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Resumen. Los linfocitos T CD4+ orquestan la respuesta inmune posterior a la
activaciéon por parte de las células presentadoras de antigeno. Durante la activacién
ocurren rearreglos del citoesqueleto, expresion de genes y moléculas asociadas a la
activacion, asi como un incremento en la proliferacion debida a la produccion de la
citocina IL-2. Adicionalmente, se ha reportado que la activacion de los linfocitos T
CD4+ conduce a un asialofenotipo en los glicanos de superficie como consecuencia
de la reduccién de acido sialico (Sia) en enlaces 02,3 y a2,6. Sin embargo, a pesar de
que esta bien caracterizada la reduccion de Siaa2,3 y Siaa2,6, la presencia del enlace
Siaa2,8 ha sido poco estudiado en estas células. El enlace Siaa2,8 debido a su
complejidad estructural participa en diversas funciones celulares. En el presente
trabajo evaluamos la incorporacion total de Sia en la superficie de linfocitos T CD4+
naive humanos, tanto en reposo como activados mediante anticuerpos anti-CD3/anti-
CD28. Observamos que la activacion induce un incremento en el Sia total de la
superficie celular, independientemente de la reduccion reportada en Siaa2,3 y
Siaa2,6. Lo anterior nos llevo a postular que la activacion de los linfocitos T CD4+
naive humanos resulta en un incremento de Sia total a expensas de estructuras
Siaa2,8. El analisis en la expresion de las a2,8 sialiltransferasas nos permitio
identificar que la activacién incrementa la expresion de los genes codificantes para las
ST8Sia |, ST8Sia Il y ST8Sia IV, indicando la posible sintesis de gangliésidos y
proteinas polisialiladas.

En este trabajo identificamos que durante la activacién, la expresién de los genes
ST8SIAlI 'y B4GALNT1 promueve la sobreexpresion y neoexpresiéon de los

gangliésidos GD3 y GD2, respectivamente. Adicionalmente, encontramos que el



silenciamiento de la B4GALNT1 promueve una eficiente polarizacion del TCR y activa
la via de sefalizacion rio abajo.

Por otro lado, con base en el incremento de las polisialtransferasas ST8Sia Il y ST8Sia
IV se sugirid la posible presencia de acido polisialico (PSA) en el linfocito T CD4+
naive humano, un tipo de glicosilacion que no habia sido descrita en estas células. A
través del uso del anticuerpo monoclonal anti-PSA clona 12E3 confirmamos en este
trabajo que los linfocitos T CD4+ sintetizan PSA a través de la expresion de ambas
polisialiltransferasas. Adicionalmente, mediante el silenciamiento de las ST8SIAIl y
ST8SIAIV, se identificd que el PSA esta asociado a la modulacién de la activacion de

la respuesta inmune mediada por IL-2, IL-2R e IFN-y.



Summary. CD4 + T lymphocytes orchestrate the immune response after activation by
the antigen-presenting cells. During activation, rearrangements of the cytoskeleton,
gene expression and molecules associated with activation occur, as well as an
increase in proliferation due to the production of the cytokine IL-2. Additionally, it has
been reported that the activation of CD4+ T lymphocytes leads to an asialofenotype in
the surface glycans as a consequence of the reduction of sialic acid (Sia) in a2,3 and
a2,6 linkages. However, although the reduction of Siaa2,3 and Siaa2,6 is well
characterized, the presence of the Siaa2,8 link has been little studied in these cells. In
the present work we evaluate the total incorporation of Sia on the surface of human
naive CD4+ T lymphocytes, both at rest and activated by anti-CD3/anti-CD28
antibodies. We observed that the activation induces an increase in the total Sia of the
cell surface, independently of the reduction reported in Siaa2,3 and Siaa2,6. This led
us to postulate that the activation of human naive CD4+ T lymphocytes presents an
increase in total Sia at the expense of Siaa2,8 structures. The analysis in the
expression of the 02,8 sialyltransferases allowed us to identify that the activation
increases the expression of the coding genes for ST8Sia |, ST8Sia Il and ST8Sia IV,
indicating the possible synthesis of gangliosides and polysialylated proteins.

The expression of ST8SIAl is derived, in cooperation with the expression of the
enzyme B4GalNT1 in the overexpression and neoexpression of gangliosides GD3 and
GD2, respectively. Additionally, we found that the silencing of B4GALNT1 in the
activation promotes an efficient polarization of the TCR as well as the signaling
pathway below it.

On the other hand, based on the increase in the polysialtransferases ST8Sia Il and

ST8Sia IV, the possible presence of polysialic acid (PSA) in the human naive CD4+ T



lymphocyte, a type of glycosylation that had not been described in these cells, was
suggested. Through the use of the monoclonal antibody anti-PSA clone 12E3 we
confirmed in this work, that CD4+ T lymphocytes synthesize PSA through the
expression of both polysialiltransferasas. Additionally, by silencing the ST8SI/AIl and
ST8SIAIV it was identified that the PSA is associated to the modulation of the activation

of the immune response mediated by IL-2, IL-2R and IFN-y.
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Abreviaturas

ADN, acido desoxiribonucleico; ARN,CDs, células dendriticas; BDNF, factor
neurotroéfico derivado de cerebro; CMH |l, complejo mayor de histocompatibilidad tipo
II; CMP, citidina monofosfato; CPA, célula presentadora de antigeno; EndoN,
endoneuraminidasa N; FGF2, factor de crecimiento de fibroblastos 2; GlcCer, glucosil
ceraminda; GIcNAc, N-acetilglucosamina; GSLs, glicoesfingolipidos; GPls,
glicofosfatidilinositol; h.p.a., horas post activacién; ITAM, Motivo de Activacion del
Inmunorreceptor Basado en Tirosina; LacCer, lactosil ceramida; MAL I, lectina
maackia amurensis tipo |l; ManNAc, manosamina; ManNAz, manosamida azida;
NCAM, molecula de adhesion de células neurales; NeuAc, acido neuraminico, NK,
célula asesina natural, NRP-2, neuropilina-2; PE, ficoeritrina; PKC, proteina cinasa C;
PMA, forbol 12-miristato 13-acetato; PNA, lectina peanut aglutinina; RE, reticulo
endoplasmico; Ser, serina; Sia, acido sialico; SiaNAz, acido sialico azida, SNA, lectina
sambucus nigra; SynCAM 1, molécula de adhesion sinaptica 1; T. A., temperatura

ambiente; TCR, receptor de células T; Tre, treonina; UDP, nucleétido uridina difosfato.
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Capitulo |

Introduccion.

El sistema inmune.

El sistema inmune protege al organismo de la invasion por patégenos potencialmente
infecciosos a través de distintos mecanismos que conforman la respuesta inmune.
Dicha respuesta inmune esta integrada por barreras fisicas como son los epitelios
pulmonares y gastrointestinales, mucosidades y por procesos celulares y humorales,
que permiten prevenir y erradicar potenciales infecciones en el organismo. La
respuesta inmune ha sido clasificada en dos tipos segun los mecanismos utilizados;
la innata y la adaptativa. La respuesta inmune innata se presenta principalmente al
inicio de una infeccion y actua en el reconocimiento de lo no propio (Abbas y Litchman,
2004). La respuesta inmune innata esta descrita como inespecifica y es mediada
principalmente por las células dendriticas (CD), las células asesinas naturales (NK) y
los macréfagos, las cuales se movilizan al sitio de infeccion en respuesta a sefales
especificas. Sin embargo, si los mecanismos de la respuesta inmune innata no son
suficientes para erradicar la infeccion, la respuesta inmune adaptativa es activada. La
respuesta inmune adaptativa, establecida por los linfocitos T y B, confiere memoria
inmunoldgica para el reconocimiento del patégeno, es decir, durante una segunda
infeccién ante el mismo patégeno se genera un incremento en la intensidad de la
respuesta de manera que es mas eficiente y rapida la eliminacién de dicho patdégeno,
en este sentido se ha denominado a la respuesta inmune adaptativa como especifica

y de memoria (Zhang et al., 2009; Gasper et al., 2014).
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Los linfocitos T CD4+ cooperadores son las células de la respuesta inmune adaptativa
que tiene como funcidn organizar y controlar la respuesta inmune modulando la
funcion de otras células principalmente mediante la secrecion de proteinas especificas
denominadas citocinas, después del proceso de activacion (Figura 1) (Ahmadzadeh
et al., 1999). La activacion del linfocito T CD4+ ocurre posterior a la presentacion de
un antigeno derivado de un patogéno por parte de una célula presentadora de
antigeno (CPA), la cual expone dicho antigeno en su superficie a través del complejo
mayor de histocompatibilidad tipo Il (CMH Il) (Mazzon y Viola, 2007). Posteriormente,
el linfocito T CD4+ reconoce al antigeno a través de su receptor (TCR), lo que conlleva
a la formacion del complejo de reconocimiento CMH ll-antigeno-TCR que
desencadena una interaccion compleja entre la CPA y el linfocito T CD4+, en la cual
ademas participan moléculas co-estimuladoras y de adhesion que promueven una
eficiente sinapsis inmunoldgica, denominada asi por la interaccion entre receptores y
moléculas en la superficie de la CPA y del linfocito T CD4+ (Figura 1).

Para que ocurra una eficiente presentacién y activacion de linfocitos T CD4+, las
moléculas que participan en la sinapsis inmunoldgica deben estar presentes en la
superficie celular y correctamente organizadas en balsas lipidicas, dominios lipidicos
de membrana que reclutan moléculas involucradas en la cascada de senalizacion
(Jury et al., 2007; Alonso y Millan, 2001; Giurisato et al., 2003). En el linfocito T CD4+,
el receptor TCR debe estar asociado en microdominios con las cadenas del CD3, asi
como al co-receptor CD4 (Figura 1). Durante la activacidon, estos receptores
interactuan con sus contrapartes en la CPA, desencadenando eventos de sefalizacion
del linfocito T CD4+ que conllevan a la activacion de la tirosina cinasa Lck y la

consecuente fosforilacién de los motivo de activacién del inmunorreceptor basado en
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tirosina (del inglés ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) (Smith-
Garvin et al., 2009). Los dominios ITAM estan presentes en las cadenas de la molécula
CD3, que de manera general inicia cascadas de sefalizacion que conducen a la
activaciéon de factores transcripcionales tales como NFAT, NFkB y AP-1. Estos
factores transcripcionales promueven la expresion de genes de proliferacion,
produccion de citocinas, particularmente IL-2 e IFNy, funciones efectoras del linfocito
y rearreglos del citoesqueleto basados en la polimerizacion y despolimerizacion de
actina, lo cual promueve la acumulacion de receptores de membrana en
microdominios que favorecen simultaneamente la sinapsis (Jury et al., 2007). La
activacion eficiente del linfocito T CD4+, que implica la activacion de cascadas de
sefnalizacion que inducen la secrecion de IL-2 y proliferacidon, conduce al inicio de
funciones efectoras, y en otros casos, su diferenciacion en otros subtipos efectores
(Alegre y Frauwirth, 2001). La activacién del linfocito T CD4+ también se acompana
de cambios en los procesos enzimaticos que determinan la sintesis de los glicanos
que se encuentran unidos a proteinas y lipidos y que modulan distintos procesos
celulares, como son la diferenciacion principalmente hacia los subtipos Th1, Th2 y
Th17, migracién, adhesién e interaccién con otras células (Zhu et al., 2010). Los
cambios en la glicosilacién de estas células pueden conllevar entre otros, a cambios
en su funcién efectora (Toscano et al., 2007). La glicosilacién es un proceso que
participa generalmente en la regulacion de funciones citosolicas y nucleares,
supervivencia inmune, reaccion inflamatoria, autoinmunidad, accién hormonal y

metastasis tumoral (Haltiwanger et al., 2004; Dennis et al., 2009).
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Figura 1. La activacion del linfocito T CD4+ naive humano. La presentacion de un
antigeno derivado de un patdégeno por parte de una CPA y el reconocimiento de este
antigeno mediante el TCR del linfocito T CD4+ induce la activacion. La participaciéon
de moléculas coestimuladoras en el linfocito, como son los clusters de diferenciaciéon
CD3, CD28 y el co-receptor CD4, asi como en la CPA, como CD80/CD86, es esencial
para una eficiente activacion del linfocito T CD4+. La activacion de los linfocitos T
CD4+ esta caracterizada por la expresion de citocinas, como IL-2, proliferacion
inducida por esta citocina, rearreglos del citoesqueleto y cambios asociados a
procesos de glicosilacion.

La glicosilacién.

La superficie de las células T CD4+ cooperadoras, como la de todas las células de
eucariontes, esta cubierta por glicanos, que son cadenas de carbohidratos que cubren
la superficie de las células de mamifero. La abundancia de los glicanos depende del
tipo celular, asi como del proceso celular en el que se encuentren (An et al., 2012;

Park et al., 2015; Goh y Ng, 2018). Los glicanos pueden ser sintetizados y unidos a

proteinas o lipidos en el reticulo endoplasmico (RE) y el aparato de Golgi (Varki et al.,
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2009). Dentro de dichos compartimentos celulares, la glicosilacion es mediada por la
accion coordinada de enzimas y otras proteinas que conforman la maquinaria de
glicosilacion y que incluyen glicosiltransferasas, glicosidasas, transportadores de
glicosil-nucleétidos, sintetasas, etc. (Varki et al., 2009). Los genes que codifican para
la maquinaria de glicosilacién representan aproximadamente 1% del total del genoma
(Ohtsubo y Marth, 2006) y la expresion de dichos genes varia por el metabolismo,
activacién y cambios en el microambiente de las células (Bi y Baum, 2009; Varki et al.,
2009). Se han descrito principalmente dos tipos de glicosilacion de proteinas; la N-
glicosilacion y la O-glicosilacion (Figura 2). La N-glicosilacion ocurre cuando se une el
monosacarido N-acetilglucosamina (GIcNAc) al residuo asparagina de una proteina
ubicado en la secuencia consenso asparagina-X-serina/treonina, donde X representa
cualquier residuo de aminoacido excepto prolina (Varki et al., 2009). La O-
glicosilacion, en cambio, esta caracterizada por la sintesis de un glicano a partir de la
unidén de un primer monosacarido a un residuo de serina, treonina o hidroxilisina de
una proteina y la formacion de “nucleos” 6 “cores” de glicanos (Varki et al., 2009).

La glicosilacién en lipidos da lugar a dos importantes familias de glicolipidos: los
glicoesfingolipidos (GSLs) y los glicofosfatidilinositoles (GPIs). Los GSLs se forman
cuando la glucoceramida sintasa transfiere glucosa del donador UDP-glucosa a la
ceramida para formar glucosilceramida (Varki et al., 2009). Los gangliésidos son
formas sialiladas de los GSLs y se han relacionado de manera esencial con el
desarrollo del sistema nervioso central a través de su localizacién en la membrana
celular. A su vez, los GPIs estan conformados por la adicién de glucosamina al grupo
inositol del fosfatidilinositol en posicion a1-6. Los GPIls comunmente se encuentran

asociados a proteinas y anclados a la membrana plasmatica, proporcionando
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estabilidad (Varki et al., 2009). Por otro lado, dentro de los GSLs encontramos a los
gangliosidos, glicolipidos sialilados que participan en procesos tumorales, asi como

en funciones asociadas al linfocito T (Yamashiro et al., 1995).

26
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Figura 2. Ejemplo de N-glicanos y O-glicanos en una proteina transmembranal.
La N-glicosilacién ocurre por la adicion y modificacion de un oligosacarido precursor
adicionado en el RE sobre un residuo de asparagina (Asn) en la proteina. La O-
glicosilacion ocurre en el aparato de Golgi por adicidn de N-acetilgalactosamina
(GalNAc) sobre un residuo de serina o treonina (Ser/Tre).

Biosintesis y funcién de los gangliésidos

Los gangliésidos son GSLs que contienen acido sialico y forman parte importante de
los glicanos de superficie de algunas células, como las neuronales (Yu et al., 2011;
Schnaar et al., 2014). Los GSLs son lipidos que contienen una base de esfingosina y
uno o mas residuos de carbohidratos (Yu et al. 2011). En sus estructuras, los
gangliosidos combinan una porcién de glicano y otra lipidica y de acuerdo con la
presencia de determinados carbohidratos, del tipo de enlace y de la configuracion

anomérica, los gangliésidos han sido clasificados en “series” (Figura 3). Los

gangliésidos son sintetizados en aparato de Golgi, donde se genera una diversidad
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de estos en relacién con la porcion glucida a partir de la unién de una ceramida
previamente sintetizada en el RE (Yu et. al. 2011). La biosintesis de los gangliésidos
comienza con la union de glucosa a una ceramida para generar glucosilceramida
(GlcCer), a la que posteriormente se une un residuo de galatosa para generar
lactosilceramida (LacCer). La LacCer funciona como precursor en la biosintesis de
todas las glicoformas de gangliosidos y GSL (Yu et. al. 2011). La biosintesis de los
gangliésidos requiere de la actividad de pocas enzimas que actuan de forma
combinatoria en la via biosintetica (Figura 3). De acuerdo con el numero de acidos
sialicos unidos al residuo galactosil interno, los gangliésidos han sido clasificados en
las series O-, a-, b- y c- (Figura 3). Los gangliésidos GM3, GD3 y GT3 actuan como
precursores de las series “a”, “b” y “c”, a partir de estos las mismas enzimas generan
la variedad existente de los gangliésidos (Yu et. al. 2011). Las glicosiltransferasas y
sialiltransferasas de la via de biosintesis de gangliésidos se expresan de manera
célula-especifica y de modo dependiente del desarrollo (Yu et al. 2011).

Los gangliésidos son especialmente abundantes en el cerebro y la expresion de estos
en diferentes regiones cerebrales correlaciona con neurogénesis, transmision
sinaptica y proliferacién celular (Yu et al., 2011). El perfil de gangliésidos puede
cambiar durante el desarrollo del cerebro y después de la diferenciacion celular, asi
como en algunas transformaciones celulares (Yu et al., 2011). En algunos modelos
murinos se ha demostrado que principalmente los gangliésidos de las series “a” y “b”
participan en en la axogénesis neuronal hipocampal (Schnaar et al., 2014).
Adicionalmente, se sabe que los ganglidsidos y otros glicoesfingolipidos pueden
participar en procesos inmunes como son diferenciacién, reconocimiento y

transduccion de sefnales durante la activacion (Zhang et al., 2019).
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Figura 3. Biosintesis de los gangliésidos. Los gangliésidos son sintetizados
mediante la adicién secuencial de monosacaridos al lipido ceramida. La accién
secuencial de la ST3Gal V (GM3 sintasa), ST8Sia | (GD3 sintasa) y ST8Sia V (GT3
sintasa) genera la biosintesis de los precursores de las series a-, b- y c-
respectivamente. Las series O- de los gangliosidos son directamente sintetizadas a
partir de LacCer. Figura modificada de Julien et al., 2013.

