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1. VISION GENERAL

La diversidad de formas proteicas (el proteoma) es sorprendentemente mayor a lo
que se podria predecir por el nimero de secuencias codificantes de proteinas
existentes en el genoma. Esto se debe principalmente a los mecanismos de edicion
y modificacion a nivel de ADN, ARN y proteinas (Walsh et al., 2005) asi como a
la existencia de diferentes promotores alternativos a nivel genomico (Landry et al.,
2003). Asi mismo, el proteoma alcanza un nuevo nivel de complejidad a causa de
las modificaciones a las proteinas durante o tras su ensamblaje en los ribosomas.
Estas trasformaciones quimicas, denominadas modificaciones postraduccionales
(MPTs) (Tabla 1.1), incrementan la variabilidad del proteoma y alteran la
localizacion, estructura, funcion, actividad e interaccion de las proteinas
modificadas. Tanto la cadena peptidica, como los grupos funcionales de las cadenas
laterales sirven como aceptores quimicos para reacciones enzimaticas, no
enzimaticas e incluso autocatalizadas que dan lugar a mas de 200 MPTs conocidas

actualmente (Conibear, 2020).

Tabla 1.1. MPTs mas importantes y sus principales funciones. Se muestra en la figura la relacion
entre la importancia de las MPTs y el buen funcionamiento las mismas para mantener unas
condiciones fisiologicas correctas.

MPTs Principales funciones
Fosforilacion Modulacién enzimética e interaccién, sefializacion.
Acetilacion Estabilidad cromatina, interacciones proteina-proteina, control del ciclo

celular, metabolismo celular, transporte nuclear.

Ubiquitinacion Sefalizacion, degradacion de proteinas intracelulares.

Metilacién Modificacién de histonas, interaccion proteina-ADN, regulacion génica.
Glicosilacion Adhesion celular, interacciones célula-matriz, trafico molecular, activacion de
*  N-glicosilacién receptores, solubilizacién proteica, plegamiento y transduccion proteico,

*  O-glicosilacién degradacién de proteinas, transporte intracelular y secrecion.

Acilacion (acidos grasos) Localizacion celular, modulacion de interaccion, sefializadores celulares.
Sulfatacion Modulacién de interacciones proteina-proteina y receptor-ligando.

Formacion de puentes disulfuro Estabilidad proteica.

Hidroxilacion Estabilidad e interaccion protéina-ligando.



De manera general, las MPTs podrian dividirse en tres grupos distintos: el primero
y el segundo grupo engloban tanto la adicion quimica de grupos funcionales como
de complejos, respectivamente. Las modificaciones que afaden cadenas
polipeptidicas conformarian el tercer grupo. Dejando a un lado esa robusta
clasificacion, las 10 MPTs mas estudiadas son las siguientes: fosforilacion,
acetilacion, ubiquitinacion, metilacion, glicosilacion, SUMOilacion, lipidacion
(palmitoilacién, miristoilacion y prenilacion) y sulfatacion (Ramazi & Zahiri,
2021). En adicion a las MPTs mencionadas, merece la pena destacar la importancia
de la formacion de puentes disulfuro entre cisteinas para mejorar la estabilidad

estructural proteica (Swaisgood, 2005) (Tabla 1.1).

Entre los cientos de MPTs identificadas, muchas de ellas han sido reconocidas
como las responsables del mantenimiento de la homeostasis, siendo la
desregulacion de esas modificaciones las causas o causantes de muchas patologias
(Tabla 1.1) (Ohtsubo & Marth, 2006; Schjoldager & Clausen, 2012). La regulacion
de todas estas modificaciones esta dirigida por un gran nimero de enzimas entre las
que destacan quinasas, proteasas y diferentes enzimas de las que atin no se conoce
su mecanismo de accion. Especificamente, a la adicion de glicanos o carbohidratos
en aminoacidos especificos de la cadena peptidica de las proteinas o en lipidos se
le denomina glicosilacion. Entre las MPTs, es la mas regulada, compleja y
abundante en el ser humano, encontrdndose al menos una de cada cinco proteinas

del proteoma glicosilada (Apweiler et al., 1999; Khoury et al., 2011).

La biosintesis de disacaridos, oligosacaridos y polisacaridos involucra la accion de
cientos de diferentes glicosiltransferasas (GTs) (EC 2.4.x.y), enzimas que catalizan
la transferencia de grupos azucarados desde moléculas donadoras hasta moléculas
receptoras especificas, formando enlaces glicosidicos. Estas proteinas pueden
clasificarse segiin su mecanismo de accion como enzimas de retencion o de

inversion en funcion de la estereoquimica de los sustratos y productos de reaccion



(Sinnott, 1990). De todas formas, la clasificacion de glicosiltransferasas es un tema
en constante actualizacion debido a las numerosas caracteristicas por las que se
pueden agrupar. La base de datos de enzimas que procesan carbohidratos o CAZy,
por sus siglas en inglés, se encarga de intentar ordenar o clasificar las
glicosiltransferasas en diferentes grupos, siendo un buen referente para saber a qué
grupo pertenece la enzima objetivo del estudio (“CAZy Database”;

http://www.cazy.org) (Drula et al., 2022).

Por otro lado, cuando se menciona la glicosilacion, los dos tipos de glicosilacion
mas frecuentes son la N-glicosilacion sobre residuos de asparagina (Paulson &
Colley, 1989) y la O-glicosilacion en treonina y serina, que puede ocurrir de manera

menos frecuente en tirosinas e hidroxilisinas (Stanley, 2011; Steentoft et al., 2013).

1.1. Modificaciones postraduccionales: O-glicosilacion.

Todos los tipos de O-glicosilacion ocurren en proteinas de la via secretora,
exceptuando un tipo de glicosilacion que afiade GlcNAc en el citosol (Holt et al.,
1987). El resto de tipos, que ocurren en proteinas secretadas, son la adicion de O-
N-acetilgalactosamina, O-xilosa, O-manosa, O-galactosa, O-fucosa y O-glucosa
(Jentoft, 1990)(Figura 1.1.). La completa sintesis de estas modificaciones puede
dividirse en dos pasos principales: la iniciacion, en el que las glicosiltransferasas se
encargan de reconocer el motivo en el aminoacido aceptor y enlazar el primer
monosacarido, y la elongacion o procesamiento, en el que numerosas enzimas
anaden de manera secuencial los azlicares que son necesarios para la sintesis de los

glicanos complejos (Joshi, Narimatsu, Schjoldager et al., 2018).

La complejidad que subyace tras la O-glicosilacion se debe a la necesidad de
sincronizar de manera perfecta y secuencial la regulacion de abundantes enzimas
(Figura 1.1), que en conjunto generan diferentes tipos de conjugados glicosilados

de diferente estructura y funcién (Joshi et al., 2018; Schjoldager & Clausen, 2012).
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Figura 1.1. Vias de O-glicosilacion en los diferentes reinos. Fuente (Joshi et al., 2018).

1.2. O-Glicosilacion de tipo GalNAc.

De cualquier forma, entre los tipos de O-glicosilaciéon mencionados es de especial
interés e importancia la glicosilacion de tipo O-GalNAc, también conocida como
tipo mucina, por su excepcional complejidad en la etapa de iniciacion, seguida de

una etapa de elongacion regulada por una sola enzima en la mayoria de casos. Esta



etapa de iniciacion esta controlada por mas de 20 isoformas diferentes de las UDP-
N-a-acetil-a-D-galactosamina N-acetilgalactosaminiltransferasas polipeptidicas (o
ppGalNAc-Ts) que se encargan de afiadir un grupo GalNAc a un residuo de treonina
o serina. La redundancia parcial de tal nimero de isoformas se explica porque,
aunque realicen la misma reaccion de transferencia, cada una de las isoformas
tienen selectividades contextuales y patrones de actividad y expresion diferentes
(Bennett et al., 2012; Hurtado-Guerrero, 2016; Schjoldager & Clausen, 2012; Ten
Hagen et al., 2003).

La segunda etapa o elongacion del a-GalNAc, a diferencia de la iniciacion, esta
tipicamente controlada en todas las células por una galactosiltransferasa de
inversion de seguimiento (“follow-up), localizada en el aparato de Golgi,
denominada C1GalT1 o core 1 — T — Synthase. Esta enzima se encarga de afiadir
un grupo de galactosa al GalNAc unido al residuo de treonina y serina. Tras esta
elongacion, se comienzan a formar los altamente glicosilados dominios de tipo
mucina, que tienen funciones de elevada importancia como la sefnalizacion celular

y la defensa en diferentes epitelios (Kufe, 2009; Varki et al., 2022).

El mal funcionamiento de C1GalT1 provoca una glicosilacion aberrante que puede
ocasionar desregularizacion en la mayoria de procesos fisiologicos, entre ellos la
homeostasis tisular y del sistema inmune y la proteccion e integridad de barreras
epiteliales (Wandall et al., 2021; Zeng et al., 2020, 2021). Ademas, en procesos
tumorales agresivos se encuentra muy presente este tipo de glicosilacion aberrante

(Cummings, 2019; Kudelka et al., 2015).

Debido a la relevante importancia de esta proteina en estos procesos enunciados y
a su rol en la elongacion de O-glicanos, se propone esta tesis doctoral en la que se

pretende estudiar estructural y mecanisticamente el funcionamiento de C1GalTl.
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2.INTRODUCCION

2.1. Las Mucinas

La mucosa es un componente secretado, viscoso y gelatinoso que cubre la mayoria
de superficies epiteliales en diferentes organismos. Se encuentra formado por agua,
sales, inmunoglobulinas, proteinas secretadas y mucinas. Estas ultimas son
proteinas de elevado peso molecular que se caracterizan por su elevado nivel de
glicosilacion. Tan solo el 25 % del peso total de estas proteinas se debe a su cadena
polipeptidica, correspondiendo el 75 % de su peso molecular restante a los glicanos
que la forman (Bansil et al., 1995). Descubiertas y descritas por primera vez hace
mas de 100 afos, estas proteinas se encuentran tanto en las secreciones mucosas
como en las superficies endoteliales formando barreras protectoras ricas en
glicanos, revistiendo la superficie luminal de las células endoteliales para separarlas
las condiciones abrasivas quimicas y microbiologicas de, por ejemplo, el intestino

(Paone & Cani, 2020).

Son el tipo de proteinas que mas O-glicanos contienen, haciendo que el tipo de
glicosilacion relacionada con ellas se denomine también glicosilacion de tipo
mucina, variando la longitud de estos desde monosacaridos hasta cadenas con mas
de 30 carbohidratos unidos. Entre estos glicanos presentes en las mucinas se

incluyen, por ejemplo, los epitopos de los grupos sanguineos (Varki et al., 2022).

