atipia citoldgica. Los tumores de grado | son de crecimiento
lento y representan tumores biolégicamente benignos que se curan quirdrgicamente.
Los tumores de grado Il también son de crecimiento lento, pero son considerados
malignos, no son curables mediante cirugia y pueden seguir cursos clinicos largos.
Dentro del grado Il se incluyen los astrocitomas difusos, oligodendrogliomas y
oligoastrocitomas mixtos. Debido a su naturaleza infiltrante, pueden acontecer
recurrencias e incluso evolucionar a tumores mas agresivos (grado Ill o IV). Los tumores
de grado Ill incluyen a los astrocitomas anaplasicos, oligodendrogliomas anaplasicos y
oligoastrocitomas mixtos anaplasicos; ademas de presentar caracteristicas morfoldgicas
de células desdiferenciadas, son tumores con actividad mitdtica exacerbada. Los
tumores de grado lll son malignos, crecen mas rapido y mas agresivamente que los
gliomas de grado Il, a menudo recidivan como tumores de mayor grado y pueden
conducir a la muerte en unos pocos afios. El grado IV agrupa un subtipo de astrocitomas
denominados glioblastomas (GBMs), que histolégicamente presentan anaplasia,
actividad mitdtica elevada con proliferacion microvascular y/o necrosis. Estos tumores
son altamente invasivos, con una infiltracién difusa a lo largo del parénquima cerebral,
presentan una angiogénesis robusta y suelen ser resistentes a la quimioterapia262-23,
Dentro de los gliomas de bajo grado, los tumores de grado | se asocian con una
supervivencia a largo plazo, mientras que el glioma de grado Il es una enfermedad con
una sobrevida promedio de aproximadamente 7 afos. En el caso de los gliomas de alto
grado, los tumores de grado Ill tienen una sobrevida media de 3 afios?®4. Los GBMs son
la forma mdas comun y letal de gliomas, los cuales presentan una sobrevida media de

14,6 meses y una tasa de sobrevida a 5 afios menor al 5%2°°,

Tratamiento

La reseccidn quirurgica sigue siendo la modalidad de tratamiento de primera
linea para este tipo de cancer, siempre que sea factible, para extirpar el tumor y obtener

tejido para realizar el diagndstico definitivo®®®.

Debido a que la reseccidon total
macroscopica es tipicamente curativa para el astrocitoma de grado |, estos pacientes
rara vez son tratados con radiacidén y quimioterapia. Para tumores de grado Il, los

pacientes son estratificados segln su perfil de riesgo en funcidn de variables clinicas
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para determinar si la quimioterapia y la radioterapia serian apropiadas?®. El tratamiento
estandar actual para los pacientes con GBM es la cirugia, seguida de radioterapia y
guimioterapia con administracion de temozolomida (TMZ), un agente alquilante. Los
tumores de grado Il también se tratan con un enfoque de modalidad dual, incluyendo
radioterapia con TMZ concurrente y adyuvante, o un régimen de radioterapia menos
agresiva solo con adyuvante TMZ?%’. Pese a las estrategias terapéuticas disponibles,
debido a la imposibilidad de la reseccion total por la capacidad invasiva de las células
tumorales, los gliomas recurren inevitablemente un tiempo después a centimetros de
la localizacién inicial del tumor2%8,

En los ultimos afios, con el avance en el conocimiento de la patogénesis
molecular de los gliomas, se comenzaron a ensayar terapias dirigidas a blancos
relevantes. En 2009, la FDA aprobd la utilizacidon de bevacizumab (BVZ), un anticuerpo
monoclonal que reconoce al factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF)
sobreexpresado en gliomas, para el tratamiento de GBM recurrente después de la
terapia estandar?®®. Sin embargo, la sobrevida total producida por BVZ solo o en

combinacién con otras terapias alcanza los 4 meses?’°,

Glicosilacién aberrante en glioma

La investigacion sobre la glicobiologia de los tumores cerebrales incluye estudios
descriptivos sobre glicoconjugados, estudios que examinan la expresiéon de
glicosiltransferasas especificas y estudios destinados a mostrar una relacién funcional
entre glicoconjugados especificos relevantes para un desarrollo terapéutico?’?.

Una de las caracteristicas clinicas mas importantes de los gliomas es su capacidad
de invadir el tejido cerebral normal. En este sentido, se han identificado glicoproteinas
de la superficie celular que estan asociadas con el potencial invasivo de los gliomas
malignos, como NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule), cadherinas, integrinas y
galectinas. Por ejemplo, se ha reportado que la glicosilacion de NCAM con estructuras
de acido polisialico facilita la invasidon tumoral de lineas celulares de glioma, y estudios
sobre biopsias de pacientes lo proponen como marcador de prognosis?’?273, E-cadherina

es una glicoproteina transmembrana que media eventos de adhesion, y su N-

glicosilacion en glioma, principalmente mediada por GnT-lll, es necesaria para la
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expresion, plegado y trafico a la membrana celular. Las galectinas participan en la
modulacion de la adhesidn e invasidn celular, asi como en la regulacion del crecimiento
celular y la apoptosis de los gliomas. La expresion de galectina-1 y -3, dos de las
principales galectinas encontradas en los gliomas, se correlacionan directamente con el
grado de tumor y prondstico del paciente. En el campo de las integrinas, un ejemplo es
el cambio a N-glicanos altamente ramificados con estructuras GIcNAc-B1,6 en la
integrina a3B1, que conduce a una disminucién en la adhesidn celular, aumento en la
motilidad celular y en la tumorigenicidad?’4.

Existen pocos estudios descriptivos que relacionen glicosiltransferasas vy
estructuras de glicanos en glioma?’>. Con respecto a los &cidos sialicos, uno de los
primeros trabajos mediante estudios histopatolégicos con anticuerpos anti-
sialiltransferasa a2,6 y la lectina que reconoce el producto del misma (SNA), revelaron
gue los tumores de origen glial se encuentran desprovistos de expresién tanto de la
enzima como de acido sidlico 02,6%7°. Su ausencia o baja expresion es considerada parte
de la transformacién maligna en glioma. Es mas, la transfeccién de ST6GALL, que codifica
para la sialiltransferasa a2,6, en una linea celular de glioma humano, redujo invasién y
su capacidad de formacién tumoral in vivo*’*. Por otro lado, se ha demostrado la
expresion robusta de ARNm de sialiltransferasas a2,3, asi como la sobreexpresién de
acidos sidlicos 02,3 en gliomas, en comparacion con astrocitos humanos normales?”’.
Estos resultados apoyan la hipdtesis de que el aumento de la sialilacién de glicoproteinas
unidas en a2,3, y no en a2,6, puede desempefiar un papel importante en la
tumorigénesis de los gliomas. En relacién a otras estructuras relacionadas, Xu y
colaboradores reportaron la sobreexpresion de diversas -1,4-galactosiltransferasas y de
estructuras de poli-LacNAc en astrocitomas de alto grado en comparacién con cerebro
normal®7é,

En relacion con los diferentes tipos de estructuras de N-glicanos, en un trabajo
con muestras de tejido de cerebro normal, Tsuchiya y colaboradores informaron la
expresion de estructuras bi-antenarias y de oligomanosa (M5, M6 y M9). No se
reportaron estructuras tri- ni tetra-antenarias en cerebro normal®’®. En contraste,
Yamamoto y colaboradores examinaron la expresiéon de ARNm de MGAT3 y MGATS5 en
gliomas, genes responsables de estructuras de N-glicanos bisectados y ramificaciones

GIcNAc-B1,6, respectivamente. En este trabajo se informd que los tejidos normales
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expresan niveles sustanciales de MGAT3, pero niveles insignificantes MGAT5, asi como
cantidades variables de ambos transcriptos en muestras de glioma. En el mismo trabajo,
mediante estudios histopatoldgicos con la lectina PHA-L, se reportd la expresion de N-
glicanos con ramificaciones GIcNAc-B1,6 en cinco muestras de glioma humano de alto
grado, y la ausencia de estas estructuras en astrocitos del cerebro de adulto normal.
Finalmente, estudiaron el impacto de la sobreexpresion de MGAT5 en una linea celular
de glioma humano, la cual resulté en cambios tanto en la morfologia como en las
adherencias focales, asi como se tradujo en un aumento de la invasion de las células in
vitro®8°, Estos resultados apoyan la hipotesis de la asociacion de las ramificaciones
GIcNAc B1,6 con la agresividad tumoral.

Escasos estudios se centran en la comparacidn entre los diferentes grados de
glioma relacionados a patrones de glicosilacion aberrante. En este sentido, y en base a
la teoria de multiples pasos de la tumorigénesis, el grupo de Furukawa desarrollé un
modelo de tumorigénesis de multiples pasos que utiliza astrocitos humanos normales,
para imitar los grados de tumor cerebral humano I-IV. Dicho modelo incluye la
introduccion en serie de la telomerasa para extender la vida celular (hTERT), de la regién
temprana del antigeno T del virus del simio 40 SV40 (ER) para interrumpir la expresion
de las proteinas supresoras de tumores p53 y Rb, de RasV12 oncogénico y de una forma
constitutivamente activa de AKT (myrAKT) en astrocitos humanos normales?®!. De
manera interesante, tanto la introduccién de hTERT (modela grado |) como la
introduccion de hTERT, SVA0ER y RasV12 (modela grado lll), aumenta los niveles de N-
glicanos con estructura ramificada GIcNAc 1,6, asi como los niveles de expresion de
MGATS. El modelo de grado Ill ademds, muestra una deplecién de la biosintesis de
glicanos O-GalNAc del core 2. La introduccidn de los cuatro genes (grado 1V), exhibe una
marcada disminucion de N-glicanos bisectados, y un aumento en la expresion de N-
glicanos con multiples residuos de fucosa, tanto del core como terminales?®2,

En linea con la fucosilacién aberrante, Kroes y colaboradores compararon por
microarray los perfiles de expresion de 359 genes involucrados en las vias de sintesis de
glicanos, entre seis muestras de cerebro humano normal y seis GBMs. Se encontraron
11 genes sobreexpresados en los tumores en comparacion con el cerebro normal y 25
genes modulados negativamente en GBM. Se destaca dentro de la lista de genes

sobreexpresados FUT3, el cual codifica para una fucosiltransferasa terminal involucrada
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en la sintesis de los glicanos de la familia Lewis?®. Sin embargo, dentro de los glicanos
de la familia Lewis con expresion reportada en glioma asociada a agresividad sélo se
encuentra Le*. El mismo se propone como marcador para células iniciadoras de tumor o
células madre tumorales, particularmente en GBM?84,

En relacion con la modulacidn de la expresion de glicanos y glicosiltransferasas
en glioma, existen escasas evidencias de una relacion directa con mecanismos
epigenéticos. El ejemplo prominente es el caso de la sialiltransferasa ST6GAL1. Analisis
de niveles de transcripto sobre tres lineas celulares de glioma invasivo después del
tratamiento con un inhibidor de ADN metiltransferasas, demostraron la modulacién
epigenética de la expresion de la sialiltransferasa en esta indicacion?®. Sumando a este
antecedente, los datos provenientes del analisis transcriptdmico por microarrays
realizado por el grupo de Kroes en muestras de GBM demuestran que la expresion de la
mayoria de los genes relacionados a vias de glicosilacion (mds de 70% de los analizados),
se encuentran expresados de manera reducida en GBM. En conjunto, estos resultados
apoyan la hipotesis de que la existencia de cambios epigenéticos pueden tener
implicancias en la expresion de genes relacionados a la biosintesis de glicanos en
glioma?83,

Resulta imprescindible el desarrollo de nuevas estrategias que sean capaces de
atacar selectivamente a las células blanco sin generar danos cognitivos en este tipo de
indicacion. Por lo que es necesario, el progreso en el conocimiento de la biologia del
glioma para ofrecer nuevas posibilidades de desarrollo de terapias que permitan
mejorar los resultados del tratamiento actual. El campo de la glicobiologia es un nicho
interesante para esta busqueda, sobre todo en indicaciones poco exploradas como el
glioma. En linea con esta idea, en el presente capitulo se presenta la caracterizacién de
la glicosilacion aberrante en gliomas de alto y bajo grado en relacion con estructuras de
glicanos asociadas a tumor como glicanos truncados y la familia Lewis. Se analizan
también estructuras de N- y O-glicanos, niveles de expresion de glicosiltransferasas y
una evaluacion preliminar de la regulacién del fenotipo de glicanos por mecanismos

epigenéticos.
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Objetivo General Capitulo Il

Caracterizar la glicosilacion aberrante en lineas celulares de glioma de bajo y alto

grado, evaluar su participacién en la biologia tumoral y la contribucidén de la acetilacion

de la cromatina como mecanismo de modulacion. Esta caracterizacion se centra en N-y

O-glicanos, sus ramificaciones, y las estructuras terminales de glicanos O-GalNAc

truncados y la familia Lewis.

Objetivos Especificos Capitulo Il

VI.

Comparar el comportamiento celular entre modelos seleccionados de alto y bajo
grado, en relacion con sus capacidades de adhesion y migracion in vitro.
Caracterizar la expresion de glicanos de la familia Lewis y O-glicanos truncados
(O-GalNAc) en un panel de lineas celulares de glioma humano de alto y bajo
grado, mediante mAbs y CF.

Comparar los niveles de expresion de los transcriptos codificantes para las
glicosiltransferasas involucradas en la sintesis de los glicanos de la familia Lewis,
en lineas celulares seleccionadas, mediante qRT-PCR.

Caracterizar estructuras de N-glicanos sobre lineas celulares de glioma humano
de alto y bajo grado, mediante CF con lectinas vegetales, cromatografia de
intercambio anidnico y cuantificaciéon relativa de transcriptos de
glicosiltransferasas por qRT-PCR.

Estudiar la estructura a la que se encuentran anclados los glicanos expresados,
mediante la modulacidn negativa de la sintesis de N-glicanos con inhibidores de
sintesis TNM y SW y el silenciamiento del gen MGATS5; y modulacidn negativa de
la sintesis de estructuras de glicanos O-GalNAc del core 2 mediante el
silenciamiento del gen C2GNT1.

Estudiar la participacion de los N-glicanos en los procesos de adhesion vy
migracion en glioma de alto grado, mediante el uso de los inhibidores TNM y SW,

y silenciamiento del gen MGATS.
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VII.  Estudiar la participacion de los glicanos O-GalNAc del core 2 en los procesos de
adhesion y migracion del glioma de alto grado, mediante el silenciamiento del
gen C2GNT1.

VIIl.  Estudiar la participacion de N-glicanos mediante los inhibidores TNM y SW, en
glioma de bajo grado.

IX.  Evaluar la regulacion epigenética de la expresion de los glicanos Lewis y
glicosiltransferasas asociadas en glioma mediante el tratamiento con inhibidor

TSA.
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Comportamiento celular in vitro del glioma de alto y bajo grado

En primer lugar, se estudid el fenotipo agresivo mediante comparacién de las
capacidades de adhesion y migracidn in vitro de las lineas celulares LN229 y SW1088,
clasificadas como de alto y bajo grado, respectivamente. Como se puede observar en la
figura ll.1, la linea celular LN229 mostré una capacidad de adhesién a 1, 2 y 3 horas, asi
como una capacidad de migracidn en Transwell, significativamente superior a la linea

celular de bajo grado SW1088.
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Figura Il.1 | Comparacién del comportamiento celular entre LN229 y SW1088. (a) Adhesidn in vitro
por cristal violeta, ***p<0.001, T. Test (b) Migracién en Transwell, ***p<0.001, T.Test. Los valores

representan la media y desvio estandar de dos ensayos independientes.

Caracterizacion del perfil de glicanos

Seguidamente, se estudid la expresion de los glicanos de la familia Lewis y los
glicanos O-GalNAc truncados sobre el panel de lineas celulares de glioma humano de
alto y bajo grado, mediante CF. En la tabla Il.1 se presentan las medias de intensidades
de fluorescencia relativizadas al control de isotipo para cada anticuerpo utilizado. Se
considerd como alta expresién mayor a 1.5 IMFr, media entre 1,5y 1,25, y baja menor a
1,25 IMFr. En general, se observé una mayor expresion de los glicanos de la familia Lewis
en las lineas celulares de glioma de alto grado, principalmente del glicano SLe*. Todas las

lineas celulares de alto grado presentaron expresion media o alta de al menos un glicano
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de la familia Lewis, en contraste a las lineas de bajo grado que mostraron baja expresién
de todos los glicanos analizados. SLe* presenté una alta expresién en las lineas A172,
LN229, U118, U251, U373 y T98G; media expresion en la linea U87MG y baja en LN18.
Le® y LeP se expresaron en intensidad media en las lineas LN18 y U251. LeY presentd
expresion media en las lineas A172 y T98G. Sle? mostrd una expresidon media sélo en la
linea LN229.

Los glicanos O-GalNAc truncados presentaron baja expresion en todas las lineas
analizadas, a excepcion de Tn que mostrd una expresion media en las lineas U87MG y
T98G, ambas de alto grado. En la figura 1.2 se pueden observar los histogramas que
ilustran las expresiones del glicano SLe* en el panel de lineas celulares utilizadas, con los

valores de intensidad media de fluorescencia respectivos, de un ensayo representativo.