En este sentido y en el contexto del proceso general de la glicosilaciéon y como se
menciond previamente, se ha observado que algunos mecanismos de desarrollo,

maduracién, activacion y diferenciacion del linfocito T CD4+ cooperador estan
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acompafados de cambios en la glicosilacion (Bi y Baum, 2009). Algunos de estos
cambios ocurren como consecuencia de la regulacion de la expresion génica de las
enzimas sialiltransferasas (Daniels 2002), es decir, estan estrechamente asociados a

los procesos de sialilacion.

La sialilacion en el linfocito T CD4+.

La familia de los acidos sialicos esta conformada por monosacaridos de nueve
carbonos que estan cargados negativamente en su forma libre (Schauer et al., 2004).
Los acidos sialicos mas abundantes en mamiferos son el acido N-acetilneuraminico
(Neub5Ac) y el acido N-glicolilneuraminico (Neu5Gc) (Reglero et al., 2007). El NeuAc
se ha identificado en todos los organismos, no asi el Neu5Gc y el Neu5,9Ac2 (Varki,
1992). Si bien, todas las especies animales con excepcion del humano pueden
sintetizar el Neu5Gc, es posible encontrar este carbohidrato en tejidos sanos ya que
puede ser obtenido a través de la dieta y en mayor cantidad en algunos tejidos
tumorales (Varki, 1992; Samraj et al., 2014). Ademas, los acidos sidlicos pueden
adquirir mayor diversidad por la presencia de distintos sustituyentes, como son
acetato, lactato, sulfato o ésteres fosfato. EI NeuS5Ac se encuentra en mayor
proporcion con respecto a los otros acidos sialicos en mamiferos (Reglero et al., 2007).
Las reacciones de sialilacion celular que ocurren sobre glicanos de glicoproteinas y
glicolipidos, son realizadas por las sialiltransferasas que conforman tres familias y que
requieren como sustrato donador al glicosil-nucleétido CMP-NeuAc (Li y Chen 2012;
Bi, 2009). Se llevan a cabo en la region trans del aparato de Golgi (Figura 4). En el
ser humano, veinte enzimas sialiltransferasas catalizan la transferencia terminal de

acido sidlico a partir del sustrato donador citidin monofosfato-NeuAc (CMP-Sia) a
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glicoproteinas o glicolipidos aceptores mediante enlaces glicosidicos del tipo a2,3
(catalizados por enzimas ST3), a2,6 (catalizados por enzimas ST6) o a2,8 (catalizados
por enzimas ST8) (Harduin- Lepers, 2005; Li y Chen 2012) (Figura 4). De las veinte
enzimas, seis corresponden a la familia ST3, ocho a la ST6 y seis a la ST8, sin
embargo, de estas solo se ha identificado ampliamente la expresion y funcién de las

ST3Gal |, 1, IV y la ST6Gal | en linfocitos T (Bi, 2009).
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Figura 4. Esquema descriptivo de la localizaciéon y funcién de las tres familias
de sialiltransferasas en trans-Golgi. La figura describe por una parte el proceso de
transporte de CMP-acido sialico (CMP-Sia) por medio de un transportador de CMP-
Sia del citosol al lumen del aparato de Golgi, donde es utilizado como sustrato para
las reacciones de sialilacién catalizadas por las tres familias de sialiltransferasas, la
familia ST3 cataliza la union de acido sialico, denotado como el rombo rojo, en enlaces
a2,3, la familia ST6 cataliza enlaces de tipo a2,6 y la familia ST8 que cataliza enlaces
a2,8. Una vez que el acido sialico es transferido al glicano aceptor, se libera el CMP
en el lumen del Golgi, de donde es transportado hacia el citosol por el mismo
transportador.

Las sialiltransferasas, a semejanza de muchas otras glicosiltransferasas, pertenecen

al tipo 2 de proteinas de membrana y poseen sefiales de localizacion al Golgi, donde
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realizan su funcion. Las STs presentan una corta secuencia N-terminal citoplasmica,
un unico dominio transmembranal y una regién tallo de longitud de 20 a 200
aminoacidos seguida de un gran dominio catalitico C-terminal (Harduin-Lepers, 2001).
De manera, general todas estas enzimas eucaridticas poseen cuatro regiones
péptidicas altamente conservadas en sus dominios cataliticos, llamados sialilmotivos
L (por long), S (short), 3 y VS (very short). En humanos veinte sialiltransferasas
catalizan la transferencia de residuos de Neu5Ac a partir del sustrato donador CMP-
NeuS5Ac (CMP-Sia) a glicoproteinas o glicolipidos aceptores a través de enlaces
glicosidicos de tipo a2,3 (familia ST3), a2,6 (familia ST6) o a2,8 (familia ST8) (Harduin-
Lepers, 2005). La expresion de algunas sialiltransferasas es regulada durante
diferentes estadios del linfocito T CD4+, lo que conlleva al establecimiento de
diferentes perfiles de glicosilacion que favorecen funciones especificas. Sin embargo,
el papel en las diferentes etapas de los linfocitos T no ha sido descrito para todas las
sialiltransferasas (Bi, 2009).

Se ha observado que durante la activacion del linfocito T CD4+ disminuye la expresion
de los genes que codifican para las enzimas sialiltransferasas ST3Gal | y ST6Gal |,
responsables de catalizar la union terminal de acido sialico (Sia) en enlaces del tipo
a2,3 y 02,6, respectivamente (Toscano et al., 2007; Bi y Baum, 2009). La
desregulacion en la expresiéon de las ST3Gal | y ST6Gal | promueve el
establecimiento del denominado “asialofenotipo” del linfocito T CD4+ activado
caracterizado por la reduccion en la presencia de Siaa2,3 y Siaa2,6. Los linfocitos T
CDA4+ naive, denominados asi debido a que aun no han participado en un evento de
presentacion antigénica (Dubey et al. 1996), que se activan pueden exhibir patrones

heterogéneos de expresion de citocinas que definen los distintos subtipos celulares a
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los que da origen su diferenciacién (Wilson, et al., 2009), y que incluyen: Th1, Th2 y
Th17. Los linfocitos Th2 presentan un aumento en la expresion de glicoconjugados
sialilados del tipo Siaa2,6 y Siaa2,6 con respecto a los linfocitos Th1, esto es debido
a un aumento de la expresion de la ST6Gal | (Toscano, et al., 2007; Bi y Baum, 2009)
y ST3Gal | (Grabie et al., 2002), mientras que el glicofenotipo del linfocito Th1 se
acompana de una inhibicién de la expresion de dichas enzimas, lo que se refleja como
la reduccion en la exposicidon NeuAc terminal del tipo 02,3 y 02,6 (Daniels et al., 2002).
La diferencia en los patrones de glicosilacion de los linfocitos Th1 y Th2 es
determinante en la regulacion homeostatica de estas células (Toscano et al., 2007).
La ausencia de glicanos sialilados del tipo NeuAca2,6Gal, debida a la baja expresion
de la enzima ST6Gal |, predispone a los linfocitos Th1 a la inducciéon de muerte por
apoptosis causada por la uniéon de galectina-1, una lectina endégena que se une a
secuencias expuestas B-lactosaminas con actividad inmunoreguladora (Toscano et
al., 2007). Las galectinas se une a glicoproteinas como CD7, CD45 y CD43 en
linfocitos T. La unién a la CD7 se requiere de manera general para la induccion de
muerte por apoptosis de linfocitos T causada por galectina-1 (Hernandez et al., 2006).
En la polarizacion hacia el subtipo Th2 se incrementa la expresion de la ST6Gal |, por
lo que los ligandos de galectina-1 quedan enmascarados por NeuAca2,6, de manera
que no puede reconocerlos e inducir muerte por apoptosis, generando un balance
dirigido hacia la respuesta Th2 (Toscano et al., 2007). Se sabe que la via de
sefnalizacion de galectina-1 puede ser a través de CD45, molécula que puede ser
regulada por su abundancia relativa y el tipo de O-glicanos que genera la diferentes

isoformas. El balance entre la sialilacion NeuAca2,3 y NeuAca2,6 en N-glicanos
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determina la susceptibilidad a la uniéon de galectina-1 a linfocitos T durante la

activacién (Earl et al., 2010).

Antecedentes.

En estudios previos validamos el asialofenotipo en linfocitos T CD4+ naives aislados
de sangre periférica de humano y activados a través de la estimulacion con
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, mediante el uso de las lectinas Maackia amurensis
Il (MAL II), Sambucus nigra (SNA) y Peanut agglutinin (PNA) que reconocen acido
sialico en enlace 02,3, acido sialico en enlace a2,6 y el Core-1 de los O- Glicanos
GalpB1,3GalNAc respectivamente (Villanueva et al.,, 2015). Observamos mediante
citometria de flujo que tras 24, 48 y 72 h post-activacion (h.p.a.) la reduccion de la
uniéon de las lectinas MAL Il y SNA, mientras que la union de la lectina PNA se
incrementa en linfocitos T CD4+ naives activados (Figura 5A). Dichos resultados
demostraron que hay una reduccion de acido sialico unido en enlaces 02,3 y 02,6
durante la activacion, como habia sido reportado (Daniels, 2002). Esto resulté
importante debido a que validé nuestro modelo de estudio en el laboratorio, ademas
de que fue novedoso, pues se describe por primera vez la cinética de los cambios en
el perfil de sialilacion del linfocito T CD4+ naive humano.

Si bien, estos datos (Figura 5) corroboran en adicién a lo previamente reportado
(Toscano et al., 2007), la presencia de cambios en la glicosilacion asociados

principalmente a la sialilacion en el linfocito T CD4+, adicionalmente se ha demostrado
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Figura 5. La activacion del linfocito T CD4+ naive humano promueve una
reduccion de la presencia de acido sialico en enlaces 02,3 y a2,6, debida a una
reduccion en la expresiéon de las ST3GALI 'y ST6GALI (A) Analisis por citometria
de flujo de la union de las lectinas biotiniladas MAA II, SNA y PNA a linfocitos T CD4+
naive en condiciones de reposo y activados con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 por
24, 48 y 72 h. (B) Determinacién de la expresion de los genes de las ST3GALI y
ST6GALI mediante PCR tiempo real. Los valores de la grafica muestran la
comparacion relativa de la expresion de linfocitos T CD4+ activados en tres tiempos
respecto a linfocitos T CD4+ en reposo, el valor fue calculado por el método 2-2ACt
normalizado con respecto a la expresion del gen interno eEF1a. (A) y (B) muestran la
media y su error estandar de cinco experimentos independientes. *P <0.05, **P <0.01.
Figura tomada de Villanueva et al., 2015.

mediante ensayos metabdlicos de incorporacion utilizando manosamida azida
(ManNAz), un analogo marcado de la manosamina (ManNAc), un precursor del acido
sialico (Sia), que la incorporacién de SiaNAz (sintetizado de novo a partir de ManNAz)
en glicanos de superficie durante la activacién en linfocitos T CD4+ naive humanos
incrementa a las 24, 48 y 72 h.p.a., en comparacién con la incorporacién de SiaNAz

en linfocitos T CD4+ naive humanos sin activar (Figura 6) (Villanueva et al., 2015).

Este resultado evidencié que tras la activacion hay un incremento en la sialilacion
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global, a pesar del decremento en la unién de las lectinas MALIl y SNA que unen

Sia2,3 y Sia2,6, respectivamente.
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Figura 6. La activacion del linfocito T CD4+ naive humano promueve el
incremento en superficie de acido sialico sintetizado de novo. Determinacion
mediante citometria de flujo de la incorporacién de acido sialico sintetizado de novo a
partir del analogo ManNAz a glicoconjugados de superficie. La grafica izquierda
muestra el porcentaje de células que incorpora el andlogo y forma acido sialico
(SiaNAz) y la grafica de la derecha muestra la media de fluorescencia geométrica de
la incorporacion en superficie. Las graficas muestran la media y su error estandar de
cinco experimentos independientes. *P <0.05, **P <0.01. Figura tomada de Villanueva
et al., 2015.

Planteamiento del problema

La sialilaciéon de las glicoproteinas y glicolipidos de superficie es un mecanismo
fundamental para las diferentes funciones de las células humanas y es
particularmente dinamico durante la activacion de los linfocitos T CD4+. Sin embargo,
a la fecha solo se habian descrito los cambios en la sialilacién asociados a la expresion
de silailtransferasas ST3 y ST6. Con base en estos antecedentes y conciliando
nuestras observaciones, sugerimos que la hipersialilacion global demostrada por el

aumento en SiaNAz de novo es a expensas de la transferencia del otro tipo de enlace
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del acido sialico no reconocido por las lectinas SNA o MAL Il, es decir, el enlace 02,8
el cual puede encontrarse en gangliésidos, asi como en glicoproteinas. Dicho tipo de
enlace ha sido poco estudiado en el linfocito T CD4+. Comprender la dinamica y
funcion del Sia2,8 durante la activacion de estas células ampliara el conocimiento
sobre el papel de la glicosilacion en la activacién, asi como contribuira al conocimiento

de la fisiologia de la inmunidad mediada por los linfocitos T.

Hipoétesis.
El aumento en la expresion de a2,8 sialiltransferasas durante la activacion del linfocito
T CD4+ naive humano, causa un aumento en la presencia de glicolipidos vy

glicoproteinas que contienen Siaa2,8.

Objetivo General
Identificar si glicoconjugados con Sian2,8 incrementan su expresion durante la
activacion del linfocito T CD4+ naive humano.

Objetivos Particulares

e Evaluar la expresion de a2,8 sialiltransferasas expresadas en el linfocito T CD4+
naive humano en condiciones de reposo y activacion.

e Determinar la expresion de glicoconjugados Siaa2,8 de tipo glicolipidos y su papel
en la activacion.

e Determinar la expresién de glicoconjugados Siaa2,8 de tipo glicoproteinas y su

papel en la activacion.
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Estrategia Metodolégica

Activacién de Cuantificacién de

linfocitos T.CD4+ genes codificantes

de ST8

naive humanos sialiltransferasas

Identificacion de
glicoconjugados Siaa2,8
de tipo glicolipido y
glicoproteina

Evaluacién de la funcién de las
ST8s responsables de la sintesis
de sialoglicoconjugados de tipo
Siaa2,8

Anticuerpos
anti-CD3 y PCR tiempo real
anti-CD28

Citometria
Western blot
Inmunofluorescencia

Silenciamientos
mediados por shRNA
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Capitulo Il

Materiales y Métodos

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica humana

La sangre periférica humana fue obtenida de paquetes leucocitarios (buffy coats) de
individuos adultos sanos. La sangre fue procesada mediante un gradiente de densidad
Histopaque (Sigma) a través del siguiente procedimiento. Se diluyo la sangre 1:1 con
solucion salina PBS 1x-EDTA (PBS1x: 2 mM EDTA a pH 7.4 y esterilizada).
Posteriormente, 3 ml de Histopaque fueron depositados en un tubo de poliestireno
esteril de 15 ml y sobre Hystopaque se anadieron 4 ml de la diluciéon sanguinea sin
romper la fase. Posteriormente, se centrifugd a 250 x g por 30 min a 22°C y sin freno.
Se recuperaron las células mononucleares que forman una fase de tipo “anillo blanco”
en el gradiente. Las células recuperadas se lavaron con solucion salina PBS 1x-EDTA
por 10 min. a 1500 rpm. Las células se lavaron dos veces mas centrifugando a 1500
rom por 10 min. Las pastillas celulares se resuspendieron en solucién de bloqueo (5%
albumina serica bovina de Equitech, 2mM EDTA, PBS 1x pH 7.2) y fueron tefiidas con
azul de tripano para contar por medio de un hemocitometro. Posterior a la obtencion

del numero total de células, se procedié a la purificacion de linfocitos T CD4+ naive.

Purificacion de linfocitos T CD4+ naive

Para la obtencién de linfocitos T CD4* naive a partir de las células mononucleares
aisladas por el gradiente de densidad usando Hystopaque, se utilizé el kit de
purificacion de células T CD4* naive humanas MACS (Miltenyi Biotec), que se basa

en la separacion de células por seleccion negativa en una columna magnética a través
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del siguiente protocolo en condiciones de esterilidad. Se centrifugaron las células a
250 g por 10 min a 8 °C. Posteriormente, se resuspendio la pastilla celular en 40 ul de
solucion de bloqueo por cada 107 células y se anadieron 10 ul de coctel de anticuerpos
biotinilados por cada 107 células, que incluye los siguientes:

Anticuerpos anti-:

- CD8: linfocitos que expresan el restringidos por el MHC |.

- CD14: antigeno de diferenciacion de monocitos.

- CD16: expresion en neutrdfilos, células NK y macréfagos.

- CD19: expresion especifica de linfocitos B.

- CD36: principal expresion en plaquetas, monocitos, y macréfagos maduros,
células endoteliales de la vasculatura.

- CD45RO0: linfocitos T de memoria, subpoblacién de linfocitos B, monocitos y
macrofagos.

- CD56: células NK, subpoblaciéon de T y B.

- CD123: monocitos, macrofagos, megacariocitos.

- TCR y/6: forma del TCR presente en el subgrupo de linfocitos T presentes en
su mayoria en tejidos epiteliales, actuando de barrera.

Glicoforina A: sialoglicoproteina de eritrocitos.

Después de la adicion de los anticuerpos, se procedié a incubar las células durante
10 min a 4°C y posteriormente se lavaron a 300 g por 10 min en solucién de bloqueo
y se desech¢ el sobrenadante. Se anadieron 30 pl de solucién de bloqueo por cada
107 células, adicionando 20 ul de microperlas magnéticas anti-biotina por cada 10’
células (Kamala 2008). Posterior a la incubacién durante 15 min, se lavaron las células

con 1 ml de solucién de bloqueo por cada 107 células y se centrifugaron a 250 g por
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10 min a 8 °C. Se retird el sobrenadante y se resuspendié en 500 pl de solucion de
bloqueo, se mantuvieron en hielo hasta su transferencia a la columna. En la columna,
las células etiquetadas con los anticuerpos son retenidas debido a la union de las
perlas a la columna por magnetismo. Inmediatamente, se lavo la columna magnética
mediante la transferencia de 500 ul solucién de bloqueo fria y enseguida se hizo pasar
la suspensidén celular y se recuperd el eluyente que representa la fraccion
correspondiente a linfocitos T CD4*CD45RA" (linfocitos T CD4* naive) en un tubo
esteril de 15 ml. Se determind la eficiencia de la purificacion de linfocitos T CD4* naive
(fraccidn negativa) a través de citometria de flujo, incubando con solucién de bloqueo
2% suero por 20 min en hielo, seguido de dos lavados con PBS1X. Posteriormente,
se incubaron las células con anticuerpos anti-CD4 humano 1:100 (OKT4 ebioscience)
y anti-CD45RA humano 1:1000 (HI100 ebioscience). Las células se lavaron en dos
ocasiones con PBS 1x y se fijaron en paraformaldehido 4% durante 20 minutos en
hielo para luego lavarse nuevamente con PBS 1x y adquirirse en el citometro para

acceder al porcentaje de pureza.