2.1.1. Estructuray funciones principales de las mucinas.

Las mucinas son proteinas con cientos de modificaciones postraduccionales, en la
que destacan sobre todo la presencia de glicanos heterogéneos elongados a partir de
la O-glicosilacion de tipo GalNAc unidos a la cadena polipeptidica de la proteina,
a la cual se le denomina apomucina. Este tipo de modificacién postraduccional
comienza en el aparato de Golgi (Roéttger et al., 1998), con la transferencia de un

grupo GalNAc a un residuo de serina o treonina mediante un enlace O-glicosidico.
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En menor medida, también pueden encontrarse residuos sulfatados, fosforilados e
incluso residuos con N-glicanos unidos a ellos (Chugh et al., 2015). Actualmente
se han identificado mas de 20 genes que codifican proteinas del tipo mucina (MUC).
Aunque se clasifiquen en dos tipos en funcion de si son proteinas secretadas o
proteinas transmembrana (Rachagani et al., 2009), ambos tipos se encuentran
implicados en la regulacién u homeostasis de células epiteliales, actuando como
principal barrera de defensa de dichas células (Chugh et al., 2015). Mucinas
secretadas serian, por ejemplo, MUC2, MUC5AC, MUC5AB, MUC6, MUC7 y
MUCI19 (Figura 2.1), las cuales no tienen dominio transmembrana y ademas tienen
en comun un dominio en el extremo C-terminal con abundantes residuos de cisteina
y un dominio denominado Factor D de von Willebrand (vVWF-D), que tienen como
funcion la oligomerizacién entre ellas, otorgandoles a estas proteinas su

caracteristica consistencia gelificada (Bansil et al., 2013; Pérez-Vilar & Hill, 1999).

El otro grupo de mucinas se caracteriza por anclarse a la superficie celular mediante
un dominio intermedio transmembrana, de ahi el nombre del grupo al que
pertenecen. Forman parte de la clasificacion de proteinas ancladas a membrana de
tipo I, lo que significa que tienen la region del N-terminal en la parte extracelular y
una cola citoplasmatica orientada hacia la parte citosolica (Olson et al., 2005)
(Figura 2.2). También tienen dominios externos, tanto en la parte extracelular como
intracelular, que pueden llegar a extenderse hasta 100 nm mas alld de la superficie
de la célula, ayudando en su implicacion en las vias de sefializacion celular, en el
caso de las colas citosolicas, y potenciando la defensa celular en los extremos
extracelulares. A este grupo pertenecen proteinas como MUCI1, MUC3, MUC4,
MUCI12, MUCI16 y MUCI17. La heterogeneidad y complejidad estructural de estas
proteinas se explica gracias a las diferentes modificaciones postraduccionales que
sufren, aunque principalmente la mayoritaria es la O-glicosilaciéon (Hollingsworth

& Swanson, 2004).
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Figura 2.1 Mucinas de transmembrana y secretadas. Representacion grafica y localizacion de
mucinas secretadas y de transmembrana en el epitelio intestinal. Se encuentran representada las
diferentes zonas comunes en las mucinas transmembrana (abajo izquierda) y especificamente la
estructura de MUC2, una mucina secretada (arriba derecha). Aparecen representadas el inicio y
elongacion de la glicosilacion especifica en los dominios PTS de la apomucina de MUC2. Fuente
(Paone & Cani, 2020).

La zona extracelular de las mucinas se compone principalmente de tres dominios
bien definidos por investigadores como Hollingsworth y Swanson (2004) o Kufe

(2009).

El primero, formado por repeticiones en tandem de niimero variable (VNTR), es el

responsable de la alta glicosilacion de estas proteinas, y es el rasgo distintivo de
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esta familia de proteinas. ya que contienen una elevada cantidad de residuos de
prolina, treonina y serina, siendo los dos ultimos aminoacidos muy susceptibles a
la glicosilacion de tipo GalNAc. A estas regiones se les denomina dominios PTS
por la abundancia de los residuos mencionados (Hanisch, 2001; Moniaux et al.,

2001).

Dominios implicados en interacciones ligando-receptor de los cuales se desconoce
su funcidn especifica en las mucinas, aunque una glicosilacion errdnea en ellos esta
asociada con determinados tipos de cancer. A estos dominios se les denomina tipo
EGF por compartir caracteristicas derivadas del factor de crecimiento epidérmico

(Hollingsworth & Swanson, 2004; Mukhopadhyay et al., 2013).

Por ultimo, también se encuentran en estas zonas extracelulares unos dominios con
elevada glicosilacion de una longitud de al menos 120 residuos aminoacidicos.
Estos dominios reciben el nombre de SEA por haberse descubierto por primera vez
en la proteina espermatica, la enteroquinasa y la agrina. Hay estudios que sugieren
que su funcidén estd relacionada con la proteccion celular frente a tensiones
mecanicas (Pelaseyed et al., 2013). Muchos de estos dominios tipo SEA poseen
capacidad de autoproteolisis; la glicosilacion de los mismos previene su
degradacion y reafirma la importancia de la hiperglicosilacion de estas proteinas

(Pei & Grishin, 2017).

Por otro lado, la region citosolica de las mucinas se encarga, al igual que los
dominios tipo EGF, de procesos de sefalizacion celular y de interaccion con
proteinas asociadas al citoesqueleto gracias a la presencia de diferentes sitios de

fosforilacion (Kufe, 2009; Senapati et al., 2008).

La funcion principal de las mucinas, gracias a las funciones especificas de los
dominios mencionados, es la de proteger a las células de dafios fisicos y quimicos,
asi como de agentes microbianos infecciosos. Es por ello que se encuentran a través

de todas las superficies epiteliales del cuerpo, desde las vias respiratorias, pasando
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Figura 2.2. Familia de mucinas de transmembrana. Estructura de los dominios de las mucinas
transmembrana MUCI1, MUC3, MUC4, MUCI12, MUC13, MUC16 y MUCI17. Los dominios
extracelulares se componen normalmente de los dominios PTS hiperglicosilados. Todas las mucinas
transmembranas excepto MUC4 contienen dominios SEA donde pueden cortarse
autoproteoliticamente. Los extremos N-terminal y C-terminal (cadena o y B en la imagen
respectivamente) permanecen no asociados covalentemente. Varias de estas proteinas
transmembrana también pueden contener dominios tipo EGF. Los dominios en la cola
citoplasmatica pueden ser fosforilados y funcionar como vias de sefializacion celular. Fuente (van

Putten & Strijbis, 2017).

por los tractos gastrointestinales e incluso en los epitelios genitourinarios.
Adicionalmente, dependiendo de la mucina, pueden funcionar como repelentes de
interacciones con la superficie celular o justo lo contrario, promover esas
interacciones, ayudando a la adhesion celular mediante la uniéon a proteinas de

union a carbohidratos capaces de reconocer los O-glicanos presentes en las
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mucinas. Estas interacciones otorgan la capacidad de transmision de sefiales,

ganando relevancia en la proliferacion, supervivencia y diferenciacion celular.

En los siguientes apartados también se trataran cémo las deficiencias en la
glicosilacion correcta de los dominios de las mucinas conllevan a la pérdida de

ciertas propiedades, que pueden acabar en diferentes patologias.

2.2. Sintesis e inicio de la O-glicosilacion: GalNAc-Transferasas.

La sintesis de los O-glicanos tipo mucina es, como se ha mencionado previamente,
una modificacion postraduccional de especial importancia en organismos
pertenecientes al reino de los metazoos, estando ausente en plantas, levaduras y
bacterias. Mas del 80% de las proteinas que circulan por la via secretora celular son
glicosiladas por la maquinaria enzimatica presente en dicha via (Bennett et al.,
2012; Gill et al., 2011). Aun asi, tan solo un 1% del genoma se encarga de codificar
genes implicados en la O-glicosilacién, la cual se encuentra altamente conservada
en el curso evolutivo de muchas especies (Apweiler et al., 1999; Ho et al., 2016;
Lowe & Marth, 2003). El inicio de esta modificacion ocurre con la transferencia de
N-acetilgalatosamina o GalNAc al grupo hidroxilo de la cadena lateral de un
residuo de serina o treonina de la proteina que esta sufriendo la glicosilacion, en
condiciones fisiologicas normales en el aparato de Golgi (Gill et al., 2011; Hang &
Bertozzi, 2005; Rottger et al., 1998; K. G. ten Hagen et al., 2003b). Esta reaccion
es catalizada por una de las isoformas de la familia de las enzimas conocidas
ppGalNAc-Ts, las cuales se encuentran englobadas en el grupo GT27 de la base de
datos de enzimas que procesan carbohidratos (“CAZy Database”;

http://www.cazy.org) (Drula et al., 2022). El producto de la reaccion estd formado

por un residuo de GalNaC unido mediante un enlace a-1 a serina o treonina,
conocido también como antigeno Tn (GalNAc-al-O-Ser/Thr) (Chia et al., 2016;
Hang & Bertozzi, 2005; Varki et al., 2022). A partir de este producto, los glicanos

se extienden para formar estructuras mas complejas que se detallaran en los
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siguientes apartados.

En los seres humanos pueden encontrarse hasta 20 isoformas diferentes de esta
familia de proteinas encargada de realizar la iniciacion de la glicosilacion tipo
GalNAc (Bennett et al., 2012; K. G. ten Hagen et al., 2003b). Aunque el nimero de
isoformas pueda variar entre especies, los genomas de organismos complejos
contienen familias de secuencias de elevada homologia, demostrando que la
funcion y la estructura de la familia de proteinas de las ppGalNAc-Ts se encuentra

altamente conservada evolutivamente (Schwientek et al., 2002; K. G. ten Hagen et

al., 2003b).

A pesar de tener un numero tan elevado de isoformas, se ha comprobado que su
expresion varia en funcion de la célula y del tejido, siendo importante resaltar su
desregulacion a nivel de expresion en procesos tumorales (Bennett et al., 2012;
Brooks et al., 2007). Como ejemplo, ha sido descrito que los genes codificantes
para las GalNAc-T1 y T2 se expresan de manera mas extendida en el organismo,
mientras que hay otras isoformas que solo lo hacen bajo unas condiciones
especificas, como en la diferenciacion celular (Mandel et al., 1999; Raman et al.,

2012).

Estas enzimas comparten entre ellas la estructura tipica de proteinas ancladas a
transmembrana de tipo II (Figura 2.3) presentes en el aparato de Golgi, estando
compuestas por una pequena cola en el extremo N-terminal orientada al citoplasma,
un pequefio dominio hidrofébico de membrana, una region tipo tallo de longitud
variable entre isoformas y un dominio catalitico en el C-terminal que se encuentra
en el lumen del aparato de Golgi (Paulson & Colley, 1989; Wildt & Gerngross,
2005). La principal diferencia que presentan con respecto a otras
glicosiltransferasas eucariotas es el dominio de lectina de tipo ricina que tienen en

el C-terminal, formado por casi 120 aminoacidos (Imberty et al., 1997).
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Figura 2.3. Proteinas transmembrana del tipo II. La mayoria de glicosiltransferasas se anclan a
la membrana a través de un dominio de anclaje de tipo II. En este tipo de proteinas, el dominio
catalitico se encuentra en el extremo C-terminal, anclado a la membrana por un dominio
transmembrana, seguido de una cola citoplasmatica, en el extremo N-terminal. Fuente (Wildt &

Gerngross, 2005).

El dominio catalitico de las GalNAc-Ts destaca por contener un motivo estructural
de tipo GT-A, caracterizado por dos plegamientos estrechamente unidos -a- de
tipo Rossman (Rao & Rossmann, 1973), los cuales contienen residuos capaces de
unirse en este caso a UDP-GalNAc (Hanukoglu, 2015). Adicionalmente presentan
un motivo conservado en todas las isoformas humanas de unién al ié6n Mn?*
definido por la secuencia DxH, siendo x cualquier aminodcido, que ademas
interacciona con la region difosfato del UDP de la molécula donadora (Bennett et
al., 2012). Es interesante mencionar que la mayoria de glicosiltransferasas que usan

UDP azucarados y se unen a metal suelen tener el motivo DxD y no el DxH visto

en las GalNAc-Ts (F. K. Hagen et al., 1999).