Glioma Alto Grado Glioma Bajo Grado

Familia
Lewis Al172 LN18 LN229 U87MG U118 U251 U373 T98G SW1088 HS683
Le2 0,97 +0,12 1,26 + 0,09 0,99 +0,20 1,07 + 0,02 0,99 + 0,04 1,33 + 0,05 1,01 +0,05 0,99 +0,10 1,02 + 0,05 1,01+0,12
Sle2 0,90 +0,12 0,94+0,2 1,26 + 0,09 1,02 + 0,03 1,01 +0,03 1,17 + 0,06 1,03 + 0,05 1,01 +0,10 1,11 + 0,06 1,04 + 0,10
Leb 0,96+0,10 1,25+0,11 1,19+0,06 1,16+0,12 1,02+0,10 1.32+0,12 1,01+0,10 1,01+0,08 | 1,15+0,06 1,12+0,10
Lex 0,95+0,09 1,04+0,10 1,12+0,11 0,97+0,09  1,05+0,04 1,21+0,04 1,02+0,12 1,05+0,06 | 0,97+0,02  1,16+0,05
Lev 1,47+02  1,15+0,06 1,18+0,07 1,10+0,13  1,16+0,01  1,21+0,06 1,02+0,03  1,48+0,12 | 1,04+0,10  1,09+0,07
0-GalNAc
truncados
T 1,14+0,10 1,01+0,05  1,05+0,06 1,09+0,1 0,95+0,03 094+0,09 1,12+0,08 1,05+0,10 | 1,01+0,03 -
Tn 1,07 + 0,12 0,99 +0,10 0,99 +0,10 1,32 + 0,09 0,97 +0,10 1,01 +0,08 1,23 + 0,02 1,29 + 0,08 1,02+0,1 -
STn 1,04 + 0,09 1,05 +0,10 1,06 + 0,10 0,99 + 0,06 1,02 + 0,10 1,24 +0,2 0,96 + 0,10 1,18 + 0,06 1,14 +0,10 -

Tabla 1.1 | Expresion de glicanos de la familia Lewis y O-Glicanos truncados (O-GalNAc) en las lineas celulares de glioma humano de
alto y bajo grado. Los valores expresados representan el promedio de las IMFr de tres ensayos independientes, con su desvio estandar.

Fue considerada baja expresion por debajo de 1,25 IMFr, media entre 1,25y 1,5, y alta mayor a 1,5 IMFr.
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Glioma Alto Grado
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Figura 1.2 | Expresion de SLe* en las lineas celulares de glioma humano de alto y bajo grado. Los
valores expresados representan las IMF correspondientes a cada anticuerpo, de un ensayo

representativo.

Caracterizacion del perfil de expresion de glicosiltransferasas

Se continud con el estudio de los glicanos de la familia Lewis, ya que presentaron
una expresién diferencial entre los grupos de alto y bajo grado. En cuanto a la expresion
de las glicosiltransferasas de la via de biosintesis, se cuantificaron de manera
comparativa por gRT-PCR los niveles de transcriptos expresados por las lineas celulares
LN229, T98G, SW1088 y HS683 (figura 11.3). De manera general, las lineas de alto grado
sobreexpresaron niveles de transcriptos de diversas sialil- y fucosiltransferasas, en

comparacion a las de bajo grado. Tanto LN229 como T98G sobreexpresaron niveles de
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ARNm de FUT7/11, frente a las dos lineas de bajo grado, SW1088 y HS683. Ademas,
T98G mostrd una sobreexpresion significativa en los niveles de transcripto de FUT3/9
en comparacion con las lineas de bajo grado. LN229 sobreexpresé niveles de ARNm de
las ST3GAL4/6. ST3GAL3 fue sobreexpresado por LN229 y T98G, en menor medida que

los genes de las otras sialiltransferasas.
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Figura 1.3 | Comparaciéon relativa de los niveles de transcripto codificantes para las
glicosiltransferasas involucradas en la sintesis de los glicanos de la familia Lewis en las lineas de
glioma de alto y bajo grado. (a) Sialiltransferasas (b) Fucosiltransferasas. Los niveles de ARNm fueron
analizados mediante gRT-PCR (AACT). HS683 se utilizdé como muestra de referencia. Los valores
representan la media y desvio estandar de tres ensayos independientes. ***p<0.001, ANOVA, seguido

de post test Tukey.
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Caracterizacion de glicanos O-GalNAc del core 2

La presencia de glicanos O-GalNAc del core 2, fue estudiada mediante
cuantificacidon relativa de los niveles de transcripto de C2GNT1. Todas las lineas

evaluadas mostraron niveles similares de transcripcidn del gen, sin exhibir diferencias

significativas entre las lineas de alto y bajo grado (figura 11.4).
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Figura 1.4 | Comparacion relativa de los niveles de transcripto
codificantes de C2GNT1 en glioma de alto y bajo grado. Los niveles de
ARNm fueron analizados mediante gRT-PCR (AACT). HS683 se utilizd como
como muestra de referencia. Los valores representan la media y desvio
estandar de dos ensayos independientes. p>0.05, ANOVA, seguido de post

test Tukey.

Caracterizacion de N-glicanos

Se analizaron diferentes estructuras de N-glicanos mediante la unién de lectinas
vegetales cuantificada por CF. ConA es una lectina de unién a a-manosa/a-glucosa que
reconoce N-glicanos de tipo oligomanosa con una alta afinidad y N-glicanos bi-
antenarios de tipo complejo con baja afinidad. PHA-L reconoce estructuras con
ramificaciones GIcNAc 1,6, en N-glicanos complejos tri- y tetra-antenarios. En la figura
Il.5a se presentan las IMFr medias correspondientes a la unidon de estas lectinas en las
lineas celulares. De manera general, las lineas de glioma humano utilizadas presentan
mayor unién de la lectina PHA-L en comparacidén con la unién de la lectina ConA. La Unica

linea celular que presenta la relacién inversa es la linea de bajo grado HS683. No se
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encontraron diferencias significativas en la unién de ConA entre todas las lineas
celulares utilizadas. Para PHA-L, la mayoria de las lineas de alto grado presentaron
mayor union a esta lectina. La linea celular U251 fue la Unica de alto grado que presentd
una union a PHA-L comparable con las de bajo grado. En la figura 11.5b se muestran los
niveles de transcripcidon del gen MGATS5 que codifica para la enzima GnT-V, involucrada
en la sintesis de las estructuras GIcNAc B1,6 en N-glicanos. LN229 y T98G mostraron
sobreexpresidon de MGATS5, en comparacidn con las dos lineas de bajo grado. En la figura
11.5c se puede observar la union de PHA-L a las lineas mencionadas.

También se analizaron los perfiles de N-glicanos mediante cromatografia de
intercambio anionico de alto rendimiento con deteccién de fluorescencia (HPAEC-FL). A
partir de los patrones utilizados se identificaron estructuras de 1) N-glicanos complejos
cortos no sialilados como GOF1, G1F1, G2F1 (donde G y F indican el numero de
galactosas y fucosas, respectivamente); 2) N-glicanos de oligomanosa como
Man5/6/7/8/9; y 3) estructuras complejas con diferente nimero de acidos sialicos (3ant
1/2/3/4 Sia). En la figura Il.6a se presenta la comparacion de las abundancias de las
diferentes estructuras de N-glicanos analizadas para las lineas de alto grado LN229,
U87MG, U251 y U373. En las figuras Il.6b-e se ilustran los cromatogramas. En general,
las cuatro lineas presentaron un perfil con bajos niveles de N-glicanos de estructura
corta, asi como de tipo oligomanosa. En cambio, todas las lineas mostraron alta

abundancia en N-glicanos complejos, tri-antenarios y sialilados (Sial-3).
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Figura Il.5 | caracterizacién de estructuras de N-glicanos en las lineas de glioma de alto y bajo grado.

(a) Unidn a las lectinas ConA 'y PHA-L por CF. Los valores corresponden a las medias de las IMFr de tres

ensayos independientes. (b) Comparacion relativa de los niveles de transcripto del gen MGATS,

mediante gRT-PCR (AACT), utilizando HS683 como referencia y el gen Actina como control enddgeno.

Los valores representan la media y desvio estdndar de dos ensayos independientes. ***p<0.001,

ANOVA.(c) Microscopia confocal (40X), tincion con PHA-L biotinilada y estreptavidina-FITC.
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Figura I1.6 | Caracterizacién de estructuras de N-glicanos en las lineas de glioma de alto grado por
cromatografia de intercambio anidnico de alto rendimiento con deteccion de fluorescencia (HPAEC-FL). (a)
Comparacion de las abundancias de las diferentes especies de estructuras detectadas. (b-e) Cromatogramas
y asignaciones de las lineas LN229, U87MG, U251 y U373, respectivamente.
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Participacion de N- y O-glicanos en glioma de alto grado

En relacién con la alta expresion de SLe* en las lineas de glioma de alto grado, se
continud con diferentes estrategias para evaluar su presencia en estructuras tanto de
N-glicanos, como en glicanos O-GalNAc del core 2. Para estas determinaciones se eligid
continuar con la linea celular LN229 como modelo de glioma de alto grado. Las
estrategias para evaluar la N-glicosilacion consistieron en la utilizacién de dos
inhibidores de sintesis, SWy TNM, y el silenciamiento del gen MGATS5. Para los glicanos
0O-GalNAc del core 2, se realizé el silenciamiento del gen C2GNT1.

En la figura 1.7 se puede observar la expresién del glicano SLe* luego de las
diferentes estrategias experimentales. En general, sélo la modulaciéon negativa de la
sintesis de N-glicanos produjo una reduccion significativa en los niveles de SLe* en la
membrana de las células LN229, cuantificada por CF. El tratamiento con TNM provocd
una reduccién de la expresidn del glicano cercana al 50%, asi como la disminucidn de la
unién de la lectina ConA, utilizada como control de la reduccidon de N-glicanos (figuras
Il.7a y b). El tratamiento con SW también produjo una disminucién en la presencia de
SLe*, cercana al 30%, asi como de la unidn de la lectina PHA-L utilizada como control de
la disminucién de N-glicanos complejos (figuras Il.7c y d). En cuanto a los
silenciamientos, solo la modulacidon negativa del gen MGAT5 causé disminucién
significativa de la expresién de SLe*, no se encontraron diferencias para C2GNT1 (figuras
I.7e y g). Los siRNAs utilizados para los silenciamientos provocaron una reduccién de
los niveles de transcriptos cercanas al 30% y 50%, para C2GNT1 y MGATS,
respectivamente (figuras I1.7f y h).

Bajo las mismas condiciones experimentales se estudié también el impacto de
los glicanos en la adhesiodn y la migracion in vitro. En paralelo a la disminucidn de SLe*,
las estrategias utilizadas para modular negativamente la sintesis de N-glicanos
produjeron una disminucién significativa en la cuantificacion de ambos
comportamientos. Los tratamientos con TNM, SW vy el silenciamiento de MGAT5
provocaron una disminucion de la adhesién celular de LN229 en todos los tiempos
evaluados (figuras 1l.8a-c). En cambio, el silenciamiento de C2GNT1 indujo una
disminucion minima en la adhesién de LN229 observada a las 2h del ensayo (figura

11.8d). La migracion celular fue inhibida en un 95%, 75% y 60%, bajo los tratamientos con
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TNM, SW vy silenciamiento de MGATS5, respectivamente (figuras 11.9a-c). El
silenciamiento de C2GNT1 no provocé cambios significativos en la migracion de la linea

celular LN229 (figura 11.9d).
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Figura ll.7 | Expresion de SLe* por CF en LN229 bajo diferentes estrategias experimentales y sus controles. (a) Tratamiento
con TNM 150 nM por 24 h. (b) Tratamiento TNM, unién a ConA. (c) Tratamiento con SW 100 nM por 24 h. (d) Tratamiento
con SW, union a PHA-L. (e) Silenciamiento de MGATS5 por transfeccién de siRNA durante 48h. (f) Niveles de ARNm de MGATS
luego de silenciamiento durante 48 h. (g) Silenciamiento de C2GNT1 por transfeccion de siRNA durante 48h. (h) Niveles de
transcripto de C2GNT1 luego de silenciamiento durante 48 h. Los valores representan medias y desvio estandar de tres

ensayos independientes. (3, ¢, y €) Mann—Whitney. (b, d, f, gy h) T. Test. *p< 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Figura 1.8 | Adhesién celular in vitro de la linea celular LN229 bajo de diferentes estrategias

experimentales. (a) Tratamiento con TNM 150 nM durante 24 h. (b) Tatamiento con SW 100 nM

durante 24 h. (c) Tansfeccidn con siRNA control o MGAT5 durante 48 h. (d) Transfeccidn con siRNA

control o C2GNT1 durante 48 h. La adhesion celular fue evaluada a 1-3 h y cuantificada mediante

método colorimétrico de cristal violeta (**p<0,01, **p<0,001, T. Test). Los valores representan la

media y desvio estandar de tres ensayos independientes.
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Figura II.9|Migraci6n en Transwell de la linea celular LN229 luego de diferentes estrategias
experimentales. (a) Tatamiento con TNM 150 nM durante 24 h. (b) Tratamiento con SW 100 nM
durante 24 h. (c) Tansfeccion con siRNA control o MGATS durante 48 h. (d) Transfeccidn con siRNA
control o C2GNT1 durante 48 h. Los valores representan la media y desvio estandar de tres ensayos

independientes (***p<0,001, T.Test).
Como control de viabilidad celular se evalué la proliferacion a 24 h de incubacion

con los inhibidores. TNM y SW causaron reduccion de la proliferacién en un 20% y 10%,

respectivamente, sobre la linea LN229 (figura 11.10).
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Figura 11.10 | Proliferacién celular in vitro de LN229 luego del tratamiento con TNM y SW. (a)
Tratamiento con TNM 150 nM durante 24 h. (b) Tratamiento con SW 100 nM durante 24 h. La
proliferacion fue cuantificada mediante método colorimétrico de cristal violeta. Los valores

representan la media y desvio estandar de dos ensayos independientes (*p<0,05, T. Test).

Participacién de N-glicanos en glioma de bajo grado

Debido a la participacion de los N-glicanos en los eventos celulares evaluados en
la linea de alto grado LN229, se decididé evaluar su participacion en la linea celular de
glioma de bajo grado SW1088. Para ello las células fueron tratadas con los inhibidores
TNM y SW. No se observaron diferencias en adhesidn y migracidon sobre esta linea
celular como resultado de los tratamientos (figuras Il.11a y d). Las incubaciones con
TNM y con SW provocaron la disminucion de la proliferacion celular, en una relacion
cercana al 20% de sus controles (figuras Il.11e y f). La incubacién con SW 100 nM

produjo una reduccion en la unién a PHA-L, observada por microscopia confocal (figura

I.11g).
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Figura 11.11 | Estrategias de inhibicion de N-glicanos en la linea celular de bajo grado SW1088. (a, cy

e) Adhesidén, migracidn en Transwell y proliferacién celular luego del tatamiento con TNM 150 nM 24
h, respectivamente. (b, d y f) Adhesion, migracion en Transwell y proliferacién celular luego del
tatamiento con SW 100 nM 24 h, respectivamente. Los valores representan la media y desvio estandar
de tres ensayos independientes.(a-d) p>0,05, T. Test. (e y f) *p<0,05, T.Test. (g) Microscopia confocal
(40X,) zoom in 1, tincidn de PHA-L control (SW -) y SW 100 nM (SW +).
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Evaluacién de la regulacién epigenética de los Lewis en glioma

La evaluacidn de la regulacién epigenética de los glicanos de la familia Lewis se
realizé mediante la incubacién con TSA. Luego de dicho tratamiento, se evalué por CF la
expresion de los glicanos SLe*, LeY, Le? y LeP.

En la linea de alto grado, LN229, si bien se puede observar una tendencia a una
menor presencia de los glicanos medida por CF, el tratamiento con TSA 1 UM no causd
diferencias significativas en la expresién de SLe*, LeY, Le? y LeP (figura 11.12a-h).

En la linea de bajo grado, SW1088, el tratamiento con TSA 1 uM causé un
aumento significativo en la expresion de SLe* y LeY, en un 60% y un 30%,
respectivamente (figuras 11.13a-d). La expresion de Le? y Le no fue modulada de manera
significativa por este tratamiento (figuras Il.13e-h). Seguidamente se evaluaron los
niveles de transcriptos para las glicosiltransferasas FUT3/6/7/9/11, ST3GAL3/4/6
MGAT5 y C2GNT1 por qRT-PCR. El tratamiento con TSA produjo un aumento significativo
de los niveles de ARNm de MGATS5 y de FUT3/7/9 (figura 11.14).
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Figura 11.12 | Evaluacién de la regulacion epigenética de los glicanos Lewis sobre glioma de alto grado. La
linea LN229 fue tratada con TSA 1 uM o igual volumen de DMSO durante 24 hy la expresion de los diferentes
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graficos b, d f y h muestran un ensayo representativo.
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Figura 11.13 | Evaluacién de la regulacion epigenética de los glicanos Lewis sobre glioma de bajo grado. La
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y h muestran un ensayo representativo.
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A modo de resumen, en la figura 11.15 se esquematizan los resultados principales
de este capitulo para los modelos de estudio de glioma utilizados, en relacién con los

perfiles de glicanos y glicosiltransferasas, capacidades celulares y tratamientos.
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Figura .1s| Representacion esquematica de los resultados obtenidos. Expresion de los Lewis y
glicosiltransferasas en glioma de alto y bajo grado, sin tratamiento y bajo la modulaciéon negativa de la N-
glicosilacién mediante los inhibidores TNM, SW y silenciamiento del gen MGATS5, asi como tratadas con el

inhibidor de deacetilasas de histonas, TSA. Las enzimas se expresan con los nombres de sus genes codificantes.
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El glioma humano es el tipo de tumor mas frecuente en el sistema nervioso central,
gue incluye un grupo heterogéneo de neoplasias con diferentes grados de agresividad.
El tratamiento actual para el tipo de glioma mas agresivo, el GBM, brinda una sobrevida
promedio de los pacientes poco mayor a un afio, por lo que la busqueda de nuevas
terapias para tratar esta indicacidn tan agresiva y con pocas opciones terapéuticas, es
una necesidad.