Activacion de linfocitos T CD4+ naive

Los linfocitos T CD4+ naive humanos purificados fueron incubados en presencia del
estimulo de activacion. Para ello, se adhirieron anticuerpos anti-CD3 (OKT3
eBioscience) a una concentracion de 5 pg/ml en una placa de cultivo por incubacién
de 2 hrs en PBS 1X a 37°C. Posteriormente se lavo la placa de cultivo dos veces con
PBS 1X y posteriormente se cultivaron las células a una concentracion de 1 millén/ml
en medio Advanced RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 2% suero fetal bovino

(Gibco) y 2 mM glutamina (Gibco). Se afadieron anticuerpos anti-CD28 (CD28.6
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eBioscience) a una concentracion de 1 pg/ml para complementar el estimulo de
activacion. Las células se mantuvieron en cultivo por 24 hrs, 48 hrs y 72 hrs. Las
células fueron cosechadas y procesadas para los diferentes tipos de analisis en los
diferentes tiempos. Para confirmar y determinar la activacion de los linfocitos T CD4*
naives, estos fueron tefiidos con anticuerpos dirigidos contra el marcador de activacion
temprana CD69 acoplado a ficoeritrina (PE) (FN50 eBiescience). Las células se
incubaron con solucién de bloqueo (PBS 1X, 2% suero humano) por 20 min en hielo.
A continuacioén, los linfocitos T CD4* activados y no activados (control) se incubaron
20 min en hielo con anticuerpos anti-CD69-PE 1:10. Las células fueron lavadas con

PBS 1X dos veces y posteriormente se fijaron con paraformaldehido 1%.

Citometria de flujo

Para la expresion de gangliésidos disialilados en linfocitos T CD4* naive activados (24
h, 48 hy 72 h) y en condiciones de reposo, se distribuyeron linfocitos en una placa de
96 pozos de fondo redondo para su tincién con anticuerpos anti-gangliésidos. Las
células fueron fijadas con paraformaldehido 4 % para luego proceder al analisis de las
poblaciones celulares a través de la clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS por sus siglas en inglés). El andlisis en superficie de la expresion
de los gangliésidos GD3 y GD2, asi como la presencia de PSA, se realiz6 a través de
la incubacién de los anticuerpos; raton IgG3 anti-GD3 humano clona R24 (5 ug/ml;
Abcam), raton IgG2a anti-GD2 humano clona 14G2a (2.5 pg/ml; Santa Cruz Biotech)
y ratén IgM anti-PSA clona 12E3 (5 ug/ml; eBioscience). Posterior a la incubacion en
buffer de bloqueo (0.5 % BSA, 2 % SFB and 1x PBS) durante 1 h a4 °C y de el lavado

con PBS 1x, se incubaron los anticuerpos secundarios anti-raton IgG3 acoplado a
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FITC, anti-raton IgG2a acoplado a ficoeritrina o Alexa Fluor 647 (0.1 ug/ml; Abcam o
Molecular Probes), anti-ratén IgM acoplado a PE (0.3 ug/ml; eBioscience)

Por otro lado, la presencia intracelular de la GM2/GD2 sintasa, Zap-70 y de las
ST8Siall y ST8SialV fue determinada previa permeabilizacion mediante el uso del kit
Citofix/Citoperm (BDbiosciences), siguiendo el protocolo establecido por el proveedor
0 a través de la permeabilizacion por incubacion durante 30 minutos con metanol al
90 %. Los linfocitos T CD4+ permeabilizados fueron incubados durante 1 h con los
anticuerpos conejo IgG anti-GM2/GD2 sintasa humana (1 ug/ml; Santa Cruz
Biotechnology), conejo IgG anti-fosfo Zap-70 humana (Tyr319)/Syk(Tyr352) (1:400;
Cell Signalling), conejo IgG anti-ST8Siall (Santa Cruz Biotechnology) y conejo IgG
anti-ST8SialV (Santa Cruz Biotechnology). Posteriormente se lavaron los linfocitos y
se incubaron con los anticuerpos secundarios anti-conejo IgG Alexa Fluor 488 o 647
(0.25 ug/ml; Molecular Probes). El analisis por citometria de flujo se realizé usando los
citometros de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson) o FACS Canto Il (Becton
Dickinson). Las muestras fueron adquiridas para su analisis con el software CellQuest
(BD Biosciences) o FACSDiva (BD Biosciences). Para la obtencién de todos los datos,
se adquirieron al menos diez mil eventos. Posteriormente, los datos fueron analizados
utilizando el software comercial de analisis de citometria de flujo FlowJo (Flowjo LLC).
La intensidad media de fluorescencia de las células activadas fue normalizada a la
intensidad media de fluorescencia de células control del mismo tiempo de cultivo. Esto
generd6 como resultado la fluorescencia media relativa que esta expresada en

porcentaje para algunos analisis.
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ELISA (ensayo de competencia)

Para la realizacién del ELISA (en sandwich), se incubé el anticuerpo anti-GD2 clona
14G2a (Santa Cruz Biotechnology) diluido en PBS 1x a diferentes concentraciones en
una placa de 96 pozos (ELISA) durante 12 h a 4 °C. Posteriormente se lavé la placa
tres veces con buffer de lavado (PBS 1x Tween 20 0.05 %). Se bloqueé la placa con
buffer de bloqueo (PBS 1x, caseina 1 %) durante 4 h a 37 °C. Posterior al bloqueo con
caseina, se anadieron 5 pug/ml de gangliésido GD3 (Santa Cruz Biotechnology) o
gangliésido GD2 (derivado de cerebro humano Calbiotech) y se incubd la placa
durante 2 h a temperatura ambiente. La placa se lavo e incubd el anti-GD2 clona
14G2a por 2 h a T.A. seguido de tres lavados con buffer de lavado. Para revelar se
incubo el anticuerpo conejo anti-ratén IgG acoplado a la peroxidasa de rabano durante
30 minutos, se lavd tres veces y tras la adicidn del sustrato se determiné la

absorbancia a 492 nm.

Microscopia confocal

Linfocitos T CD4+ naive humanos de las diferentes condiciones experimentales fueron
tefidos para evaluar la presencia y localizacion de los glicoconjugados GD3, GD2,
PSA y del TCR. 1x10°% celulas/ml o 2x10* celulas/ml (para los experimentos de
silenciamiento de los resultados Parte 1) fueron adheridos en placas con cubreobjetos
de 12 mm preparados con poli-L-lisina (Sigma Aldrich) o placas de 8 pozos Labtek®
(Thermo) mediante incubacion a 37°C y 5% CO: toda la noche. Posterior al lavado
con PBS 1x, fijado con PFA 4% y bloqueo (0.5 % BSA, 2% SFB en PBS 1x) se

procedié a la tincion con los anticuerpos anti-GD3 clona R24 y anti-GD2 clona 14G2a.
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El procedimiento se describe a detalle en Villanueva et al. (2016). Los anticuerpos
raton anti-TCR a/p humano acoplado a Alexa Fluor 647 (5 ug/ml; Biolegend) y ratén
IgM anti-PSA clona 12E3 (5 pg/ml, eBioscience) utilizados en las Parte | y i
respectivamente de este trabajo fueron incubados 1 h en hielo, seguido de la
incubacion por otra hora con el anti-lgM acoplado a PE para el caso del anti-PSA. Las
células lavadas con PBS 1x fueron incubadas con el colorante Hoechst 33342 (0.1
Mg/ml; Sigma) para visualizar el ADN y montadas con solucion de montaje (1:1,
Glycerol:PBS) sobre portaobjetos. Los linfocitos T CD4+ en reposo y activados, asi
como silenciados, fueron analizados con el microscopio confocal Olympus FV1000
Laser Confocal Microscope (Olympus, Miami, FL) con un objetivo de inmersion en
aceite 60X S/1.3 y un zoom digital 2X. Para el caso del analisis de gangliésidos, cortes
opticos fueron obtenidos en el plano Z con un grosor de 0.48-2.0 um. Las imagenes
adquiridas en el analisis de la parte Il fueron tomadas con un solo corte, ajustando el
pin hole cercano a cero. El analisis de imagenes y de colocalizacién fue realizado con
el software libre Imaged 1.492 (NIH) y el comercial Adobe Photoshop 7.0 (Adobe
Systems Inc.). Cada colocalizacién fue realizada en triplicado, usando cinco células
seleccionadas aleatoriamente en cada tiempo de activacion en cada experimento. Se
adquirieron dos campos de cada condicidon por experimento. La colocalizacion fue
realizada usando la herramienta de analisis de colocalizacion y de correlacion de
ImagedJ que calcula el coeficiente de Pearson. La cuantificacion de la senal se calculd

usando un umbral de 0.02-1.5 um?.
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SDS-PAGE y Western blot

Linfocitos T CD4+ en reposo y activados de los diferente experimentos fueron
colectados y se realizé la extraccidon de proteinas a través de la solubilizacién en buffer
de lisis, que contiene 25 mM Tris-HCL, pH 7.4, 2 mM EDTA, 0.5 % Triton X-100 (Bio-
Rad), coctel inhibidor de proteinas libre de EDTA (Roche). Los linfocitos T CD4+
fueron incubados en hielo durante 30 minutos y el lisado fue centrifugado a 18, 000 x
g por 10 min. La cantidad total de proteina en el sobrenadante fue determinada
mediante el metodo Bradford usando el kit de ensayo proteico BioRad. Para el SDS-
PAGE, 30-100 ug de proteinas de cada lisado total fueron resultas en un gel 7.5 %
SDS-poliacrilamida. El gel fue electrotransferido mediante el metodo humedo a una
membrana PVDF (Millipore). Las membranas fueron bloqueadas a T.A. con 5 % leche
no grasa, 1x TBS, 0.2 % Tween 20 durante 1 h en agitacion suave. Las membranas
fueron incubadas con el anticuerpo raton IgM anti-PSA clona 12E3 (1:10,000;
eBioscience), raton IgG anti-Erk1/2 clona C-9 (1:5000, Santa Cruz Biotechnology),
raton IgG anti-tubulina (1:5000; eBioscience), conejo IgG anti-ST8Siall (1:1000 H136
Santa Cruz Biotechnology) o conejo IgG anti-ST8SialV (1:1000; H-70 Santa Cruz
biotechnology) a 4 °C en agitacién suave durante toda la noche. Los Western blots
fueron lavados y posteriormente incubados con el anticuerpo secundario
correspondiente a una dilucién 1:10, 000, los cuales fueron el cabra IgG anti-ratén IgM
conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) (Bethyl Laboratories), cabra anti-raton
IgG conjugado a HRP (Santa Cruz Biotechnology) o ratén IgG anti-conejo acoplado a
HRP (Santa Cruz Biotechnology). Las membranas fueron reveladas usando el kit ECL

(General electric).
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Digestion con endoneuraminidasa N

Lisados totales de linfocitos T CD4+ activados fueron incubados con 2.5 ug/ml de
endoneuraminidasa N (EndoN, Escherichia coli K1 bacteriophage neuraminidase;
ABC scientific) durante 12 h a 37 °C (Galuska et al. 2006; Roth et al. 1987). Para
inactivar las digestiones, las muestras fueron incubadas durante 10 min en
termoblock. Las muestras fueron analizadas mediante SDS-PAGE y Western blot
usando el anticuerpo anti-PSA 12E3 para evaluar la perdida de PSA, como se

describié previamente.

Extraccién de ARN y PCR Tiempo Real.

Los linfocitos T CD4* (1x108 células) activados por 24 h, 48 h, 72 h y sus respectivos
controles fueron procesados para su extraccion de ARN total de la siguiente manera:
Se recupero el medio con linfocitos de las placas y se colocd en un tubo de 1.5 ml. Se
retird el medio de cultivo por centrifugacion a 1500 rpm por 5 min. a 4°C. Las pastillas
celulares fueron resuspendidas en 1 ml de Trizol (Invitrogen) y homogenizadas en
vortéx por 20 segundos y se incubd el homogenizado a temperatura ambiente por 5
min. Se afadieron 200 ul de cloroformo y se agité a mano por 15 segundos y
posteriormente se centrifugd 15 min a 13,500 rpm a una temperatura de 4°C. Una vez
centrifugado, se recupero la interfase acuosa y se mezclé con 500 pl de isopropanol.
Los tubos fueron invertidos tres veces para luego incubarse 10 min a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo, se centrifugd a 13,500 rpm por 10 min. Se decanté
el isopropanol e inmediatamente se afiadié 1ml de etanol 75% frio y se centrifugd

nuevamente a 13,500 rpm por 10 min. Se vacio el contenido, se seco la pastilla de
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ARN retirando la mayor cantidad de etanol posible. Después de secar la pastilla, se
resuspendio el ARN en 20 ul de agua libre de RNasas/DNasas. Se determiné la
absorbancia de las muestras de ARN a 260 nm por espectrofotometria (Biomate
Thermo Scientific) y se realizé el célculo de la concentracion de ARN. Las muestras
de ARN fueron tratadas con DNasa 1(Fermentas) como indica el proveedor. Se
sintetiz6 ADN complementario (ADNc) a partir de 1 ug de ARN tratado con DNasa 1
para cada condicion, siguiendo el protocolo del proveedor del kit de la enzima
transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen). Se utilizé6 1ul de ADNc a una dilucién 1:10
para realizar la amplificaciéon de los genes de interés mediante PCR tiempo real. Se
utilizé el kit Maxima SYBR Green/Rox qPCR Master mix (2X) siguiendo el protocolo
de dos pasos del proveedor (Thermo Fisher Scientific). Pre-tratamiento UDG a 50°C
por 2 min durante un ciclo, desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 min. por un ciclo,
seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos y alineamiento-
extension a 55°C o 60°C (dependiendo la Tm de los oligos) por 60 segundos. Los
oligonucléotidos utilizados fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion de la UNAM y corresponden a las secuencias enlistadas en la tabla 1.
Para determinar la expresion de los genes B4GALNT1, NRP-2, IL-2 y eEF1a mediante
PCR punto final, se utilizé 1 ul de ADNc en una reaccion de polimerizacion catalizada
por la Taq Polimerasa de acuerdo con las especificaciones del proveedor (Fermentas).
Todos los oligonucledtidos tienen una Tm de 55 °C, excepto B4GALNT1 que amplifica
a 60 °C.

La reaccion de PCR tiempo real se realizé en el termociclador ABI 5700 (Applied

Biosystems) y se adquirieron los datos en el sistema de deteccion GeneAmp 5700
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Sequence Detection System para los analisis de expresion de la Parte | y el
StepOnePlus Real Time PCR (Applied Biosystems) para la expresion de los genes
analizados en la Parte Il. La expresion de los genes fue normalizada a la expresion
del gen control interno (eEF1a). Los oligonucléotidos utilizados para PCR tiempo real
tenian como minimo un 85 % de eficiencia. La eficiencia de los oligonucléotidos
utilizados para PCR tiempo real fue determinada mediante la formula E=e'"0-m-1,
donde m representa la pendiente de la curva estandar graficada a partir de diferentes
diluciones de los oligonucléotidos. Los calculos se realizaron utilizando el método de
cuantificacion relativa por comparacién (método comparativo del Ct) de como sigue:
Se calcul6 el ACt que normaliza la expresion del gen de interés relativa a la expresion
de su control interno para un tiempo dado,

ACtcontrol (0n)= Ct gen x(0n)-Ctgen x(on) determina la expresién del gen de interés a las Ohrs.
ACtactivacion(24h)= Ct gen x(24h.p.a.)-Ct gen x(24n ctr) determina el cambio de expresion del gen
de interés a las 24 h.p.a., en comparacion con la expresion del mismo gen a las 24 h
en condiciones control.

ACtactivacionsh)= Ct gen x48h.p.a.-Ct gen x(48n ctr) determina el cambio de expresion del gen
de interés a las 48 h, en comparacion con la expresion del mismo gen a las 48 h en
condiciones control.

ACtactivacion(72h) = Ct gen X (72h.p.a.)-Ct gen x (72hrs ctrl) determina el cambio de expresion del gen
de interés a las 72 h con en comparacién a la expresion del mismo gen alas 72 h en
condiciones control.

Donde gen X= al gen de interés. Posteriormente se calculd la expresion relativa del
gen de interés a las 24, 48 y 72 h en comparacion con la expresiéon del gen alas 0 h.

AACt= ACtactivacion- ACtcontrol.
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Veces de cambio (Fold change): 2-44¢

Tabla 1. Oligonucléotidos utilizados para la PCR tiempo real y PCR punto final.

Gen Secuencia sentido Secuencia antisentido

ST3GAL1 5-CCTCTCGGTCATCTTCTCAATG-3’ 5-GTGGTGCCAGTTCCCTTTGC-3"
ST6GAL1 5-CCAGAAGAGATTCAGCCAAACC-3’ 5-CTTCTGGTAGTAGTAGCACACG-3°
ST8SIAI 5'-GAGCGTTCAGGAAACAAATGG-3’ 5-CCTGTGGGAAGAGAGAGTAAG-3’
ST8SIAI 5-CACAGCTTCGTCATCAGGTG-3" 5-GTGGCATTGACCAAGTCCTC-3"
ST8SIAlIl 5'-CCAGGAACTCCAAGAGAAACC-3’ 5-GCATCAGTTGTCCAATCCGAAC-3’
ST8SIAIV 5-GACGCAACTCATCGGAGATG-3’ 5-CACTGACACATCTCGTTCTGC-3"
ST8SIAV 5-CCATGGTGAAGCAGTCAGAGCTG-3" 5-GGAGTGTTCTTCTGGGTGGTGAA-3’
ST8SIAVI 5-AGGATTCTGGTGGAGGAAAGC-3’ 5-GTCAGTTGGAGCGACTTCTC-3"

IL-2 5-ATGCACAAGCTCTGCCACTC-3’ 5-CTGTATCCCTGGACGCACT-3"

IL-2R 5-CTTTCACTTAAGACCCAGGGAC-3’ 5-CACATGAATGTTGTTTCAGATCCC-3’
IFN-y 5-GCAGAGCCAAATTGTCTCC-3’ 5-GGACATTCAAGTCAGTTACC-3’
NRP-2 5’- GCACGACTGCAAGTATGACT-3’ 5- TCTCTAGTGGCTCTTGGTGG-3"
B4GALNT1 5-CAACACAGCAGACACAGTCC-3° 5-GTGGCAATCGTGACTAGAGC-3’
eEF1a SQ 5-GCCAGAACAGGTGTCGTGAA-3’ 5-AGTGGTGGACTTGCCCGAAT-3"
eEF1a RT 5-GGCATCGACAAAAGAACCAT-3" 5-CCATTCCAACCAGAAATTGG-3’

Transducciones lentivirales

Para los experimentos de la seccion de resultados Parte |, 20,000 linfocitos T CD4+

humanos de cada condicion fueron incubados 12 h en medio suplementado sin o con

polybrene (4 ug/ml, Sigma), un polication que mejora la transduccién lentiviral de las

43



siguientes construcciones comerciales: Particulas lentivirales Control mock shRNA,
CopGFP shRNA y GM2/GD2 sintasa shRNA (Santa Cruz Biotechnology). Para los
experimentos de la seccion Parte Il 80, 000 linfocitos T CD4+ naive humanos fueron
incubados con las particulas lentivirales Control mock shRNA, ST8Siall shRNA y
ST8SialV shRNA (Santa Cruz Biotechnology). La multiplicidad de infeccién utilizada
en todas las condiciones fué de 2.5. Después de 12 h de incubacién a 37 Cy 5 %
COo, los linfocitos fueron lavados y arrestados en medio de cultivo completo durante
24 h. Linfocitos control no transducidos y linfocitos en las diferentes condiciones de
silenciamiento fueron activados en presencia de anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 por
72 h o durante 6 y 12 h para el analisis de expresion de fosfo Zap-70. Se coelctaron
los linfocitos T CD4+ activados silenciados de cada condicién y se procedi6 a evaluar
la expresion de genes, proliferacion, y presencia de proteinas segun el caso descrito

en cada seccion de resultados.