Los residuos que se unen al UDP-GalNAc en estas enzimas suelen formar parte de
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un asa flexible, o flexible loop por su traduccidn en inglés, que suele sufrir grandes
cambios conformacionales una vez se une al UDP-GalNAc (Hurtado-Guerrero,
2016; Lira-Navarrete et al., 2014). Ademas, hay un flexible linker que conecta el
dominio catalitico de las GalNAc-Ts con su particular dominio de lectina de tipo
ricina (Hazes, 1996), el cual suele contener tres potenciales sitios de uniéon a
azucares, aunque no todos son funcionales (Gerken et al., 2013; J. W. Pedersen et
al., 2011; Revoredo et al., 2016). Existen estudios que demuestran que la funcion
de este dominio de lectina es la modulacion y mejora de la eficiencia catalitica de
las GalNAc-Ts frente a sustratos con una elevada O-glicosilacion, como las
mucinas (Bennett et al., 2012; J. W. Pedersen et al., 2011; K. G. ten Hagen et al.,
2003b; Wandall et al., 2007).

El mecanismo de accion de las glicosiltransferasas puede clasificarse en dos tipos
en funcidn de la estereoquimica del enlace glicosidico del carbono anomérico del
sustrato donador, respecto al producto final. Es decir, en caso de que el enlace
formado, por ejemplo, con la proteina, mantenga la misma conformacion que en el
nucleotido azucarado, serd una enzima de retencidon; mientras que, si el enlace
glicosidico final cambia con respecto al presente en el nucledtido azucarado, se
trataria de una enzima de inversion. Las glicosiltransferasas de inversion suelen
seguir un mecanismo de sustitucion simple en el que el aceptor realiza un ataque
nucleofilico al carbono 1 del azicar donador. Las de retencion, por otro lado, no
parecen operar mediante un mecanismo de dos pasos que involucre la formacion de
un intermediario glicosiltransferasa-azicar, sino que se propuso un mecanismo
llamado Sni, en el que el grupo saliente y el ataque nucleofilico ocurren de forma
coordinada y tienen lugar en la misma cara del glicano (Lairson et al., 2008). En el
caso especifico de las GalNAc-Ts, se tratan de enzimas de retencidon pues el
producto de la transferencia mantiene la misma estereoquimica que la presente en
UDP-GalNAc, la cual es a (Chan et al., 2012; Hurtado-Guerrero & Davies, 2012;

Lairson et al., 2008; Wagner & Pesnot, 2010). En concreto, el mecanismo de accion
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de la GalNAc-T2 fue demostrado anteriormente en el grupo de investigacion en el
que se ha realizado esta tesis doctoral, siendo el mismo un mecanismo tipo Sni
como se propuso anteriormente para otras glicosiltransferasas (G. J. Davies, 2001;

Hurtado-Guerrero, 2016; Lira-Navarrete et al., 2014).

Debido a que las GalNAc-Ts inician y, en consecuencia, determinan los sitios de
O-glicosilacion en proteinas altamente O-glicosiladas, como las mucinas, deben
tener una serie de caracteristicas que les permitan glicosilar sus dianas de manera
correcta (Hollingsworth & Swanson, 2004; Kufe, 2009). El gran numero de
isoformas de estas enzimas, las cuales son semi-redundantes entre algunas de ellas,
se explica debido a sus preferencias de sustrato a la hora de realizar la transferencia
del grupo GalNAc. Gracias a estas preferencias, la familia de las GalNAc-Ts puede

ser clasificada en (Revoredo et al., 2016) (Figura 2.4):

1. Isoformas con selectividad hacia péptidos y glicopéptidos con un GalNAc
previo situado lejos del nuevo sitio de glicosilacion (GalNAc-T1 y GalNAc-
T2).

2. Isoformas con especificidad mixta entre péptidos y glicopéptidos (GalNAc-
T4).

3. Isoformas con especificidad estricta hacia glicopéptidos (GalNAc-T7 y
GalNAc-T10).

Esta distincion, sin embargo, se basa en la actividad frente a sustratos que carecen
o contienen uno o mas motivos GalNAc-O-Ser/Thr, permitiendo clasificarlas en
glicosiltransferasas tempranas, intermedias o tardias. Asi, por ejemplo, GaINAc-T2
seria temprana, GalNAc-T4 intermedia y GalINAc-T10 tardia (Bennett et al., 2012;
Pratt et al., 2004; Revoredo et al., 2016).
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Figura 2.4. Representacion grafica de la asistencia de los dominios cataliticos y de lectina de
las GalNAc-Ts sobre péptidos o glicopéptidos. A. El reconocimiento del sustrato se lleva a cabo
por el dominio de lectina. B. Reconocimiento mediado por el dominio catalitico. C. El
reconocimiento del péptido es mediado por el dominio catalitico. Los dvalos grandes representan el
dominio catalitico y los pequefios, tanto a la izquierda como a la derecha, el dominio de lectina. Las
lineas gruesas representan el péptido o glicopéptido. Fuente: adaptado de (Revoredo et al., 2016).
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La actividad de las GalNAc-Ts sobre los glicopéptidos ha sido también clasificada
en otras dos clases mas, basandose en su capacidad de glicosilacion de corto alcance
(o vecina) y de largo alcance (o remota). El primer tipo tiene como preferencia
sustratos en los que el residuo de azicar se encuentre unido al dominio catalitico,
implicando una glicosilacion entre 1 y 3 aminoacidos de distancia con respecto al
sitio previamente glicosilado. Por otro lado, la remota prefiere sustratos en los que
el azlicar permita la unién al dominio de lectina, lo que hace que se dirija el sitio
aceptor distante (entre 6 y 17 residuos de distancias) al dominio catalitico para que

se produzca la glicosilacion (Bennett et al., 2012; de las Rivas et al., 2017). Tanto
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las isoenzimas de corto como de largo alcance pueden realizan la transferencia en
una orientacion especifica, ya sea en orientacion N-terminal o C-terminal. Incluso
hay algunas isoenzimas que pueden realizarlo en ambas direcciones (de las Rivas

etal., 2019).

Aunque la mayoria de isoenzimas de esta familia sea capaz de glicosilar sustratos
aceptores comunes, sugiriendo cierta redundancia entre ellas (Gerken et al., 2011;
Revoredo et al.,, 2016), de manera paraddjica se ha demostrado como varias
isoenzimas de las GalNAc-Ts pueden ser muy especificas hacia algunos sustratos
proteicos. Este hecho ha podido ser identificado gracias a la aproximacion disefiada
por el grupo del Dr. Henrik Clausen denominada “Simple Cell” (SC) (Schjoldager
et al., 2012, 2015; Steentoft et al., 2011, 2013; Yang et al., 2014). Esta técnica se
basa en la generacion de lineas celulares en las que el gen codificante para Cosmc
se encuentra silenciado, impidiendo la elongacion del antigeno Tn (Apartado 2.3)
al no poder C1GalT1 realizar un correcto plegamiento. De esta forma, pueden
analizarse la glicosilacion realizada por las diferentes isoformas de GalNAc-Ts
presentes en cada linea celular (Schjoldager et al., 2015; Yang et al., 2014). Gracias
a esta técnica se identificaron sustratos especificos tanto para GalNAc-T2 (ApoC-
III) (Schjoldager et al., 2012) como para GalNAc-T11 (repeticiones de clase A de
la familia de receptores de LDL)(N. B. Pedersen et al., 2014; S. Wang et al., 2018).

Aunque gracias a todos estos avances se ha podido arrojar algo de luz al
funcionamiento y al balance entre promiscuidad y especificidad de las GalNAc-Ts,
la regulacion de dicho balance queda alin sin respuesta. Por tanto, es necesario
seguir ahondando en la investigacion en estas enzimas para desentrafiar este tipo de

cuestiones.
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2.3. Elongacion de los O-glicanos.

2.3.1. Sintesis de los nucleos de los O-glicanos.

En condiciones, normales, una vez las GalNAc-Ts han realizado su funcion
correctamente, los residuos de serina o treonina glicosilados con GalNAc, o
antigeno Tn, son elongados para producir hasta ocho estructuras centrales o “cores”
(Figura 2.5). Los cores 1, 2, 3 y 4 son los mas frecuentes y los que suelen sufrir una
extension de forma escalonada por un gran ntimero de glicosiltransferasas. Esta
elongacion da lugar a una gran heterogeneidad topologica, surgiendo cadenas de
glicanos que van desde estructuras lineales simples, hasta estructuras extensamente

ramificadas y complejas (Ho et al., 2016).

A partir del antigeno Tn se producen las diferentes ramificaciones mediante las
enzimas mencionadas a continuaciéon. La T-sintasa, core 1 f1,3-
galactosiltransferasa o C1GalT1 transfiere una molécula de galactosa, desde el
donador UDP-galactosa, al antigeno Tn, formando el core 1 (Galp1-3GalNAc,
antigeno T) (Cao et al., 1996), siendo los core 1 O-glicanos las estructuras
azucaradas mas comunes y detectadas en la mayoria de células (Bergstrom et al.,
2017; Ju, Cummings, et al., 2002; Ju & Cummings, 2002). El core 2 se forma por
la adicion y ramificacion al antigeno T de una molécula de GIcNAc, llevado a cabo
principalmente por la enzima GCNT-3, aunque también pueden realizar esta
transferencia las enzimas GCNT-1 y 4, o core 2 Pl,6-N-acetilglucosaminil-
transferasa (Schwientek et al., 1999), el cual es mas especifico de algunos tipo
celulares y su expresion estd altamente regulada durante la activacion de linfocitos,
la estimulacién de citoquinas y el desarrollo embrionario (Brockhausen et al.,

2022).

A partir del antigeno Tn se producen las diferentes ramificaciones mediante las

enzimas mencionadas a continuaciéon. La T-sintasa, core 1 f1,3-
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galactosiltransferasa o C1GalT1 transfiere una molécula de galactosa, desde el
donador UDP-galactosa, al antigeno Tn, formando el core 1 (Galf1-3GalNAc,
antigeno T) (Cao et al., 1996), siendo los core 1 O-glicanos las estructuras
azucaradas mas comunes y detectadas en la mayoria de células (Bergstrom et al.,
2017; Ju, Cummings, et al., 2002; Ju & Cummings, 2002). El core 2 se forma por
la adicion y ramificacion al antigeno T de una molécula de GIcNAc, llevado a cabo
principalmente por la enzima GCNT-3, aunque también pueden realizar esta
transferencia las enzimas GCNT-1 y 4, o core 2 PB1,6-N-acetilglucosaminil-
transferasa (Schwientek et al., 1999), el cual es mas especifico de algunos tipo
celulares y su expresion estd altamente regulada durante la activacion de linfocitos,
la estimulacion de citoquinas y el desarrollo embrionario (Brockhausen et al.,

2022).