Dentro del campo de las terapias dirigidas en glioma, diversos blancos han sido
estudiados y muchas estrategias se encuentran en ensayos clinicos. Hasta el momento,
sélo una terapia dirigida contra el receptor VEGFR se encuentra aprobada (BVZ), pero
su beneficio clinico continua en observacion?®®. En este escenario, sabiendo que la
glicosilacion aberrante es un proceso que acompafa la transformacién maligna, su
estudio representa un nicho para la busqueda de nuevos blancos para el desarrollo de
terapias novedosas en glioma.

En este capitulo se presenta un estudio sobre la participaciéon de la glicosilacion
aberrante en glioma humano de alto y bajo grado utilizando un panel de diez lineas
celulares como modelos de estudio. Principalmente se caracterizé la expresion de dos
familias de glicanos reportadas en otras indicaciones, los O-GalNAc truncados y los
Lewis, las glicosiltransferasas involucradas en su sintesis, la evaluacidn de la estructura
principal en la que se encuentran presentes, la evaluacion de su impacto en la biologia
tumoral y el estudio preliminar de su regulacion epigenética mediada por deacetilasas
de histonas.

Las lineas celulares utilizadas de glioma de alto grado presentaron una alta expresion
de diferentes miembros de los glicanos de la familia Lewis, pero principalmente se
observo un patrén diferencial de expresion en el glicano SLe*. La alta expresion de estos
glicanos se encuentra apoyada por una sobreexpresién de los transcriptos de las
glicosiltransferasas involucradas en su sintesis. A su vez, los niveles de ARNm de varias
de estas enzimas con la misma actividad presentaron sobreexpresion frente a las lineas
de bajo grado, lo que sugiere un solapamiento de actividades en la sintesis de estas
estructuras. Particularmente, los niveles de transcripto de FUT7/11 y ST3GAL3 se vieron
sobreexpresados en las lineas de alto grado con respecto a las de bajo grado. Estos
resultados se encuentran en linea con los hallazgos del grupo de Kroes, que describen la

sobreexpresion de 11 genes en GBM, de los 359 genes involucrados en vias de
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glicosilacion analizados. Dentro de los genes sobreexpresados en GBM en comparacion
al tejido sano, se reportd FUT3. Asociado a los resultados descriptos en este capitulo, los
niveles de ARNm de esta fucosiltransferasa se hallaron sobreexpresados en la linea de
alto grado T98G?8.

Ademas del grupo de Kroes, existen otros reportes que sugieren la expresion de
glicanos de la familia Lewis en glioma de alto grado. En el modelo de alto grado del grupo
de Furukawa, que implica la transformacidon de astrocitos normales con diferentes
oncogenes, las células presentan una sobreexpresion de estructuras fucosiladas, donde
se destaca la fucosilacion terminal?®2, En este trabajo, el grupo discute una
sobreexpresién de fucosas en enlaces al,2 y al,3/4, hecho que se vincula con la
sobreexpresion de las enzimas requeridas para la sintesis de los glicanos de la familia
Lewis. Sumado a estas evidencias, en un trabajo de caracterizacién que compara los
perfiles de glicoproteinas expresadas en las lineas celulares T98G y HS683, se observd
mediante lectinas que la linea de alto grado T98G presenta mayores niveles de a-1,2
fucosa y acido sidlico a-2,3, en comparacién con la linea de bajo grado HS683%%. En
consonancia, el grupo de Yamamoto fue uno de los primeros en reportar la
sobreexpresiéon de ARNm de sialiltransferasas con actividad a-2,3, asi como del glicano
unido en dicho enlace, en muestras de GBMs en comparacidon con astrocitos
normales?’’. Estos reportes, en conjunto con los resultados presentados en este trabajo,
apoyan la hipdtesis del aumento de estructuras fucosiladas en enlaces a-1,2 y a-1,3/4 y
sialiladas a-2,3 en tumores mas agresivos, que a su vez constituyen los requerimientos
enzimaticos para la biosintesis de los glicanos de la familia Lewis.

Ademas de los glicanos terminales, se buscd evaluar las estructuras de ramificacién
presentes en las lineas celulares. En relacion con los N-glicanos, se estudid la presencia
de estructuras de oligomanosa, asi como de estructuras mas complejas con
ramificaciones GIcNAc B1,6, mediante la unién de las lectinas ConA y PHA-L,
respectivamente. De manera general, las lineas de glioma mostraron un perfil de N-
glicanos del tipo ramificado, con menor presencia de estructuras oligomanosa.
Comparando alto y bajo grado, las lineas de alto grado LN229 y T98G mostraron mayor
presencia de ramificaciones GIcNAc B1,6, acompafiada de una sobreexpresidén de los
transcriptos de MGATS5, en comparacidon con las lineas de bajo grado. El andlisis por

HPLC-FL mostrd que las lineas de alto grado (LN229, U87MG, U251 y U373) presentan
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un perfil general de N-glicanos similar. Se observaron N-glicanos cortos no sialilados y
oligomanosas en menor proporcidn, y gran abundancia de N-glicanos complejos multi-
antenarios con mads de un acido sidlico. Estos resultados acompanan la hipdtesis de la
presencia de las ramificaciones GIcNAc 31,6 en la transformacion maligna de neoplasias
de tejido glial?®.

Considerando a SLe* como un glicano terminal asociado con glioma de alto grado, se
evaluod su presencia en respuesta a distintos tratamientos para establecer la naturaleza
de los glicanos de los cuales forma parte y su participacion en la biologia tumoral. Para
ello se utilizaron tres estrategias que modulan negativamente los N-glicanos, TNM que
bloquea la sintesis en la etapa de la sintesis del precursor lipidico; SW que inhibe a la
enzima a-manosidasa Il bloqueando la produccion de N-glicanos complejos; y el
silenciamiento de MGATS5, enzima que cataliza las ramificaciones GIcNAc 1,6 en N-
glicanos complejos. Por otro lado, la participacidén de los glicanos O-GalNAc del core 2,
se estudié mediante silenciamiento de C2GNT1. Las cuatro estrategias fueron realizadas
sobre la linea de GBM con alta expresion de SLe*, LN229.

En relacién con los N-glicanos, la presencia de SLe* se redujo en las tres condiciones
de manera significativa, pero no de manera total. Esto supone la presencia de Sle*
principalmente en glicoproteinas con estructuras de N-glicanos complejos. Este glicano
también podria encontrarse en otros tipos de glicanos o glicoconjugados, como glicanos
0O-manosa o glicolipidos. Por ejemplo, se encuentra reportado que un glicano de esta
familia, Le*, se expresa en la etapa inicial del cerebro en desarrollo y podria ser parte de
glicanos O-manosilados en tejido del sistema nervioso normal®®’.

Ademas de la presencia de SLe* en N-glicanos, también se evalud el impacto de la
ausencia de estas estructuras andamio sobre la biologia del GBM, estudiando las
capacidades de adhesion y migracion in vitro de LN229. La reduccion de N-glicanos
totales por tratamiento con TNM, asi como la disminucién de N-glicanos complejos
mediante el silenciamiento de MGAT5 vy el tratamiento con SW, se tradujo en una
disminucion de las capacidades celulares de adhesion y migracidon in vitro. Estudios
sobre la adhesion con coating de matrigel u otros componentes de matriz extracelular
son requeridos para complementar los resultados de adhesién in vitro obtenidos. En
relacidon a la migracidn, la reduccién causada por las estrategias experimentales va en

linea con resultados obtenidos por otros grupos en los que vinculan las ramificaciones
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GlcNAc B1,6 en N-glicanos con la invasién del glioma?®°. Una evidencia que se destaca
proviene del grupo de Hassani y colaboradores, los cuales han reportado que la
inhibicién de la actividad de GnT-V, sobre modelos de injerto ortotépico de la linea de
GMB SNB75, conduce a una reduccién drdstica de la capacidad invasiva y proliferativa y
a un aumento de la supervivencia general en relacién con la terapia estandar con
TMZ%8. En conjunto, los resultados de las estrategias de reduccion de la presencia de
estructuras de N-glicanos en la linea LN229 sugieren una participacion clave de las
mismas en la biologia del glioma, en donde se destaca la presencia de SLe* como glicano
terminal de N-glicanos complejos.

En contraste con los resultados obtenidos para la linea de alto grado, si bien las
incubaciones con TNM y SW sobre la linea celular de bajo grado SW1088 provocaron
una disminucion de las estructuras de N-glicanos y un leve impacto en la proliferacion
celular, no se vieron modificadas las capacidades de adhesién y migracion in vitro. Esto
sugiere una participacion menor de estructuras de N-glicanos en glicoproteinas en la
agresividad del glioma de bajo grado. En linea con esta hipédtesis el grupo de Rooprai y
colaboradores describié que compuestos propuestos como inhibidores de la invasién
celular, como SW y diferentes flavonoides, no modificaron el fenotipo maligno de las
lineas de glioma de bajo grado utilizadas?®®. En el presente trabajo se compararon las
capacidades de adhesién y migracion de las lineas celulares LN229 y SW1088,
demostrando que la linea celular LN229 presenta caracteristicas mas agresivas que
células de bajo grado SW1088. En este sentido, es interesante el impacto que tiene la
modulacion de la N-glicosilacion en el fenotipo del glioma de alto grado y la ausencia de
modulacion en el glioma de bajo grado. Esto sugiere que determinadas estructuras de
N-glicanos presentes en glicoproteinas en la linea celular de glioma de alto grado
cumplen un rol importante en su agresividad, y que las mismas podrian no estar
presentes en el glioma de bajo grado o que su disminucién no es esencial para modificar
eventos clave de la biologia tumoral.

Con relacion a los glicanos O-GalNAc, en la literatura se encuentran pocos trabajos
que hagan referencia a su implicancia en glioma. Uno de los ejemplos principales
proviene del campo de las glicosiltransferasas iniciadoras de este tipo de glicosilacion
(GALNT). El grupo de Zhang y colaboradores reporté que GALNT13 y GALNT1 se

expresan de manera abundante en neuronas y en neoplasias como NB, pero ausente en
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astrocitos y GBMs?382%0, Por otro lado, el modelo de Furukawa de glioma de alto grado
por la transformacion de astrocitos con hTERT, SV40ER y RasV12, demuestra una
reduccién de glicanos O-GalNAc del core 2282, Este grupo sugiere que esta incapacidad
de producir estructuras extendidas del core 2 podria resultar en la acumulacién de
glicanos truncados. Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente trabajo
describen sdlo altas expresiones de Tn en dos lineas de GBM. Esta ausencia de glicanos
truncados podria deberse a la acumulacién del antigeno T y, como consecuencia, de su
version sialilada (disialilT). En consonancia, la comparacion de los niveles de expresion
de C2GNT1, iniciadora del core 2 de los glicanos O-GalNAc, realizada, no mostré
diferencias entre las lineas de glioma de alto y bajo grado. En linea con esto, la
modulacion negativa de C2GNT1 no produjo disminucién de la expresion de SLe* en la
linea de alto grado LN229. Mds aun, el silenciamiento de C2GNT1 tampoco moduld los
procesos de adhesion y migracion celular in vitro de esta linea celular. Los resultados
obtenidos con relacidn a estas estructuras de O-glicanos, en conjunto con lo reportado
en bibliografia, sugieren un rol menor en la participacion de los glicanos O-GalNAc del
core 2 en el glioma de alto grado.

La regulacion de la expresion génica mediada por epigenética involucra diferentes
estrategias como la metilacién del ADN y la modificacidon postraduccional de histonas
por metilacion, acetilacién o fosforilacion, entre otras. Una modificacion epigenética
clasica en el glioblastoma adulto es la hipermetilacién del ADN de la enzima O-6-
metilguanina ADN metiltransferasa, que suprime su funcion normal para eliminar
grupos alquilo del ADN?°, Esto hace que los pacientes con esta alteracion sean mas
sensibles a los agentes alquilantes como la TMZ. Este es un ejemplo dentro de pacientes
con GBM donde el silenciamiento se relaciona con una mayor sobrevida. En base a estos
antecedentes, se decidio estudiar de manera preliminar la regulacion de la expresion de
los glicanos en glioma, evaluando mecanismos epigenéticos que controlan Ia
condensacién de la cromatina.

En relacidon con la glicobiologia del glioma, pocos reportes asocian la regulacion
epigenética a la expresion de glicanos y glicosiltransferasas. Uno de los ejemplos
principales es la sialilacién a2,6. Se han analizado mas de 200 gliomas primarios, un
amplio repertorio de lineas celulares de glioma, asi como un panel de 24 xenoinjertos

de GBM, y en ninguno de los casos se han detectado niveles medibles del gen ST6GAL1
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(a2,6 sialiltransferasa 1)?°2. Sin embargo, el tratamiento con un inhibidor de ADN
metiltransferasas en lineas celulares de glioma de alto grado produjo un aumento de la
expresion de la enzima, aumento de las estructuras de glicano producto de su catalisis,
y una disminucién del fenotipo agresivo. Los resultados demuestran la participacién de
la regulacién epigenética en GBM en relacién con la expresién de glicanos?®. En este
sentido, el mismo grupo demostré mediante un analisis de ARNm por microarrays, que
la expresion de la mayoria de los genes relacionados a vias de glicosilacion (mas de 70%
de los analizados), se encuentran expresados de manera reducida en GBM. En conjunto,
estos trabajos apoyan la hipdtesis de que la existencia de cambios epigenéticos pueden
tener implicancias en la expresion de genes relacionados a la biosintesis de glicanos?®3.
La regulacion de los niveles de acetilacion de la cromatina es uno de los mecanismos
epigenéticos asociado a la regulacién de la expresidn génica en diversos tipos de
tumores, incluyendo el glioma. En relacién con las enzimas vinculadas a la represion
transcripcional, las 18 HDACs reportadas en mamiferos pueden clasificarse como zinc
dependiente (clase |, lla, llb y IV) o independiente (clase Ill). Diferentes grupos han
reportado cambios en las expresiones de HDACs en gliomas con distintos perfiles de
agresividad?®. El grupo de Lucio-Etevoric y colaboradores evalud la expresion de ARNm
de diferentes clases de HDACs en 20 gliomas de bajo grado y 23 gliomas de alto grado.
En dicho trabajo se informé la expresion disminuida de HDACs de clases Il y IV en alto
grado, en comparacion con gliomas de bajo grado y tejido cerebral normal. En contraste,
la sobreexpresion de HDAC | ha sido reportada en tumores proliferativos de alto grado
en etapa tardia®®*. Los resultados obtenidos en el presente trabajo sobre la linea celular
de bajo grado SW1088, utilizando el inhibidor de amplio espectro de HDACs | y Il (TSA),
muestra la regulacién epigenética de la expresion de los glicanos de la familia Lewis SLe*
y LeY, asi como de las glicosiltransferasas codificadas por MGAT5, FUT3/7/9. El
tratamiento con TSA induce la expresidn de genes regulados negativamente en la linea
de glioma de bajo grado, lo que se traduce en un aumento de los glicanos Lewis en la
membrana de estas células, a niveles comparables con la expresién encontrada en la
linea celular de alto grado. Interesantemente, la linea mas agresiva no modificé la
expresion de los glicanos Lewis luego del tratamiento con el inhibidor. Seria interesante
evaluar si el fenotipo maligno de la linea de bajo grado se modifica con inhibicion de la

represion epigenética, como sucede con el fenotipo de glicanos.
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Los resultados de este capitulo demuestran un patrén diferencial de glicanos
terminales de la familia Lewis en las lineas celulares de glioma de alto grado, y su
asociacion con la sobreexpresion de diferentes glicosiltransferasas involucradas en su
via de sintesis. Ademas, estos glicanos serian parte de estructuras de N-glicanos
complejos, los cuales tiene un rol relevante en eventos clave de la biologia tumoral del
glioma como la adhesién y la migracion celular. Finalmente, existen mecanismos de
regulacion epigenéticos que estarian mediando la expresion de este fenotipo de

glicanos en el glioma de bajo grado.
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Conclusiones Capitulo I

VI.

VII.

La sobreexpresion de los glicanos de la familia Lewis, en particular de
SLe*, se asocia con glioma de alto grado.

Los glicanos O-GalNAc truncados no presentan diferencias de expresion
entre las lineas celulares de glioma de alto y bajo grado.

Las lineas celulares de alto grado sobreexpresan niveles de transcriptos
de sialil y fucosiltransferasas involucradas en la sintesis de los glicanos de
la familia Lewis. Diferentes enzimas de estas familias se encuentran
sobreexpresadas, reforzando la teoria de la redundancia en la actividad
enzimatica para la sintesis de los glicanos.

Los glicanos O-GalNAc del core 2 parecerian no poseer un rol relevante
en glioma. Las lineas celulares evaluadas no presentaron diferencias en
los niveles de transcripto de C2GNT1, clave para la sintesis de estas
estructuras. Ademas, su modulacién negativa no produjo disminucidn de
la expresidn de glicanos Lewis, asi como tampoco demostré un impacto
en la biologia tumoral de las células.

Los glicanos de la familia Lewis se encuentran asentados principalmente
sobre estructuras de N-glicanos complejos, con ramificaciones GIcNAc-
B1,6, en los modelos utilizados.

Las lineas de glioma presentan un perfil predominante de N-glicanos
complejos, con presencia de ramificaciones GIcNAc-B1,6. Dichas
ramificaciones son predominantes en las lineas celulares de alto grado.
Estas estructuras tendrian un rol relevante en la biologia del glioma de
alto grado, ya que su modulacién negativa causa disminucién del
fenotipo agresivo en la linea de alto grado LN229.