Analisis estadistico

Todos los resultados fueron sometidos a la prueba de normalidad de Kolmogorov
Smirnov. Con base en la clasificacion de las muestras, la significancia estadistica se
calculdé con las pruebas que se ajustaban a cada caso. Las pruebas realizadas en el
software comercial Prisma (GraphPad) fueron la prueba de t pareada, prueba de
Wilcoxon, prueba de Friedman y ANOVA de dos vias con prueba post-hoc LSD.

Valores de P menores a 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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Capitulo Il

Resultados

Basados en la hipétesis planteada, donde proponemos que el incremento de acido
sidlico en forma de SiaNAz observado durante la activacion del linfocito T CD4+ naive
humano es en parte a expensas de un incremento en la sialilacién de tipo a2,8 que no
se ha descrito previamente en el linfocito, se procedioé a evaluar la expresion de los
genes que codifican para las seis 02,8 sialiltransferasas conocidas en el humano
(Figura 7). Se observo, mediante PCR tiempo real, que los linfocitos T CD4+ humanos
de las 72 horas post-activacion (h.p.a.) en presencia de anticuerpos anti-CD3/anti-
CD28 muestran un incremento en la expresion de los genes ST8SIAI, ST8SIAIl y
ST8SIAIV. Si bien las tres enzimas sialiltransferasas codificadas por estos genes se
encargan de la union de dos acidos sialicos mediante un enlace de tipo a2,8, tanto el
sustrato como el grado de polimerizacion en que pueden extender estos acidos
sialicos es diferente. Por un lado, la ST8Sia | (GD3 sintasa) es encargada de sialilacién
a2,8 en glicoesfingolipidos sialilados, también llamados gangliésidos, mientras que
las sialiltrasferasas ST8Sia Il y ST8Sia IV adicionan mas de un acido sialico en enlace
a2,8 a glicoproteinas, generando polimeros de acido sialico conocidos como acido
polisidlico (PSA). Estas observaciones sugieren que la adicién de acido sialico de tipo
o2,8 durante la activacion del linfocito T CD4+ humano podria ocurrir tanto en

gangliésidos como en glicoproteinas.
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Figura 7. Expresién relativa de los genes que codifican para las
sialiltransferasas ST8Sia durante la activacion del linfocito T CD4+ naive
humano. Analisis por PCR tiempo real para determinar la expresion relativa de los
genes que codifican para las sialiltransferasas ST8SIA [, II, Ill, IV, V'y VI en linfocitos
T CD4+ a las 72 horas post-activacion (h.p.a.) en presencia de anticuerpos anti-
CD3/anti-CD28. La grafica muestra las veces de cambio en la expresion de los genes
de las seis ST8s en linfocitos T CD4+ activados con la expresion en células en reposo.
El valor mostrado para cada gen de ST8 representa el nivel de cambio obtenido
normalizando la expresion de los genes de interés en condiciones reposo y activadas,
con el gen control interno eEF1a por el método 2-22Ct, Posteriormente se comparo la
expresion del gen de cada ST8 en la activacion con la de reposo. Nivel de significancia
evaluado con la prueba t de student aplicando el analisis restringido > 1. 5 veces de
cambio de acuerdo con Dozmorov et al., 2010 y *P < 0.05. La figura representa la
media de tres experimentos independientes. Las barras de error corresponden a la
desviacién estandar.

Con el objetivo de describir y entender mejor la posible expresion de los gangliésidos
y glicoproteinas susceptibles a sialilaciéon a2,8 por estas enzimas, se dividiran los
resultados en dos partes. La Parte |, que describe los hallazgos asociados a silailacion
a2,8 en gangliosidos y la Parte |l de resultados que describe la posible polisialilacion

de proteinas en el linfocito T CD4+ humano.
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Resultados Parte I. Sialilaciéon a2,8 asociada a gangliésidos durante
la activacion del linfocito T CD4+ naive humano.

Durante la activacion de linfocitos T totales, se ha observado un incremento en la
expresion del gen ST8SIAI que codifica para la sialilatransferasa ST8Sia | y un
incremento del gangliésido GD3 (disialilado a2,8) sintetizado por esta enzima. Sin
embargo, no se ha detallado la funcion de este gangliésido durante la activaciéon
(Yamashiro et al., 1995). La expresién de otros gangliésidos se ha analizado a detalle
en modelos murinos, donde se ha observado que la ausencia de los gangliésidos
GM3, GM1a y GD1a resulta en una reduccién en la proliferacién de linfocitos T CD4+
murinos generada por activacion en presencia de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28
(Nagafuku et al.,, 2012). Debido a estas observaciones se podria sugerir que la
hipersialilacion del linfocito T CD4+ naive activado, aunado al aumento en la expresion
de la ST8Sia I, podria conducir a la sobreexpresién de gangliésidos sialilados del tipo
a2,8 los cuales podrian tener roles importantes durante la activacion. En relacion con
esto y a la expresion del gen ST8SIAI en los linfocitos T CD4+ y su sobreexpresion
durante la activacion, consideramos importante identificar si dicha expresion esta
asociada con la presencia de ganglidsidos en estas células. Para ello procedimos al

estudio de los gangliésidos durante la activacion.

El gangliésido GD3 se sobreexpresa durante la activaciéon del linfocito T CD4+
naive humano
Como se menciono, la sialiltransferasa ST8Sia | participa en la sialilacion de tipo a2,8

durante la biosintésis de gangliésidos y es codificada por el gen ST8SIA/ (Figura 3).
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Debido a la sobreexpresion del gen ST8SIAl y en ausencia de expresion de la
ST8SIAV, que también participa en la sialilacion a2,8 de gangliésidos (Figura 7),
consideramos que la activacion celular podria inducir la sintesis de gangliésidos
sialilados 02,8 de la serie “b”. Para ubicar una ventana temporal para la sintesis de
gangliésidos de la serie b se realizé un analisis de la expresion mediante PCR tiempo
real del gen ST8SIAl a 3, 6, 12, 24, 48 y 72 h post-activacion. Para identificar si esta
sobreexpresion de ST8SIAI ocurre en tiempos tempranos y tardios de la activaciéon
del linfocito T CD4+, se compard la expresion de este gen en los seis tiempos de
activacion con la expresion en linfocitos T CD4+ del tiempo 0 h, que representa la
poblacion de linfocitos T CD4+ naives recién aislados. En el analisis se observé que
en todos los tiempos de activacion hay sobreexpresién significativa del gen ST8SIAI
desde las con respecto a células T CD4+ en reposo. También se observo que en los
tiempos 6, 12 y 48 h.p.a. ocurre la maxima expresion dentro de las 72 h.p.a. (Figura
8). Estos cambios en la expresion de ST8SI/AI se observan de forma dinamica lo que
sugiere que existe una fina regulacion en la expresion de la ST8SIAI que sustentaria
la sobreproduccion de gangliésidos requeridos durante la activacion.

Como se mencion6 previamente, la ST8Sia | es responsable de la sintesis del
gangliésido GD3, que es precursor de la serie “b” de los gangliésidos. Debido a que
se observo el incremento en la expresion de la ST8SIAI a diferentes tiempos, se
evaluod en linfocitos T CD4+ en reposo y activados mediante citometria de flujo, la
posible presencia del producto directo de la actividad de esta enzima, el gangliésido
GD3, utilizando el anticuerpo monoclonal anti-gangliésido GD3 humano clona R24

(Figura 9).
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Figura 8. Expresion relativa del gen que codifica para sialiltransferasa ST8Sia |
durante la activacion del linfocito T CD4+ naive humano. Analisis por PCR Tiempo
real para determinar la expresion relativa del gen ST8SIAI en linfocitos T CD4+
activados en presencia de anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 durante 0, 3, 6, 12, 24, 48
y 72 h. La grafica muestra el cambio en la expresion de la ST8SIAl en linfocitos T
CD4+ activados comparado con respecto a la expresion en células en reposo
expresado como veces de cambio (Fold change). El valor mostrado representa el nivel
de cambio obtenido normalizando de la expresion del gen ST8SIAI que codifica para
la sialiltransferasa ST8Sia | en condiciones reposo y activacién con respecto a la
expresion del gen control interno eEF1a por el método 2-22¢t, Se compard la expresion
del gen ST8SIAl en la activacion con la de reposo. Nivel de significancia evaluado con
la prueba de Wilcoxon aplicando el analisis restringido > 1. 5 veces de cambio donde
los tiempos 6 a 72 h.p.a. resultaron significantes y *P < 0.05 y ***P < 0.01. La figura
representa la media de tres experimentos independientes. Las barras de error
corresponden a la desviacién estandar.

Se observé que el gangliésido se encuentra presente en la superficie del 27 al 44 %
de células T CD4+ naive en reposo (Figura 9A), mientras que después de la
estimulacion en presencia de mAbs anti-CD3/anti-CD28, se incrementd
significativamente a 70 % de células T CD4+ positivas para el gangliéosido GD3 desde
las 24 h y hasta el 90 % a las 72 h, pasando por el 99 % a las 48 h (Figura 9B). De
igual forma la unién del anticuerpo anti-gangliésido GD3 a los linfocitos T CD4+

activados es significativamente mayor en comparacion con los linfocitos en reposo

(histogramas Figura 9A y 9C).
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Los glicoesfingolipidos participan en la formacion de los microdominios que ocurren
en la sinapsis durante la activacion de los linfocitos T CD4+ (Balamuth et al., 2004).
Los gangliosidos son glicoesfingolipidos caracterizados por su participacion en la
formacion de balsas lipidicas, tal es el caso del marcador de balsas lipidicas, el
gangliésido GM1 (Tani-Ichi, 2005, Gomes-Ferreira, 2018). Previamente, se identificd
que la formacién de microdominios lipidicos en linfocitos T CD4+ humanos activados
mediados por el gangliosido GM1 promueve el evento de polarizacion del TCR del
linfocito, causando una activacion eficiente (Janes et al., 2000).

Basados en este antecedente, se procedid a la identificacion de la localizaciéon del
gangliésido GD3 en las células T CD4+ en reposo y activadas y la posible co-
localizacion con el TCR con base en los antecedentes del GM1. Usando el anticuerpo
anti-gangliésido GD3 humano clona R24 y un anticuerpo anti-TCR humano, se evalué
la localizacién de ambas moléculas en linfocitos T CD4+ en reposo y activados tras la
adquisicién de imagenes con cincio células por campo, por experimento mediante el
uso de microscopia confocal (Olympus).

En la Figura 10 se observa que en células T CD4+ en reposo se encuentra el
gangliésido GD3 localizado homogéneamente en la superficie y se puede observar
una baja localizacion intracelular. Por otro lado, el TCR en linfocitos T CD4+ en reposo
se encuentra expresado y localizado en la membrana, pero no colocaliza con el
gangliésido GD3. Posterior a la activacion a 3, 24 y 72 h, los patrones de localizacién
del gangliésido GD3 y del TCR se modifican, de tal forma que se observa la formacién
de agregados, sin embargo, se determind que el gangliésido GD3 y el TCR no

colocalizan en estas estructuras.

50



===+ Reposo

Activacion = Activacion
1.0k T, A 1007
8007 80 !
6001 601 '
4007 407
2007 20
0 0 b -.l""<~--..-a‘--~-t.,,~m
10° 10" 10%  10° 10*
1.0K 7562 438 10K 4,35 996 100
8007 8007 ]
X 80
48 h C(;)) 6007 6007 g 60
LL. 4007 400 o 407
o~
2001 200 204
0 0 oy - 0
10° 10" 10?7 10 10* 10°
, r ere .
1.0K 1.0K77 64 924 100
8007 8007 804
6007 6007 60
72 h |
4007 400 v 401 i
2007 2007 20
f". WP R,
0 0 Ty . 03 o w
10° 10" 107 10° 10 10° 10" 102 10° 10
~ 120.0
° 250.0
é *k OReposo i *k OReposo
(:U) 100.0 ®Activacion 200.0 . * WActivacion
= ** ™
2 80.0 * a 1500
S 60.0 (02 .
poy .
a © 100.0
o w
5 400 s
o 50.0
S 200
©
° oo v 24 48 72
24 48 72
h.p.a. h.p.a.

Figura 9. Incremento en la presencia de gangliésidos GD3 presente durante la
activacion de linfocitos T CD4+ naive humanos. Analisis por citometria de flujo para
determinar la unién del anticuerpo anti-gangliésido GD3 clona R24 en condiciones de
reposo y activacion con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 durante 24,48y 72 h. (A) Las
graficas de puntos muestran el procentaje de células positivas para el gangliésido GD3
y los histogramas muestran la intensidad media de fluorescencia de la unién del
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anticuerpo a linfocitos en reposo y activados. (B) La grafica muestra el porcentaje de
células GD3 positivas a 24, 48 y 72 horas post-activacion (h.p.a.). Los datos mostrados
corresponden a la media de cinco experimentos independientes y su desviacién
estandar. **P < 0.01. (C) La grafica muestra la intensidad media de fluorescencia (IMF)
derivada de los histogramas obtenidos para la determinacién del gangliésido GD3 en
linfocitos T CD4+ en reposo y activados por 24, 48 y 72 h. Los datos corresponden a
la media y desviacion estandar de cinco experimentos independientes. *P < 0.05y **P
< 0.01. El analisis estadistico se realiz6 comparando la activacion con la condiciéon
reposo utilizando la prueba de t.

El gangliésido GD2 se neoexpresa durante la activacion del linfocito T CD4+
humano

Continuando con la hipétesis de la posible expresion de los gangliésidos de la serie
“b” debido a una sobreexpresion de la ST8SIAI, se procedié a evaluar la expresion de
otros gangliésidos, como el gangliésido GD2 que es sintetizado a partir del gangliésido
GD3 (Figura 3). La GM2/GD2 sintasa (gen p4GALNT1) es la enzima responsable de
la sintesis de los gangliésidos GM2, GD2 y GT2. Para sintetizar los gangliésidos GM2
y GD2, la sintasa utiliza como sustrato el gangliésido GD3, y une a través de una
reaccion de glicosilacion, una N-acetilgalactosamina a la galactosa que porta el enlace
a2,8Sia (Figura 3).

A pesar de que solo un carbohidrato diferencia al gangliésido GD2 del gangliésido
GD3, estos poseen diferentes funciones, asi como una expresion diferencial en las
células humanas (Ruan et al., 1999). El gangliésido GD3 usualmente se encuentra
altamente expresado en patologias como el melanoma, mientras que el gangliésido

GD2 se restringe principalmente a neuroblastomas (Yu et al., 2011).
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Figura 10. El gangliésido GD3 presente en linfocitos T CD4+ naive en reposo y
activados no colocaliza con el TCR. Analisis por microscopia confocal de la
localizacion del gangliésido GD3 y el receptor TCR en linfocitos T CD4+ en reposo y
activados en presencia de anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 por 3, 24 y 72 h. Los
linfocitos fueron incubados con el anticuerpo raton IgG3 anti-gangliésido GD3 humano
(clona R24) seguido del anticuerpo secundario anti-ratén 1gG3 acoplado a
Isotiocianato de Fluoresceina (FITC). Para identificar la presencia del TCR se utilizd
un anticuerpo anti-TCR humano acoplado al fluoréforo Alexa Fluor 647. Para visualizar
el gangliésido GD3 y el TCR se utilizdé un microscopio confocal laser Olympus FV1000
y las muestras fueron adquiridas usando el objetivo 60x S/1.3 de aceite y el zoom
digital 2x. La barra representa una escala de 5 ym Las imagenes son representativas
de tres experimentos independientes.

Primero se realizé un analisis de la expresion del gen que codifica para la GM2/GD2
sintasa, el gen f4GALNT1. Mediante PCR tiempo real se determiné la expresién del
PAGALNT1 alas a 3, 6, 12, 24, 48 y 72 h.p.a. en presencia de mAbs anti-CD3/anti-
CD28. Se observo que la p4GALNT1 estd sobreexpresada de manera significativa

durante la activacion, con respecto a las condiciones control, excepto a las 6 h.p.a.
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cuya expresion se reduce (Figura 11). Esta observacion refuerza la hipotesis de la

posible sobreproduccion del gangliésido GD2 en linfocitos T CD4+ activados.
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Figura 11. Expresion relativa del gen B4GALNT1 que codifica para GM2/GD2
sintasa durante la activacion del linfocito T CD4+ naive humano. Analisis por PCR
Tiempo real para determinar la expresion relativa del gen B4GALNT1 en linfocitos T
CDA4+ activados en presencia de anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 durante 0, 3, 6, 12,
24,48 y 72 horas post-activacion (h.p.a.). La grafica muestra el cambio en la expresién
de la p4GALNT1 en linfocitos T CD4+ activados comparado con respecto a la
expresion en células en reposo expresado como veces de cambio (Fold change). El
valor mostrado representa el nivel de cambio obtenido normalizando la expresion del
gen B4GALNT1 en condiciones de reposo y de activacion con respecto a la expresion
del gen control interno eEF1a por el método 222¢t, Se compard la expresion del gen
PAGALNT1 en la activacion con respecto a la de reposo. Nivel de significancia
evaluado con la prueba de Wilcoxon aplicando el analisis restringido > 1. 5 veces de
cambio donde los tiempos 3 a 72 h.p.a. excepto 6 h.p.a. resultaron significativos *P
<0.05y **P <0.01 en todos los tiempos de activacion respecto a la condicidén reposo.
La figura representa la media de tres experimentos independientes. Las barras de
error corresponden a la desviacion estandar.

Para evaluar la presencia del gangliésido GD2, linfocitos T CD4+ fueron tefiidos con
el anticuerpo anti-gangliésido GD2 clona 14G2a y analizados por citometria de flujo
en condiciones de reposo y activacién a las 24, 48 y 72 h en presencia de los mAbs

anti-CD3/anti-CD28. Inesperadamente, los linfocitos T CD4+ en reposo no expresan

el gangliésido GD2 (Figura 12). Sin embargo, después de la activacién se observo que
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el gangliésido se expresa en el 100 % de los linfocitos activados a 24, 48 y 72 h.p.a.