De manera alternativa a la formacion del core 1, puede ocurrir la transferencia de
una molécula de GIcNAc en vez de galactosa mediante un enlace B-1,3, formandose
la estructura denominada core 3 mediante la enzima B3GNT6 (Iwai et al., 2002),
la cual parece tener solo actividad en epitelios mucosos como los tractos
gastrointestinal y respiratorio y las glandulas salivares. En células de colon, por
ejemplo, esta enzima se encuentra sobre expresada, lo que produce que las mucinas
en el colon se encuentren altamente glicosiladas con O-glicanos que contienen el
core 3, a diferencia de otras lineas celulares en las que las estructuras mas
abundantes son la del core 1(Capon et al., 2001). Esta estructura sirve como sustrato
aceptor a la enzima encargada de realizar la sintesis del core 4, GCNT3, la cual
anade GlcNAc mediante un enlace B-1,6 al residuo de GalNAc de igual manera que
lo hace en el core 1. De esta forma, se pueden diferenciar las tres N-
acetilglusaminiltransferasas (GCNT) en dos grupos, dependiendo de si son capaces
de formar solo el core 2 — GCNT1 y GCNT4 o GCNT de tipo L — o si ademas de
formar el core 2 puede también transferir el azucar al core 3, formando el core 4 —

GCNT3 o GCNT de tipo M — (Brockhausen et al., 2022).
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Figura 2.5. Estructuras y vias de sintesis de los O-glicanos. Los simbolos usados para los glicanos
vienen determinados por la SNFG (Symbol Nomenclature for Glycans) (Neelamegham et al., 2019;
Varki et al., 2015). Figura modificada a partir de (Wilkinson & Saldova, 2020).

Existen ademads otros ntcleos, denominados cores 5, 6, 7 y 8, cuya frecuencia de
aparicion es extremadamente escasa, no habiéndose encontrado el core 7 en

humanos a dia de hoy (Figura 2.5) (Varki et al., 2022).

2.3.2. Extension de los cores de O-glicanos.

Regulado por la accion de diferentes glicosiltransferasas, los mencionados cores se
elongan para formar un amplio abanico de glicanos complejos, que incluyen los

epitopos de grupos sanguineos ABO y de Lewis, acidos polisialilados, el antigeno
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1 linear (GalB1-4GlcNAcP1-3Gal), y los antigenos I de GIcNAc B1-6-ramificados.
Las extensiones de glicanos del tipo 1 (GalB1-3GIcNAc) o del tipo 2 Galp1-
4GlcNAc pueden repetirse y hacer de andamio para la unioén de azucares o grupos
funcionales adicionales. Los sitios terminales de los O-glicanos pueden contener
enlaces tipo o con fucosas o 4cido sidlicos, galactosa, GalNAc y GlcNAc tanto
mediante enlaces tipo o como tipo B, y sulfatos (Varki et al., 2022). Muchos de
estos grupos terminales son reconocidos por proteinas como son las selectinas
(Cummings, Chiffoleau, et al., 2022), en el caso de los antigenos de Lewis sialilados
y sulfatados, o por galectinas en caso de que las estructuras terminen en galactosa
(Cummings, Liu, et al., 2022). De cualquier forma, todas estas estructuras juegan
un papel importantisimo en la inmunidad celular y la homeostasis de la misma
(Ellies et al., 1998; Homeister et al., 2001; Yeh et al., 2001), interacciones célula-
célula (Homeister et al., 2001; Leppédnen et al., 1999; McEver et al., 1995; Yeh et
al., 2001), biologia vascular (Tenno et al., 2007), angiogénesis (L. Xia et al., 2004),
linfoangiogénesis (J. Fu et al., 2008) y génesis y funcionamiento de las plaquetas
(Y. Wang et al., 2012). Los cores y epitopos antigénicos mas relevantes se recogen

en la tabla 2.1.

Tras atisbar la profundidad, variedad y complejidad de todo este tipo de
modificaciones que hacen posible la formacién de estas estructuras de O-glicanos
tan complejas, es totalmente compresible observar un abismo conforme las
estructuras se van ramificando. Es por ello que es necesario enfocarse en pasos
especificos de esta modificacion postraduccional e ir intentando descubrir poco a

poco el funcionamiento y regulacion de todos estos pasos.
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Tabla 2.1. Nucleos o cores de los glicanos de tipo GalNAc y epitopos antigénicos de las mucinas.
Adaptado de (Brockhausen et al., 2022).

24. Ci1GalTl1y cosmc

La core 1 P3galactosiltransferasa, core 1 B3GalT, C1GalTl o T-sintasa (EC
2.4.1.122) es la principal protagonista de esta tesis doctoral y la inica encargada de
realizar la sintesis del core 1, también conocido como antigeno T, en la ruta de
glicosilacion de tipo mucina. Esta estructura, a la que se referira a partir de ahora
como core 1 o antigeno T, es el precursor mas comun de una extensa variedad de
estructuras complejas de O-glicanos de tipo mucina en mucinas, glicoproteinas de
membrana y en general proteinas que circulan por la via secretoria (Ju et al., 2011).
Convirtiéndose, esta enzima, en una de las glicosiltransferas mas importantes en la

biosintesis y biologia de los O-glicanos de tipo mucina.
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Curiosamente, para que la T-sintasa en vertebrados, incluyendo humanos, sea activa
necesita la presencia de una chaperona molecular especifica llamada Cosmc
(chaperona molecular especifica de la core 1 f3galactosiltransferasa) o C1GalT1Cl1
(chaperona 1 de la core 1 B3galactosiltransferasa), la cual hace que su plegamiento
in vivo se realice correctamente, permitiendo que pueda realizar su funcion. Varios
estudios han demostrado que la regulacion de la biosintesis de O-glicanos de tipo
mucina esta principalmente regulada por la relacion entre C1GalTl y Cosmc
(Aryal et al., 2010; Ju et al., 2008; Ju & Cummings, 2002, 2005; Y. Wang et al.,
2010).

2.4.1. Historia de C1GalT1.

El antigeno T y producto de la reaccion de transferencia de la C1GalT1, més tarde
designado como core 1, fue descubierto antes que la actividad de la propia enzima.
La primera persona en detectar este antigeno fue Thomsen, en una muestra de
sangre contaminada por bacterias, que en colaboracion con Friedenreich en 1930
por primera vez publicaron un estudio definiendo dicha estructura, haciendo que se
le denominara como antigeno TF (Thomsen-Friedenreich) o T para acortar
(Friedenreich, 1931). Tres décadas mas tarde, la estructura del antigeno T fue
resuelta (Klenk & Uhlenbruck, 1960). Su actividad enzimatica fue caracterizada
por primera vez a partir de la glandula submaxilar porcina en 1971 (Schachter et
al., 1971) usando mucinas de la glandula submaxilar ovina tratada con sialidasa
como aceptor y UDP-Gal como donador, aunque su actividad se ha observado en
muchos otros tejidos, como en higado de rata (Brockhausen et al., 1992), y lineas

celulares tales como células de rifion de hamster (BHK) (Stojanovic et al., 1984).

Durante muchos afios se realizaron intentos para purificar esta enzima desde
diferentes fuentes naturales como higados de rata (Brockhausen et al., 1992) o
embriones de pollo (Furukawa & Roth, 1985), pero no fue hasta 2002 que se

consigui6 purificar homogéneamente por Tongzhong Ju y Richard Cummings (Ju
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& Cummings, 2002) a partir de microsomas de higado de rata. Basandose en la
secuencia N-terminal de la T-sintasa de rata, se clono el ADN codificante de la T-
sintasa humana (Ju, Brewer, et al., 2002) y se descubri6 el tamafio de su secuencia
genética (1,8 kb) asi como el nimero de aminoacidos que componen la enzima, 363
concretamente, la cual se trata de una proteina de transmembrana del tipo II. La
secuencia se compone de un dominio citoplasmatico en el extremo N-terminal (6
aas), una region hidrofobica transmembrana (26 aas), seguido de una region tipo
tallo y el dominio catalitico de la enzima. Ademas, analisis de Northern blot
revelaron transcriptos de C1GalT1 en todos los tejidos examinados, indicando que
esta enzima se expresa de forma general en todas las células del cuerpo, pero con
un rango de variacion en su nivel de expresion dependiendo del tejido (Ju, Brewer,

et al., 2002).

También fueron clonados o identificados los ortélogos de C1GalTl de varias
especies vertebradas: chimpancé, vaca, perro, rata, raton, pajaro, rana y pez cebra;
asi como de invertebrados: mosca y C. elegans (Ju, Brewer, et al., 2002; Ju et al.,
2006). Los alineamientos multiples de secuencia aminoacidica muestran una
elevada homologia entre especies, especialmente entre las especies de mamiferos.
Es curioso que esta enzima sea la Ginica que comparte muy pocas similitudes con
motivos conservados en otras B3 galactosiltransferasas. Ademas, cabe destacar la
existencia en todos los ortdlogos de dos dominios presentes en todas las especies:

un motivo DDD y otro CCSD (Ju et al., 2006).

Aunque en especies inferiores como Drosophila melanogaster existen al menos tres
putativos genes homologos que codifican la C1GalT1 — C1GalTA (CG9520) esta
confirmado que codifica una C1GalT1 altamente activa — (Ju, Brewer, et al., 2002;
R. Miiller et al., 2005), en organismos superiores, y especificamente en mamiferos,
existe un unico gen funcional codificante de C1GalT1, denominado CIGALTI (Ju,

Brewer, et al., 2002; L. Xia et al.,, 2004). A diferencia de la mayoria de
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glicosiltransferasas, los ortdlogos de la T-sintasa de mamiferos no presentan
secuencias de N-glicosilacion (-Asn-X-Ser/Thr-), sin embargo, la de organismos
inferiores como C. elegans, por ejemplo, tiene 4 sitios potenciales de N-
glicosilacion. Es curioso también destacar que la CeC1GalT1 fue expresada de
manera recombinante en células de insecto, teniendo cierta actividad
galactosiltransferasa, la cual disminuyd muchisimo al expresarse en células de
mamifero. La razon por la diferencia de esta actividad en diferentes células no es

conocida (Ju et al., 2006).

2.4.2. Historia de Cosmc

Desde hace tiempo es conocido que la linea de células T-linfoblastoides Jurkat
carecen de la actividad de C1GalT1 y principalmente por ello sintetizan O-glicanos
truncados como el antigeno Tn (Piller et al., 1990). Tras una serie de experimentos
para entender qué factores causaban la represion de la actividad de C1GalT1 en
estas células, en los que se incluyeron la transfeccion de un plasmido que expresase
la C1GalT1 humana recombinante y el uso de inhibidores de proteosomas, se
descubrié que la proteina se encontraba presente en las células mediante Western
blot, pero seguia sin tener actividad enzimatica. Por ello, se llego a la conclusion de
que estas células debian de carecer de algiin o algunos factores criticos para el
plegamiento o estabilidad de C1GalT1. Se acabo descubriendo que este factor
critico era la chaperona molecular especifica de C1GalT1, mas tarde denominada
Cosmc, cuyo ADNc codifica para una supuesta proteina transmembrana de tipo II
sin actividad enzimatica. Esta chaperona se encontraba mutada en la linea celular
Jurkat, pudiéndose corregir la actividad de C1GalT1 y la estructura de los O-
glicanos, transfectando la Cosmc silvestre (Ju & Cummings, 2002). La expresion
de C1GalTl y de Cosmc se encuentra ubicuamente coordinada, indicando la
cercana relacion bioldgica entre ellas (Ju et al., 2008). Es importante, ademas,

recalcar la falta de actividad propia de Cosmc y su localizacion celular en diferentes
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lugares que C1GalT1, encontrdndose esta en el aparato de Golgi mientras que
Cosmc reside principalmente en el reticulo endoplasmatico (ER) (Ju et al., 2008;
Sun et al., 2011). Esto es posible gracias al dominio transmembrana de Cosmc,
haciendo que se localice en el reticulo endoplasmaético y que forme un homodimero,
mediante un puente disulfuro, siendo ambas caracteristicas criticas para que ocurra
el correcto plegamiento y funcionamiento de C1GalT1 (Sun et al., 2011). Una de
las cosas mas interesantes de esta chaperona es que no se encuentra presente en
organismos invertebrados, apareciendo solo en organismos vertebrados con una
elevada conservacion en su secuencia. Ademas, solo se ha detectado un gen que

codifique para esta proteina (Ju et al., 2008).