Las estructuras de N-glicanos parecerian no presentar un rol clave en el
fenotipo maligno de glioma de bajo grado, debido a la no modulacion de
capacidades como adhesion y migracidn tras su modulacion negativa en

la linea SW1088.
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VIIl.  Los glicanos de la familia Lewis y las glicosiltransferasas involucradas en
su sintesis se encuentran regulados por mecanismos epigenéticos

mediados por deacetilasas de histonas en la linea de bajo grado SW1088.
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La glicosilacién en terapias dirigidas contra el cancer

Los desarrollos recientes en el campo de la oncologia clinica han proporcionado
avances significativos en el manejo de la enfermedad, con mejoras sustanciales en la
sobrevida de los pacientes. Sin embargo, las estrategias terapéuticas innovadoras
dirigidas a proteinas especificas, expresadas tanto por células cancerosas como por
células inmunes, han demostrado ser efectivas en ciertas indicaciones y en grupos de
pacientes con caracteristicas particulares. Lamentablemente, sigue existiendo un cierto
numero de pacientes que no muestran respuesta definitiva a este tipo de tratamientos.
Este escenario pone en evidencia la necesidad de una mejor estratificacién de la
patologia y un conocimiento integral de las moléculas involucradas®®.

Un ejemplo que ilustra el papel de la glicosilacion como parte de objetivos
terapéuticos para el tratamiento del cancer es la interaccion entre el receptor inhibidor
PD1 (programmed death 1) y su ligando PD-L1 (programmed death-ligand 1),
considerados los objetivos terapéuticos con mas trascendencia de los ultimos afos. PD-
L1 en células cancerosas interactia con PD-1 en células T, lo que permite a las células
tumorales escapar de la vigilancia del sistema inmune?°®. La glicosilacion no sélo es un
requisito para su reconocimiento, sino que media las funciones de inmunosupresion’.
Lo que es mas, se ha reportado que la deglicosilasién de PD-L1 no sélo incrementa su
deteccidn, sino que también incrementa la afinidad de unién de los anticuerpos anti PD-
L1 aprobados por la FDA, tanto para diagndstico como para su uso en terapia2%. Esto ha
motivado el desarrollo de diversos mAbs dirigidos a sitios puntuales de glicosilacion en
estas proteinas, que hasta el momento han presentado prometedores resultados
preclinicos?®93%, Por otro lado, el patrdn de glicosilacion también demostrd influir en el
resultado de terapias dirigidas a receptores con actividad tirosina quinasa. Por ejemplo,
la expresion de la sialiltransferasa ST6GAL1 promueve la resistencia a la apoptosis
mediada por gefitinib (inhibidor de EGFR) y trastuzumab (anticuerpo anti-HER2) en
células de cancer de ovario y gastrico?®®. Estas evidencias son un claro ejemplo de la
necesidad de conocer la glicosilacidn de las dianas moleculares de las terapias dirigidas,
ya que podria ser determinante para el éxito de la misma, asi como también abrir nuevos

horizontes para el desarrollo de terapias mas especificas.
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La pobre respuesta a los tratamientos, como la naturaleza altamente invasiva de
los gliomas malignos que impide la extraccion quirurgica de todas las células tumorales,
hace que en la actualidad se registre una inevitable recaida clinica de los pacientes. En
general, estas capacidades migratorias e invasivas estan mediadas por cascadas de
sefializacion iniciadas por moléculas de adhesién, como integrinas (integrina av por
ejemplo), o receptores del factor de crecimiento, como el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR, del inglés Epidermal Growth Factor Receptor)3°L. Por lo
cual, el estudio de la glicosilacidon de estas moléculas de membrana con un rol clave en
la progresion del glioma maligno, podria brindar nuevos enfoques para el desarrollo de

terapias glico-dirigidas.

EGFR

EGFR es un receptor tirosina quinasa transmembrana, con un dominio de union
a ligando extracelular, uno transmembrana y un dominio tirosina quinasa intracelular.
Es miembro de la familia de receptores ErbB, que consta de 4 tirosinas quinasas
relacionadas: EGFR (ErbB-1), HER2 /neu (ErbB-2), HER 3 (ErbB-3) y HER 4 (ErbB-4). EGFR
puede activarse mediante el factor de crecimiento epidérmico (EGF), entre otros
ligandos. Tras su activacion, la dimerizacion del receptor induce la autofosforilacién de
los residuos de tirosina en los dominios C-terminales, provocando la activacién de la
proteina. Los residuos de tirosina fosforilados sirven como sitios de acoplamiento para
proteinas adaptadoras que unen el receptor a las vias de sefalizacién rio abajo que
culminan en la regulacion de la migracion celular, la proliferacién y la supervivencia3°?2.
Ademas, EGFR regula la polimerizacion del citoesqueleto de actina. Los filamentos de
actina actiuan como un andamio al que se une el complejo de sefializacién inducido por
EGF. Los cambios morfoldgicos y la reorganizacidon del citoesqueleto de actina son
algunas de las primeras respuestas a la activacion de EGFR3%. En diversas indicaciones,
oncoldgicas, la expresion de EGFR se encuentra asociada a un aumento de la
proliferacién y migracidon de células tumorales mediado por las vias de sefalizacion
EGFR-Ras/Raf/MEK/ERK y EGFR-PI3K/AKT. En particular, EGF desencadena la

reorganizacion del citoesqueleto de microfilamentos de actina mediante la regulacion
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de los miembros de la familia Rho GTPasas, pequefias proteinas de union a GTP que
pertenecen a la superfamilia Ras, como Rho A, Rac y Cdc423%,

EGFR es considerado un potente oncogén, el cual puede presentar varias
alteraciones en los diferentes grados de glioma, especialmente en GBM, como
amplificacion del gen, sobreexpresion del receptor, expresién de versiones con
deleciones activadoras, entre otras. En glioma, dichas alteraciones se encuentran
asociadas a la promocion de la proliferacién, supervivencia, angiogénesis e invasion3%°,
La amplificacion del gen se ha descripto en niveles muy variables entre los diferentes
grados de glioma, con valores entre 0-4%, 0-33% y 34%-64% en grados Il, lll y IV,
respectivamente3%>, En GBM, se ha demostrado que la amplificacion de EGFR promueve
la invasion, proliferacidn y resistencia a la radioterapia y quimioterapia3°. En un estudio
de 87 pacientes con GBM se reportd que la amplificacion de EGFR es un predictor
independiente, significativo y desfavorable para la sobrevida general de los pacientes3®’.
La sobreexpresion del receptor también se ha descripto de manera variable entre los
grados de glioma, pero con mayor ocurrencia en GBM, alcanzando aproximadamente al
60% de los pacientes. Ademas, la amplificaciéon y la sobreexpresion de EGFR han
mostrado una distribucién homogénea a través del tejido tumoral de los gliomas, y bajos
niveles detectados en el tejido cerebral normal, lo que posiciona a EGFR como un blanco
interesante para terapia dirigida3.

Se han desarrollado diferentes estrategias terapéuticas contra este receptor y
muchos productos farmacéuticos estdn aprobados solos o en combinacién con
guimioterapia para el cancer colorrectal, el cancer de pulmén y el cancer de pancreas,
entre otros. Los agentes aprobados son en su mayoria inhibidores de la tirosina quinasa
que interfieren con la sefalizaciéon del receptor, o mAbs dirigidos al receptor en la
superficie celular para interferir con la unidon del ligando3®. Estas estrategias han
alcanzado fases clinicas avanzadas en glioma. Como ejemplo, el mAb cetuximab en fase
I no pudo demostrar la eficacia como agente Unico para el glioblastoma recurrente o en
combinacidn con otros agentes o radiacion. Por otro lado, nimotuzumab fue aprobado
para el glioma en algunos paises incluyendo Argentina y se le ha otorgado el estatus de
medicamento huérfano para el glioma en EE. UU. Se encuentra en discusién por qué la
mayoria de estas terapias no han tenido éxito en el tratamiento del glioma, pese a las

caracteristicas de blanco terapéutico que posee31°.

189



Capitulo Ill: Caracterizacion de la glicosilacion de proteinas con interés terapéutico en glioma

EGFR es una proteina altamente glicosilada, el analisis de su secuencia
aminoacidica muestra que en el dominio extracelular existen 11 sitios potenciales de N-
glicosilacién3!!, Los primeros estudios han demostrado que los glicanos en EGFR
contribuyen en aproximadamente 40 kDa de su peso aproximado de 175 kDa. Estudios
con inhibidores de glicosilacion y monosacaridos marcados radioactivamente han
demostrado que los N-glicanos son importantes para su translocacién y maduracién312,
El patrén de glicosilacidon del receptor ha sido profundamente estudiado en modelos
celulares, principalmente en células de ovario de hamster chino (CHO) y la linea celular
de carcinoma epidermoide humano A431, describiendo su glicosilacion en la mayoria de
los sitios candnicos. El patron de glicosilacion de EGFR descripto para células A431
presenta, en su mayoria, N-glicanos del tipo complejo, predominantemente cadenas tri-
/tetra-antenarias con Neu5Ac, Fuc y a-GalNAc terminales, y en un porcentaje menor, N-
glicanos tipo oligomanosa (principalmente MansGIcNAc;)313.

Si bien son numerosos los reportes que describen la glicosilacion de EGFR, el rol
de los glicanos en los mecanismos de union de ligando y transduccion de sefiales ha sido
menos abordado, menos aln si se tienen en cuenta las variaciones de la glicosilacion
entre tipos celulares o estados patoldgicos como el cancer. Un ejemplo que se destaca
es el trabajo de Tsuda y colaboradores, donde informan que la eliminacién del sitio de
glicosilacion en la Asn 420 de EGFR en células COS-1 (linea inmortalizada, derivada de
tejido renal de mono) produce la dimerizacidon espontanea del receptor, demostrando
su relevancia en la funcién del receptor3'4. En relacién a la unién con su ligando, se ha
informado que la unién de EGF a EGFR se reduce significativamente por el tratamiento
de células A431 con inhibidores de la N-glicosilacién, asi como por la ausencia de la
fucosilacién del core demostrado en ratones knockout para FUT8315316, En células de
rata PC12 se describidé que la transfeccidn con MGAT3 induce la presencia de N-glicanos
bisectados en EGFR y una disminucion significativa en la uniéon de EGF y la
autofosforilacion de EGFR3Y/.

Trabajos sobre diferentes modelos de cancer han descripto un rol relevante de
N-glicanos ramificados B1,6-GIcNAc en la sefializacion de EGFR3!2, El silenciamiento de
MGATS sobre la linea de carcinoma de mama humano altamente invasivo MDA-MB231
produce una atenuacién del fenotipo invasivo asi como una inhibicién de la sefializacion

via EGFR3'°, En modelos tanto in vitro como in vivo de carcinoma nasofaringeo, la
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inhibicién de GnT-V produce una disminucién de ramificaciones B1,6-GIcNAc en EGFR,
disminuyendo la sefializacién del receptor y aumentado la sensibilidad a cetuximab32°,
Segln estudios llevados a cabo por el grupo de Liu y colaboradores, seis sitios de
glicosilacion en EGFR parecen tener glicanos de tipo complejo con terminales sialiladas

321 Con relacion a estas

y fucosiladas en lineas celulares de cancer de pulmodn
estructuras, dentro de la familia Lewis se destaca la presencia de LeY en EGFR, mediando
el fenotipo agresivo de lineas celulares de carcinoma de ovario, oral, melanoma y cancer
de pulmén. Otros miembros de esta familia como SLe* o SLe? se han reportado en otros
receptores RTK, como C-Met o ErbB2, respectivamente3!®. En consonancia, en un
estudio reportado por Stroop y colaboradores sobre la versién secretada de EGFR en la
linea A431, se caracterizan 32 glicanos de tipo complejo que contienen los glicanos Le*,
LeYy SLe*322,

En glioma, trabajos sobre un niumero limitado de lineas celulares muestran un
rol relevante de los N-glicanos en la funcién de EGFR. Sobre la linea U251 de glioma
humano, la inhibicidon de la N-glicosilacion mediada por diferentes agentes reduce la
autofosforilacion, y en el caso particular de tunicamicina, disminuye la expresién de
EGFR. Estos tratamientos ademas devuelven la sensibilidad a radiacion ionizante, a la
cual la linea es resistente?!?. En relacion con N-glicanos complejos, el grupo de Rebaa y
colaboradores ha reportado el bloqueo de la unién de EGF al receptor mediante la
lectina que reconoce N-glicanos bisectados (PHA-E). Sin embargo, el mismo grupo ha
descripto que la sobreexpresién de MGAT3 en la linea U373 conduce a una disminucién
significativa de la union de EGF y la autofosforilacién de EGFR323. A diferencia de otras
indicaciones, en glioma no se encuentra claramente descripta la relacién de
ramificaciones B1,6-GIcNAc en EGFR. En conjunto, estos reportes sugieren el rol
relevante de N-glicanos complejos en la funcién del receptor EGF, lo cual podria tener

implicancias terapéuticas en glioma.
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Integrina av

Las integrinas son heterodimeros compuestos por una subunidad a y otra j3,
caracterizadas por un gran dominio extracelular, un dominio transmembrana corto y
otro intracelular pequefio no catalitico. Hasta la fecha en humanos se han identificado
18 subunidades a y 8 subunidades B, las cuales forman al menos 24 heterodimeros
unicos, dentro de los cuales 8 reconocen la secuencia RGD (arginina, glicina, acido
aspartico) en los ligandos nativos. Cada combinacion a/B determina la capacidad y
funciones especificas de unidn. Estos receptores juegan un papel en la regulacion de la
adhesion a proteinas de la matriz extracelular o a proteinas de otras células como las
del sistema inmune3?4, Las integrinas se agrupan en la membrana y transducen sefiales
intracelulares a través de su dominio citoplasmatico (principalmente a través de la
subunidad B) por activacién de quinasas (quinasa de adhesién focal o FAK), quinasa
ligada integrina o Rho-GTPasas. Las integrinas pueden activar vias que conducen a la
transcripcidn génica para mantener la proliferacion, supervivencia, diferenciacién y
migracién3?>, En particular, la integrina av (lav) es una molécula de aproximadamente
135 kDa que forma heterodimeros de membrana integral unidos por puente disulfuro
con al menos cinco cadenas B, incluidas B1, B3, B5, B6 y B83%°. Esta subunidad es una
glicoproteina transmembrana de 1048 aminodcidos (aa) con un dominio extracelular de
962 aa, y una cola citoplasmatica corta de 32 aa. El extremo N-terminal contiene un
dominio de hélice B que consta de siete repeticiones de 60 aa, el dominio de unién a
ligando3?’. Las integrinas que contienen av se unen a multiples moléculas de la matriz
extracelular, incluyendo vitronectina, laminina, fibronectina, entre otros3?°.

Dentro de los pares que puede integrar la subunidad av, las integrinas avp3 vy
avB5 fueron las primeras de su familia en ser identificadas como atractivas dianas
terapéuticas en GBM32832%_ Estas integrinas se expresan especificamente en células de
GBM y se encuentran ausentes en células cerebrales normales. Aunque varias integrinas
se han reportado sobreexpresadas en esta indicacién, no todas correlacionan con una
menor sobrevida total de los pacientes. Los niveles de expresion de las integrinas avf3,
avB5 y avB8 y las subunidades a3, a5, a7, se han asociado con mayores grados de
glioma, y en particular las sobreexpresiones de avB3 o a3fB1, se correlacionaron con mal

rondstico en GBM33%331 E| grupo de Malric y colaboradores realizd un andlisis
y
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estadistico basado en datos de la base TCGA para determinar la sobrevida total de
pacientes con GBM segun alta o baja expresién de ARNm de diferentes integrinas sobre
un grupo de GBM primarios tratados con radio y quimioterapia estandar. En este analisis
la sobreexpresién de B1, B3, a3, a5 y av, pero no de B5, B4, a6 ni a7, correlaciond
significativamente con una disminucion de la sobrevida total de los pacientes. Estos
datos muestran que varias integrinas podrian desempefiar un papel en la progresion del
GBM y que podrian ser de interés terapéutico®3l. En este sentido, diversos agentes
dirigidos especificamente a integrinas (como anticuerpos, péptidos, peptidomiméticos
antagonistas y otras moléculas pequeiias) han alcanzado ensayos clinicos, para
diferentes indicaciones incluyendo GBM. Un ejemplo que se destaca es el pentapéptido
RGD ciclado Cilengitida, el cual bloquea la activacion de las integrinas avB3/avp5. Esta
molécula tuvo resultados satisfactorios en ensayos clinicos de fase | y Il en GBM en
combinacidn con radio y quimioterapias, con buena tolerancia y beneficio clinico en
sobrevida libre de progresién y sobrevida total. Sin embargo, ensayos de fase Il y Il
disefiados para evaluar la eficacia de Cilengitida en pacientes con GBM con diferente
estatus de metilacién del promotor de MGMT, no mostraron una mejora en la sobrevida
de los pacientes332333, Monoclonales humanizados dirigidos a la subunidad av también
han llegado a ensayos clinicos de fase Il en melanoma y cancer colorrectal, pero sin
beneficios frente a las terapias estandar331334,

La subunidad av posee 13 sitios potenciales de N-glicosilacidén, segin The
Universal Protein Resource (UniProt)3*°. Existen pocos reportes que describan la
glicosilacion de esta proteina. Estas investigaciones fueron llevadas a cabo en diferentes
modelos de estudio, entre ellos células CHO, células T Jurkat y hasta tejido hepatico; y
pocas abordan en profundidad la estructura de N-glicanos encontrada33®338, En
particular, se destaca la publicacién realizada por el grupo de Hu y colaboradores, donde
realizan un reandlisis de datos protedmicos globales de tejidos de xenoinjerto de cancer
de mama3?*°. Dentro de este andlisis se describen cuatro posiciones de glicosilacién de
la integrina av (Asn 74, 488, 615 y 945), con la presencia de distintos tipos de N-glicanos
en la misma posicidon, evento denominado microheterogeneidad. Debido a que la
glicosilacion es dependiente de muchos factores entre los cuales se encuentra el tipo
celular o de tejido, esta informacién brinda un mapa de posibles sitios de N-glicosilacién

de la lav, que podria no ser compatible con otros tejidos o modelos. Con relacién al
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cancer, existen algunos reportes que mencionan la glicosilacién de esta subunidad como
factor importante en la biologia de las células. Pochec y colaboradores informaron la
presencia de alteraciones en el patrén de glicosilacion de la lav en melanoma. Utilizando
modelos de melanoma primario y altamente metastasicos se describié un perfil de N-
glicanos de alta manosa y bisectados en el modelo menos agresivo, a diferencia de N-
glicanos con reduccidon de acido sidlico a2-6 y aumento del a2-3, en el modelo mas
agresivo3#%. En un trabajo con una linea celular de carcinoma de colon, Lehmann y
colaboradores estudiaron la glicosilacion de la subunidad av mediante
inmunoprecipitacion y digestion con glicosidasas. En este trabajo reportan la presencia
de N-glicanos maduros con presencia de acidos sidlicos, asi como también la presencia
de N-glicanos inmaduros3'. No se han encontrado en la literatura trabajos similares
sobre la lav en glioma.