(Figuras 12A y 12B). A su vez, la intensidad media de fluorescencia (IMF), que

representa la cantidad de gangliésido reconocido por el anti-GD2, aumentd en los

linfocitos T CD4+ activados desde tiempos tempranos de activacién (Figura 12C). A

partir de este resultado propusimos que el gangliésido GD2 se neoexpresa durante la

activacion del linfocito T CD4+ en presencia de anti-CD3/anti-CD28, que representa

una activaciéon mediada a través de receptores de superficie.
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Figura 12. Analisis de la presencia del gangliésido GD2 durante la activacion del
linfocito T CD4+ naive humano. (A) La figura muestra las graficas de puntos
derivadas del analisis por citometria de flujo del gangliésido GD2 en linfocitos T CD4+
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naive humanos en reposo o incubados en presencia de anticuerpos anti-CD3/anti-
CD28 por 24, 48 y 72 h. Las células fueron tefhidas con anticuerpos raton IlgG2a anti-
gangliosido GD2 (clona 14G2a) seguida de la tincién con el anticuerpo secundario
anti-raton IgG2a acoplado a Alexa Fluor 647. (B) La grafica muestra el porcentaje de
células GD2 positivas a las 24, 48 y 72 horas post-activacion (h.p.a.). Los datos
mostrados corresponden a la media de cuatro experimentos independientes y su
desviacién estandar. ***P < 0.001. (C) La grafica muestra la intensidad media de
fluorescencia (IMF) derivada de los histogramas obtenidos para la determinacion del
gangliésido GD2 en linfocitos T CD4+ en reposo y activados por 24, 48 y 72 h. Los
datos corresponden a la media y desviacion estandar de cuatro experimentos
independientes. *P < 0.05 y **P < 0.01. El andlisis estadistico se realiz6 comparando
la activacion con la condicién reposo utilizando la prueba de .

Para determinar si la neoexpresion del gangliésido GD2 en linfocitos T CD4+ en
presencia de los mAbs anti-CD3/anti-CD28, que representa una activacion de la
sefalizacion via receptores en superficie, se podia reproducir utilizando estimulos
directos sobre proteinas intracelulares, se utilizé forbol 12-miristato 13-acetato (PMA)
y ionomicina (lono), activadores en conjunto de la proteina cinasa C (PKC) (Chatila
1989). Se incubaron linfocitos T CD4+ en ausencia o presencia de PMA/lono durante
24 h y se evalud la presencia del gangliésido GD2 mediante citometria de flujo,
utilizando el anticuerpo anti-gangliésido GD2 clona 14G2a (Figura 13). Se observo
que a las 24 h.p.a. los linfocitos activados son 100% positivos para el gangliosido GD2
mientras que los linfocitos en reposo no presentan gangliésido GD2 en la superficie,
como en el caso de la estimulacién via anti-CD3/anti-CD28. Con este resultado

pudimos observar que, independiente del estimulo de activacion, el linfocito T CD4+

naive humano es capaz de exponer en su superficie el gangliésido GD2.

Como se menciono, la expresion de los gangliésidos en la membrana, particularmente
el GM1, puede estar asociada a procesos de formacién de microdominios lipidicos y

conducir a la polarizacion del TCR durante la activacion (Janes et al., 2000; Jury et al.,
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2007). Para evaluar si la neoexpresion del gangliésido GD2 durante la activacion esta
asociada con algun evento de polarizacion, se tifieron células T CD4+ en reposo y
activadas con los anticuerpos anti-GD2 clona 14G2a y anti-TCR y se evalud la

localizacion de ambos marcadores mediante microscipia confocal (Figura 14).
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Figura 13. El gangliésido GD2 también se neoexpresa después de la
estimulacion con PMA/lono. Citometria de flujo a 12 h p.a. en linfocitos T CD4+ naive
en reposo o incubados en presencia de PMA/lono tenidos con el anticuerpo anti-
gangliésido GD2 humano clona 14G2a seguido de la tincién con el anticuerpo
secundario anti-raton lgG2a acoplado a Alexa Fluor 647. La figura muestra del lado
izquierdo las graficas de puntos con el porcentaje de células positivas para el
gangliésido GD2 en reposo y activacion. Los histogramas de la derecha muestran la
intensidad media de fluorescencia de la unién del anticuerpo a linfocitos en reposo y
activados. La figura es una imagen representativa de tres experimentos

independientes.

Como se observa en la figura 12, a excepcion de las 6 h.p.a., la presencia del
gangliésido GD2 en linfocitos T CD4+ activados esta asociada espacialmente a la
localizacion del TCR, es decir, el gangliésido GD2 y el TCR colocalizan durante la

polarizacion del TCR (Figura 14B). A las 3 h.p.a se observa que GD2 colocaliza en
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ciertas regiones con el TCR y presenta una localizacién homogénea en la membrana,
similar a la localizacion a este sin polarizarse. Adicionalmente, a las 6 h.p.a. se
observa que el TCR se polariza, pero no colocaliza con el gangliésido GD2. En
tiempos avanzados de la activacion (24, 48 y 72 h.p.a.) se observa que GD2 y TCR
colocalizan y se polarizan en la membrana lo que indica que el gangliésido GD2 podria

participar en la polarizacion de otras moléculas hacia el TCR de manera tardia.

Debido a que este trabajo describe por primera vez la expresion de GD2 durante la
activacién del linfocito T CD4+ y su colocalizaciéon con el TCR, resulta crucial
corroborar que el anticuerpo anti GD2 clona 14G2a se une de manera especifica a
GD2 expresado en el linfocito T CD4+ y no a otros gangliésidos como el GD3 o GD1b
que tambien forman parte de la serie “b” de los gangliésidos (Figura 3). Para ello, se
realizaron ensayos de competencia para el anticuerpo anti-GD2 clona 14G2a
utilizando un gangliésido GD2 purificado de cerebro humano (Calbiochem),
gangliésidos GD3 purificados de suero de leche bovina (Santa Cruz Biotech) y
gangliésido GD1b purificado de cerebro bovino (Enzo). Usando diferentes
concentraciones (2, 3, 4 y 5 ug) de gangliésidos GD3, GD2 y GD1b, se incubaron los
gangliésidos por separado con anticuerpos anti-GD2 14G2a y mediante citometria de
flujo se determind la unién del anticuerpo pre-incubado con cada gangliésido a los
linfocitos T CD4+ activados (Figura Anexa 1). Como se observa, la union del
anticuerpo anti-GD2 clona 14G2a a las células T CD4+ activadas solo se reduce de
manera dosis dependiente tras la incubacion previa con gangliésido GD2 purificado y

no con GD3 o GD1b (Figura Anexa 1).
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Figura 14. El gangliésido GD2 colocaliza con el TCR durante la activaciéon del
linfocito T CD4+ naive humano. Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal
de linfocitos T CD4+ naive en condiciones de reposo y activados en presencia de
anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 a 3, 6, 24, 48, y 72 h. Las células fueron tefidas con
el anticuerpo ratdén anti-gangliésido GD2 IgG2a clona 14G2a seguido del anticuerpo
secundario anti-ratén 1gG2a acoplado a Alexa Fluor 488 (fluorescencia simple en
escala de grises o en rojo con color falso asignado), con el anti-TCR humano acoplado
a Alexa Fluor 647 (verde) y la tincion de nucleos con el colorante 33342 para visualizar
el ADN (azul). La localizacion fue obtenida mediante la captura de diferentes campos
y cortes transversales de diferentes grosores utilizando el microscopio confocal de
laser Olympus FV1000 con un objetivo 60x S/1.3 de aceite y amplificando la imagen
con un zoom digital 2x. La imagen es representativa de tres experimentos
independientes. La barra representa una escala de 5 um. (B) Coeficiente de
correlacién de Pearson para la colocalizacién de el GD2 y el TCR. Las barras de error
indican la desviacion estandar de una n=3. **P <0,01 y ***P <0,001.

59



Asi mismo, el analisis de la unién del anti-GD2 a los gangliésidos GD3 y GD2 mediante
la técnica ELISA reveld la especificidad de este unicamente por el GD2 (Figura Anexa
2). Posteriormente, se analizé la presencia en linfocitos T CD4+ en reposo y activados
de los gangliésidos GD1b y GT1b. No se observaron cambios importantes en la

presencia de estos gangliésidos durante la activacion (datos no mostrados).

Silenciamiento de la f4GALNT1 en linfocitos T CD4+ naive humanos.

Con base en la expresion diferencial de gangliésidos observada previamente,
hipotetizamos que la activacién induce la sobreexpresion de la GM2/GD2 sintasa para
sintetizar el gangliésido GD2 a partir de GD3 y posiblemente otros gangliésidos como
GA2, GM2 y GT2 (Figura 3). La neoexpresion de GD2 y su colocalizacién sugiere que
podria tener un papel funcional importante durante la activacion. Realizar un ensayo
de la perdida de un solo gangliésido no es posible sin afectar la presencia de otros.
Para entender la funcion de estos gangliésidos, se evalué el efecto de la reduccion de
la expresion génica del gen B4GALNT1, que codifica para la GM2/GD2 sintasa,
durante la activacion de las células T CD4+ humanas. Mediante el uso de un sistema
lentiviral comercial se realizé el silenciamiento de la f4GALNT1 mediado por tres
diferentes shRNAs especificos (Santa Cruz Biotechnology). Los linfocitos T CD4+
naive fueron incubados 12 h con los vectores lentivirales (f4GALNT1 shRNA shrNA,
mock shRNA y CopGFP shRNA) con una multiplicidad de infeccion (MOI) de 2,5 y
posteriormente lavados con medio. Después de un proceso de recuperacion en medio
completo, los linfocitos T CD4+ silenciados se separaron en condiciones de reposo y

de estimulacion en presencia de anticuerpos anti-CD3/anti-CD28. Alas 72 h.p.a., se
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realizd un analisis de la expresion del mMRNA de p4GALNT1 mediante PCR punto final
y PCR tiempo real (Figuras 15A y 15B). Se observé que la expresion del gen
PAGALNT1 disminuye 80 % en los linfocitos T CD4+ activados silenciados con el
vector f4GALNT1 shRNA, en comparacion con los a linfocitos T CD4+ activados con
el control shRNA mock, que contiene shRNAs inespecificos (Figura 15B). Se evalud
tambien que la eficiencia de traduccion con las particulas lentivirales fuera igual de
eficientes, en linfocitos en reposo o activados, y se observé que después de 72 h de
incubacion en presencia o ausencia de estimulos de activacion, cerca del 80 % de
linfocitos transducidos con el vector control CopGFP en reposo y activados
expresaban de manera estable el gen que codifica para la proteina control CopGFP
(Figura 15C). Por otro lado, se determiné mediante citometria de flujo el cambio en la
cantidad de proteina GM2/GD2 sintasa en linfocitos mock shRNA'y f4GALNT1 shRNA
T CD4+ activados (Figura 15D). Se observé que el silenciamiento en linfocitos
PAGALNT1 shRNA T CD4+ activados produjo una reduccion del 40 % en la cantidad
de GM2/GD2 sintasa respecto a los linfocitos mock shRNA T CD4+ activados.

A partir de estas observaciones, se procedio a analizar el efecto de la reduccion de la
expresion del gen p4GALNT1 shRNA (80 %) y de la proteina GM2/GD2 sintasa (40
%) durante la activacién de los linfocitos T CD4+ para determinar el papel funcional
que tiene el incremento de la expresion de la GM2/GD2 sintasa en la activacion (Figura
16). Se analiz6 la expresion del marcador de activacion temprana CD69 mediante
citometria de flujo a partir de 40 000 linfocitos T CD4+ activados (Figura 16A). Se
observo que el 100 % de los linfocitos T CD4+ activados tanto mock como silenciados

expresan CD69 (datos no mostrados).
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Figura 15. Validacién del silenciamiento de la pS4GALNT1 (GM2/GD2 sintasa) en
linfocitos T CD4+. (A) Analisis por PCR semi-cuantitativo para determinar la
expresion del gene p4GALNT1 con referencia a la expresion del gen interno eEF1a
en linfocitos T CD4+ naive en reposo y activados transducidos con mock shRNA,
control CopGFP shRNA, /4GALNT1 shRNA o solo en presencia del vehiculo
polybrene. (B) PCR tiempo real para p4GALNT1 en linfocitos T CD4+ activados
transducidos con Mock shRNA o f4GALNT1 shRNA a las 72 horas post-activacion
(h.p.a.). La expresion relativa del gen es expresada como veces de cambio
normalizada a la expresion del gen control interno eEF1a. Los datos son la media y
su desviacion estandar de tres experimentos independientes. (C) Determinacion de la
eficiencia de transduccion mediante microscopia confocal de linfocitos T CD4+ en
reposo y activados previamente trasducidos con el vector CopGFP shRNA tefiidos con
Hoechst 33342 para identificar los nucleos. Microscopia confocal laser (Olympus) bajo
el objetivo 60 X, la barra de escala respresneta 50 um. (D) Ensayo de citometria de
flujo para determinar la presencia de la GM2/GD2 sintasa en linfocitos Mock shRNA y
PAGALNT1 shRNA activados durante 24 h. Los histogramas muestran la IMF de los
linfocitos T CD4+ tefidos con solo el anticuerpo secundario anti-conejo IgG acoplado
a Alexa Fluor 647 (linea negra), linfocitos T CD4+ Mock shRNA activados tefidos con
el anticuerpo anti-GM2/GD2 sintasa (linea verde) y linfocitos T CD4+ S4GALNT1
shRNA activados tefiidos con el anticuerpo anti-GM2/GD2 sintasa (linea roja). La
grafica de la derecha muestra la cuantificacion de la IMF expresada como el
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porcentaje de expresion relativa en linfocitos TCD4+ Mock shRNA y p4GALNT1
shRNA activados para la GM2/GD2 sintasa. **P <0,01, Los datos representan la media
mas su desviacion estandar de cinco experimentos independientes. Para el analisis
estadistico en esta figura se realizd la comparacion de la expresion de los genes en
IC?ecandicién silenciamiento con respecto al mock en la activacion utilizando la prueba
Sin embargo, la IMF de la unién del anticuerpo anti CD69 a células CD4+ silenciadas
se redujo significativamente (*P<0.01) un 20 % respecto a las células T CD4+
activadas tratadas con el shRNA mock. También se analizé |la polarizacion del receptor
TCR en linfocitos activados incubados previamente con el vehiculo polybrene, con el
vector mock shRNA y con el vector SGALNT1 shRNA (Figura 16B). Se observd
mediante microscopia confocal que los linfocitos T CD4+ activados silenciados para
la GM2/GD2 sintasa perdian la capacidad de formacién de los microdominios del TCR,
en comparacion con los incubados solo con polybrene o mock shRNA (Figura 16B).
La proliferacion de los linfocitos T CD4+ es un mecanismo que se induce tras un
evento de activacion. Para evaluar si el silenciamiento de la GM2/GD2 sintasa tiene
un efecto sobre la proliferacion de linfocitos activados, se realizé6 un ensayo MTT
midiendo la formacion de sales de formazan. Los linfocitos SGALNT1 shRNA T CD4+
activados proliferaron significativamente cerca de 40 % menos que los linfocitos mock
shRNA T CD4+ activados en presencia de anti-CD3/anti-CD28 por 72 h (Figura 16C).
La proliferacion de los linfocitos T CD4+ tras la activacion es inducida por el incremento
en la expresion de la citocina proliferativa IL-2 y de su receptor IL-2r (CD25). Para
determinar si la disminucion en la proliferacion de los linfocitos T CD4+ debida al

silenciamiento de la GM2/GD2 sintasa se debe a un efecto en el cambio de la

expresion de los genes que codifican para la IL-2 y el IL-2r, se determiné el nivel de
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expresion de IL-2 y de IL-2R por PCR tiempo real en linfocitos SGALNT1 shRNA T
CD4+ y mock shRNA T CD4+ activados (Figura 16D). Se identificd que el nivel de
expresion relativa expresado como Fold change de los genes IL-2 e IL-2R disminuy6
en los linfocitos SGALNT1 shRNA T CD4+, en comparacion a sus contrapartes
activadas, pero no silenciadas mock shRNA T CD4+.

Finalmente, se evalu6 la fosforilacion de la proteina Zap-70, que participa en la
cascada de activacion mediada por las cadenas del CD3 y el receptor TCR durante la
estimulacion de los linfocitos T CD4+ con el fin de identificar parte de las proteinas de
sefializacion blanco afectada durante el silenciamiento de la GM2/GD2 sintasa.
Mediante citometria de flujo se observd que la presencia de la proteina fosforilada
ZAP-70 en linfocitos SGALNT1 shRNA TCD4+ activados respecto a linfocitos mock
shRNA T CD4+ activados fué 20 % y 40 % menoralas 6y 12 h.p.a., respectivamente
(Figura 16E). Esto demuestra la via de sefalizacion activada via TCR esta afectada
cuando el linfocito T CD4+ activado no sobreexpresa el gen SGALNT1, que codifica

para la GM2/GD2 sintasa responsable de la sintesis de gangliésidos.

Discusion de los resultados Parte I: Sialilacién 02,8 asociada a glicolipidos
durante la activacién del linfocito T CD4+ naive humano

Como se describido en la seccion introduccidén, previamente identificamos un
incremento en la sialilacion global del linfocito T CD4+ naive humano durante su
activacion. Esto nos llevd a hipotetizar que la presencia de Siaa2,8 debia ser

determinante para establecer este glicofenotipo.
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Figura 16. El silenciamiento de la GM2/GD2 sintasa afecta la activacion del
linfocito T CD4+ naive humano. (A) Citometria de flujo para el analisis de la
presencia del marcador de activacion CD69 en linfocitos T CD4+ mock shRNA
activados y linfocitos T CD4+ SGALNT1 shRNA activados 24 h. La grafica muestra la
IMF expresada como expresion relativa (%). **P < 0.01. Se grafico el valor medio con
desviacién estandar de cinco experimentos independientes. (B) Linfocitos T CD4+
mock shRNA, incubados solo con el agente Polybrene o JGALNT1 shRNA activados
por 24 h tefidos para determinar la presencia del TCR con anti-TCR humano acoplado
a Alexa Fluor 647 y el colorante Hoechst 33342 fueron analizados mediante
microscopia confocal con un microscopio Laser Olympus FV1000 bajo un objetivo de
aceite 60x S/1.3 y una amplificacion digital 2X. Datos representativos de tres
experimentos independientes. La barra representa una escala de 2 ym. (C) Analisis
de la proliferacion celular obtenido mediante un ensayo MTT en linfocitos T CD4+
naive en reposo y activados transducidos o no con los diferentes vectores lentivirales
(solo medio, solo vehiculo polybrene, mock shRNA, control copGFP shRNA y
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PGALNT1 shRNA). El ensayo de proliferacion fue determinado a las 72 h.p.a. después
de un pulso con el reactivo MTT. *P <0.05. Los datos representan la media con su
desviacién estandar de tres experimentos independientes. (D) Expresion de los genes
que codifican para IL-2 e IL-2r determinada por PCR tiempo real y expresada como
veces de cambio en linfocitos T CD4+ mock shRNA (grafica izquierda) y SGALNT1
shRNA (grafica derecha) activados por 72 h. Para la normalizacion de los datos, el
Fold change de IL-2 y de IL-2r, los valores del mock shRNA activadas se calcularon
respecto a los linfocitos mock shRNA en reposo, mientras que los valores de Fold
change de estos genes medido en los linfocitos GM2/GD2 shRNA activados se
compararon con respecto a los valores de los linfocitos T CD4+ mock shRNA
activados. (E) Analisis por citometria de flujo de la presencia de la proteina Zap-70
fosforilada en linfocitos T CD4 mock shRNA y SGALNT1 shRNA activados a 6y 12
h.p.a. La grafica muestra la IMF exrpresada como expresién relativa (%). *P <0.05.
Los datos graficados corresponden a la media y su desviacion estandar de cuatro
experimentos independientes a 6 h.p.a. y cinco experimentos independientes a 12
h.p.a. Para el analisis estadistico en esta figura se realiz6 la comparacién de la
cantidad de proteina medida (CD69 y Zap-70) comparando la condicion silenciamiento
con respecto al mock en la activacion utilizando la prueba de t y para la proliferaciéon
la prueba de ANOVA.