Debido a que el mecanismo de funcionamiento mediante el cual Cosmc ayudaba al
plegamiento de C1GalTlno era conocido, los investigadores Ju y Cummings
propusieron un modelo que se ilustra en la figura 2.6. Segtn este modelo, Cosmc,
se localiza en el reticulo endoplasmatico y se une a C1GalT1 recién sintetizada,
asistiendo al plegamiento de la misma y evitando que se formen agregados que en
consecuencia se degradarian por la via proteosomica (Ju et al., 2008; Ju &
Cummings, 2002). Esta hipdtesis fue respaldada mas tarde y mejor descrita,
indicando que en la ausencia de Cosmc, C1GalT1 mal plegada formaba agregados,
acumuléndose y translocandose del reticulo endoplasmatico al citoplasma donde se
degradaba mediante el proceso de protedlisis dependiente de ubiquitinacion (Aryal
etal.,2012). Aun asi, la incorporacion de Cosmc era capaz de recuperar la actividad

de la C1GalT1 desnaturalizada (Aryal et al., 2010).

Aunque el origen de Cosmc no estd claro, existen evidencias que sugieren que
Cosmc podria haber evolucionado a partir de C1GalT1 o que al menos ambas tienen
el mismo origen. Incluso hubo un momento en el que se lleg6 a la conclusion de
que se trataba de otra C1GalT1(C1GalT2) debido a que comparten un 20% de
identidad entre ellas (Ju & Cummings, 2002; Kudot et al., 2002). Esto fue corregido
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mas tarde en la literatura, reconociéndola como la chaperona de C1GalT1 (Kudot

et al., 2006).

Endoplasmic Reticulum
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Cosmc/T-synthase
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Figura 2.6. Modelo del funcionamiento de Cosmc como chaperona molecular en el reticulo
endoplasmatico para asistir al plegamiento de C1GalT1. La Cosmc de organismos superiores
(verde) funciona de manera homodimérica predominantemente en el reticulo endoplasmatico,
interactuando con la recién sintetizada cadena aminoacidica de C1GalT1 (rojo) ayudando a su
plegamiento. La T-sintasa o C1GalT1 nativa, se especula que, para funcionar correctamente necesita
formar un homodimero que se desplace hasta el aparato de Golgi donde realiza la funcion de
sintetizar el antigeno T. En ocasiones en las que Cosmc se encuentra mutada, disfuncional, o su
expresion silenciada, las cadenas polipeptidicas de C1GalT1 forman agregados inactivos que son
cortados proteoliticamente por la region del tallo de la proteina primero, siendo mas tarde
poliubiquitinada para ser degradada en el proteosoma. Fuente: (Ju & Cummings, 2014).

2.4.3. Estructuray actividad conocidas de C1GalT1.

La forma nativa de C1GalT1 fue purificada de higado de rata por Ju y colaboradores
en 2002, confirmando que se trataba de una proteina asociada a membrana, siendo
un homodimero unido mediante un puente disulfuro, con un peso aproximado de
entre 84 y 86 kDa. Segun las predicciones computacionales, todos los ortdlogos de
C1GalT1 parecen ser proteinas transmembranas del tipo II. En humanos, rata y
raton, la proteina tiene el mismo niimero de aminoacidos, con mas de un 90 % de

identidad entre las tres. Es muy interesante destacar que en vertebrados no existe

33



ninguna secuencia candnica propensa a N-glicosilarse, a diferencia de en
vertebrados inferiores, en las que la secuencias de C1GalT1 es algo mas larga que
en mamiferos y en algunos de ellos contienen algin que otro sitio capaz de ser N-
glicosilado. (Ju, Brewer, et al., 2002; Ju, Cummings, et al., 2002) En invertebrados,
los ort6logos son bastante mas grandes en tamaio y suelen tener multiples sitios de
N-glicosilacion (Ju, Brewer, et al., 2002; Yoshida et al., 2008). Cosmc, por otro
lado, no se encuentra presente en organismos invertebrados, como Drosophila
melanogaster o Caenorhabditis elegans (Ju et al., 2006), a diferencia de en
organismos vertebrados, en la que es esencial su presencia en el reticulo
endoplasmatico para el correcto plegamiento de C1GalTl (Cummings, 2019).
Ademas, cabe volver a resaltar que Cosmc muestra similitud de secuencia con
C1GalT1 — siendo también una proteina transmembrana de tipo II que forma
también un homodimero (Sun et al., 2011) — a excepcion de que carece del motivo
catalitico DxD, explicando su falta de actividad (Hanes et al., 2017; Y. Wang et al.,
2010).

La expresion recombinante de C1GalT1l de humanos se ha llevado a cabo en
diferentes lineas celulares de mamiferos (293T, CHOKI1, y CHO-Lecl),
obteniéndose la proteina funcional gracias a que estas lineas celulares son capaces
de expresar Cosmc de manera basal, permitiendo el correcto plegamiento de la
proteina recombinante (Ju, Brewer, et al., 2002; Ju et al., 2008). También se pueden
expresar de manera recombinante tanto Cosmc como la T-sintasa humana en el
sistema de expresion de baculovirus en células de insectos (Sf9 y Hi5). Sin
embargo, a no ser que se realice una co-expresion de las dos, la C1GalT1 se produce
de manera inactiva y mal plegada por no tener la actividad necesaria de su
chaperona especifica (Ju & Cummings, 2002, 2005, 2010). A nivel cinético y de
preferencias de sustrato, aunque las GalNAc-Ts tienen claras preferencias por las
secuencias peptidicas de los sustratos aceptores (de las Rivas, Coelho, et al., 2018;

de las Rivas et al., 2019, 2020), no se sabe claramente hasta qué punto el primer
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paso de elongacion de los glicanos se encuentra mediado o no por la secuencia
peptidica alrededor del residuo de GalNAc y/o incluso por las posiciones o
agrupacion de otros residuos de GalNAc. En cualquier caso, dos estudios diferentes
usando la C1GalT1 humana y de rata con una serie de glicopéptidos sefialaron que
la secuencia en torno al sitio de glicosilacion puede modular ligeramente los
parametros cinéticos de esta enzima (Granovsky et al., 1994; Perrine et al., 2009).
Otro estudio realizado con la C1GalT1 recombinante de D. melanogaster expresada
mediante el sistema de expresion de baculovirus fue capaz de demostrar que esta
enzima era activa en diferentes glicopéptidos, aunque no se realizasen experimentos
cinéticos completos (R. Miiller et al., 2005). No obstante, el O-glicoproteoma de
tipo GalNAc es increiblemente vasto y con una variacion de secuencias enorme
entre sitios de glicosilacion. Es por ello por lo que C1GalT1 tiene que ser capaz de
transferir eficientemente el residuo de galactosa a todos residuos unidos a GalNAc
(Tn) indiscriminadamente e independientemente de la secuencia peptidica
subyacentes y de las agrupaciones de O-glicanos alrededor del sitio de glicosilacion

(Steentoft et al., 2013).

2.5. Glicosilacion disfuncional y patologias: deficiencias en C1GalT1y
Cosmc.

Aunque se han mencionado levemente, especialmente los antigenos Tny T, es este
el apartado en el que deben describirse junto a los antigenos STn y ST, ademas de
analizar y desarrollar su relevancia en patologias. Estos antigenos son estructuras
azucaradas intermedias que se producen en los procesos de formacion de los O-
glicanos. El antigeno Tn es el producto de la reaccion de las GalNAc-Ts, siendo su
estructura GalNAc-al-O-Ser/Thr, como se ha mencionado anteriormente. De igual
forma, el antigeno T es la estructura formada tras la transferencia realizada por la
C1GalT1, o core 1 (Galp1-3GalNAcal-O-Ser/Thr). Por tltimo, la adicidon de acido
sidlico tanto al antigeno Tn como al antigeno T hacen que se formen sus andlogos

sialilados, los antigenos STn y ST. El antigeno STn, se forma por la adiciéon de
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acido sialico por parte de la enzima ST6GalNAcI mediante una ruta alternativa a la
formacion del antigeno T, que adiciona una molécula de acido sialico al antigeno
Tn, formandose la estructura Sia-a2,6-GalNAc-a-Ser/Thr. Por otra parte,
alternativamente a la formacion del core 2, se forma el antigeno ST, por la accion
de la ST3Gall, cuya estructura es Sia-02,3-Gal-f1,3-GalNAc-al1-O-Ser/Thr (C. Fu
etal., 2016). Aunque se han detallado anteriormente, los antigenos mas importantes

se vuelven a mostrar en la figura 2.7.

Los antigenos mencionados son glicanos de tipo O-GalNAc que pertenecen a la
familia de los antigenos Thomsen-Friedenrech. Estos antigenos se encuentran entre
los glicanos antigénicos especificos de células tumorales o TACAs (por sus siglas
en inglés Tumor-associated carbohydrate antigens) (Chia et al., 2016; Hakomori,
2001; Sletmoen et al., 2018). Los antigenos STn, T y, en especial, el antigeno Tn
(Taujale et al., 2021) se encuentran en la superficie de mas del 80% de células
tumorales y en numerosas glicoproteinas, especialmente en las mucinas. Ademas
de haberse descrito su papel en la patogénesis del cancer, también se han
encontrados estas glicosilaciones en ciertas enfermedades como la enfermedad
inflamatoria del intestino, la nefropatia IgA o el sindrome Tn (Chugh et al., 2015;

Ju et al., 2013; Taujale et al., 2021; van Putten & Strijbis, 2017).

La formacién de estos atipicos glicanos puede deberse a glicosilaciones
incompletas que originen estas estructuras truncadas o la expresion aberrante de
cadenas de glicanos (sLEx, SLEa, los cuales son definidos también como TACAs)
(Padler-Karavani, 2014) (Figura 2.8). La adicion del primer carbohidrato, la

molécula de GalNAc, se lleva a cabo en el aparato de Golgi en condiciones

normales (Gill et al., 2011; Hang & Bertozzi, 2005; Réttger et al., 1998; K. G. ten
Hagen et al., 2003b), pero en condiciones tumorales, esta se ha propuesto que pueda
ocurrir en el reticulo endoplasmatico por la familia de las GaINAc-Ts como se ha

demostrado en varios estudios (Chia et al., 2016; Gill et al., 2011).
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Figura 2.7. Biosintesis de los precursores de las cadenas de O-glicanos. La sintesis de las tres
vias principales de formacion de los antigenos STn, T y del core 3 llevan a la extension de los
mismos para formar complejas cadenas de O-glicanos. Los monosacaridos estan representados de
acuerdo a lo establecido por la SNFG (Symbol Nomenclature for Glycans) (Varki et al., 2015).
Adaptado de (Loureiro et al., 2018).