Debido a las caracteristicas que los hacen blancos terapéuticos interesantes para
el tratamiento del glioma, y lo poco que se conoce sobre su glicosilacidn, en este capitulo

se propone realizar un abordaje sobre el perfil de glicanos presentes en EGFR e lav.
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Objetivo General Capitulo Ill

Caracterizar la glicosilacién del receptor de crecimiento epidérmico (EGFR) y la

subunidad de Integrina av (lav).

Objetivos Especificos Capitulo Il

VI.

VII.

VIII.

Caracterizar la expresion de EGFR mediante CF y Western Blot en lineas celulares
de glioma humano.

Inmunoprecipitar EGFR a partir de la linea de alto grado LN229, mediante mAbs
y proteina A-sefarosa.

Caracterizar la glicosilacién de EGFR mediante mAbs y lectinas.

Estudiar la participacion de la glicosilacién de EGFR en la polimerizacién del
citoesqueleto de actina, mediante modulacidon negativa de la sintesis de N-
glicanos y estimulacién con su ligando EGF en la linea de alto grado LN229.
Estudiar la participacion de la glicosilacién de EGFR en la polimerizacién del
citoesqueleto de actina, mediante modulacidon negativa de la sintesis de N-
glicanos y estimulacién con su ligando EGF en la linea de bajo grado SW1088.
Caracterizar la expresidon de lav mediante Western Blot y CF en lineas celulares
de glioma humano.

Inmunoprecipitar lav a partir de la linea de alto grado LN229, mediante mAbs y
proteina A-sefarosa.

Caracterizar la glicosilacién de lav en LN229 mediante mAbs y lectinas.
Caracterizar la glicosilacion de lav en LN229 mediante espectrometria de masas
(EM).

Inmunoprecipitar y caracterizar la glicosilacion de lav en SW1088 mediante EM.
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Expresion de EGFR en lineas celulares de glioma de alto y bajo grado

Se caracterizo la expresion de EGFR en el panel de diez lineas celulares de glioma,
de alto y bajo grado. En la figura lll.1a se representan las expresiones de la proteina
obtenidas mediante CF, en IMFr para cada linea celular. En general, todas las lineas
celulares presentaron expresion del receptor, diferenciando un subgrupo de las lineas
de alto grado con una sobreexpresidn en comparacién con las demas lineas celulares.
Las lineas de alto grado T98G, A172, LN18 y LN229 presentaron niveles de IMFr entre
4,5 y 10. En comparacion, las lineas de alto grado U87MG, U251 y U373 mostraron
niveles menores de expresién del receptor, con valores de IMFr entre 1,2y 1,5. La linea
de alto grado U118, junto con las dos de bajo grado, SW1088 y HS683, expresaron
niveles de EGFR cercanas a 3 IMFr. En la figura Ill.1b se muestra la expresién de EGFR
mediante Western Blot de las lineas LN229 y SW1088, de glioma de alto y bajo grado
respectivamente, donde se pueden observar mayores niveles de expresién de EGFR en
lalinea LN229. En la figura l11.2 se ilustra un ensayo representativo de CF de la expresion

de EGFR sobre cada una de las lineas celulares.

EGFR

IMFr
<

Il Alto Grado EGFR ﬁ ~175

i i I Bajo Grado
allln e wllin . B-Tubulina | s sl ~50

I I IR I I
R PN R VAR A
o o %@ R

Figura lll.1 | Expresion de EGFR en las lineas celulares de glioma humano de alto y bajo grado. (a) CF.
Los valores representan el promedio de IMFr, de tres ensayos independientes, con su desvio estandar.
El valor uno referencia el control de Isotipo. (b) Western Blot de EGFR y B-Tubulina sobre LN229 y
SW1088.
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Figura lll.2 | Expresion de EGFRen las lineas celulares de glioma humano de alto y bajo grado. Los valores

expresados representan las IMF, correspondientes a cada anticuerpo, de un ensayo representativo.
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Expresion de glicanos asociados a EGFR

Con el objetivo de caracterizar la glicosilacién sobre este receptor, se llevd
adelante la inmunoprecipitacion (IP) del mismo, a partir de la linea celular LN229. En un
primer paso, se llevo a cabo la confirmacién del aislamiento de la proteina mediante
Western Blot. En la figura Ill.3 se puede observar que luego de la reaccion de IP con
proteina A-sefarosa y el anticuerpo monoclonal dirigido a la proteina de interés, se
identifican bandas de proteinas con pesos aproximados de 175 y 50 kDa,
correspondientes al peso molecular de EGFR y a la cadena pesada de la
inmunoglobulina. La identidad de las proteinas observadas en el bandeado aproximado
de 175 kDa fue corroborada mediante espectrometria de masas (EM), llevada a cabo en
el servicio de protedmica del CEQUIBIEM. En la muestra proteica tripsinizada se lograron
identificar 4 péptidos que presentan 100% de identidad con EGFR, completando una

cobertura de secuencia que solo alcanza el 4%.

0
e
kpa ¥ R

Reporte EM
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Figura lil.3 | Inmunoprecipitaciéon de EGFR proveniente de LN229. La reaccién de IP fue llevada a cabo
mediante proteina A-sefarosa y el anticuerpo monoclonal dirigidos a EGFR. El producto de la IP y el
lisado total fueron sometidos a SDS PAGE y Western Blot de EGFR. Para la determinacidn de identidad
po EM se utilizaron 12 reacciénes de IP que fueron concentradas y corridas en SDS PAGE. El gel fue

tefiido con Coomasie coloidal y se selecciond la banda de aproximadamente 175 kDa.
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Posteriormente, se condujo una valoracion preliminar de la expresion de
glicanos en EGFR mediante Western Blot con anticuerpos y lectinas. Como se muestra
en la figura lll.4a, se observd que EGFR presente en células LN229 es reconocido por el
anticuerpo dirigido al glicano terminal Le*, y por la lectina PHA-L. Los anticuerpos
dirigidos a los glicanos LeY, SLe*, SLe® y T, asi como la lectina ConA, no evidenciaron

reconocimiento de EGFR en las condiciones ensayadas (figura lll.4b).

IP EGFR Anticuerpo | EGFR

kDa Le* PHA-L Lex +
LeY -

SLex -
~175 | - Slea -
T -
Lectina
ConA -
PHA-L +

~50

Figura 111.4 | caracterizacién de la glicosilacion de EGFR de LN229. La caracterizacion fue realizada
mediante Western Blot con mAbs dirigidos a los glicanos Le*, LeY, SLe*, SLe® y T, y con las lectinas PHA-
Ly ConA, de reconocimiento de estructuras de N-glicanos. (a) Western Blot para Le*y PHA-L (b) Tabla

resumen de resultados, (+): positivo, (-): negativo.

Participacion de la glicosilacion de EGFR en la polimerizacién del
citoesqueleto de actina

Seguido al estudio de la glicosilacidon de EGFR, se continud con la evaluacién del
impacto de los glicanos en la polimerizacién del citoesqueleto de actina, considerado un
efecto celular inmediato de la sefalizacién via EGFR por estimulacién con EGF. Para ello
las células fueron tratadas con el inhibidor SW, la enzima PNGasa F que cliva N-glicanos,
o transfectadas con siRNA para MGATS. En la figura lll.5 se presentan tres ensayos
representativos que muestran la tincién del citoesqueleto de actina con la toxina

faloidina conjugada a fluorocromo, de los diferentes tratamientos con sus respectivos
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controles. La estimulacion con EGF en los controles de los tratamientos induce una
reorganizacion del citoesqueleto de actina, reforzando los haces paralelos en el
citoplasma celular, asi como con un evidenciado aumento de este polimero en una
posicidn cortical. Tanto la incubacién con el inhibidor de la sintesis de N-glicanos SW, el
tratamiento con PNGasa F, como el silenciamiento de MGATS5, producen una inhibicién
de la polimerizacién del citoesqueleto de actina bajo la estimulacion con EGF,
mostrando un patrdn similar al de las células sin estimular. La disminucion de N-glicanos
complejos como la alta expresion de EGFR en las distintas condiciones evaluadas puede
observarse en los paneles de las figuras lll.6a y b.

Como se observo expresion de EGFR en la linea de bajo grado SW1088, se estudio
de la misma manera el impacto de los N-glicanos en la polimerizacion del citoesqueleto
de actina en esta linea celular (figura l11.7). Los resultados muestran respuestas similares
a los observados con la linea LN229. En la figura 1Il.8 se muestran fotografias
representativas de la unién de PHA-L a las células SW1088 bajo el tratamiento con
PNGasa F y transfeccidon con siRNA de MGATS. El control de tratamiento con SW se

encuentra en resultados del capitulo Il.
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LN229 Control EGF (-) Control EGF (+) Tratamiento y EGF (+)

PNGasa F

Control siRNA MGATS siRNA

Figura lll.5 | Participacion de la glicosilacion de EGFR en la polimerizacidon del citoesqueleto de actina sobre
células LN229. Fotografias representativas de células LN229 control estimuladas y sin estimular con EGF 100
ng/ml por 15 min, y bajo diferentes tratamientos con estimulacién de EGF. (a) Incubacién con SW 100 nM
por 24 h. (b) Incubacién con PNGasa F 25 unidades por 24 h. (c) Transfecccién con siRNA especifico de MGATS
por 48 h. Las células fueron fijadas y tefiidas con faloidina-Alexa Fluor555. Las imagenes fueron adquiridas en

microscopio confocal, aumento 40X y zoom in 1-2.
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Figura 111.6 | Expresion de estructuras de N-glicanos complejos y de EGFR bajo tratamientos de modulacién

negativa de N-glicanos en LN229 (a) Fotografias representativas de células LN229 tratadas con SW 100 nM,

PNGasa F 25 unidades por 24 h, o transfectadas con siRNA especifico de MGAT5 por 48 h. Las células fueron

fijadas y tefiidas con PHA-L biotinilada y estreptavidina-FITC. Las imdgenes fueron adquiridas en microscopio

confocal, aumento 40X, zoom in 1-2. (b) Expresidn de EGFR por CF con células LN229 sin SBF tratadas con SW

100 nM, PNGasa F 25 unidades por 24 h, o transfectadas con siRNA especifico de MGATS por 48 h. Se

representan los histogramas y se indican los porcentajes de células positivas de un ensayo representativo.
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SW1088 Control EGF (-) Control EGF (+) Tratamiento y EGF (+)

Control siRNA MGATS siRNA

Figura 111.7 | Participacion de la glicosilacion de EGFR en la polimerizacion del citoesqueleto de actina sobre
células SW1088. Fotografias representativas de células SW1088 control estimuladas y sin estimular con EGF
100 ng/ml por 15 min, y bajo diferentes tratamientos con estimulacion de EGF 100 ng/ml. (a) Incubacidon con
SW 100 nM por 24 h. (b) Incubacién con PNGasa F 25 unidades por 24 h. (c) Transfecccidn con siRNA
especifico de MGATS por 48 h. Las células fueron fijadas y tefiidas con faloidina-Alexa Fluor555. Las imdgenes

fueron adquiridas en microscopio confocal, aumento 40X y zoom in 1-2.

208



Capitulo Ill: Caracterizacion de la glicosilacion de proteinas con interés terapéutico en glioma

SW1088

MGATS siRNA

Figura m.s| Expresion de estructuras de N-glicanos complejos bajo tratamientos de modulacién
negativa de N-glicanos en SW1088. Fotografias representativas de células SW1088 sin SBF tratadas
con PNGasa F 25 unidades por 24 h, o transfectadas con siRNA especifico de MGAT5 por 48 h. Las
células fueron fijadas y tefiidas con PHA-L biotinilada y estreptavidina-FITC. Las imagenes fueron

adquiridas en microscopio confocal, aumento 40X, zoom in 1-2.
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Expresidon de lav en lineas celulares de glioma de alto y bajo grado

Se caracterizo la expresion de lav en el panel de diez lineas celulares de glioma,
de alto y bajo grado. En la figura lll.9a se representan las expresiones de la proteina
obtenidas mediante CF, en intensidades medias de fluorescencia para cada linea celular.
En general, todas las lineas celulares presentaron expresion de la integrina. Las lineas
de alto grado LN229, T98G, U251 y U373, asi como la de bajo grado SW1088,
presentaron niveles de expresidn superiores a 1,5 IMFr. La linea de alto grado U373
presentd los niveles mas altos de expresion para esta proteina, con una IMFr promedio
de 2,13. Las lineas A172, LN18, U87MG, U118 y HS683 mostraron niveles de expresién
entre 1,2 y 1,35 IMFr. En la figura 1ll.9b se presenta la expresién de lav mediante
Western Blot de las lineas LN229 y SW1088. En la figura 111.10 se ilustra un ensayo

representativo de CF de la expresion de lav sobre cada una de las lineas celulares.
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Figura 11l.9 | Expresion de lav en lineas celulares de glioma humano.(a) CF. Los valores representan
el promedio de IMFr, de tres ensayos independientes, con su desvio estandar. El valor uno referencia

al control de Isotipo. (b) Western Blot de lav y B-Tubulina sobre LN229 y SW1088.

210



Capitulo Ill: Caracterizacion de la glicosilacion de proteinas con interés terapéutico en glioma
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Figura 11l.10 | Expresion de lav en las lineas celulares de glioma humano de alto y bajo grado. Los

valores expresados representan las IMF, correspondientes a cada anticuerpo, de un ensayo

representativo.

Expresion de glicanos asociados a Integrina av por Western Blot

Con el objetivo de caracterizar la glicosilacidon de la Integrina av, se realizé la IP
de la proteina utilizando la linea LN229. En un primer paso, se llevd a cabo la
confirmacién del aislamiento de la proteina mediante Western Blot. En la figura 111.11 se
pueden observar las bandas de proteinas con masas aproximadas de 130 y 50 kDa,
correspondientes al peso molecular de lav y la cadena pesada de la inmunoglobulina. La

identidad de las proteinas observadas en el bandeado aproximado de 130 kDa fue
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corroborada mediante EM. En la muestra proteica tripsinizada se lograron identificar
mas de 40 péptidos correspondientes a la secuencia aminoacidica de Integrina av,

alcanzando una cobertura de secuencia del 40%.
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Figura lil.11 | Inmunoprecipitacion de Integrina av proveniente de LN229. La reaccién de IP fue
llevada a cabo mediante proteina A-sefarosa y el mAb dirigido a lav. El producto de la IP y el lisado
total fueron sometidos a SDS PAGE y Western Blot. Para la determinacion de identidad por EM se
utilizaron 12 reaccidnes de IP que fueron concentradas y corridas en SDS PAGE. El gel fue tefiido con

Coomasie coloidal y se selecciond la banda de aproximadamente 130 kDa.

Posteriormente, se evalud la glicosilacion asociada a lav mediante Western Blot.
Como se muestra en la figura 11l.12a, lav es reconocido por la lectina ConA. Tanto Los
anticuerpos dirigidos a los glicanos Le*, LeY, SLe*, SLe® y T, asi como la lectina PHA-L, no

evidenciaron reconocimiento de lav en las condiciones ensayadas (figura 111.12b).
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IP lav Anticuerpo | lav

kDa ConA Lex -
LeY -

SLex -
~130 |- Slea -
T -
Lectina
ConA +
PHA-L -

~50

Figura 111.12 | caracterizacién de Ia glicosilacion de lav de LN229. La caracterizacién fue realizada
mediante Western Blot con mAbs dirigidos a los glicanos Le*, LeY, SLe*, SLe? y T, y con las lectinas PHA-
L y ConA, de reconocimiento de estructuras de N-glicanos. (a) Western Blot para ConA (b) Tabla

resumen de resultados, (+): positivo, (-): negativo.