Para demostrar esto, la uniéon de anticuerpos anti-gangliésidos disialilados (a2,8) se
evalué mediante citometria de flujo y microscopia confocal (Figuras 9-13), asi como
la expresion génica de enzimas asociadas a esta sialilacion (Figuras 8 y 11). Derivado
de esto, se demostrd que la activacion mediada por el anticuerpo anti-CD3/anti-CD28
en el linfocito T CD4+ naive humano causa una sobrepexpresion de la ST8SIA1 que
codifica para la enzima GD3 sintasa y de la SGALNT1 que codifica para la GM2/GD2
sintasa, sustentando el potencial para expresar ganglidésidos de la serie “b”,
particularmente los gangliésidos GD3 y GD2. Se ha observado que la estimulacion del
TCR en timocitos de ratdén induce la expresion de la GM2/GD2 sintasa (Takamiya et
al., 1995), sin embargo, posterior a este trabajo no se ha reportado la presencia de
GD2 en estas células. En este trabajo demostramos que la activacion del linfocito T

CD4+ induce el incremento en la cantidad del gangliésido GD3 en la superficie (Figura
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9) y una neoexpresién del gangliésido GD2 (Figura 12). Estudios previos han
caracterizado la presencia del gangliésido GD2 en linfocitos T CD4+ de periferia en
pacientes con melanoma, linfocitos T CD4+ infectados con el virus HTLV-1 y en
algunas lineas celulares tipo T (Hersey y Jamal, 1989; Furukawa, 1993.). Asi mismo,
otros estudios senalan que la estimulacién de linfocitos T de periferia con concavalina
A o anti-CD3/IL-1 induce un incremento en la presencia del gangliésido GD3, pero no
de GD2 (Yamashiro et al., 1995). Una hipoétesis para esta diferencia observada es que
estos analisis que realizaron fueron con estimulos de activacion diferentes a los
realizados en este estudio, ya que dejaron 6 dias de estimulacion, lo que
probablemente induce la desregulacion del ganglidsido GD2. Esta comprobado que el
uso de diferentes estimulos y tiempos de activacion puede inducir respuestas
diferenciales (Duarte, 2002; Butte, 2012; Pang, 2012). En este trabajo, se observo que
el GD2 pero no el GD3 esta presente desde las 3 h.p.a. y colocaliza con el TCR
(Figuras 10 y 14). Se ha descrito previamente que la activacion de linfocitos T CD4+
promueve la asociacion de glicoesfingolipidos con colesterol promoviendo la
formacion de balsas lipidicas que son importantes para la polarizacion del TCR/CD3
y con ello una eficiente activacion (Alonso y Millan, 2001; Giurisato et al., 2003, Janes
et al., 2000). La formacién de microdominios del TCR promueve también la eficiente
proliferacion y diferenciacion de los linfocitos T CD4+. Las balsas lipidicas reclutan
moléculas asociadas a la senalizacion, como el correceptor CD4, la cinasa de
leucocitos Lck, la proteina cinasa PKC6 y la proteina adaptadora LAT (Zhang et al.,
1998; Ebert et al., 2000; Marmor y Julius, 2001; Pizzo y Viola, 2004; Pizzo et al., 2004).

La disgregacion de las balsas lipidicas por eliminacién del colesterol con el inhibidor
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MBCD afecta la polarizacion del TCR/CD3 y la secrecion de citocinas (Blanket al.,
2005; Zhu et al., 2011; Zhong et al., 2013). En este trabajo evidenciamos un posible
papel funcional del gangliésido GD2 en la polarizacion del TCR o en moléculas
involucradas en la sefalizacion, ya que el gangliésido GD3 podria tener un papel en
la formacion de microdominios con moléculas no relacionadas con la activacion. De
cualquier manera, el estudio del papel de los gangliosidos GD3 y de GD2 durante la
activacion resolveria muchas cuestiones asociadas al establecimiento de la sinapsis
inmunoldgica. También seria interesante el estudio de las formas O-acetiladas de los
gangliosidos GD3 y GD2 en el linfocito T CD4+ (Reivinen et al.,1994; Wipfler et al.,
2011).

Para entender la funcién de los gangliosidos, asociada pincipalmente a la
sobreexpresion de las enzimas que los sintetizan, se evaluo el efecto de la disminucion
en la expresion de la SGALNT1, que codifica para la GM2/GD2 sintasa responsable
de la sintesis de GD2 y otros gangliésidos (Figura 3). En trabajos previos se ha
observado que el ratén nulo para la GM2/GD2 sintasa muestra la perdida completa de
los gangliésidos complejos y solo expresa GM3, GD3 y GT3 (Takamiya et al., 1996).
Este raton GM2/GD2 sintasa’ muestra defectos en la sefalizacion mediada por la
citocina IL-2, debido probablemente a la deficiencia de los gangliésidos GM1/GD1b y
GA1 (Takamiya et al., 1996). Sin embargo, no se reportaron defectos en la
proliferacion ni polarizacion del TCR. En otro reporte se sefala que este ratdon
GM2/GD2 sintasa’ no tiene reduccion en la proliferacion de linfocitos T CD4+
activados con anti-CD3/anti-CD28, en comparacion al raton GM3 sintasa™’™ que si

reduce su proliferacion y la secrecion de IL-2 (Nagafuku et al., 2012). El
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restablecimiento del fenotipo proliferativo de los linfocitos T CD4+ del raton GM3
sintasa’ se logro tras la suplementacion con los gangliosidos GM3, GM1a y GD1a,
demostrando que estos ganglidsidos son relevantes para la activacion de los linfocitos
T CD4+ de raton (Nagafuku et al., 2012). En contraste a las observaciones en raton,
nuestros resultados muestran que tras la activacion mediada por anticuerpos anti-
CD3/anti-CD28 de linfocitos T CD4+ naive humanos ocurre un incremento en la
expresion de la GM2/GD2 sintasa y la neoexpresion del gangliésido GD2, el cual
colocaliza con el TCR durante la activacion (Figura 14). La reduccion de la
sobreexpresion de la GM2/GD2 sintasa por silenciamiento del gen fJGALNT1 mediado
por shRNA en linfocitos T CD4+ humanos activados demostré que en humano la
presencia de esta enzima y la probable produccidén de sus gangliésidos es esencial
para el establecmiento eficiente de la polarizacion del TCR, la sefalizacion mediada
por Zap-70, la proliferacién y la expresion de genes asociados a la producciéon de
citocinas proliferativas como es IL-2 y su receptor IL-2r (Figura 17). Con base en esto,
creemos que seria muy importante el estudio del papel funcional de los gangliésidos
que son sintetizados por la GM2/GD2 sintasa, como son GA2, GA1, GM1b, GM2,

GM1a, GD1a, GD2 y GD1b en la activacion del linfocito T CD4+.
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Figura 17. La expresion de la GM2/GD2 sintasa sustenta la eficiente activacion
del linfocito T CD4+ naive humano. La activacion del linfocito T CD4+ naive humano
estd acompanada de la sobreexpresion en superficie del gangliésido GD3 y la
expresion del ganglidsido GD2. El gangliésido GD2 a diferencia del ganlgiésido GD3
colocaliza con el TCR durante la activacién, lo que sugiere que podria participar en la
polarizacion. El silenciamiento del gen Pp4GALNT1 que codifica para la enzima
GM2/GD2 sintasa en el linfocito T CD4+, responsable de la sintesis de GD2, conlleva
a una disminucién en la polarizacion del TCR y a una menor fosforilacion de Zap-70,

lo cual conduce a la reduccién en la expresién de IL-2 y proliferacion.
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Conclusiones de los resultados parte I: Sialilacion 02,8 asociada a glicolipidos

durante la activacion del linfocito T CD4+ naive humano.

1. Durante la activacion del linfocito T CD4+ naive humano, la ST8SIAl es
sobreexpresada de las 3 alas 72 h.

2. El gangliésido GD3, producto de la actividad de la ST8Sia I, incrementa su
presencia en la superficie de los linfocitos T CD4+ activados, en comparacion con
los niveles expresados en linfocitos T CD4+ en reposo.

3. El gangliésido GD3 forma microdominios durante la activacién del linfocito T
CDA4+, pero no colocaliza con el TCR.

4. El gangliésido GD2 se neoexpresa en la superficie durante la activacién del
linfocito T CD4+ en presencia de anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 y de PMA/Iono,
en comparacion con linfocitos T CD4+ en reposo.

5. La activacién del linfocito T CD4+ naive induce la sobreexpresiéon del gen
PAGALNT1 que codifica para la GM2/GD2 sintasa responsable de la sintesis del
gangliésido GD2 a partir del gangliésido GD3.

6. El gangliésido GD2 colocaliza con el receptor TCR durante la activacion del
linfocito T CD4+ naive humano.

7. El uso del sistema lentiviral basado en shRNA para el silenciamiento del
PAGALNTT reprime la sobreexpresion del 80 % de la sobreexpresion del gen
PAGALNT1 durante la activacion del linfocito T CD4+ humano que promueve una
disminucién del 20 % en la cantidad del marcador CD69, del 20-40 % de Zap-70

fosforilada y una reduccion de 4 y 3 veces la expresion de los genes IL-2, IL-2r
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respectivamente, asi como la perdida de la proliferacion y la polarizacion del TCR
durante la activacion del linfocito T CD4+ naive humano.
8. La sobreexpresion del gen de la GM2/GD2 sintasa es esencial para la activaciéon

eficiente del linfocito T CD4+ naive humano.

Perspectivas Parte I.

La evidencia presentada en la primera parte de esta tesis sustenta que la expresion
de gangliésidos con enlaces a2,8 es importante para la activacion de los linfocitos T
CD4+. Sin embargo, a pesar de evidenciar que estos tienen un papel funcional en
estas células y debido a que el silenciamiento de la enzima B4GALNT1 afecta la
biosintesis de diferentes gangliésidos, es necesario investigar la a detalle la
contribucion especifica de cada gangliésido expresado en el linfocito T CD4+. Esto
resultda complejo debido a que no es posible eliminar la expresién de un gangliésido
de forma unica, ya que la mayoria dependen de la expresion de la misma enzima. A
pesar de ello, proponemos las siguientes perspectivas con el fin de enriquecer el

conocimiento a cerca del papel funcional de los gangliésidos:

1. Evaluar mediante la suplementacion con gangliésidos derivados de la actividad
de la GM2/GD2 sintasa en linfocitos T CD4+ activados silenciados para la B4GALNT1.
2. Evaluar el efecto del silenciamiento de la ST8Sia | en la activacién del linfocito

T CD4+ humano.
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3. Identificar la funcion particular de los gangliésidos en asociacion a la
maquinaria de recepcion-sefalizacion de la activacion del linfocito T CD4+ a través de

la suplementacion en linfocitos T CD4+ silenciados.
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Resultados Parte II: Sialilacion 02,8 en glicoproteinas del linfocito T
CD4+ naive humano.

Introduccion. El acido polisialico.

El acido polisialico (PSA) es un homopolimero de acido sialico unido en enlaces de
tipo 02,8 (02,8 Sia-Sia)» que se ha encontrado como una modificacion post-
traduccional. En los seres humanos se sintetiza y se agrega a las glicoproteinas en el
aparato de Golgi a través de la actividad de las enzimas polisialiltransferasas ST8Sia
II'y ST8Sia IV, miembros de la familia de sialiltransferasas ST8 (Muhlenhoff et al.,
2001). ElI PSA se expresa en diferentes organismos, incluyendo el ser humano en
donde participa en diferentes funciones biolégicas. La principal funciéon descrita del
PSA es generar condiciones antiadhesivas a las glicoproteinas que lo contienen,
debido principalmente a través de su alta carga negativa y estructura lineal. Por otro
lado, también se ha identificado que el PSA puede actuar como un modulador de la
sefalizacion celular debido a que funciona como un reservorio de moléculas
bioldégicas con base en su capacidad de almacenamiento hidrodinamico estructural
(Kanato et al., 2008; Schnaar et al., 2014). Estas propiedades se han descrito
asociadas a procesos como el desarrollo embrionario, el mantenimiento del sistema
nervioso, metastasis en cancer, asi como en la regeneracion de tejidos e incluso en
trastornos psiquiatricos como la esquizofrenia, el trastorno bipolar y el autismo
(Isomura et al., 2011).

A la fecha, se ha identificado un pequefio numero de proteinas humanas modificadas
mediante polisialilacion, dentro de las que se encuentran las polisialiltransferasas

ST8Sia Il y ST8Sia IV, la subunidad a del canal de sodio dependiente de voltaje, la
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integrina a5, el importador de acidos grasos CD36, la molécula de neuropilina tipo 2
(NRP-2), la molécula de adhesion sinaptica (SynCAM 1) y la molécula de adhesion de
células neurales (NCAM) (Ahrens et al., 2011, Yabe et al., 2003, Muhlenhoff et al.,
2013). De estas glicoproteinas identificadas como portadoras de PSA, la mejor
caracterizada es la NCAM, una dlicoproteina polisialilada por las dos
polisialiltransferasas en sitios de N-glicosilacion y que se expresa predominantemente
durante la morfogénesis cerebral y el desarrollo de vertebrados (Figura 18) (Galuska
et al., 2008; Oltmann-Norden et al., 2008). EI PSA en la NCAM modula la adhesién en
las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular, promoviendo la migracion
y la plasticidad en las células neurales (Nacher et al., 2013). La NCAM polisialilada
también actia como un depdsito de factores neurotroficos, como BDNF vy
neurotransmisores, que tienen una influencia decisiva en su sefalizacion (Seki et al.
1991; Burgess et al., 2008).

Por otro lado, la SynCAM 1 es una glicoproteina modificada con PSA cuya
polisialilacion depende la actividad de las polisialiltransferasas ST8Sia Il y ST8Sia IV
(Galuska et al., 2010; Rollenhagen et al., 2012). La presencia de PSA en SynCAM
ayuda a su funciéon como un inductor sinaptico (Galuska et al., 2010). La polisilacién
de SynCAM 1 elimina su adhesion homofilica, lo que indica que el PSA participa en la
regulacion de la interaccion celular como ocurre con la NCAM (Werneburg et al.,
2015).

En células no neurales, en particular las del sistema inmune, la expresion de una
isoforma NCAM (CD56) se ha detectado en células asesinas naturales (NK). Sin
embargo, la funcién del PSA presente en la NCAM de estas células no es clara todavia

(Drake et al., 2008). En este sentido, en las células dendriticas maduras (CDm), se ha
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descrito la expresion de la glicoproteina NRP-2 polisialilada, la cual no se expresa en
monocitos inmaduros, precursores celulares de las CDm. A diferencia de la NCAM, la
adicién de PSA a la NRP-2 se produce en los sitios de O-glicosilacion por la actividad
unicamente de la ST8Sia IV (Rollenhagen et al., 2013). En CDm, la presencia de PSA
en el NRP-2 facilita su migracion al ganglio linfatico (Curreli et al., 2007). En este
sentido, los experimentos realizados en CDm donde la expresion de PSA se inhibe
mediante el bloqueo con anticuerpos anti-PSA o se reduce con el silenciamiento del
gen ST8SIAIV, sugieren que el PSA de NRP-2 responde a un papel inmunorregulador
negativo en la activacion del linfocito T por CDm, ya que la reduccién en su expresion
provoca una mayor activacion del linfocito T mediada por estas células (Rollenhagen
et al., 2013).

Como se menciond, los linfocitos T CD4+ cooperadores son el subconjunto de
linfocitos T responsables de orquestar la respuesta inmune adaptativa a través de la
secrecion de citocinas tras su activacién. En estudios previos demostramos la
sobreexpresion de genes que codifican las polisialiltransferasas ST8Sia Il y ST8Sia IV
en células T CD4 + humanas activadas (Villanueva et al., 2015). Sin embargo, la
expresion de las glicoproteinas polisialiladas y la relevancia de la expresion de dichas
polisialiltransferasas ST8 durante la activacién de estas células todavia no se ha
investigado. De acuerdo con la hipétesis planteada en este trabajo, donde sugerimos
la posible presencia de sialilacion a.2,8 en proteinas y con base en los resultados
otenidos previamente, se procedié a evaluar la potencial presencia de PSA en el

linfocito T CD4+ naive humano.
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Figura 18. EI PSA en la NCAM. Visualizacion de la sintesis del homopolimero PSA
en la molécula NCAM que ocurre sobre N-glicanos. Los siltios de N-glicosilaciéon
asociados a polisialilacion se encuentran en los dominios tipo inmunoglobulina (Ig)
Ig3, Ig4, e Ig5. Las cadenas de PSA en la NCAM pueden contener mas de 150
residuos de acido sialico. La NCAM posee cinco dominios tipo Ig y dos dominios de
integracion a la membrana Fnlll.
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Resultados.

Los linfocitos T CD4+ humanos sintetizan PSA asociado a la sobreexpresion de
las polisialiltransferasas ST8Sia Il y ST8Sia IV

Linfocitos T CD4+ naive aislados de sangre periférica humana fueron activados en
presencia de anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-CD28 para determinar si la
sobreexpresion génica observada previamente de las ST8SIAIl y ST8SIAIV esta
asociada a un incremento de la cantidad de proteinas de estas enzimas durante la
activacion. Para demostrar esto, la cantidad proteica de las ST8Sia Il y ST8Sia IV fue
determinada mediante ensayos de Western blot usando anticuerpos policlonales anti-
ST8Sia Il humano y anti-ST8Sia IV humano en lisados totales de linfocitos T CD4+ en
condiciones de reposo, asi como a las 24, 48 y 72 h posterior a la activacion. La
presencia de las ST8 polisialiltransferasas, asi como un incremento significativo en la
cantidad de proteina durante la activaciéon fue confirmada desde las 24 h.p.a. para la
ST8Sia Il (Figura 19A) y desde las 48 h.p.a. para la ST8Sia IV (Figura 19B). Las
proteinas Erk 1y Erk 2 (Erk 1/2) fueron utilizadas como control de carga mediante su
deteccién con un anticuerpo monoclonal anti-Erk 1/2.