Cuando tiene lugar la re-localizacion de las GalNAc-Ts en el reticulo
endoplasmatico desde el aparato de Golgi, se favorece el acceso a sitios secundarios
de glicosilacion u ocultos de manera normal en el aparato de Golgi,
incrementandose la actividad de estas enzimas y, en consecuencia, la presencia de
antigenos Tn'y STn (Chia et al., 2016). No obstante, en la mayoria de los casos, esta
desregulacion fisiologica se debe al mal funcionamiento de Cosmc debido a la
hipermetilacion de su promotor transcripcional, lo que desemboca en el
silenciamiento del mismo (Radhakrishnan et al., 2014). Al no poder funcionar

correctamente Cosmc, ocurre la agregacion y el mal funcionamiento de C1GalT1,
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lo que elimina que se pueda afiadir un residuo de galactosa al antigeno Tn,
generando un desequilibrio y aumentando el niimero de los antigenos Tn

oncogeénicos.

Aberrant glycosylation of mucins in cancer

Normal Mucesa/Epithelium

Cancerous Mucosa/Epithelium
7=
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Figura 2.8. Glicosilaciones aberrantes de las mucinas en tumores y condiciones cancerosas. En
tumores malignos, diferentes tipos de glicosilaciones pueden ocurrir, resultando en las estructuras
truncadas como los antigenos Tn, STn y T, asi como estructuras extendidas del core 2 como son los
epitopos sLEx y SLEa. Todos estos glicanos son conocidos como glicanos antigénicos especificos
de células tumorales. Esta glicosilacion aberrante es el resultado de diversos factores como la
desregulacion de la expresion de glicogenes y de transportadores de nucledtidos azucarados, la
deslocalizacion de glicosiltransferasas, pH andémalo en el aparato de Golgi y el microambiente
tumoral. Fuente: (Chugh et al., 2015).

Simultaneamente al desarrollo de estos antigenos tumorales, la glicosilacion
implica desregulaciones importantes en el sistema inmune, lo que suele desembocar
en enfermedades autoinmunes (Liibbers et al., 2018; Mahajan & Pillai, 2016; Marth
& Grewal, 2008; Maverakis et al., 2015; Reily et al., 2019). Estas glicosilaciones
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aberrantes se han encontrado en diversas enfermedades, como en la nefropatia IgA
(IgAN), por ejemplo. Especificamente, las interacciones entre las
inmunoglobulinas de tipo lectina que se unen a acido sialico (Siglecs) y los acidos
sialicos esta muy relacionado con la autoinmunidad ya que se encargan de regular
la sefalizacion de los receptores de células B y los de tipo Toll (Zeng et al., 2021),
siendo el primero el gran regulador en el desarrollo, diferenciacion, supervivencia
y tolerancia de las células B (Niiro & Clark, 2002; Rajewsky, 1996; Rawlings et
al., 2017). Los receptores Toll ademas juegan un papel fundamental en la mediacion
de la patogénesis en enfermedades autoinmunes en respuesta tanto a sefiales
ambientales como de desarrollo. En el contexto de la patogénesis de las
enfermedades autoinmunes, ganan importancia los glicanos truncados o aberrantes
porque pueden provocar cambios en la mediacion del inicio y progresion de la
autoinmunidad, aunque todo esto sea alin un terreno bastante inexplorado. Lo que
si queda claro es que una de las MPTs mas abundante en la superficie celular de las
células B es la O-glicosilacion de tipo GalNAc, por lo que una deficiencia en la
misma debe producir drasticos cambios en la funcion y fisiologia del sistema
inmune. La generacion de O-glicanos, que se encuentran abundantemente
expresados en leucocitos, requieren de la expresion de tanto Cosmc como de
C1GalT1 (Aryal et al., 2010, 2012; Ju et al., 2008; Y. Wang et al., 2010; L. Xia &
McEver, 2006). Recientemente, se ha demostrado que la eliminacion del gen de
Cosmc en células B murinas, que resulta en una sobreexpresion del antigeno Tn,
reduce enormemente la migracion de estas células a los nodulos linfaticos (Zeng et
al., 2020). Ademads, se ha demostrado que en células B de ratones knockout de
Cosmc ocurren indicios como la esplenomegalia e hipergammaglobulinemia que

indican un potencial desarrollo de enfermedades autoinmunes (Zeng et al., 2021).

Cosmc es un interesante gen candidato a estudiar, por su capacidad de permitir la
funcion correcta de C1GalTl, la cual es a su vez es una proteina muy interesante

por su implicacion en varias enfermedades autoinmunes e inflamatorias como la
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enfermedad de bowel (Kudelka et al., 2020), la nefropatia IgA (Sun et al., 2015), el
sindrome Tn (Lee-Sundlov et al., 2020), cancer (Ju et al., 2014) y Alzheimer
(Gollamudi et al., 2020).

El mal funcionamiento de C1GalT1, como se ha mencionado con anterioridad, se
debe a la necesidad de la presencia de su chaperona especifica Cosme. En todos los
casos en los que Cosmc no se encuentra presente, ya sea por el silenciamiento de
su promotor transcripcional o por cualquier otra razén, C1GalT1 no va a poder

realizar su plegamiento de manera correcta y por ende tampoco su funcion.

Ademas, knockouts homocigoéticos de C1GalT1 en ratones y en D. melanogaster
presentan letalidad embrionaria, con una angiogénesis defectuosa y hemorragia
fetal en el embrion, y un fenotipo dominante del sistema central nervioso en D.
melanogaster. Todo esto indica que la presencia de C1GalT1 es esencial para el

desarrollo normal y la angiogénesis (L. Xia et al., 2004; Yoshida et al., 2008).

En humanos, varias enfermedades pueden relacionarse directamente con el mal
funcionamiento de C1GalT1 y la sobreexpresion del antigeno Tn. En esta tesis se

detallaran ligeramente el sindrome Tn, la negropatia IgA y el cancer.

2.5.1. El sindrome Tn

El sindrome Tn se trata de un trastorno hematologico poco frecuente que se
caracteriza por la expresion del antigeno Tn en las subpoblaciones de células
sanguineas de diversos origenes. Fue descubierta por primera vez en un paciente
con problemas de poli-aglutinacion en los eritrocitos en 1957 (Moreau et al., 1957).
Clinicamente, los pacientes que padecen esta enfermedad no presentan sintomas
aparentes y no suelen requerir tratamiento, aunque analisis sanguineos pueden
desvelar anemia hemolitica moderada y un numero reducido de trombocitos y
leucocitos (E. G. Berger, 1999). Los mecanismos que hacen que aparezca este

fenotipo parecen ser multifactoriales y no se comprenden demasiado bien.
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Diferentes estudios han demostrado que las glicoproteinas de los eritrocitos y
leucocitos de pacientes con este sindrome tienen bajas cantidades de galactosa y de
acido sidlico, lo que conlleva a una sobreexpresion del antigeno Tn que se relaciona
con la deficiencia en la actividad de C1GalT1. Parece ser que esta deficiencia se
debe a cambios genéticos adquiridos a través de mutaciones somaticas en Cosmic,
causando un cambio en el marco abierto de lectura y/o en el codén de parada o
incluso que la chaperona no pueda ser transcrita, resultando en una casi completa o
total pérdida de la actividad de la chaperona (Crew et al., 2008; Ju & Cummings,
2005). Todas las mutaciones de Cosmc identificadas en la sangre de pacientes con
el sindrome Tn han sido descritas por Ju y colaboradores (Ju et al., 2011),
concluyendo que las células sanguineas de pacientes con este sindrome son
genéticamente mosaicas; ocurriendo en algunas lineas inmortalizadas con este
sindrome la recuperacion de la actividad de C1GalT1 (Thurnher et al., 1992).
Mediante la creacion de ratones knockouts de Cosmc en células enterocromafines y
hematopoyéticas (EHC) presentes en el epitelio que cubre el tracto gastrointestinal
se observd que estos animales desarrollaban megatrombocitopenia y trastornos
sanguineos, demostrando que la trombocitopenia y hemorragias en pacientes con el
sindrome Tn se deben principalmente al deterioro en la biogénesis y funcion de las
plaquetas causado por la posesion de mutaciones somaticas en el gen que codifica
Cosmc (Y. Wang et al., 2012). En definitiva, la ausencia de una glicosilacion
funcional y fisioldgicamente controlada conlleva a una gran variedad de trastornos
en las células sanguineas como se ha mencionado en este apartado y como se ha
resumido en la revision realizada por la Dr. Lee-Sundlov y colaboradores (Lee-

Sundlov et al., 2020).

2.5.2. Nefropatia de IgA.

En segundo lugar, la nefropatia de Inmunoglobulina A (IgA), también denominada

enfermedad de Berger en honor a su descubridor el Dr. Jean Berger en 1968 (J.
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Berger & Hinglais, 1968), es la glomerulonefritis, o inflamacién de los glomérulos
de los rifiones (Levy & Berger, 1988; Mestecky et al., 2013), desembocando en el
fallo renal terminal en los pacientes mayores de 25 afios en el 20-40 % de los casos
(D’Amico, 2000). La mayoria de casos suelen ser esporddicos y no se ha
conseguido identificar ningiin gen causante de los mismos (Beerman et al., 2007),
sin embargo, diversos factores ambientales y fisiologicos parecen ser necesarios
para la aparicion de esta enfermedad. La nefropatia IgA se caracteriza por el
deposito de IgAl en el mesangio renal (tejido conjuntivo localizado entre
glomérulos), basandose su diagnostico actualmente en los sintomas clinicos de la
glomerulonefritis, la hematuria y proteinuria. La diagnosis final ha de realizarse
mediante biopsias renales y pruebas histologicas de depdsitos de IgA1 (Julian &
Novak, 2004), depodsitos que son los verdaderos causantes de la inflamacion
glomerular que conlleva al dafio renal. La relacion de esta enfermedad con la O-
glicosilaciéon de tipo mucina se observa en la deficiencia de galactosa y la
simultanea aparicion de los antigenos Tn y STn en la region bisagra (HR — Hinge
Region) de la IgA1 en pacientes con esta enfermedad, lo cual puede ser el motivo
del inicio de la patogénesis (Hiki, 2009; Mestecky et al., 2008). La [gA1 humana
es una inmunoglobulina, secretada por las células secretoras de anticuerpos (ASC
— Antibody Secreting Cells) (Nguyen et al., 2019), y O-glicosilada en nueve
potenciales sitios de glicosilacion en la HR, de los cuales cinco suelen estar
ocupados por glicanos elongados desde el core 1, mono o disialilados (Mattu et al.,
1998). En la nefropatia IgA, esta glicosilacion se intercambia por la expresion de
antigenos Tn'y STn, posiblemente debido a la reduccion de la actividad de C1GalT1
restringida por las células-B (Allen et al., 1997). Que Cosmc y C1GalT1 tengan un
papel importante en la patogénesis de la nefropatia IgA es un tema polémico debido
a que varios estudios sugieren que los niveles de transcripcion de Cosmc y/o
CIGalTl en células B son bastante bajos en pacientes con esta enfermedad (Inoue

etal.,2010; Qinetal., 2005, 2008; Xie et al., 2010; Yamada et al., 2010). Un estudio
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achaca (Suzuki et al., 2008) estas glicosilaciones aberrantes en células que secretan
IgA1 no solo al bajo nivel de transcripcion en Cosmc'y C1GalTl sino también a un
aumento en los niveles de transcripcion de ST6GalNAcll. Otros enlazan esta
enfermedad a polimorfismos en las propias secuencias de Cosmcy C1GalTI (Li et
al., 2007; Pirulli et al., 2009), aunque otro articulo concluya que no existen
mutaciones de Cosmc en pacientes con nefropatia IgA en paises europeos (Malycha

et al., 2009).
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Figura 2.9. Las dos glicoformas de la inmunoglobulina A1l en el plasma humano. IgA1l es la
principal glicoproteina del plasma humano y existen dos glicoformas distintas de esta proteina. La
primera glicoforma es la mayoritaria (80-85%) con O-glicanos normales formados
mayoritariamente por estructuras elongadas del core 1 mono y/o disialiladas. La forma minoritaria
(10-15%) se encuentra glicosilada tinicamente por los antigenos Tn y/o STn. Adaptado de (Lehoux
et al., 2014).