Analisis de sitios glicosilacion de lav en glioma de alto grado mediante EM

En primer lugar, se analizo la secuencia aminoacidica de lav para identificar los
sitios probables de N-glicosilacion. Para ello se utilizd la secuencia aminoacidica
almacenada en el repositorio UniProtkKB/Swiss-Prot, y se utilizé el software Prosite para
identificar las secuencias de aminoacidos con la triada N-X-T/S342. Del anilisis se excluyé
al aminoacido Pro de la segunda y cuarta posicion, debido a la inhibicion o reduccién de
la probabilidad de glicosilacién reportada cuando este aminoacido se encuentra en
dichas posiciones3#. Del andlisis se obtuvieron 13 sitios probables de N-glicosilacidn,

gue se listan en la tabla lll.1.
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Prediccion Prosite
PS00001: ASN_GLYCOSYLATION
Query: PO6756 Gene: ITGAV

Posicion N-X(P)-T/S-(P)
74 NTTQ
290 NMSS
296 NFTG
488 NKTC
554 NMTI
615 NISR
704 NQTR
835 NNTL
851 NCTS
875 NDTV
945 NHSY
973 NSTL
980 NVTW

Tabla 111.1 | Identificacién de los sitios problables de N-glicosilacién de lav mediante Prosite. Se
utilizé la secuencia aminoacidica correspondiente a lav (P06756, UniProtKB/Swiss-Prot) de 1048
aminoacidos (NCBI) y el software Prosite para la identificacion de los sitios de N-glicosilacién. La
secuencia de N-glicosilacién utilizada para la busqueda fue N-X(P)-T/S-X(P), donde de excluye Pro de

la segunda y cuarta posicién.

Para los analisis por EM, se utiliz6 como material de partida Ia
inmunoprecipitacion de la proteina demostrada anteriormente. Entre los péptidos con
identidad para lav, se encontraron 8 de ellos glicosilados. Dichas secuencias fueron
alineadas con la secuencia aminoacidica de la proteina mediante Blastp (NCBI). En la
figura 111.13 se presentan, de manera esquematica, las ubicaciones de los glicopéptidos
encontrados en la secuencia de la proteina, junto con los sitios de N-glicosilacién
analizados mediante Prosite. Las secuencias de los glicopéptidos identificados, junto con
las glicoformas encontradas se encuentran en la tabla I1l.2. Los pardmetros de carga y

masa de los péptidos se encuentran listados en la tabla suplementaria 4 del Anexo.
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>sp|P06756 | ITAV_HUMAN Integrin alpha-V OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=ITGAV PE=1 SV=2

MAFPPRRRLRLGPRGLPLLLSGLLLPLCRAFNLDVDSPAEYSGPEGSYFGFAVDFFVPSA

74
SSRMFLLVGAPKANTTQPGIVEGGQVLKCDWSSTRRCQPIEFDATGNRDYAKDDPLEFKS

HOQWFGASVRSKQDKILACAPLYHWRTEMKQEREPVGTCFLODGTKTVEYAPCRSQDIDAD

GQGFCQGGFSIDFTKADRVLLGGPGSFYWQGQLISDQVAEIVSKYDPNVYSIKYNNQLAT

290 296
RTAQAIFDDSYLGYSVAVGDENGDGIDDFVSGVPRAARTLGMVYIYDGKNMSSLYNFTGE

OMAAYFGFSVAATDINGDDYADVFIGAPLFMDRGSDGKLQEVGQVSVSLQRASGDFQTTK
LNGFEVFARFGSAIAPLGDLDOQDGEFNDIATAAPYGGEDKKGIVYIEFNGRSTGLNAVPSQI

LEGQWAARSMPPSFGYSMKGATDIDKNGYPDLIVGAFGVDRAILYRARPVITVNAGLEVY

488
PSILNQDNKTCSLPGTALKVSCEFNVRFCLKADGKGVLPRKLNFQVELLLDKLKQKGAIRR

554
ALFLYSRSPSHSKNMTISRGGLMQCEELIAYLRDESEFRDKLTPITIFMEYRLDYRTAAD
—

615

TTGLQPILNQFTPANISRQAHILLDCGEDNVCKPKLEVSVDSDQKKIYIGDDNPLTLIVK D L.
ominios

704
AQNQGEGAYEAELIVSIPLQADFIGVVRNNEALARLSCAFKTENQTROVVCDLGNPMKAG Péptido sefial (1-30)

TQLLAGLRFSVHQQSEMDTSVKEFDLQIQSSNLFDKVSPVVSHKVDLAVLAAVEIRGVSSP [:::] Extracelular (31-992)

835 Transmembrana (993-1016)
DHVFLPIPNWEHKENPETEEDVGPVVQHIYELRNNGPSSFSKAMLHLOQWPYKYNNNTLLY
851 875 Citoplasmadtico (1017-1048)
ILHYDIDGPMNCTSDMEINPLRIKISSLQTTEKNDTVAGQGERDHLITKRDLALSEGDIH
945 N-= sitio teérico no detectado
TLGCGVAQCLKIVCQVGRLDRGKSAILYVKSLLWTETFMNKENQNHSYSLKSSASENVIE
—

N-= sitio detectado

973 980
FPYKNLPIEDITNSTLVTTNVTWGIQPAPMPVPVWVIILAVLAGLLLLAVLVFVMYRMGF = Péptido detectado

FKRVRPPQEEQEREQLQPHENGEGNSET .

Figura 111.13 | Representacion esquematica del alineamiento de secuencias de los glicopeptidos
identificados por EM. Se utiliz6 la secuencia aminoacidica correspondiente a la proteina identificada
como P06756 (UniProtkKB/Swiss-Prot), de 1048 aminodcidos y el software Blastp (NCBI) para el
alineamiento de secuencias. Se incluyen los dominios de la proteina, junto con los sitios de N-

glicosilacién identificados con el andlisis del Prosite.
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Péptido/Posicidon Asn

Glicoforma

ANTTQPGIVEGGQVLK
Asn74

HexNAc(1)

HexNAc(1)Fuc(1)

HexNAc(2)

HexNAc(2)Hex(10)
HexNAc(2)Hex(3)
HexNAc(2)Hex(4)
HexNAc(2)Hex(4)Fuc(1)
HexNAc(2)Hex(5)
HexNAc(2)Hex(6)
HexNAc(2)Hex(7)
HexNAc(2)Hex(8)
HexNAc(2)Hex(9)
HexNAc(3)Hex(4)
HexNAc(3)Hex(4)Fuc(1)
HexNAc(3)Hex(4)Fuc(1)NeuAc(1)
HexNAc(3)Hex(4)NeuAc(1)
HexNAc(3)Hex(5)Fuc(1)
HexNAc(3)Hex(5)NeuAc(1)
HexNAc(3)Hex(6)
HexNAc(3)Hex(6)Fuc(1)
HexNAc(3)Hex(6)Fuc(1)NeuAc(1)
HexNAc(3)Hex(6)NeuAc(1)
HexNAc(4)Hex(4)
HexNAc(4)Hex(4)Fuc(1)
HexNAc(4)Hex(4)Fuc(2)NeuAc(1)
HexNAc(4)Hex(4)NeuGce(1)
HexNAc(4)Hex(5)
HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)
HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(1)
HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(2)
HexNAc(4)Hex(5)NeuAc(1)
HexNAc(4)Hex(5)NeuGce(1)
HexNAc(4)Hex(6)
HexNAc(4)Hex(6)NeuAc(1)
HexNAc(5)Hex(5)NeuAc(2)

SPSHSKNMTISR
Asn554

HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(1)
HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(2)
HexNAc(5)Hex(5)NeuAc(2)

HexNAc(5)Hex(6)Fuc(1)NeuAc(2)
HexNAc(5)Hex(6)Fuc(1)NeuAc(3)

NMTISR
Asn554

HexNAc(2)Hex(10)
HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(2)
HexNAc(5)Hex(6)Fuc(3)NeuAc(1)
HexNAc(6)Hex(4)NeuAc(1)
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HexNAc(6)Hex(4)NeuAc(2)
HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(1)NeuGce(1)
HexNAc(4)Hex(6)NeuAc(1)
HexNAc(5)Hex(5)NeuAc(1)NeuGe(1)
HexNAc(5)Hex(5)NeuAc(2)
HexNAc(5)Hex(6)Fuc(1)NeuAc(1)
HexNAc(6)Hex(6)NeuAc(1)NeuGce(1)
HexNAc(6)Hex(6)NeuAc(2)
TAADTTGLQPILNQFTPANISR HexNAc(1)
Asn 615 HexNAc(2)
HexNAc(2)Hex(10)
HexNAc(2)Hex(4)
HexNAc(2)Hex(5)
HexNAc(2)Hex(7)
HexNAc(2)Hex(8)
HexNAc(2)Hex(9)
HexNAc(4)Hex(3)Fuc(3)
HexNAc(4)Hex(4)Fuc(1)NeuAc(1)
HexNAc(5)Hex(3)Fuc(1)NeuAc(1)

TENQTR HexNAc(3)Hex(6)NeuAc(1)

Asn 704 HexNAc(5)Hex(5)NeuAc(2)
HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(2)

ISSLQTTEKNDTVAGQGER HexNAc(1)

Asn 875 HexNAc(2)Hex(7)
HexNAc(2)Hex(8)
HexNAc(2)Hex(9)

HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(1)
HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(2)
HexNAc(5)Hex(5)NeuAc(2)

HexNAc(5)Hex(6)Fuc(1)NeuAc(2
HexNAc(5)Hex(6)Fuc(1)NeuAc(3
HexNAc(6)Hex(7)Fuc(1)NeuAc(1
HexNAc(6)Hex(7)Fuc(1)NeuAc(3

~— ~— ~— ~—

SLLWTETFM*ENQNHSYSLK HexNAc(2)Hex(8)
Asn 945 HexNAc(2)Hex(9)
ENQNHSYSLK HexNAc(2)Hex(6)
Asn 945 HexNAc(2)Hex(9)

Tabla 1112 | Analisis de la glicosilacion de los glicopéptidos identificados de la proteina lav por EM. Los productos de las
IPs fueron digeridos con tripsina y enriquecidos en glicopéptidos mediante columna HILIC. Para EM se utiliz6 un
espectrometro Q-Exactive con una celda de HCD (High Collision Dissociation) y un analizador Orbitrap. [M+H]* en el m/z:
HexNAc (204,08), Hex (163, 06), Fuc (147,06), NeuAc (292,10), NeuGc (308,08).HexNAc representa GIcNAc o GalNAc,
mientras que Hex representa Man, Glc o Gal. Las masas identificadas en el analisis de EM fueron comparadas con los

valores tedricos de las estructuras para el calculo del error.
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Los glicanos encontrados en los diferentes sitios se clasificaron segun el tipo de
N-glicanos existentes, discriminando estructuras del core, del tipo oligomanosa y
complejos y/o hibridos. En la figura lll.14a se muestra el analisis sobre los diferentes
tipos encontrados en cada posicidén, donde se puede observar microheterogeneidad en
la mayoria de ellas. En la posicién Asn704 se hallaron sélo N-glicanos complejos/hibridos
y en la posicidon Asn945 sélo se encontraron N-glicanos oligomanosa. En cambio, en
Asn74, Asn554 y Asn875 se observé mayoritariamente la presencia de N-glicanos del
tipo complejo/hibrido, con una abundancia menor de estructuras del core u
oligomanosa. En la Asn615 se observd la relacion opuesta, con un porcentaje
mayoritario de N-glicanos del tipo oligomanosa.

Dentro del grupo de los glicanos complejos/hibridos se realizé la comparacion de
las abundancias de estructuras fucosiladas y sialiladas (figura 111.14b). Con respecto a la
fucosilacion, todas las posiciones, salvo la Asn704, presentaron porcentajes de
fucosilacion superiores al 40%. De ellas, existen pocos ejemplos con mds de una fucosa,
por lo que este glicano podria ser asociado a una glicosilacién del core. Para la sialilacion
de este grupo de complejos/hibridos ocurre un patrén similar, a excepcion de las Asn
615 y 704, los glicanos del resto de las posiciones presentaron porcentajes mayores al
50% en sus glicoformas. Ademas, dentro de los acidos sidlicos se discriminaron las
abundancias de NeuAc y NeuGc. NeuAc es el acido sidlico mayoritario en las estructuras
de glicanos, y NeuGc fue identificado en un porcentaje menor en las Asn74 y Asn554. En
la figura 1ll.14c se presenta de manera esquemadtica la microheterogeneidad de
glicoformas encontrada en las posiciones de N-glicosilacién de la lav proveniente de la
linea celular de glioma de alto grado LN229. En la figura 111.15 se ilustran algunas de las
estructuras posibles de los glicanos identificados por el analisis de EM en dicha proteina,

las cuales fueron corroboradas mediante la plataforma GlyConnect.
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Figura lll.14 | Analisis de 1a composicion de N-glicanos de lav. (a) Las estructuras fueron clasificadas
en glicanos del core, oligomanosa y complejos/hibridos. Los valores representan el porcentaje de
abundancia de estos grupos en cada posicidn de glicosilacién. (b) Abundancia de glicanos fucosilados
y sialilados dentro del grupo de los glicanos complejos/hibridos. El total de acidos sialicos se compard

entre NeuAc y NeuGc. (c) Esquema representativo la la microheterogeneidad de glicanos en la lav .
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a3/6 a3/6

N875 N945
1 Z 4 | . I 1048
le - 0O een

Péptido seiial

Dominio Citoplasmdtico

Dominio Transmembrana

N74 N554 N615 N704

1-HexNAc(2)Hex(9)
2-HexNAc(5)Hex(5)NeuAc(2)
3-HexNAc(4)Hex(4)Fuc(2)NeuAc(1)
4-HexNAc(4)Hex(4)NeuGc(1)
5-HexNAc(5)Hex(5)NeuAc(1)NeuGc(1)
6-HexNAc(5)Hex(6)Fuc(1)NeuAc(1)
7-HexNAc(6)Hex(6)NeuAc(2)
8-HexNAc(2)Hex(10)
9-HexNAc(4)Hex(4)Fuc(1)NeuAc(1)
10-HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(2)
11-HexNAc(2)Hex(9)
12-HexNAc(6)Hex(7)Fuc(1)NeuAc(3)
13-HexNAc(2)Hex(9)
14-HexNAc(2)Hex(8)

O Gal
. Man
. GlcNAc
A Fuc
’ NeuAc
Q NeuGc

Figura 111.15 | Representacion de las glicoformas encontradas en lav de LN229 por EM. Las estructuras en el
esquema son posibles estructuras de N-glicanos segun la secuencia identificada en el espectro de EM,

corroboradas mediante la plataforma Glyconnect.
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Analisis de sitios glicosilacion de lav en glioma de bajo grado mediante EM

Se inmunoprecipitd lav proveniente de la linea de glioma de bajo grado SW1088.
Dicha identidad fue confirmada por EM, con una cobertura de secuencia del 45%. Se
identificaron glicanos presentes en dos posiciones de glicosilacion, las Asn74 y 875. En
la tabla I11.3 se listan las secuencias de los péptidos y las glicoformas. Los parametros de
carga y masa de los péptidos se encuentran listados en la tabla suplementaria 5 del

Anexo.

Péptido/Posicion Asn Glicoforma
HexNAc(2)Hex(9)
ANTTQPGIVEGGQVLK
Asn74 HexNAc(2)Hex(8)
HexNAc(2)Hex(7)
HexNAc(2)Hex(10)
ISSLQTTEKNDTVAGQGER
Asn875 HexNAc(2)Hex(9)
HexNAc(2)Hex(8)

Tabla 1113 | Analisis de la glicosilacion de los glicopéptidos identificados de la proteina lav por EM,
proveniente de IP con la linea SW1088. Los productos de las IPs fueron digeridos con tripsina y
enriquecidos en glicopéptidos mediante columna HILIC. Para EM se utilizé un espectrémetro Q-
Exactive con una celda de HCD (High Collision Dissociation) y un analizador Orbitrap. [M+H]* en el m/z:
HexNAc (204,08), Hex (163, 06), Fuc (147,06), NeuAc (292,10), NeuGc (308,08).HexNAc representa
GIcNAc o GalNAc, mientras que Hex representa Man, Glc o Gal. Las masas identificadas en el analisis

de EM fueron comparados con los valores tedricos de las estructuras para el calculo del error.

En cuanto a la composicidn de las glicoformas encontradas, sélo se identificaron
glicanos del tipo oligomanosa en las dos posiciones de glicosilacion mencionadas. En la
figura 111.16 se ilustran estructuras posibles de glicanos en la secuencia aminoacidica de

la lav de la linea celular de bajo grado SW1088.
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1 1048
' . Integina av .
Péptido serial Dominio Citoplasmdtico
Dominio Transmembrana
N74 N875
Asn 74 Asn875 @ Man

1-HexNAc(2)Hex(9) 4-HexNAc(2)Hex(10)
2-HexNAc(2)Hex(8) 5-HexNAc(2)Hex(9)
3-HexNAc(2)Hex(7) 6-HexNAc(2)Hex(8)

[l GleNAC

Figura 111.16 | Representacion de las glicoformas encontradas en lav de SW1088 por EM. Las estructuras en
el esquema son posibles estructuras de N-glicanos segun la secuencia identificada en el espectro de EM,

corroboradas mediante la plataforma Glyconnect.
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Capitulo Ill: Caracterizacion de la glicosilacion de proteinas con interés terapéutico en glioma

El entendimiento profundo en la glicosilacion de proteinas asociadas a tumor y
su participacién en la biologia tumoral, abre nuevos espacios de conocimiento sobre
elementos de reconocido papel en la enfermedad y permite potencialmente el disefio
de nuevas estrategias terapéuticas. Es por esto que en este trabajo se propuso
profundizar el conocimiento de la glicosilacidon de proteinas con interés terapéutico en
glioma, lo cual no sélo implicaria una contribucién al conocimiento general de la
patologia, sino que también podria sentar las bases para el desarrollo de terapias glico-
dirigidas. En este trabajo se estudid la glicosilacion de EGFR e lav, dos glicoproteinas
directamente vinculadas a la agresividad tumoral del glioma.