Debido a que se confirmdé la expresion de las ST8 polisialiltransferasas, lo cual
sustenta la sintesis potencial de PSA en el linfocito T CD4+, procedimos a detectar la
presencia de PSA mediante el uso de un anticuerpo monoclonal anti-PSA NCAM
humano clona 12E3 (Sato et al., 1995), el cual reconoce PSA con un grado de
polimerizacién > 5, es decir, reconoce moléculas de oligosialico (de cinco residuos de

acido sialico o mayores) y polisialico (con longitud mayor a 8 residuos de acido sialico)
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(Sato etal., 1995). La unién del anticuerpo anti-PSA 12E3 a lisados totales de linfocitos
T CD4+ humanos en condiciones de reposo y activaciéon a 24, 48 y 72 h fue
determinada mediante Western blot (Figura 19C). Como se observa, proteinas de
diferentes pesos moleculares son reconocidas por el anti-PSA 12E3, mostrando
adicionalmente un perfil de similar de peso molecular de las proteinas reconocidas
entre las condiciones de reposo y activacion. Para determinar si el anti-PSA clona
12E3 reconoce especificamente PSA en los linfocitos T CD4+, lisados totales de
linfocitos T CD4+ activados durante 72 h fueron tratados con la enzima
endoreunaminidasa N (EndoN) derivada del bacteriéfago K1. El analisis mediante
Western blot (Figura 19D) muestra que la digestion con EndoN disminuye la unién del
anti-PSA clona 12E3, por lo que confirma que el reconocimiento por las proteinas
polisialiladas del linfocito T CD4+ es especifico.

Estos resultados demuestran que el linfocito T CD4+ humano expresa las
polisialiltransferasas ST8Sia Il y ST8Sia IV, las cuales tras la activacion incrementan
su cantidad. Asociado a la presencia de las ST8 sialiltransferasas, PSA es sintetizado
y unido a glicoproteinas de diferente peso molecular, cuya unién al anti-PSA 12E3 es

especifica.

La activacion del linfocito T CD4+ naive induce la sobreexpresion y

relocalizacion de PSA

Para caracterizar la expresion de PSA en el linfocito T CD4+ humano, la unién del
anticuerpo anti-PSA clona 12E3 fue evaluada en linfocitos T CD4+ en reposo y

activados a las 24, 48 y 72 h.p.a. mediante citometria de flujo (Figuras 20A y 20C).
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Figura 19. Identificacion semicuantitativa de las polisialiltransferasas ST8Sia Il
y ST8Sia IV y proteinas polisialiladas en linfocitos T CD4+. (A y B) Se muestra un
Western blot representativo de lisados totales obtenidos de linfocitos T CD4+ en
reposo y activados de las 24, 48 y 72 h. Se incubadoron anticuerpos policlonales
conejo IgG anti-ST8Sia Il y anti-ST8Sia IV. La expresion en cada condicién fue
comparada usando Erk 1/2 como control de carga seguido. El analisis estadistico de
(A y B) fue calculado usando la prueba de t comparando los diferentes tiempos de
activacién con respecto a la condicion reposo. **P<0.01 y ***P<0.001. (C) Analisis de
Western blot de extractos proteicos de linfocitos T CD4+ en reposo y activados a las
24, 48 y 72 h, incubados con el anticuerpo monoclonal anti-PSA 12E3. EI complejo
inmune fue visualizado utilizando un anti-raton IgM acoplado a peroxidasa. La
expresion en cada condicion fue comparada usando Erk 1/2 como control de carga.
(D) WB de anti-PSA 12E3 sobre lisado total de linfocitos T CD4+ activados 72 h no
incubado (Ctrl) e incubado (EndoN) con la endoneuraminidasa N durante 1tho 12 h a
37 C. La expresion de cada condicidon fue comparada usando Erk 1/2 como control de
carga.

El analisis mostré que no todos los linfocitos en reposo unen el anticuerpo anti-PSA
(denominada poblacion de células PSA-) y que el porcentaje de linfocitos T CD4+
positivos para la unién del anti-PSA (denominada poblacion de células PSA+) varia a

través de los diferentes donadores (Figura 20A). Tras la activacion en los tres tiempos

muestreados, ocurre un incremento significativo del porcentaje de linfocitos T
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CD4+PSA+ asi como de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de dicha
subpoblacién PSA+ (Figura 20A y 20B). Siendo el incremento a las 24 h.p.a. del 18%
(111 IMF), a las 48 h.p.a. del 22% (153 IMF) y a las 72 h.p.a del 20% (148 IMF). Este
resultado comprueba que no solo existe la presencia de PSA en linfocitos T CD4+

naives, sino que también existe un incremento de PSA asociado a la activacion.

Adicionalmente, se evalud la union y localizacion mediante microscopia confocal del
anti-PSA clona 12E3 a la superficie de los linfoctos T CD4+ en condiciones de reposo
y de 72 h de activacion (Figura 20C). La tincidn y andlisis demostrd que la presencia
de PSA en linfoctios T CD4+ durante el reposo esta asociada a un perfil de tipo
agregado o en forma de “clusters”, el cual, posterior a la estimulacion se modifica
generando un fenotipo disperso (Figura 20C). Este resultado demostré que el
reconocimiento del anti-PSA en la superficie de los linfocitos T CD4+ esta asociado a

proteinas cuya localizacién es dinamica entre las condiciones reposo y activacion.

Para caracterizar el papel de la expresion de las polisialiltransferasas en la sintesis de
PSA en el linfocito T CD4+, se realizd un analisis de citometria de flujo en células en
reposo y activadas de las 72 h utilizando los anticuerpos anti-PSA clona 12E3 y los
anticuerpos policlonales anti-ST8Sia Il y anti-ST8Sia IV (Figura 21). Se observd que
la mayoria de los linfocitos T CD4+ en reposo expresan las ST8Sia Il o ST8Sia IV (T
CD4+ST8Sia ll+ o T CD4+ST8Sia IV+) y posterior a la activacion ocurre un incremento
significativo en el porcentaje de linfocitos T CD4+ST8Sia I+ pero no de ST8Sia IV+
(Figura 21A y 21B). La IMF de la unién a la ST8Sia Il y ST8Sia IV incrementd

significativamente posterior a la activacion (Figuras 21C y 21D).
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Figura 20. La expresién y distribucion de PSA es modificada por la activacion.

(A) Analisis de citometria de flujo. Porcentaje de linfocitos T CD4+ que unen el anti-
PSA 12E3 en condiciones de reposo (puntos negros) y activacién durante 24,48 y 72
h (puntos azules). (B) Intensidad media relativa de fluorescencia (IMF) de la unién del
anti-PSA 12E3 a linfocitos T CD4+ naives en condiciones de reposo (barra negra) y
activados (barra azul) durante 24, 48 y 72 h. Para (B) se muestra la media de
fluorescencia fue normalizada y expresada como expresion relativa (%). El andlisis
estadistico de (A y B) fué calculado usando la prueba de t comparando los diferentes
tiempos de activacion con respecto a la condicion reposo. ***P<0.0001, **P<0.001y
*P<0.5. Los datos graficados representan media con desviacion estandar de siete
experimentos independientes. (C) Microscopia confocal de PSA y nucleos en linfocitos
TCD4+ naive en reposo y activados 72 h. Los linfocitos fueron tefidos con anti-PSA
clona 12E3 seguido de la incubacion con anti-ratéon IgM acoplado a ficoeritrina (verde)
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asi como Hoechst 33342 para visualizar el ADN (azul). La localizacion de PSA fue
determinada mediante microscopia confocal con un microscopio confocal laser
Olympus FV1000 (Olympus, Miami, FL) con un objetivo de aceite 60X S/1.3 y aumento
digital de 2X. Las imagenes mostradas son representativas de tres experimentos
independientes. Barra de escala correpondiente a 15 um.

De manera interesante, un alto porcentaje de linfocitos T CD4+ activados son positivos
para ambas ST8 silaliltransferasas, pero no son positivos para PSA (Figura 21E y
21F), lo que sugiere que no todas las células expresan PSA reconocido por el anti-

PSA clona 12E3 a pesar de expresar las enzimas.
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Figura 21. Las enzimas polisialiltransferasas ST8Sia Il y ST8sia IV incrementan
durante la activacion del linfocito T CD4+. Analisis de citometria de flujo para
determinar la unién de los anticuerpos anti-ST8Sia Il y anti-ST8Sia IV a linfocitos T
CD4+ de las 72 h.p.a. (A y B) Porcentaje de linfocitos T CD4+ positivos para la union
de los anticuerpos anti-ST8 en condiciones de reposo (barra negra) y de activaciéon
(barra azul) alas 72 h. (C y D) La grafica muestra la intensidad media de fluorescencia
(IMF) para la unién de los anticuerpos anti-ST8Sia Il y anti-ST8Sia IV en condiciones
de reposo (barra negra) y activacién (barra azul). La IMF fue normalizada y expresada
como expresion relativa (%). El analisis estadistico de A-D fué calculado usando la
prueba de t comparando la condicion activacion con respecto a la condicion reposo.
***P<0.0001, **P<0.001, *P<0.05. Los datos representan la media * la desviacion
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estandar de siete experimentos independientes. (E y F) Gréaficas de puntos de
linfocitos T CD4+ activados positivos para PSA y la ST8Sia Il o la ST8Sia IV de un
resultado representativo de cuatro experimentos independientes.

El silenciamiento génico de las ST8Sia Il y ST8Sia IV polisialiltransferasas

induce la sobreexpresion de genes asociados a la activacion.

Para determinar el papel funcional de las ST8Sia Il y ST8Sia IV en la activacion del
linfocito T CD4+, se realizé el silenciamiento génico mediado por shRNA de ambas
enzimas. Mediante el silenciamiento génico mediado por shRNA a través de un vector
lentiviral y seguido de la activacion durante 72 h en presencia de los mAbs anti-
CD3/anti-CD28, se observo una reducciéon de la expresion de los genes codificantes
para la ST8SIAIl en mas del 90% (Figura 22A) y la ST8SIAIV cerca del 60% medido
por PCR tiempo real (Figura 22B). Los niveles proteicos medidos mediante Western
blot de las ST8Sia Il y ST8Sia IV confirmaron la reduccion de estas enzimas posterior
al silenciamiento de dichos genes en linfocitos T CD4+ activados silenciados con
shRNA ST8SIAIl o shRNA ST8SIAIV en comparacion a linfocitos T CD4+ activados
tratados con el control del silenciamiento, mock shRNA (Figuras 22C y 22D).
Adicionalmente, se evaluo la union del anti-PSA clona 12E3 a lisados derivados de
linfocitos T CD4+ activados de las 72 h silenciados para las ST8SIAll y ST8SIAIV.
Puede observarse que el silenciamiento de ambas enzimas polisialiltransferasas
reduce claramente la union del anticuerpo anti-PSA clona 12E3 a las proteinas
expresadas en el linfocito T CD4+ (Figura 23), lo que confirma la especificidad del
anticuerpo, asi como el efecto funcional del silenciamiento sobre la sintesis de PSA al
tiempo que muestra una contribucion similar de cada ST8 polisialiltransferasa en la

sintesis de dicho polimero.
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Para evaluar la contribuciéon funcional de las ST8 polisialiltransferasas en la
polisililacion del linfocito T CD4+ y el papel funcional del PSA en la activacién de estas
células, se realizaron mediciones a las 72 h a través de PCR tiempo real de los genes
asociados a la activacion, como interferon-gama (IFN-y), una citocina efectora
producida después de la constante estimulacion antigenica en el linfocito T CD4+
naive (Yu et al., 2014), la interleucina-2 (IL-2), y el receptor de la 1I-2 (lI-2R) (Wei et
al.,2013). Se determind una sobreexpresion 4 veces mayor de IFN-y en linfocitos T
CD4+ 72 h activados silenciados para la ST8SIAIl y de 4.8 veces en linfocitos
activados silenciados para la ST8SIAIV en comparacion con linfocitos T CD4+
activados tratados con mock shRNA (Figura 22E). De forma inesperada, el gen IL-2
se sobreexpreso 25 veces mas en el silenciamiento de la ST8SIAIll'y 4.5 veces en el
silenciamiento de la ST8SIAIV en comparacion a la condicidn mock-shRNA (Figura
22F). Mientras que la expresion del IL-2R incrementé 2 veces y 3 veces en los
silenciamientos de las ST8SIAIl y ST8SIAIV respectivamente, en comparacién al
mock shRNA (Figura 22G). Estos resultados demuestran que la reducciéon de la
sobreexpresidon de los genes codificantes para las ST8Sia Il y ST8Sia IV
polisialiltransferasas induce una sobreexpresion anormal de los genes asociados a la

activacioén, por lo que demuestra que estan involucrados en la regulacion de esta.
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Figura 22. El silenciamiento de las polisialiltranferasas ST8Sia Il y ST8Sia IV
reduce expresion de PSA de linfocitos T CD4+ causando una hiperactivacion.
(A) y (B) Expresion relativa en linfocitos T CD4+ activados 72 h de los genes ST8SIAIl
y ST8SIAIV posterior al silenciamiento génico especifico de cada polisialiltranferasa
(barra verdo o roja) comparada con linfocitos T CD4+ activados tratados con mock
shARN (barras negras) determinada mediante PCR tiempo real. Para la normalizacién
de los datos, la expresion relativa de las ST8SIAIl y ST8SIAIV comparada con el mock
shARN fué calculada por el método 222t normalizada con respecto a la expresion del
gen interno eEF1a. **P<0.001. Las graficas muestran la media + desviacion estandar
de tres experimentos independientes. (C) y (D) Analisis de Western blot de extractos
proteicos de linfocitos T CD4+ de 72 h.p.a en condiciones mock-shARN Yy silenciadas
para las ST8SIAIl o ST8SIAIV, revelado con los anticuerpos policlonales anti-ST8Sia
Il'y anti-ST8Sia IV. La expresion en cada condicion fue comparada usando a-tubulina
como control de carga, que es reconocida por el anticuerpo ratén anti-tubulina 1gG.
Western blot representativo de tres experimentos independientes. (E, F, G) Expresion
de ARNm de IFN-y, IL-2 y IL-2R expresada como veces de cambio fue determinada
mediante PCR tiempo real en linfocitos T CD4+ activados incubados con la condicién
mock-shARN (barras negras) o con el silenciamiento especifico para la ST8SIAII
(barra verde) o ST8SIAIV (barra roja). La expresion fue normalizada como se describid
previamente. El analisis estadistico del cambio en la expresion de los genes ST8SIAII,
ST8SIAIV, IFN-y, IL-2 e IL-2R fué calculado usando la prueba de t comparando la
condicion silenciamiento con respecto a la condicion mock en linfocitos activados 72
h. *P<0.05, **P<0.001. Datos representativos de tres experimentos independientes.
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Figura 23. El silenciamiento de las ST8Sia Il y ST8Sia IV reduce la expresion de
PSA durante de la activacion.

Analisis mediante Western blot de lisados totales obtenidos de 100 000 linfocitos T
CD4+ a las 72 h.p.a. Las condiciones medio, polibrene, mock shRNA, ST8SIAIIl
shRNA y ST8SIAIV shRNA fueron analizadas para la unién con el anticuerpo ratén
IgM anti-PSA clona 12E3. Para revelar se utilizd el anticuerpo secundario anti-raton
IgM acoplado a la peroxidasa de rabano. La expresion en cada condicion fue
comparada usando 3 actina como control de carga.

Discusion de los resultados Parte Il: Sialilacion a2,8 en glicoproteinas del

linfocito T CD4+ naive humano.

Estudios previos sugirieron la expresion de las ST8Sia Il y IV en linfocitos T CD4+ de
ratén sin describir la presencia de PSA en estas células (Comelli et al., 2006). En este
trabajo se demostr6 que ocurre polisilacion en los linfocitos T CD4 + y que esta
asociada a diferentes glicoproteinas, mediada por la expresion de las ST8Sia Il y
ST8Sia IV. La desregulaciéon de las ST8Sia Il y ST8Sia IV mediante el silenciamiento

génico mejora la activacion de estas células, lo que sugiere un posible papel negativo
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del PSA en la activacion de los linfocitos T CD4+. Como se menciond previamente,
durante la activacion del linfocito T CD4+ naive humano en presencia de anticuerpos
anti-CD3/anti-CD28 se observd que las ST8SIAIl y ST8SIAIV se sobreexpresan.
Debido a que no se ha descrito la presencia de glicoproteinas polisialiladas en el
linfocito T CD4+ resulta interesante determinar si la expresion de estas dos ST8
sialiltransferasas esta asociada a la presencia de glicoproteinas polisialiadas.

El PSA es el homopolimero del carbohidrato acido sialico que es sintetizado por las
polisialiltransferasas ST8Sia Il y ST8Sia IV, las cuales pueden realizar esta actividad
de forma diferencial en diferentes especies, desde las bacterias hasta el humano
(Angata et al., 2002; Burgess et al., 2008; Oltmann-Norden et al., 2008; Schnaar et al.,
2014). En la primera parte de este trabajo describimos que la expresion de las
ST8SIAIl 'y ST8SIAIV se encuentra incrementada después de la activacion de los
linfocitos T CD4+ naives humanos (Villanueva et al., 2015). Asociado a esta
sobreexpresidon génica, identificamos el correspondiente incremento en la cantidad de
proteinas mediante la técnica de Western blot, donde encontramos que las células en
reposo tienen ST8Sia Il y ST8Sia IV (Figura 21 Ay 21B), y su expresion se incrementa

con la activacion los tiempos 24,48 y 72 h.

También demostramos que existe un cambio significativo en el porcentaje de células
que expresan las ST8Sia Il, pero no de las que expresan la ST8Sia IV durante la
activacion de los linfocitos T CD4+, en comparacién con sus contrapartes no
activadas. Es importante resaltar que los porcentajes de pureza de linfocitos T CD4+
naives se encuentran entre 90-98% y que mas del 80 % de células expresan el

marcador de activacién temprana CD69 (dato no mostrado). Se ha reportado que la
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activaciéon de los linfocitos T CD4+ naive es menos eficiente bajo las mismas
condiciones que la de linfocitos T CD4+ de memoria. En este sentido, creemos que
debido a la caracteristica “naive” de nuestras células podrian requerir mayores
tiempos de estimulacidén o ser nuevamente activadas para poder obtener un mayor

numero de células positivas para la ST8Sia IV.