Definitivamente, en 2014, Lehoux y colaboradores (Lehoux et al., 2014)

describieron mediante una aproximacion protedmica que en esta enfermedad hay
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dos poblaciones diferentes de IgA1 (Figura 2.9), una glicosilada con O-glicanos
elongados a partir del core 1, mientras que la otra presentaba exclusivamente
estructuras Tn y STn; siendo la cantidad de IgA1 en pacientes con IgAN algo mayor
que en los pacientes control. Mediante la adicion de C1GalT1 en ensayos in vitro
se consiguid elongar la poblacion glicosilada con el antigeno Tn. Con todo esto, se
llegd a la conclusion que la presencia de estos antigenos no es exclusiva de la
nefropatia IgA, y sugieren que el mal funcionamiento in vivo de C1GalT1 hacia la
IgA1 en subpoblaciones de células B (Zeng et al., 2021) o del plasma sanguineo,
asi como un aumento en los niveles IgA1, pueden contribuir a la patogénesis de la

nefropatia de IgA.

2.5.3. Cancer y mucinas.

Ha sido observado de manera directa la presencia de proteinas glicosiladas con
glicanos truncados y otras glicosilaciones aberrantes en mucinas presentes en
células cancerigenas, resultando en una hipoglicosilacion asociada a tumores
documentada de manera extensa en la literatura (Chugh et al., 2015; Deng et al.,

2013; Hauselmann & Borsig, 2014; Kufe, 2009; Taylor-Papadimitriou et al., 1999).

El principal papel de estos glicanos aberrantes, o glicanos antigénicos asociados a
tumores, en la proliferacion celular ha sido descrito y parece estar relacionado
principalmente con la adhesion de las células cancerigenas (Hauselmann & Borsig,
2014), la motilidad de ellas y su capacidad de interaccionar de forma andmala con
otras células e invadir otros tejidos, resultando todo esto en la promocioén de la
metastasis. De igual manera, son capaces de evadir la respuesta inmune (Madsen et
al., 2013) y de mantener la renovacion de células madre cancerigenas, aumentando

su capacidad de expansion (Figura 2.10) (Ponnusamy et al., 2011).
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Figura 2.10. Antigenos Tn y STn como TACAs en células tumorales. Estas estructuras no se
expresan en c€lulas sanas ni en tejidos no tumorales. El resultado de la sobreexpresion del antigeno
Tn/STn puede deberse a defectos en Cosmc 0 en C1GalTl, aunque hasta la fecha parece ser que solo
defectos en la transcripcion de Cosmc o mutaciones en la misma son los principales responsables de
la presencia de ellos en tumores humanos o lineas celulares cancerigenas. Esta glicosilacion
aberrante se encuentra en la mayoria de carcinomas y su expresion se correlaciona con la progresion
de la enfermedad. Aunque el papel que juegan en la oncogénesis no se conoce exactamente, si que
se conoce que la glicosilacion aberrante provoca, como se ha mencionado anteriormente, la
desregulacion de receptores de membrana, cambios en la sefializacion célula—célula o célula—matriz
y/o en la regulacion del sistema inmune. Es por esa razoén que podrian producirse subsecuentes
cambios en la expresion génica, la transduccion de sefiales y/o las interacciones fisicoquimicas que
podrian facilitar el inicio, progreso y metastasis del tumor. Fuente: (Ju et al., 2013).

Las mucinas transmembrana juegan un papel importantisimo en la adquisicion de
estas caracteristicas mencionadas por las células cancerigenas. En células sanas se
encargan de mantener la barrera de mucosa funcional y de defender las células de
invasiones patogénicas en las superficies mucosas (Figura 2.11a, b). De manera
especifica y con respecto a lo mencionado, van Putten y Strijbis (2017) describieron
y respaldaron cémo la glicosilacion anormal de la mucosa epitelial de colon
desemboca, no solo en una pérdida de sus funciones defensivas, sino que también
contribuyen al aumento de procesos inflamatorios, fomentando vias de sefializacion
celular, que pueden acabar en la enfermedad inflamatoria del intestino (Figura
2.11c). La asociacioén directa de la sobreexpresion de mucinas transmembrana
asociada a adenocarcinomas diversos puede derivar en la pérdida de la polarizacion
de la membrana y la desregularizacion de la adhesion celular promoviendo la

metastasis (Figura 2.11d) (van Putten & Strijbis, 2017).
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Figura 2.11. Funciones de las mucinas transmembrana en las células de colon. a. En condiciones
en las que las células de colon se encuentran sanas, la capa de mucosa estd formada por una capa
interior y otra exterior, siendo la segunda la que se relaciona con la microbiota. La capa interior se
considera un ambiente con condiciones estériles y capaz de contribuir a la homeostasis de la
diferenciacion y regulacion de células epiteliales. b. La alta glicosilacion de los dominios de las
mucinas de la capa exterior son los encargados de limitar las posibles invasiones de agentes
patogenos. En caso de que ciertos patdogenos consigan alcanzar las mucinas transmembrana de la
capa interior, se inicia una cascada de sefializacion a través de sus dominios citosolicos que
promueve la respuesta inflamatoria. ¢. La falta de glicosilacion en las mucinas transmembrana
provoca una elevada inflamacion celular debido a la disminucion de la barrera interior, siendo los
patdgenos capaces de llegar a la superficie celular de manera mas facil. d. La sobreexpresion
aberrante de mucinas transmembrana es una caracteristica muy destacable de los adenocarcinomas
tales como el de colon, de pancreas, de ovario o de mama. La sobreexpresion de estas conlleva la
pérdida de la polaridad celular y se vincula directamente con una peor prognosis en los procesos
tumorales. Debido a que estas mucinas regulan un elevado ntimero de interacciones célula-células,
esta sobreexpresion desemboca en una contribucion elevada a la metastasis. Fuente (van Putten &
Strijbis, 2017).

En tumores mamarios, se puede relacionar directamente la agresividad tumoral con
MUCI, que aumenta la patogénesis del cancer fomentando la activacion de varias
vias de sefalizacion que desembocan en interacciones con receptores tirosina-
quinasa como el EGFR y el ERB2 (receptor de estrogeno B2) y la estabilizacion de
B-catenina y el ERa (receptor de estrogeno alfa). MUCI puede también regular la
apoptosis mediante la inhibicion de vias apoptoéticas como JNK y NF-kB ademas
de otras vias no intrinsecas (Agata et al., 2008; Bafna et al., 2010; Kufe, 2013; Wei

et al., 2005). De igual forma, se ha podido relacionar la sobrexpresion de MUCI1 en
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patologias gastrointestinales como, por ejemplo, el cancer de pancreas (Hinoda et
al., 2003; R. Q. Wang & Fang, 2003) y en otras no relacionadas con el tracto

gastrointestinal como el cancer ovarico (Deng et al., 2013).

Existen numerosos ejemplos de mucinas implicadas en la patologia tumoral de
diferentes tipos de cancer: colon, pecho, pulmon, pancreas y Utero entre otros
(Irimura et al., 1999; Matsukita et al., 2003). Dependiendo de la mucina existen
evidencias de como las células de cancer de ovario son protegidas de la respuesta
de las células NK del sistema inmune por MUC16 (Gubbels et al., 2010; Thériault
etal., 2011) o como MUC4 puede promover la metastasis en cancer de pecho o de
pancreas (Chaturvedi et al., 2008; Ponnusamy et al., 2011). Estos abrumadores
ejemplos hacen que ahondar en el conocimiento mecanistico y estructural de las
enzimas implicadas en la O-glicosilacion sea de especial importancia para entender
las vias de actuacion fisioldgicas y poder desarrollar tratamientos especificos que

permitan controlar la actuacion descontrolada y disminuir sus efectos patogénicos.

Para finalizar, parece ser que la presencia de los antigenos Tn 'y STn tienen enorme
importancia en la capacidad de realizar interacciones carbohidrato-carbohidrato
(CCI) (Sletmoen et al., 2018), postulandose como promotores de segundo nivel en
la carcinogénesis a causa de su agregacion y activacion de receptores celulares que
reconocen glicanos altamente O-glicosilados (Haugstad et al., 2012, 2016). Ademas
de todo lo mencionado, C1GalT1 tiene un papel importante en todos los procesos
tumorales debido a que interacciona con diferentes factores reguladores que
intervienen directamente en la migracion, invasion y adhesion celular. Por ejemplo,
la sobreexpresion de Cl1GalTl en carcinoma hepatocelular produce una
modificaciéon en la O-glicosilacion de la Integrina B1, la cual regula las
interacciones entre las células cancerigenas y la matriz extracelular en
microambientes tumorales, contribuyendo a la metéstasis de las células

cancerigenas. Esto implicaria que C1GalT1 influye en el comportamiento agresivo
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de las células de carcinoma hepatocelular modificando la via de sefializacion en la

que participa la Integrina B1(Liu et al., 2014).
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Figura 2.12. Papel de los glicanos de tipo O-GalNAc en la invasion de células cancerigenas. En
las diferentes imagenes, las flechas grises indican vias de sefializacion u otros procesos celulares,
mientras que las flechas negras indican un cambio anormal en la O-glicosilacion. I. Estabilizacion
de la expresion de receptores de la superficie celular mediante la reduccion de la endocitosis o
promoviendo la formacion de complejos. II. Modificacion de las vias de sefializacion relacionadas
con la adhesion celular mediante cambios en la O-glicosilacion y, en consecuencia, propiedades de
determinadas proteinas extracelulares. III. Reorganizacion de la membrana, favoreciendo la
exposicion de proteinas esenciales en la adhesion célula—célula. IV. En los casos en los que ocurre
una sobreactivacion de las GaINAc-Ts, se puede inducir una transicion celular del epitelio a la
mesénquima, alterando la morfologia celular y promoviendo la oncogénesis. V. Gracias a la
alteracion en los O-glicanos, puede ocurrir la evasion del sistema inmune mediante la union de la
lectina enmascarando las células frente a las NK o a través de células T tolerogénicas que reconozcan
el dominio de lectina. Fuente: (Chia et al., 2016).