EGFR es una glicoproteina cuya sobreexpresion esta directamente vinculada a la
agresividad tumoral en esta indicacién3?, En este trabajo se encontré una expresion
variable de EGFR entre los grupos de lineas celulares de alto y bajo grado, pero con una
clara sobreexpresidon en un subgrupo de las lineas celulares de GBM. Comparando las
lineas caracterizadas en mas profundidad, la linea LN229 presenta una sobreexpresion
de EGFR frente a la de bajo grado SW1088.

De la caracterizacion de la glicosilacién de EGFR en LN229, se determind la
presencia del glicano terminal Le*. Si bien la presencia de este glicano no es alta en
LN229, los niveles de expresion de diversas fucosiltransferasas en la linea celular
justificarian su presencia en el receptor. Esto es interesante, ya que se ha propuesto el
posible papel de este glicano como marcador de células madre cancerosas en GMB. Se
ha informado que células positivas para Le* son altamente tumorigénicas cuando son
inoculadas en el cerebro de ratones inmunocomprometidos, mostrando también
propiedades de auto-renovacion®. En esta misma linea, el grupo de Liu y colaboradores
reportd la presencia de seis sitios de glicosilacion en EGFR con glicanos de tipo complejo
con terminales sialiladas y fucosiladas, vinculando la sobreexpresién de FUT4 y FUT6 a
la fucosilacién terminal de EGFR en lineas celulares cancer de pulmdn3?!, La presencia
de glicanos de la familia Lewis en EGFR ha sido reportada en otras indicaciones
oncoldgicas, principalmente el glicano LeY en cancer oral y melanoma, entre otros. Liy
colaboradores reportaron la glicosilacion de EGFR con LeY en células de carcinoma oral
de células escamosas OC-2, y describen cdmo la ausencia de este glicano por
silenciamiento de FUT1 debilita la fosforilacién de AKT y ERK bajo el estimulo de EGF. En

este mismo trabajo aseguran que la modificacion con LeY estabiliza EGFR en membrana
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tras la activacion por su ligando EGF, ya que su ausencia acelera la degradacion del
receptor3*. En conjunto, estos antecedentes contribuyen con la hipétesis de que los
glicanos Lewis en el receptor de EGF en glioma podrian tener un rol relevante en su
funcidn. Seria interesante evaluar los efectos bioldgicos de la supresion de la expresion
de LeY en EGFR en las lineas de glioma de alto grado, asi como evaluar su expresién en
las lineas de bajo grado.

Adicionalmente, se observo que esta proteina fue reconocida por la lectina PHA-
L, la cual reconoce estructuras de N-glicanos complejas tri- y/o tetra-antenarias con
ramificaciones B1,6-GIcNAc. La linea celular LN229 mostro altos niveles de este tipo de
ramificaciones, asi como altos niveles de transcripto de MGATS5, en coherencia con la
presencia de estas estructuras en EGFR. La participacidn de estas ramificaciones ha sido
descripta sobre EGFR, en indicaciones como cancer de mama o carcinoma
nasofaringeo3!®. Como ejemplo, se ha demostrado que el silenciamiento de MGATS5,
reduce el fenotipo agresivo regulando negativamente su sefializacién rio abajo en
células de carcinoma mamario humano MDA-MB2313%°, En glioma, existen trabajos que
reportan una reduccion del fenotipo maligno tras la regulacion negativa de estas
ramificaciones, pero no existe una vinculacion clara de las ramificaciones B1,6-GIcNAc
presentes en EGFR y su rol en la agresividad. Los trabajos sobre estructuras de glicanos
complejas en EGFR en glioma refieren principalmente a N-glicanos bisectados. Estos
glicanos son sintetizados por GnT-lll (codificada por MGAT3), que en algunas
indicaciones oncoldgicas se asocia con un buen prondstico, debido a su competencia
por el sustrato con GnT-V (MGAT5) y bloqueo de la sintesis de las ramificaciones B1,6-
GIcNACc!®2. Por ejemplo, en la linea celular de GBM U373 se ha informado el bloqueo de
la unidon de EGF a EGFR, mediado por la lectina PHA-E, que reconoce N-glicanos
bisectados. Sin embargo, la sobreexpresiéon de MGAT3 en la misma linea celular conduce
a un aumento de N-glicanos bisectados en el receptor, asi como a una disminucién
significativa de la unidon de EGF y su autofosforilacion3?3. Por otro lado, se ha reportado
que el tratamiento de la linea de GBM U251 con TNM y SW, resulta en una disminucién
de la fosforilacién de EGFR?%°. En este sentido, en el presente trabajo se han detectado
las ramificaciones B1,6-GIcNAc en EGFR de la linea de GBM LN229 y que el tratamiento
con diferentes estrategias que modulan negativamente la presencia de N-glicanos

complejos en la superficie celular interrumpen la reorganizacién del citoesqueleto de
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actina mediada por el estimulo con EGF. Este efecto fue observado tras la incubacién
con PNGasa F, la cual escinde todos los tipos de N-glicanos, asi como con SW, que reduce
los niveles de N-glicanos complejos en general, y con el silenciamiento de MGAT5, que
conduce a una disminucién especifica de ramificaciones f1,6-GIcNAc. El mismo efecto
fue visualizado en la linea de bajo grado SW1088. Aunque estos tratamientos no
modularon negativamente la adhesién o migracion de SW1088 vista en el Capitulo I,
lograron reducir la reorganizacion del citoesqueleto de actina tras el estimulo de EGF.
Esto podria implicar una participacién de los N-glicanos complejos en el rol de EGFR en
el glioma de bajo grado.

La inhibicion de la reorganizacién del citoesqueleto de actina conducido por la
disminucion o ausencia de N-glicanos en EGFR, podria deberse a las implicancias de
estos glicanos tanto en la union con el ligando, como en la unién de EGFR a sus pares
diméricos. En este sentido, se requieren mas estudios para determinar la participacién
de estas estructuras en la union del receptor al ligando, asi como en su dimerizacién. En
un elegante trabajo in silico de dinamismo molecular, Azimzadeh Irani y colaboradores
han descripto que la N-glicosilacion del dominio extracelular de EGFR desempefia
papeles criticos en la unidn con factores de crecimiento, mAbs, asi como con sus socios
diméricos. En este trabajo informan que la N-glicosilacion forma interacciones no
covalentes entre los glicanos y el dominio extracelular EGFR que estabilizan la uniéon de
EGF, asi como también los glicanos ayudan a mantener la interfaz dimérica. Sin
embargo, la limitacion de este modelado in silico radica en que se utilizaron Unicamente
estructuras del core de N-glicanos para modelar dichas interacciones3*. No existen
trabajos similares con N-glicanos complejos multi-antenarios con ramificaciones B1,6-
GIcNAc. En conjunto, los reportes de otros grupos, asi como los resultados obtenidos en
este trabajo, exhiben un rol relevante de los N-glicanos complejos en la funcidn de EGFR,
lo cual sugiere que terapias dirigidas a la glicosilacidn especifica de este receptor podrian
tener un efecto terapéutico potencial sobre el glioma.

En relacién a lawv, se encuentra descripto en la literatura que la expresién de las
integrinas avp3, avpf5 y avB8 se asocian con gliomas de alto grado y, en particular, la
sobreexpresion de avB3 se correlaciona con mal prondstico en GBM33L, En este trabajo

se comparo la expresion de la subunidad integrina av en el panel de diez lineas celulares
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de glioma, encontrando un patrén de expresion variado, sin grandes diferencias entre
las lineas de alto y bajo grado.

Las integrinas son proteinas altamente glicosiladas, por lo que modificaciones en
este proceso pueden derivar en cambios de conformacidn, afinidad y funcién. En el caso
de lav, la misma posee 13 sitios tedricos de N-glicosilacidén, de los cuales 11 se han
reportado glicosilados, en un numero muy bajo de trabajos utilizando diferentes
modelos de estudio33®338346 |3 mayoria de estos reportes realiza andlisis de las
posiciones de glicosilacidn, sin ahondar en la estructura de los N-glicanos presentes. De
la caracterizacién preliminar de la glicosilacién por Western Blot de esta proteina en la
linea LN229, se encontrd un reconocimiento especifico por la lectina ConA, lo cual
indicaria la presencia de N-glicanos. Esta lectina presenta una mayor afinidad por N-
glicanos de tipo oligomanosa, y una menor afinidad por N-glicanos complejos bi-
antenarios, principalmente. Mediante el andlisis de la glicosilacién de esta proteina por
EM, se lograron detectar seis sitios glicosilados en su dominio extracelular, siendo
Asn74, Asn554, Asn615, Asn875 y Asn945.

Las glicoproteinas generalmente existen como poblaciones de variantes
glicosiladas de un mismo polipéptido, conocidas como glicoformas38.
Consecuentemente con este hecho, por EM se encontraron en todas las posiciones
glicoformas que varian en el numero de monosacdridos, por ejemplo
HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(1) y HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(2) en la Asn875. Estas
glicoformas podrian indicar la coexistencia de las diferentes formas estructurales como
finales en la proteina madura, ser estructuras prematuras en la sintesis, o bien, formas
clivadas por el método de colision en la EM. Por otro lado, debido a que el andlisis por
EM no devuelve identidad de glicanos, sino masas a las cuales se les puede asignar una
identidad conforme al andlisis integral del espectro de ese glicano, las estructuras
representadas se construyeron en virtud de las vias de sintesis de glicanos candnicas del
estado del arte de la glicobiologia. Se requieren otras técnicas para poder asegurar una
identidad definitiva a los glicanos, asi como los enlaces de unién, ya que muchos de ellos
tienen igual masa, por ejemplo, HexNAc puede ser tanto GIcNAc como GalNAc.

Ademas de la observacién de estructuras que parecerian pertenecer al mismo
tipo de glicano en diferente extensidn, se pueden observar en algunas de las posiciones

eventos de microheterogeneidad. La microheterogeneidad es un evento comun en
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glicoproteinas que implica la presencia de glicanos de diferentes familias en el mismo

sitio de glicosilaciéon3*’.

Las Asn74, Asn554 y Asn875 se encontraron glicosiladas
mayoritariamente con N-glicanos complejos/hibridos y en menor proporciéon con
estructuras del core u oligomanosa. En cambio, en la Asn615 se observd un porcentaje
mayoritario de N-glicanos del tipo oligomanosa. Interesantemente, sélo en dos
posiciones se encontrd un tipo de N-glicanos, siendo complejos/hibridos en la Asn704 y
oligomanosa en la Asn945. En comparacion, en el andlisis de la glicosilaciéon por EM de
lav en la linea de bajo grado SW1088, se pudieron describir solo dos sitios glicosilados,
con presencia de N-glicanos de oligomanosa en ambas. Esto resulta interesante desde
el punto de vista de las capacidades de migracidén y adhesién de las lineas de alto y bajo
grado. La diferencia de glicoformas en estas posiciones podria indicar consecuencias en
el fenotipo maligno de la linea celular.

Retomando lo reportado para la glicosilacion de lav, el grupo de Hu y
colaboradores, describié la N-glicosilacién de diferentes glicoproteinas en modelos de
cancer de mama, entre ellas lav33°. En este reandlisis de datos protedmicos se
caracterizan cuatro sitios de glicosilacion, Asn 74, Asn488, Asn615 y Asn945. Al igual que
los resultados presentados en este capitulo, en el reporte de este grupo la posicidon 74
es la que presenta una mayor cantidad de glicoformas, siendo 35y 19, respectivamente.
Comparando las estructuras de esta posicion de glicosilacidn, nueve glicanos comparten
identidad completa entre ambos trabajos, los cuales corresponden a N-glicanos tanto
de oligomanosa como complejos sialilados y fucosilados. En contraste, el grupo de Hu
describe una variedad de glicoformas de oligomanosa y complejos hibridos en las
posiciones Asn615 y Asn945.

En relacién con las glicoformas de glicanos agrupados como complejos/hibridos,
se observd un gran porcentaje de eventos de sialilacidon y fucosilacidon. Debido a que la
mayoria de las formas presenta una fucosa, podria estar asociada a la presencia de
fucosa del core, lo que va en linea una mayor actividad de FUT8 en cerebro en
comparacién con otros tejidos?’>. Con respecto a la sialilacién, estos residuos podrian
asociarse a un enlace a2,3, vinculado a los reportes que indican ausencia de acido sidlico
a2,6 y aumento de a2,3 en glioma?’’. Dentro de los tipos de acido sidlico detectados, la
especie mayoritaria fue NeuAcy solo en dos de las posiciones de glicosilacién analizadas

se encontrd la presencia de NeuGc en un porcentaje menor. Los dacidos sidlicos
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predominantes en la mayoria de las células de mamiferos son NeuAcy NeuGeg, los cuales
difieren en un atomo de oxigeno que se agrega a través de la hidroxilacion de CMP-
NeuAc para formar CMP-NeuGc, reaccidn catalizada por la enzima CMP-NeuAc
hidroxilasa (cmah). En humanos el gen CMAH presenta una delecién inactivadora, por
lo que la presencia de la variante NeuGc es practicamente indetectable en las células
normales348. Sin embargo, ha sido ampliamente reportada en la literatura la presencia
de NeuGc, especialmente en gangliésidos, en células de diversas neoplasias, como
melanoma, NB y cancer de pulmén de células no pequefias®**~3°1. La teoria mas
aceptada indica que esta variante de acido sidlico necesita ser incorporada de fuentes
externas, como la dieta humana, de manera preferencial por las células tumorales por
su tasa metabdlica aumentada y por la condiciéon hipdxica dentro de la masa
tumoral’l3>2, Ademas, en vertebrados la presencia de NeuGc en cerebro es considerada
un evento no comun, existiendo una presencia casi universal de NeuAc. La supresién de
Neu5Gc especifica del cerebro, conservada evolutivamente, puede indicar que su
presencia es toxica para este 6rgano®3. La relacion entre NeuGc y glioma se encuentra
escasamente abordada, se destaca el reporte del grupo de Furukawa, donde el modelo
de transformacidon de astrocitos humanos presenta este acido sidlico luego de la
introduccién de los genes hTERT y SV40ER?®2, El NeuGc detectado como parte de esta
integrina podria deberse a que las células fueron cultivadas en presencia de SFB, que
debido a su origen animal contiene este acido sialico. En conjunto con la bibliografia, la
presencia de NeuGc podria sugerir un rol de este acido sialico en la lav del glioma.

Las integrinas conformadas por la subunidad av reconocen la secuencia RGD de
sus ligandos. El extremo N-terminal de lav contiene un dominio de hélice B que consta
de siete repeticiones de 60 aminoacidos, el dominio de unién a ligando3?’. Dentro de las
posiciones de N-glicosilacién descriptas en este trabajo sdlo la Asn74 se encuentra en
este domino de reconocimiento de ligando. Seria interesante evaluar las implicancias
funcionales de las especies diferenciales de glicanos encontradas en Asn74 del glioma
de alto y bajo grado, que varian entre N-glicanos complejos y oligomanosa,
respectivamente. Por ejemplo, se podria evaluar la respuesta al tratamiento con el
pentapéptido RGD Cilengitida (bloqueante de integrinas avp3/avp5). Los cambios en el
tipo de N-glicanos pueden resultar en grandes cambios en la funcion de una proteina.

Un ejemplo que evidencia este impacto es el caso de los receptores de leucocitos que
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unen la regidn constante (Fc) de las IgG circulantes (FcyR). Se ha descripto que FcyRllla
con N-glicanos de tipo oligomanosa (Man5) se une al Fc de 1gG1 con una afinidad 12
veces mayor que cuando esta glicosilado con N-glicanos de tipo complejo altamente
procesados. Interesante, estas modificaciones de glicanos producen sélo un cambio de
afinidad de 3,1 veces en el receptor FcyRlllb, el cual presenta un alto grado de homologia
estructural y de secuencia con FcyRllla 3>4, Esto evidencia que la composicion de glicanos
no sigue un patrén de funcidén general y que puede afectar de manera diferente a
proteinas intimamente relacionadas.

Finalmente, los resultados de este trabajo aportan al conocimiento integral de
dos proteinas con gran relevancia en la biologia del glioma y contribuyen al
conocimiento sobre la participacion de su glicosilacién en la malignidad. Se describen
patrones de glicosilacion que conducen a nuevas hipdtesis sobre el rol que podrian tener
N-glicanos complejos y glicanos Lewis en EGFR, asi como N-glicanos complejos y el acido

sidlico NeuGc en law.
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Conclusiones Capitulo Il

EGFR

El receptor de EGF se expresa en todas las lineas celulares de glioma humano
evaluadas. Su expresidon es variable entre los grados tumorales, pero con
mayores niveles en las lineas de alto grado.

El glicano Le*, asi como estructuras de N-glicanos complejos tri- o tetra-
antenarios con ramificaciones GIcNAc-B1,6, son posibles modificaciones
postraduccionales de EGFR en la linea de alto grado LN229.

Los N-glicanos complejos, incluidos aquellos con ramificaciones GIcNAc-f1,6,
son importantes para la modulacion del citoesqueleto de actina mediada por el

ligando EGF, en células de glioma de alto y bajo grado.

Integrina av

VI.

La subunidad lav se expresa en las lineas celulares de glioma utilizadas, de
manera variable entre los grados tumorales.

Integrina av en células de alto grado LN229 se encuentra modificada
postraduccionalmente con estructuras de N-glicanos en las posiciones Asn74,
Asn554, Asn615, Asn704, Asn875 y Asn945, con mayor abundancia del tipo
complejo.