Debido a que en los estudios previos observamos que un incremento en la expresion
de las ST8 polisialiltransferasas ST8Sia Il y ST8Sia IV estaba asociado a la sintesis
de PSA, evaluamos la presencia de este polimero en linfocitos T CD4+ naive
humanos, la cual hasta la fecha permanecia sin descripcion reportada. Para evaluar
la expresion de PSA se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-PSA NCAM clona 12E3,
que reconoce PSA en un grado de polimerizacién DP > 5 PSA (oligosialico/polisialico)
(Sato et al., 1995). En este trabajo, demostramos mediante las técnicas de Western
blot, citometria de flujo y microscopia confocal la presencia de PSA en linfocitos T
CD4+ humanos usando el anti-PSA 12E3. Como se describid en las Figuras 19C y 20,
los linfocitos T CD4+ en reposo expresan PSA. Si bien el porcentaje de células
positivas y la cantidad de PSA incrementa tras la activacién, es importante resaltar la
presencia de dos poblaciones bien definidas de linfocitos T CD4+ que expresan PSA
en condiciones de reposo (Figuras 21E y 21F), una poblacion negativa (PSAneg) y una
poblacién positiva (PSApes) que se detectaron durante el marcaje con el anti-PSA
12E3. Durante la activacion, la poblacion de células PSAneg que contienen PSA
incrementa, mientras que ambas poblaciones incrementan la cantidad de PSA. En
vista de que el porcentaje de pureza de los linfocitos T CD4+ es suficiente para tener

la certeza de la poblacién con la cual se trabajé, proponemos que en realidad existen
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dos poblaciones de linfocitos T CD4+, una ST8Sia llpesPSApes CON un porcentaje de
33 % y otra ST8Sia llpesPSAneg con un porcentaje de (56 %), asi como dos poblaciones
de linfocitos T CD4+, una ST8Sia IVposPSApos con un porcentaje de 33 % y otra ST8Sia
IVposPSAneg con un porcentaje de (46 %), esto sustentado en descripciones previas
que demuestran la presencia de dos tipos de poblaciones de linfocitos T CD4+ naives,
los cuales expresan o no el marcador CD31 (PECAM-1). La expresién de CD31 esta
asociada al envejecimiento del linfocito en circulacion periférica, los linfocitos T CD4+
inmigrantes recientes de timo expresan CD31, mientras que los linfocitos con mayor
tiempo en circulacién detienen la expresion de CD31 incluso manteniendo la de
CD45RA, marcador de células naives (Kilpatrick et al., 2008). En este sentido,
proponemos que en adicion al marcador CD3, la presencia de PSA podria funcionar
como un marcador adicional para identificar a estas dos poblaciones, ademas de tener
un papel funcional, tanto en linfocitos T CD4+ naives como activados. Estos resultados
aportan informacion relevante de estas células. Otros estudios deben abordar la razon
por la cual otras células T CD4 +, que expresan ambas polisialiltransferasas, no
sintetizan PSA, esto ocurre debido a enzimas inactivas, proteinas ausentes o cadenas
de PSA no detectadas por el mAb 12E3. Curiosamente, se ha demostrado que los
timocitos de ratones ST8Sia IV -/- nulos no pueden acceder al timo para su
maduracioén, lo que sugiere que el PSA también podria participar en los procesos de
migracion en las células T CD4 + (Drake et al., 2009).

Adicional a estos hallazgos, demostramos que el PSA vy las glicoproteinas que lo
portan en la superficie de los linfocitos T CD4+ poseen una localizacion dinamica
durante los estadios de reposo y activacién de estas células (Figura 20C). En

condiciones de reposo, el PSA esta localizado en clusters bien definidos, después de
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la activacion aparecen dinamicamente rearreglados, sugiriendo que las proteinas
polisialiladas podrian jugar un papel en la activacién a través del rearreglo de
estructuras y la interaccion de moléculas polisialiladas con otras que pudieran estarlo
o no. Estudios previos realizados con interneuronas corticales GABAergicas en
cultivo, muestran que la NCAM y el receptor tirosin cinasa epfrina-A5 interaccionan de
forma heterofilica, formando clusters en la superficie celular a través de la induccion
con Efrina-A5, ligando de este receptor (Sullivan et al., 2016). A través de esta union,
la NCAM promueve la autofosforilacion de este receptor y la activacion de la GTPasa
RhoA, demostrando un papel de la NCAM en la activacion de la senalizacion de EphA3
a través del aglomeramiento (Sullivan et al., 2016). En este contexto, resultaria muy
importante estudiar como participa la polisialilacién de glicoproteinas en el linfocito T
CDA4+ a través de la interaccion con otras moléculas o receptores de forma homofilica

o heterofilica.

Derivado de este trabajo y debido a que es la primera vez que se reporta la presencia
de PSA en linfocitos T CD4+ naive humanos de sangre perifierica, es importante
acceder a la especificidad del reconocimiento del anticuerpo utilizado para el
reconocimiento de este polimero en estas células. Estudios detallados de la
especificidad del reconocimiento de diferentes anticuerpos anti-PSA fue realizada
previamente (Sato et al.,1995). Los autores demostraron que el perfil de
reconocimiento de diferentes anticuerpos difiere poco, pero esta diferencia es critica
debido a su especificidad. El anticuerpo anti-PSA clona 12E3 evaluado en dichos
trabajos corresponde al grupo Il de la clasificaciéon de anticuerpos “anti-oligosialico +

PSA”, estos reconocen tanto di-sialico, oligosialico de GP > 5, asi como también
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cadenas largas de PSA. En este trabajo, utilizamos la enzima endoneuraminidasa N
(EndoN) para demostrar la especificidad de reconocimiento del anti-PSA 12E3 en los
linfocitos T CD4+ (Figura 19D). La digestion enzimatica de EndoN requiere para el
reconocimiento y corte un minimo de 5 residuos y hasta 8 residuos de acido sialico,
liberando como productos de la digestion polimeros de diferentes longitudes de acido
sialico (Colley et al., 2014). Pelkonen et al., (1989), demostré que las enzimas de un
panel de bacteriéfagos remueven predominantemente PSA con GP de 8 dispuestos
en 3 residuos localizados en el extremo no-reductor y 5 residuos localizados en el
extremo reductor de la molecula de PSA. De acuerdo con esto y a que se sabe que la
EndoN digiere PSA con un GP > 8, se consider6 que las moléculas de PSA
reconocidas por el anticuerpo 12E3 serian digeridas por la enzima. Con base en esto,
podemos afirmar que la especificidad de nuestro anticuerpo que las condiciones de
digestion son correctas y suficientes para demostrar la unién del anticuerpo a PSA.
Asi mismo, demostramos que en el linfocito T CD4+ existe la presencia potencial de
glicanos polisialilados con cadenas largas de PSA (Figura 19D). Adicionalmente en el
laboratorio se han realizado otros experimentos para demostrar la especificidad del
reconocimiento del anticuerpos anti-PSA 12E3 como son, la inhibicion competitiva a
través del uso de acido colominico, la digestién con EndoN en células en cultivo, asi
como la digestién con la enzima PNGasa F para determinar si la polisialilacion esta
asociada a N-glicanos (datos no mostrados). En conjunto al silenciamiento de las
ST8Sias, estos hallazgos resultan importantes, ya que revelan la posible presencia de

PSA con GP >8 en estas células, el cual podria estar asociado a un remodelamiento
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del sialofenotipo en su superficie que podria participar en procesos celulares

asociados al reposo o activacion de estas células.

En este sentido, se sabe que la funcion del PSA esta dada principalmente por la
naturaleza de sus cadenas y por la enzima polisialiltransferasa que las sintetiza.
Recientemente se ha demostrado que la NCAM polisialilada sintetizada por las
polisialiltransferasas ST8Sia Il y ST8Sia IV tiene dos propiedades funcionales
diferentes. El PSA sintetizado por la ST8Sia Il tiene caracteristicas de repulsidon sobre
otras moléculas de PSA, pero de atraccion en moléculas como BDNF y el factor de
crecimiento de los fibroblastos 2 (FGF2). En contraste, el PSA sintetizado por ST8Sia
IV muestra solo las propiedades atrayentes en otras moléculas de PSA-NCAM,
BDNF2 y FGF2. Se cree que la dualidad funcional del PSA en la NCAM se debe a la
longitud de las cadenas, donde el ST8Sia IV sintetiza cadenas de PSA ligeramente
mas grandes que el ST8Sia Il con un grado de polimerizacién de 35 residuos frente a

32 residuos, respectivamente.

En este trabajo se demostrd, mediante el uso del anticuerpo anti-PSA clona 12E3, el
reconocimiento de proteinas con diferentes pesos moleculares en linfoctios T CD4+
en reposo y activados (Figura 19C). Como se describid, la cantidad de estas proteinas
incrementa posterior a la activacion y los pesos moleculares que son revelados no
varian con el tiempo, lo cual indica que las proteinas expresadas bajo condiciones de
reposo Yy activacién podrian ser las mismas. Cuando los extractos de proteinas fueron
tratados con EndoN antes del analisis por Western blot, desaparecio la unién del
anticuerpo 12E3, determinando que efectivamente el anticuerpo reconoce cadenas de

PSA en estas células. En células NK y de linaje neural la NCAM posee un peso
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molecular de 150 kDa a 270 kDa (Angata et al., 2002). Dicho peso molecular es
variable de acuerdo con el grado de polimerizacion del PSA, el cual a su vez puede
cambiar en distintas condiciones celulares (Stamatos et al., 2014). La NRP-2 se ha
detectado entre 130 y 180 kDa (Curreli et al.,2007). Por otro lado, la isoforma
polisialilada de la SynCAM es detectada alrededor de los 110 KDa (Werneburg 2015).
Mientras que la subunidad a del canal de sodio se detecta en los 250 kDa en extractos
(Zuber et al., 1992). Con base en estos reportes, se puede observar que los pesos
moleculares detectados por Western blot en este trabajo (Figura 20C) son similares a
los reportados para algunas proteinas, en este sentido es necesario identificar si las
proteinas detectadas en linfocitos T CD4+ con el anti-PSA 12E3 corresponden a las

previamente ya identificadas.

Se realizé en linfocitos T CD4+ en reposo y activados un estudio preliminar mediante
ensayos de qPCR de la expresion de los genes NCAM y NRP-2 codificantes para la
NCAM y la NRP-2 respectivamente. Se observé que NCAM no se expresa en estas
células, mientras que NRP-2 se expresa durante la activacion (Figura anexa 3). Esto
sugiere que la proteina con un peso cercano a 150 KDa reconocida por el anti-PSA
clona 12E3 podria ser la NRP-2 con un peso molecular reportado de 142 KDa. En el
futuro resultara interesante el estudio de la potencial presencia y funcién de NRP-2 en

el linfocito T CD4+.

En este trabajo se determind la presencia de PSA en el linfocito T CD4+ y
adicionalmente se estudié la funcidén de este PSA y la relevancia de la sobreexpresion
de las ST8Sia Il y ST8Sia IV a través de su silenciamiento génico (Figura 24).

Observamos que la uniéon del mAb anti-PSA se suprimié de manera similar al silenciar
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cualquiera de las dos enzimas (Figura 23). Esto demuestra que la polisialilacion de las
glicoproteinas ocurre por la actividad de ambas enzimas. Como se menciond
previamente, la NCAM, la NRP-2 y la SynCAM 1 son polisialiladas de forma especifica
por las ST8Sia Il y ST8Sia IV bajo diferentes condiciones. En esta idea, tendrian que
identificarse las proteinas correspondientes a los diferentes pesos moleculares, con
el fin de verificar la dependencia enzimatica de cada una de ellas, puesto que resulta

interesante el hecho de que ambas enzimas participen en la polisialilacion global.

Adicional a estos hallazgos, se demostré que el silenciamiento de las ST8SIAIl y
ST8SIAIV aumenta la expresion de los genes IFNy, IL-2 e IL-2R, codificantes de
citocinas estrechamente asociadas a la activacion. Si bien, el silenciamiento de cada
gen produce un perfil similar en la perdida de PSA, determinado por la unién del anti-
PSA 12E3 (Figura 23), la expresion de IFNy e IL-2R fue mayor en las células
silenciadas para ST8SIAIV en comparacion con las células silenciadas para ST8SIAII
(Figuras 23E y 23G), y la expresion de IL-2 en las células silenciadas para ST8SIAII
fue mayor con respecto a las células silenciadas con ST8SIAIV (Figura 23F). Esto
indica que el PSA sintetizado por cada polisialiltransferasa podria tener un papel
diferencial en la activacion. Como anteriormente se advirtid, las polisialiltransferasas
pueden sintetizar PSA de diferentes longitudes y con papeles funcionales
diferenciales. Asi, el PSA sintetizado por la ST8Sia Il participaria en la respuesta
mediada por IL-2. Estos datos indican que el PSA expresado en células T CD4 + esta
involucrado en la modulacién de la activacién, aparentemente tiene un papel en evitar
una respuesta exacerbada (Figura 24). Otros estudios deben abordar el papel de las

proteinas PSA + y las vias involucradas en esta modulacion. Estudios previos han
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sugerido la participacion del PSA expresado en células dendriticas maduras en la
regulacion de la activacion de los linfocitos T CD4+ a través de la inhibicion mediada
por EndoN o el bloqueo por anticuerpos anti-PSA (Curreli et al., 2007).

Consideramos que este estudio contribuye al avance del conocimiento con respecto
a una expresion no identificada previamente y el papel funcional del PSA en células T

CD4 + naive humanas, un tipo de glicosilacion que se ha demostrado, sin excepcion,

que modula la funcién celular.

Estimulacién del "
linfocito T CD4+

TCR

@\&\Wﬁc 43344 ”xf{};ﬁj’% =
o TR

RN 1
= 3 %\:\‘“‘ | Activacion IL:ZR
Identidad G J v exhacerbada IFNY
proteica? & \— Activacion :
oo
~ \ o}
WGicNAC ;}?’ % -
@ Man g;w\ Polisialilacién —— Funcion?
[]GaINAc - { YA \
S8 H 1 1 H 1
Ogal Doy E ST8Sia Il i :STSSIa |V;
@akc R A :
@sia ‘ :’:
P Fuc :: Silenciamiento
ey

Figura 24. La sobreexpresion de las ST8Sia Il y ST8Sia IV sustenta la
polisialilacion del linfocito T CD4+ naive y regula la expresion de genes
asociados a la activacion. La activacién del linfocito T CD4+ naive humano induce
la sobreexpresion de las polisialitransferasas ST8Sia Il y ST8Sia IV causando el
incremento en la presencia de PSA en glicoproteinas aun no identificadas. El

silenciamiento de los genes que codifican para estas enzimas induce una
hiperactivacién determinada por el aumento en los genes que codifican para las
citocinas IL-2 e IFNy y el receptor de IL-2. La expresion de ambas polisialitransferasas,
asi como su actividad podria estar asociada a la regulacion de la activacion. La
identidad de las proteinas polisialiladas, la funcion de estas y la asociacién del PSA a
N- u O-glicosilacién son cuestionamientos que aun quedan por investigar.
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Conclusiones de los resultados. Parte Il: Sialilacion a2,8 en glicoproteinas del
linfocito T CD4+ naive humano.

1.

La activacion del linfocito T CD4+ naive humano induce la sobre expresion de los

genes y proteinas polisialiltransferasas ST8Siall y ST8SialV.

. Los linfocitos T CD4+ en reposo y activados expresan proteinas polisialiladas

reconocidas por el anticuerpo anti-PSA NCAM clona 12E3.

La expresion de PSA en superficie esta localizada en forma de clusters, mientras
que la activacion conduce a la reorganizacion de estas estructuras.

El silenciamiento de las ST8SIAIl y ST8SIAIV induce una sobre-expresion de /L-
2, IL-2r y de IFNy en linfocitos T CD4+ activados.

La polisialilacion de las proteinas detectadas por WB esta afectada durante el

silenciamiento de las ST8SIAll y ST8SIAIV.

Perspectivas Parte Il.

En el presente trabajo se encontré evidencia de que existe sialilacién de tipo a2,8 en

glicoproteinas del linfocito T CD4+ naive humano, y que dicha polisialilacion esta

asociada a la activacién. Sin embargo, aun se desconoce la identidad de estas

glicoproteinas, el tipo de glicosilacion al que esta asociado el PSA y el grado de

polimerizacién del PSA en cada proteina. Por ello, planteamos que en el futuro

resultaria muy importante abordar los siguientes aspectos para contribuir con la

informacion derivada de este trabajo.

1. Identificar la identidad de las glicoproteinas reconocidas por el anticuerpo anti-

PSA clona 12E3 utilizado en este trabajo para caracterizar la polisialilacion.
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. Evaluar si el PSA en linfocitos T CD4+ PSA+ e asociado a N-glicanos y/o a O-
glicanos.

. Determinar la causa de la presencia de dos poblaciones en el analisis de PSA
por citometria de flujo.

. Evaluar el grado de polimerizacién de PSA en las glicoproteinas previamente
identificadas, asi como la contribucion de cada polisialiltransferasa en la
polimerizacion.

. ldentificar si los linfocitos T CD4+ que no son reconocidos por el anti-PSA 12E3
y que expresan las ST8Sia Il y IV expresan otros grados de polimerizacion de

PSA.
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Anexos.

GD2 GD3 GD1b

>

A M Anti-GD2 + Vehicle
Anti-GD2 + 2 pg
A B Anti-GD2 + 3 ug
M Anti-GD2 + 5 ug
‘ M Anti-GD2 + 4 ug
; )

4 1 2 4 5 0 2
10 10 10 10 103 10 10 10 10 10 10 10
C Alexa Fluor 647-A

Figura anexa 1. Ensayo de competencia para el anticuerpo anti-gangliosido GD2.
Linfocitos T CD4+ naive activados en presencia de anticuerpos anti-CD3/anti-CD28
por 24 h fueron tefidos para determinar la unién del anticuerpo anti-gangliosido GD2
(clona 14G2a), que fue incubado previamente durante 30 minutos a temperatura
ambiente con 2 ug (curva verde), 3 ug (curva azul), 4 ug (curva anaranjada) o 5 ug
(curva morada) de di-sialogangliosido GD2 derivado de cerebro humano
(Calbiochem), de di-sialogangliosido GD3 derivado de suero de leche de bovino
(Santa Cruz Biotechnology), de di-sialogangliosido GD1b derivado de cerebro bovino
(Enzo) o sin ningun gangliésido (curva marron).

1.6 -
1.4 -
1.2

0.8 A
0.6 5-GD3 -+-GD2
0.4 -
0.2

Absorbance (O.D. 492 nm)

0.0468 0.987 0.187 0.35 0.75

mAb 14G2a (pg/ml)

Figura anexa 2. Ensayo de ELISA para titular la unién del anticuerpo anti-
gangliésido GD2 clona 14G2a a los gangliésidos GD3 y GD2. La grafica muestra
la eficiencia de union del anticuerpo anti-gangliésido GD2 al gangliésido GD3 (curva
gris) y al gangliosido (GD2), que fueron previamente adheridos a la placa de ELISA.
El anticuerpo anti-GD2 fue revelado con el secundario anti-ratéon IgG conjugado a la
peroxidasa de rabano (por sus siglas en ingles HRP).
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- <+ - <4+ - < cD3cCD28

NRP-2 IL-2 eEF1a
581 pb 228 pb 497 pb

Figura anexa 3. NRP-2 es expresado en linfocitos T CD4+ en la activacion, pero no
en condiciones de reposo. Analisis mediante PCR semicuantitativo del gen NRP-2 en
linfocitos T CD4+ en reposo y activados en presencia de anticuerpos anti-CD3/anti-
CD28, asi como el gen eEF1a como gen de referencia. La figura es representativa de

tres experimentos independientes.
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