Como se muestra en los diferentes modelos de la figura 2.12, son muchas las
implicaciones que pueden tener la existencia de glicosilaciones aberrantes en
tumores, sin embargo, a nivel molecular no se saben cudles son especificamente las

dianas proteicas implicadas ni qué mecanismos regulan dicha glicosilacion. Sobre
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todo, la falta de informacién estructural sobre Cosmc y C1GalT1 ha impedido
obtener perspectivas mecanisticas de la reaccion de transferencia del residuo de
galactosa al antigeno Tn o el entendimiento de las bases moleculares necesarias
para el reconocimiento de la molécula de GalNAc y de los aminoacidos
circundantes. A nivel fisiologico, si que es sabido que el mal funcionamiento de
C1GalT1 se debe, en la mayoria de casos, a la regulacion de su chaperona
especifica; y en la mayoria de procesos tumorales se debe especificamente al

silenciamiento de su promotor (Radhakrishnan et al., 2014).

En esta tesis, se propone un acercamiento multidisciplinar para entender las bases
moleculares de una de las principales y mas importantes protagonistas del proceso
de la O-glicosilacion de tipo GalNAc, C1GalT1, mediante la comprension de la
catalisis que realiza y el reconocimiento de sus sustratos donadores y aceptores. De
esta manera, se podra tener un mayor conocimiento de su implicacion tanto en las

enfermedades mencionadas como en cancer.

49



3. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis doctoral es comprender las bases moleculares del
funcionamiento de C1GalT1. Para ello, se fijo un objetivo principal que comenzd
con la expresion de esta enzima de diferentes especies y que termind con
comprender como C1GalT1 reconoce y glicosila proteinas previamente glicosiladas
por las GalNAc-Ts. Es por ello que los objetivos tratados en esta tesis son los

siguientes:

e FEleccion de ortdlogos y disefio de vectores de las construcciones de
C1GalT1 para su expresion recombinante.

e Expresion recombinante de C1GalT1 en sistemas de expresion eucariotas:
expresion transitoria en células de mamiferos y expresion mediante el
sistema de expresion de baculovirus en células de insecto.

e Purificacion de las proteinas recombinantes expresadas.

¢ Disefio racional y sintesis de glicopéptidos especificos para C1GalT1.

e Caracterizacion cinética frente a glicopéptidos especificos.

e Caracterizacion de las interacciones proteina ligando mediante ITC y STD-
RMN.

e Cristalizacién de C1GalT1 en complejo con glicopéptidos y UDP-Mn*? para
entender las bases moleculares de como reconoce a sus ligandos

e Compresion y estudio de los aminodcidos involucrados en la interaccion con
los péptidos o en su catélisis mediante mutagénesis dirigida.

e Bases moleculares de como C1GalT1 reconoce a a.-GalNAc-Thr frente a o-
GalNAc-Ser

e Simulaciones de estructura tridimensional mediante dinamicas moleculares.
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4. METODOLOGIA

En esta tesis doctoral, el trabajo realizado y desarrollado tiene una aproximacion
multidisciplinar donde se ha integrado un elevado nimero de técnicas
experimentales y computacionales con el fin de obtener respuestas con respecto a
las bases estructurales y moleculares de C1GalT1. Debido a esta heterogeneidad,
ha sido necesaria la implicacion de diferentes grupos de investigacion, sin los cuales
no hubiese sido posible realizar todos los experimentos detallados en este capitulo.
Es por ello de especial importancia remarcar cudles son las técnicas que no se han
realizado en el grupo de investigacion al que pertenece el doctorado. De la misma
forma se realizard una pequefa introduccion sobre estas técnicas realizadas por
otros grupos de investigacion para remarcar la importancia dentro del trabajo

completo, afiadiendo detalles sobre los métodos usados.

4.1. Cultivos celulares.

Para la expresion de proteinas recombinantes se han usado lineas celulares
eucariotas para conseguir un correcto plegamiento de las proteinas expresadas
debido a la existencia de modificaciones postraduccionales los puentes disulfuro.
La obtencion del ADN y generacion de bacmidos recombinantes se realizo en dos

cepas diferentes de E. coli.

4.1.1. Cultivos celulares de bacterias: Escherichia coli DH50 y DH10Bac.

Las cepas de bacterias se usaron para la amplificacion, obtencion y preparacion del
ADN para su uso en la expresion de proteinas en cultivos de mamiferos e insectos.

Dependiendo del sistema de expresion se us6 una cepa diferente de E. coli:

e La cepa DH5a se usé para la amplificacion de ADN plasmidico para su
posterior transfeccion en células de mamiferos HEK293F.
e Lacepa DH10Bac se usé para la obtencion del bAcmido recombinante para

la creacion de baculovirus recombinantes mediante la transfeccion en
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células de insectos S19.

De forma general, las condiciones de cultivo de E. coli son 37°C y, si el cultivo es
en suspension, una agitacion entre 180 y 220 rpm dependiendo del volumen de

cultivo. Para el crecimiento de estas dos cepas de bacterias se usa medio LB.

4.1.2. Cultivos celulares de mamiferos: HEK293F.

Segiin la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (dmerican Type Culture
Collection), las células HEK293 (CRL-1573™) son células embrionarias de rifion
humano (Human Kidney Embryo en inglés) con morfologia epitelial usadas
globalmente en multitud de ensayos de toxicidad y de biotecnologia industrial
(https://www.atcc.org/products/crl-1573). Existen dos tipos principales de cultivos
de células de organismos superiores: en adhesion y en suspension, y no todas las
lineas celulares estan adaptadas para crecer en suspension, teniendo como beneficio
principal un aumento de la densidad celula+r de los cultivos y una mayor facilidad

de escalado con respecto a los cultivos en adhesion.

Todas las variantes glicomodificadas de HEK293, que se usaron para comprobar la
actividad en células de los mutantes de C1GalT1, se cultivaron en matraces para
adhesion celular (7-Flasks) en medio DMEM (Sigma-Aldrich) con 10% de suero
fetal bovino (FBS) inactivado (Sigma-Aldrich) y 2 mM de GlutaMAX (Gibco) en
un incubador humidificado a 37°C con 5% de COsa.

Las células usadas para cultivos en suspension y expresion de proteinas fueron las
HEK293F (ThermoFisher), una variante comercial de las HEK293 modificadas y
adaptadas para el crecimiento en suspension de alta densidad celular sin suero,
permitiendo de esa manera una mayor expresion transitoria de proteinas. Estas
células se cultivan en suspension, en matraces especiales cuyo tapon dispone de una
membrana para intercambio continuo de gas (Corning), en medio FreeStyle F17

(Thermo Fisher) suplementado con 2% de GlutaMAX y 0,1% de Kolliphor P188
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(Sigma Aldrich) para evitar agregados celulares. Los cultivos se mantienen en
agitacion constante (125 rpm) en un incubador a 37°C con 8% de CO2 y 80% de
humedad. Las células se mantuvieron siempre a una densidad celular entre 0,4 x

10°y 4 x 10° células/ml.

4.1.3. Cultivos celulares de insectos: Sf9 y HighFive™.,

Tanto las células Sf9 como las HighFive™ (Gibco) se cultivaron en suspension en
medio libre de proteinas Insect XPRESS (LONZA) a 27°C y 130 rpm. La densidad
celular se mantuvo entre 0,4 x 10° y 4 x 10° células/ml. Las células Sf9 provienen
de células aisladas del ovario de pupas de Spodoptera frugiperda (Figura 4.1a)
(comunmente conocida como “Oruga Militar Tardia”). De igual manera, las
HighFive™ (Hi5 para abreviar) provienen de células aisladas del ovario de
Trichoplusia ni (Fig. 4.1b) (o “Gusano Falso Medidor”). El uso de dos lineas
celulares diferentes se debe a que la eficiencia de transfeccion en Sf9 es mucho
mayor, por lo que son mucho mas adecuadas para la generacion de baculovirus
recombinantes, mientras que se ha demostrado que las Hi5 son capaces de alcanzar

niveles mas altos de expresion de proteinas recombinantes (Wilde et al., 2014).

Figura 4.1. Estados larvarios y adultos de Spodoptera frugiperda (a) y Trichoplusia ni (b).
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4.2. Técnicas de biologia molecular.

4.2.1. Construccion de los plasmidos de C1GalT1.

4.2.1.1. Plasmidos para expresion en células de mamiferos.

La secuencia de ADN codificante para los residuos T43-Q388, eliminacion de la
primera parte de la secuencia aminoacidica (que consiste en el dominio
transmembrana) de la enzima de mosca (Drosophila melanogaster) C1GalT1 fue
sintetizada y su frecuencia de codones optimizada para le expresion en células
HEK293 por GenScript (EEUU). El constructo, que contenia una secuencia de
reconocimiento de Agel en el extremo 5’ y una secuencia de reconocimiento de

Kpnl en el extremo 3°, fue clonado en el vector pHL-Sec, (Fig. 4.2) el cual contiene
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Figura 4.2. Mapa del vector pHLSec. Usado por GenScript como base para la creacion de los
diferentes plasmidos usados para expresion en HEK293F. Fuente: https://www.addgene.org/99845/.
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una secuencia codificante para una etiqueta de 6 residuos de histidina en el extremo
3’ seguida de un codoén de parada de traduccion. Mediante esta clonacion realizada

también por GenScript se obtuvo el vector pHL-Sec-DmC1GalT1-6xHis.

Para los ensayos en células y knockins dirigidos a AAVS1, Genewiz USA realizd
la sintesis de la secuencia humana (Homo sapiens) completa de C1GalTl,
optimizando la frecuencia de codones, con una etiqueta Myc en el carboxilo
terminal y realizo el subclonaje en el vector EPB71 (Fig. 4.3), obteniendo el vector

EPB71-HsC1GalT1-Myc. (Addgene ID 90018).
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Figura 4.3. Mapa del vector EPB71. Usado por Genewiz como base para la creacion de los
diferentes plasmidos usados en la creacion de knockins. Fuente: https://www.addgene.org/90018/.

4.2.1.2. Plasmidos para expresion en células de insectos.

La secuencia de ADN codificante para los residuos T43 al Q388 junto con la
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secuencia de secrecion “mellitin honey bee” (Tessier et al., 1991), al igual que en el
caso de la secuencia codificante para expresion en mamiferos, fue sintetizada y
optimizada su frecuencia de codones para la expresion en células de insecto por
GenScript. El constructo contenia una secuencia de reconocimiento para BamHI en
el extremo 5’ y en el extremo 3’ una secuencia codificante para 6 residuos de

histidina, un codén de parada y una secuencia de reconocimiento para EcoRI.

Mediante esos sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion, la secuencia
codificante fue clonada en el vector pFastBacl (Fig. 4.4) obteniendo el vector

pFastBacl-mellitin-DmC1GalT1(T43-Q388)-6xHis. Se sintetizaron mediante
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Figura 4.4. Mapa del vector pFastBac™1. Usado por GenScript como base para la creacion de
los diferentes plasmidos usados para la creacion de los bacmidos y baculovirus recombinantes para
la expresion de proteinas en células de insecto.
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mutagénesis del vector arriba mencionado 5 construcciones adicionales de

DmC1Gal