Integrina av en células de alto grado LN229 presenta eventos de
microheterogeneidad en las Asn74, Asn554, Asn615 y Asn875, con N-glicanos del
core, oligomanosa y complejos/hibridos.

Las posiciones Asn704 y Asn945 presentan sélo glicoformas relacionadas a N-
glicanos complejos/hibridos y oligomanosa, respectivamente.

Existe una alta frecuencia de fucosilacién y sialilacion en los N-glicanos
complejos/hibridos en lav de LN229.

El acido sidlico preponderante en lav en células LN229 es NeuAc. La presencia de

NeuGc podria tener implicancias en el fenotipo maligno.
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VIl.  Integrina av de células de bajo grado SW1088 se encuentra modificada
postraduccionalmente con estructuras de N-glicanos de oligomanosa en las

posiciones Asn74 y Asn875.
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-Conclusion-

En este trabajo se propuso estudiar el proceso de glicosilacidn aberrante, bajo la
premisa que la transformacion maligna va acompafiada de cambios en el patron de
glicosilacion de las células tumorales que le confieren ventajas adaptativas que
contribuyen a la agresividad y, por ende, a la progresidon tumoral. Los resultados de este
estudio significan un aporte al conocimiento de dos indicaciones tumorales con origen
en el sistema nervioso, el NB y el glioma, en las cuales la investigacién en el campo de la
glicobiologia ha sido poco explorada.

En ambas indicaciones se compararon diferentes grados de agresividad,
segregadas por parametros clinicos que lo fundamentan. Principalmente la
comparacion del patron de glicosilacion reveld una asociacion de los glicanos de la
familia Lewis con un fenotipo mas agresivo, la cual es sustentada por una
sobreexpresién de las enzimas involucradas en su biosintesis. Dentro de esta familia se
destaca la presencia de SLe*. En NB se observd que los Lewis se encuentran anclados
principalmente a estructuras del core 2 de los O-glicanos, mientras que en glioma se
encontraron mayoritariamente sobre estructuras de N-glicanos complejos. El estudio de
las implicancias en la biologia celular de estos tipos de estructuras permitié evidenciar
el rol que las mismas presentan en eventos determinantes de las células tumorales
como la migracion, adhesién, y en el caso de NB, la unién a selectinas. A su vez, el
abordaje preliminar sobre la regulacién de la expresion de los glicanos Lewis por
mecanismos que involucran deacetilasas de histonas, permitié exponer que las lineas
menos agresivas de ambas indicaciones experimentan un aumento de determinados
glicanos Lewis al inhibir la accidén de estos agentes supresores de la transcripcién génica.
Por el contrario, los modelos celulares mas agresivos, con alta expresidn de los glicanos,
no mostraron modificacidén en su fenotipo de glicanos.

Tomando como punto de partida la caracterizacion la glicosilacidn realizada en
glioma, se seleccionaron dos proteinas clave en la agresividad de este tipo tumoral, el
receptor de EGF y la molécula de adhesion lav. La caracterizacién de EGFR sugiere una
participacién de glicanos Lewis y N-glicanos del tipo complejo en la funcién y/o
estructura del receptor. Por otro lado, en el caso de lav se caracterizé la glicosilacidn de
seis sitios en el modelo de alto grado y dos en el modelo de bajo grado. En glioma de
alto grado se encontraron sitios de glicosilacion con microheterogeneidad que

evidencian la coexistencia de diferentes tipos estructurales de N-glicanos, y se observé
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una presencia predominante de glicanos complejos en la mayoria de estas posiciones.
En cambio, en el modelo de bajo grado sdélo se encontraron glicanos del tipo
oligomanosa.

Dado el papel critico de los glicanos en la biologia del cancer, es evidente que la
glicosilacion genera un nivel mas de complejidad para ser incorporada en el entorno
clinico-oncoldgico. La gran cantidad de informacién que engloban el glicoma y
glicoproteoma en el contexto tumoral emerge como fundamental para la comprension
de los tantos factores cruciales que afectan la progresion del cancer, la inmunidad
tumoral, y el resultado clinico de los pacientes. Este conocimiento podria brindar
biomarcadores adicionales para la estratificacion de pacientes, asi como objetivos
novedosos para terapias dirigidas mejoradas en especificidad y eficacia. El
direccionamiento de estrategias terapéuticas hacia proteinas, con una glicosilacién
asociada a la malignidad, emerge como una posible alternativa para aumentar la
especificidad antitumoral y limitar los efectos tdxicos de las terapias por actividad fuera

del objetivo molecular.
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Monosacarido Abreviatura Simbolo
Arabinosa Ara *
Fructosa Fru ]
Fucosa Fuc A
Galactosa Gal ®
Galactosamina GalN
N-Acetilgalactosamina GalNAc ]
Glucosa Glc @
Glucosamina GlcN N
N-Acetilglucosamina GlaNAc B
Acido glucurénico GlcA &
Manosa Man )
Acido murédmico Mur oY
Acido sialico Sia X
Acido N-Acetilneuraminico
] Neu5Ac 3
(Acido sidlico)
Acido N-Glicolilneuraminico
’ Neu5Gc O
(Acido sidlico)
Ramnosa Rha A
Ribosa Rib w
Xilosa Xyl w

Tabla Suplementaria 1 | Monosacaridos comunes en mamiferos. Nomenclatura de simbolos para la

representacion grafica de glicanos. Glycobiology 25: 1323-1324, 2015.
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Monosacarido

Forma activada

Glc
Gal
GIcNAc
GalNAc
GlcA
Xyl

UDP-carbohidrato

Man
Fuc

GDP-carhohidrato

Sia

Tabla Suplementaria 2| Forma activada de donantes de monosacéridos en células animales.

Glycobiology 25: 1323-1324, 2015. UDP, uridina difosfato. GDP, guanosina difosfato. Citidina

monofosfato.
Glicosiltransferasas
Actividad Nombre enzima Gen
. FucTl FUT1
al,2-fucosiltransferasa FucT2 FUT2
FucT3 FUT3
FucT4 FUT4
. FucT6 FUT6
al,3-fucosiltransferasa FucT7 FUT7
FucT9 FUT9
FucT11 FUT11
al,4-fucosiltransferasa FucT3 FUT3
al1,6-N-fucosiltransferasa FucT8 FUT8
ST3Gal3 ST3GAL3
a2,3-sialiltransferasa ST3Gal4 ST3GAL4
ST3Gal6 ST3GAL6
a2,6-sialiltransferasa ST6Gall ST6GAL1
Polipéptido GalNAc transferasa GalNAcT GALNT
Core 2 p1-6 N-acetil- C2GnT1 C2GNT1
glucosaminiltransferasa 1
N-acetil-glucosaminiltransferasa GnT-Il MGAT3
GnT-V MGAT5
B1,3-galactosiltransferasa B3GalT B3GALT
B1,4-galactosiltransferasa B4GalT BAGALT
B1,3-glucosaminilsiltransferasa B3GnT B3GNT
B1,4-galactosaminilsiltransferasa B4GalnT BAGALNT

Tabla Suplementaria 3 | Nomenclatura utilizada para las glicosiltransferasas.
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Analisis de la glicosilacion de Integrina av por EM

Péptido/Posicion Asn Glicoforma Carga m/zobs. m/zcalc  Error
ANTTQPGIVEGGQVLK  HexNAc(1) 2 1814,950 1814,949 0,1
Asn74 HexNAc(1)Fuc(1) 3 1961,008 1961,007 0,4
HexNAc(2) 3 2018,029 2018,029 0,0
HexNAc(2)Hex(10) 3 3638,559 3638,557 0,4
HexNAc(2)Hex(3) 3 2504,188 2504,187 0,3
HexNAc(2)Hex(4) 2 2666,240 2666,240 0,0
HexNAc(2)Hex(4)Fuc(1) 3 2812,298 2812,298 0,0
HexNAc(2)Hex(5) 3 2828,292 2828293  -0,4
HexNAc(2)Hex(6) 2 2990,346  2990,346 0,2
HexNAc(2)Hex(7) 2 3152,399 3152,399 0,2
HexNAc(2)Hex(8) 3 3314,447 3314,451 -1,2
HexNAc(2)Hex(9) 3 3476,505 3476,504 0,2
HexNAc(3)Hex(4) 3 2869,314 2869,319 -1,8
HexNAc(3)Hex(4)Fuc(1) 3 3015,381 3015,377 1,2
HexNAc(3)Hex(4)Fuc(1)NeuAc(1) 3 3306,476 3306,473 1,0
HexNAc(3)Hex(4)NeuAc(1) 3 3160,425 3160,415 3,1
HexNAc(3)Hex(5)Fuc(1) 3 3177,433 3177,430 0,9
HexNAc(3)Hex(5)NeuAc(1) 3 3322,472  3322,468 1,1
HexNAc(3)Hex(6) 3 3193,427 3193,425 0,4
HexNAc(3)Hex(6)Fuc(1) 3 3339,486 3339,483 0,9
HexNAc(3)Hex(6)Fuc(1)NeuAc(1) 3 3630,581 3630,578 0,6
HexNAc(3)Hex(6)NeuAc(1) 3 3484,521 3484,521 0,3
HexNAc(4)Hex(4) 3 3072,403 3072,399 1,4
HexNAc(4)Hex(4)Fuc(1) 3 3218,464 3218,457 2,1
HexNAc(4)Hex(4)Fuc(2)NeuAc(1) 3 3655,595 3655,610  -4,2
HexNAc(4)Hex(4)NeuGc(1) 3 3379,487 3379,489  -0,7
HexNAc(4)Hex(5) 3 3234,457 3234452 1,6
HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1) 3 3380,513 3380,510 0,9
HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(1) 3 3671,607 3671,605 0,6
HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(2) 4 3962,708 3962,700 1,9
HexNAc(4)Hex(5)NeuAc(1) 3 3525563 3525,547 4,6
HexNAc(4)Hex(5)NeuGe(1) 3 3541,551 3541,542 2,6
HexNAc(4)Hex(6) 3 3396,514 3396,505 2,9
HexNAc(4)Hex(6)NeuAc(1) 3 3687,611 3687,600 2,9
HexNAc(5)Hex(5)NeuAc(2) 3 4019,732 4019,722 2,5
SPSHSKNMTISR HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(1) 4 3420,398 3420,399  -0,2
Asn554 HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(2) 4 3711,497 3711,494 0,7
HexNAc(5)Hex(5)NeuAc(2) 3 3768,522 3768,516 1,6
HexNAc(5)Hex(6)Fuc(1)NeuAc(2) 4 4076,631 4076,626 1,1
HexNAc(5)Hex(6)Fuc(1)NeuAc(3) 4 4366,736  4367,722 4,0
NMTISR HexNAc(2)Hex(10) 2 2764,049 2764,048 0,2
Asn554 HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(2) 3 3088,195 3088,191 1,3
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HexNAc(5)Hex(6)Fuc(3)NeuAc(1) 3 3454,337 3454344  -2,1
HexNAc(6)Hex(4)NeuAc(1) 3 2895,148 2895,144 1,3
HexNAc(6)Hex(4)NeuAc(2) 3 3186,247 3186,239 2,2
HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(1)NeuGc(1) 2 3088,190 3088,191 -0,6
HexNAc(4)Hex(6)NeuAc(1) 3 2797,105 2797,096 3,2
HexNAc(5)Hex(5)NeuAc(1)NeuGe(1) 3 3145,214  3145,213 0,3
HexNAc(5)Hex(5)NeuAc(2) 3 3129,234  3129,218 5,0
HexNAc(5)Hex(6)Fuc(1)NeuAc(1) 3 3146,224 3146,233  -3,0
HexNAc(6)Hex(6)NeuAc(1)NeuGe(1) 3 3510,354 3510,345 2,4
HexNAc(6)Hex(6)NeuAc(2) 3 3494,354  3494,350 1,1
TAADTTGLQPILNQF-
TPANISR HexNAc(1) 3 2532,294 2532,294 -0,1
Asn 615 HexNAc(2) 3 2735,382  2735,373 3,1
HexNAc(2)Hex(10) 3 4355,902  4355,902 0,2
HexNAc(2)Hex(4) 3 3383,580 3383,585 -1,3
HexNAc(2)Hex(5) 3 3545,649 3545,638 3,1
HexNAc(2)Hex(7) 3 3869,748 3869,743 1,1
HexNAc(2)Hex(8) 4 4031,800 4031,796 0,9
HexNAc(2)Hex(9) 4 4193,850 4193,849 0,4
HexNAc(4)Hex(3)Fuc(3) 4 4065,860 4065,864 -1,1
HexNAc(4)Hex(4)Fuc(1)NeuAc(1) 4 4227,899 4226,897 -0,2
HexNAc(5)Hex(3)Fuc(1)NeuAc(1) 3 4267,906 4267,923 -4,1
TENQTR HexNAc(3)Hex(6)NeuAc(1) 4 2621,008 2621,009 -0,5
Asn 704 HexNAc(5)Hex(5)NeuAc(2) 3 3156,221 3156,210 3,4
HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(2) 3 3099,196 3099,189 2,4
ISSLQTTEKNDTVAG-
QGER HexNAc(1) 3 2237,092  2237,089 1,3
Asn 875 HexNAc(2)Hex(7) 3 3574,544 3574,538 1,6
HexNAc(2)Hex(8) 3 3736,594 3736,591 0,7
HexNAc(2)Hex(9) 4 3898,648 3898,644 0,9
HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(1) 4 4093,750  4093,745 1,2
HexNAc(4)Hex(5)Fuc(1)NeuAc(2) 3 4383,840 4384,840 0,6
HexNAc(5)Hex(5)NeuAc(2) 4 4441,859 4441,862 -0,6
HexNAc(5)Hex(6)Fuc(1)NeuAc(2) 4 4749,978 4749,972 1,3
HexNAc(5)Hex(6)Fuc(1)NeuAc(3) 4 5040,078 5041,068 2,7
HexNAc(6)Hex(7)Fuc(1)NeuAc(1) 4 4824,013  4824,009 0,8
HexNAc(6)Hex(7)Fuc(1)NeuAc(3) 4 5405,186 5406,200 -1,9
SLLWTETFM*EN-
QNHSYSLK HexNAc(2)Hex(8) 4288,809 4288,811 -0,3
Asn 945 HexNAc(2)Hex(9) 4 4450,860 4450,864 -0,8
ENQNHSYSLK HexNAc(2)Hex(6) 2598,049 598,046 1,1
Asn 945 HexNAc(2)Hex(9) 3 3084,208 3084,204 1,3

Tabla Suplementaria 4|Glicopéptidos identificados para lav proveniente de LN229. Pardmetros de EM.
Fragmentacion HCD [M+H]*. Las masas identificadas en el andlisis de EM fueron comparados con los valores

tedricos de las estructuras para el calculo del error.
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HexNAc(2)Hex(9) 3 1159.5056 1159.5062 0.5

ANTTQPGIVEGGQVLK HexNAc(2)Hex(8) 3 1105.4904 1105.4886 -1.6
Asn74

HexNAc(2)Hex(7) 3 1051.4688 1051.4710 2.1

HexNAc(2)Hex(10) 3 1354.2418 1354.2371 -3.5

ISSLQTTEKNDTVAGQGER HexNAc(2)Hex(9) 3 1300.2217 1300.2195 -1.7
Asn875

HexNAc(2)Hex(8) 4 934.9016 934.9032 1.7

Tabla Suplementaria 5] Glicopéptidos identificados para lav proveniente de SW1088. Parametros de EM.
Fragmentacion HCD [M+H]*. Las masas identificadas en el analisis de EM fueron comparados con los valores

tedricos de las estructuras para el calculo del error.
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Aleuria aurantia (AAL)

al-3 Fuc Ius
+- R g4 R

al-4 Fuc o4
+- R 1] R

@1-6 Fuc had
+/- R R

Phaseolus vulgaris
Erythroagglutinin (PHA-E)

3 P4 32
N-glicanos di-, ¥R
Tri-antenarios
bisectados

RO g

B4

+ R—4

Phaseolus vulgaris
Leukoagglutinin (PHA-L)

N-glicanos tri-, +- R
Tetra-antenarios
con ramificaciones +-R
a2,6 GIcNAc

+- R

+- R

o6
nptmn

ConcanavalinaA (ConA)
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Manosa @1-3 terminal
Afinidad Baja

Figura Suplementaria 1 | Lectinas y sus afinidades. Representacidn grafica de las estructuras de glicanos

reconocidas por las lectinas vegetales AAL, PHA-E, PHA-L y ConA. Modificado de “Essentials of Glycobiology”,

tercera edicion.
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High-Energy Collision Dissociation (HCD) Oxonium ion [M+H]* m/z
y109876 54321 @ Man/Hex: 163,06 Da
| §.§.L Q_,-LIEE,N,D TVAG Q GER (Asn 875) .G|CN’AC/.HeXNAc. 204,08 Da
b123 356738 910 Masa Péptido: 2033,01 Da
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Figura Suplementaria 2 | Analisis de la glicosilacion del péptido ISSLQTTEKNDTVAGQGER correspondiente
a lav por EM. Para EM se utiliz6 un espectrémetro Q-Exactive. El equipo cuenta con una celda de HCD (High
Collision Dissociation), generando fragmentos y/b, y un analizador Orbitrap. [M+H]* en el m/z: HexNAc
(204,08), Hex (163, 06), Fuc (147,06), NeuAc (292,10), NeuGc (308,08).HexNAc representa GIcNAc o GalNAc,
mientras que Hex representa Man, Glc o Gal.Las masas identificadas en el analisis de EM fueron comparados

con los valores tedricos de las estructuras para el calculo del error.
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